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研究成果の概要（和文）：ACP353対応抗原のメインエピトープはＣ末５アミノ酸残基（GLFPN）である。本研究
で、ACP353よりもクローン病(CD)検体と強く反応する配列が複数見つかり、これらの配列上の特徴はCXXGLFPNで
あった。つまり、抗原ペプチドのN末端をCysとすることでACP353の反応性を向上できた。これらの配列は、ヒ
ト、共生細菌、寄生虫のタンパク質に由来するが、ACP353対応抗原を決定するには至っていない。さらにCDの原
因菌の可能性がある大腸菌AIECとACP353の反応性をwestern blot法で確認したが特異的なものは判別できなかっ
た。ACP353対応抗原の決定にはさらに検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The main epitope of the ACP353-compatible antigen is the C-terminal 5 amino 
acid residue (GLFPN). In this study, we found multiple sequences that responded more strongly to 
Crohn's disease (CD) specimens than ACP353, and the feature on these sequences was CXXGLFPN. In 
other words, the reactivity of ACP353 could be improved by using Cys as the N-terminal of the 
antigenic peptide. These sequences are derived from human, bacteria, and parasite proteins, which 
have not yet determined as ACP353-compatible antigens. Furthermore, the reactivity of Escherichia 
coli AIEC and ACP353, which may be suspected as one of the causative bacteria of CD, was confirmed 
by the western blot method, but no specific one could be identified. Further studies are needed to 
determine ACP353-compatible antigens.

研究分野：消化管免疫

キーワード： ACP353　TCP353　クローン病　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
もしACP353の対応抗原が同定できれば、ACP353よりも優れた感度と特異度を持つクローン病(CD)診断マーカーの
測定系を構築することができ、その結果CDの診断が内視鏡を使用せずに血清のみで行える可能性がある。
さらにACP353の対応抗原がCDの病因に関わっていることが明らかになれば、原因不明とされるCDの病態解明の
breakthroughとなり、ひいては根治療法へとつながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
 
クローン病(CD)は原因不明の慢性腸炎で、病変が進行すると狭窄、瘻孔、癌などの腸管合併症を
来すだけでなく、皮膚や関節など全身諸臓器に合併症を来たす難治性疾患である。患者数は増加
の一途を辿っており、若年層に好発し QOL が障害されることから、社会的・医療経済的にも大き
な問題となる疾患である。そのため、発症早期における適切な診断・治療が極めて重要である 
 
CD の診断や治療効果判定には内視鏡検査が gold standard であるが、コストや侵襲性が高いこ
とが難点である。もしバイオマーカーにより CD の診断や治療効果判定が可能になれば、極めて
高い臨床的意義を持つことが期待される。さらに、バイオマーカーの CD に対する特異性が高け
れば、CD の病態や根治療法の開発にも応用し得る可能性がある。このような背景から、CD の疾
患特異的バイオマーカーの研究開発が活発に行われているが、これまでに報告されたマーカー
の CD 診断上の有用性は満足できるものではない。 
 
我々は、大腸癌 cDNA を用いて作製した T7 Phage library を、多数の CD 患者血清中の IgG を用
いてスクリーニングを行ない（Phage display 法）、CD 患者血清と特異的かつ高率に結合する
phage を選別し、さらに発現ペプチドのアミノ酸配列を決定した（TCP peptide）。TCP ペプチド
に対する抗体（Antibodies to Crohn’s disease peptide：ACP353）は CD患者に特異的に検出
され、ACP353 が CD の有用なバイオマーカーとなること、従来のマーカーである ASCA よりも特
異度・感度ともに優っていた（特許権取得済み）。さらに興味深いことに、CD患者の単核球を合
成 TCP ペプチドで刺激すると炎症性サイトカインを高産生することから、TCP ペプチド関連抗原
は CD の病態に深く関与していることが示唆された。 
 
TCP353 ペプチドは 8 アミノ酸からなるものの、データベース上に完全に一致する配列の登録は
なく、どの生物種の何のタンパク質に由来する配列なのか不明である。しかしながら、これまで
に、ACP353 は CD 患者血清中に高頻度で検出され、対照疾患となる潰瘍性大腸炎やその他の腸疾
患においてはほとんど検出されていない。ACP353 の成人 CD での特異性は、その後に実施した東
邦大佐倉病院、九州 3 施設の共同研究での成績や、国内小児科 15 施設で実施した小児 CD での
成績でも確認された。いずれの施設でも検体の 30～50%で陽性であり、疾患特異度は約 100％と
非常に良好な診断性能を有していた。この性能は同時に測定した既存の CD 関連自己抗体である
抗 GP2 自己抗体と同等のものであったが、GP2 が約 500 アミノ酸からなるタンパク質であること
を考えると、わずか 8 アミノ酸からなる TCP353 ペプチドに対する自己抗体 ACP353 が抗 GP2 自
己抗体と同等の診断性能を示すことは驚異的な現象だと考えられる。しかしながら、ACP353 の
対応抗原、すなわち TCP353 ペプチドの大元のタンパク質については未だ特定するにはいたって
いない。 
 
 
2. 研究の目的 
 
本研究では、ACP353 の対応抗原を決定し、CDの病態における対応抗原の役割を評価する。 
 
 
3. 研究の方法 
 
（1)TCP353 に対するホモロジー検索でのアプローチ 
 
CD では、自己抗原だけでなく、腸内の共生細菌や真菌の抗原、および食物抗原に対する免疫寛
容が破綻していると言われているため、生物種を限定せずに CXXGLFPN 配列にてホモロジー検索
を実施し、ヒット配列の中から、腸内の共生細菌や真菌の抗原、および食物抗原を抽出すること
を試みた。 
 
 
（2)TCP353 と AIEC との関連性についての培養細胞でのアプローチ 
 
① 培養した各種 E.coli 株と ACP353 抗体との反応性を確認するため、E.coli を溶解し、ウェス
タンブロット法で ACP353 抗体との反応性確認した。 
対照として、E.coli JM105 株を用い、AIEC、EIEC、EPEC 菌体溶解液を SDS-PAGE で分画し、PVDF
に転写。ACP353 抗体を用いたウェスタンブロットを実施した。 
 



②-a マクロファージ／E.coli を溶解し、ウェスタンブロット法で ACP353 抗体との反応性を確
認した。 
・24 ウェルプレートに 0.5×105／ウェルで THP-1 を播種、PMA で 48 時間刺激後、MOI=50、E.coli 
exp time=20 分で E.coli 感染（JM105、AIEC、EIEC、EPEC）させた。 
・感染後、洗浄したのちゲンタマイシンを添加して遊離の E.coli 増殖を阻害しつつ、37℃で 24
時間培養した。 
・細胞をサンプルバッファーで溶解し、SDS-PAGE→ウェスタンブロットを実施した。 
 
②-b THP-1 から分化誘導したマクロファージ様細胞に各種 E.coli 株を感染させ、各種サイトカ
イン産生を測定した。 
・上記と同様にして、THP-1／Mφに JM105 または AIEC を MOI=1～50、E.coli exp time=3～20 分
で感染させ、培養上清の IL-6 および TNF-αを ELISA で定量測定した。 
・感染後、洗浄したのちゲンタマイシンを添加して遊離の E.coli 増殖を阻害しつつ、37℃で培
養。4時間後、および 24時間後の培養上清をサンプリングして、-80℃にて保存した。 
 
②-c THP-1 から分化誘導したマクロファージ様細胞に各種 E.coli 株を感染させ、TCP353 ペプ
チド添加による各種サイトカイン産生への影響を検討した。 
・上記と同様にして、THP-1／Mφに JM105 または AIEC を MOI=10、・E.coli exp time=20 分で感
染させたのち、TCP353 ペプチドを添加して培養を継続。培養上清の IL-6 および TNF-αを ELISA
で定量測定した。 
・感染後、洗浄したのちゲンタマイシンを添加して遊離の E.coli 増殖を阻害。同時に、TCP353
ペプチドを 10 および 100μg/mL で添加し、37℃で培養。24 時間後の培養上清を-80℃にて保存
した。 
 
②-d 感染時間を延長して再実験を行った。 
・SW480（seed on 24-well Type-I collagen coated plate, 1x10^5/well）に E.coli (JM105、
AIEC（古い lot および新しい lot）を MOI=10～30（in Leibovitz L-15/10%FBS) で添加し、3時
間、37℃インキュベーター内で感染させた後、D-PBS で 3回洗浄し、100μg/mL gentamicin 含有
の培地で 1時間培養。その後、50μg/mL gentamicin 含有培地に培地交換して、1および 20時間
培養し、細胞/菌体を 1% TritonX-100 で溶解して、LB plate に播種し、E.coli colony 数をカ
ウントした。 
 
 
4. 研究成果 
 
（1）CD 患者血清が強く反応する CXXGLFPN 配列は、ヒト、共生細菌、寄生虫由来のタンパク質
中に存在することが分かった。また、上記の配列の中で飛びぬけて反応性の良いものはないため、
いずれも ACP353 の真の対応抗原ではなく、単に交差反応性を有しているだけの可能性は残る。
対応抗原の同定はかなり難易度の高い作業と考えられるが、今後も丹念に検討を続けていく予
定である。 
 
 
（2) 
① いずれも多数のバンドが見られるが、AIEC に特異的なものは判別できなかった。抗原である
TCP353 ペプチドを添加して、吸収実験を実施したが、特に変化はなく、ほぼ全て非特異反応と
推察された。 
 
②-a 非常に弱いシグナルのバンドが数本見られるのみであった。AIEC 特異的なものはなかっ
た。TCP353 ペプチドを添加して吸収実験を実施したが変化はなかった。 
 
②-b MOI、exp time の増加に従い、IL-6、TNF-αも（経時的に）増加したが、JM105 と AIEC で
は差異はなかった。 
 
②-c TCP353 ペプチドの添加によって、IL-6、TNF-αも増加しなかったが、AIEC 感染細胞では
TCP353 ペプチド濃度依存的に、むしろ、IL-6、TNF-αは減少した（100μg/mL 添加で 30％程度
の減少）。JM105 感染細胞ではほとんど変化はなかった。本現象は再現性が見られた。 
 
②-d 新しい AIEC の SW480 細胞への感染では、顕微鏡観察でもわかるほど、細胞の形に AIEC が
吸着・集積されたが古い株では同様な現象は見られなかった。 
 
本実験系では SW480 細胞への AIEC の結合は、コントロール（JM105）と比較して高いことは観察
されたが、細胞内での AIEC 増殖が再現されなかった。また菌体、感染細胞を用いて、ACP353 抗
体によるウェスタンブロットを実施したが、特徴的なシグナルは見られなかった。 



 
(3)以上より結論として、これまでに得られている結果は ACP353 と腸管免疫との関係を示唆し
ていることが示唆される。しかしながら、ACP353 の対応抗原を決定するには至っていない。今
後もさらなる検討が必要である。 
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