
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７３０１

基盤研究(C)

2013～2011

自己抗原をプロテオミクスで同定しＲＡの診断、病態解明、治療に展開する横断的研究

Investigation of autoantigens in patients with rheumatoid arthritis through protemic
 analysis: exploration from diagnosis, pathogenesis to therapy

９０３２５６３９研究者番号：

川上　純（Kawakami, Atsushi）

長崎大学・医歯（薬）学総合研究科・教授

研究期間：

２３５９１４３９

平成 年 月 日現在２６   ６ １３

円     3,900,000 、（間接経費） 円     1,170,000

研究成果の概要（和文）：血清のイムノコンプレキソーム解析で、TSP-1とPF-4がRA特異的自己抗原である可能性が示
され、前者の関連がより強いと考えられた。RA滑膜組織ではTSP-1の強い発現を認め、培養滑膜細胞はTSP-1を産生し、
TGF-beta1は翻訳レベルで増強した。抗リウマチ治療が奏効したRA患者では、血漿TSP-1とTGF- beta1が有意に減少し、
これらが奏効しなかったRA患者では、有意な減少は認めなかった。RA滑膜組織の炎症性ニッチで産生されるTGF- beta1
が滑膜細胞に作用し、TSP-1の発現増強が誘導され、これが免疫系を感作し、抗TSP-1抗体が産生されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Serum immune complexome analysis has found that TSP-1 and PF-4 are candidate autoa
ntigens in RA. Especially, TSP-1 was considered as more useful than PF-4 in terms of detection sensitivity
. In fact, prominent expression of TSP-1 was found in RA synovial tissues. TSP-1 was spontaneously produce
d in RA synovial cells and TGF- beta1 significantly stimulated the synthesis of TSP-1 at transcriptional l
evel. A clear reduction of plasma TSP-1 and TGF- beta1 was found in RA patients successfully treated by di
sease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs), however, the above change was not determined in RA patients
 DMARDs did not improve the clinical disease activity. It has been reported that the inflammatory niche of
 rheumatoid synovial tissues contain high TGF- beta1. We suspect that TGF- beta1 acts on synovial cells to
 produce TSP-1, and furthermore, the augmented production of TSP-1 may stimulate the autoantibody producti
on toward TSP-1 in patients with RA.
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）は代表的なヒト自己免疫
疾患であり、リウマトイド因子（以下：RF）と抗環
状シトルリン化ペプチド抗体（以下：ACPA）は
RA の疾患標識自己抗体であるが、RA 特異
的な自己抗原を認識しているか否かは不明で
ある。生物学的製剤は RAの治療に大変革を
もたらしたがこれらの作用点は免疫学的には
非特異的であり、次世代の RA新規治療薬の
開発には RA 特異的な免疫応答の同定が急
務と考えられる。免疫複合体（以下：IC）は自
己抗原特異的に産生された自己抗体と自己
抗原から形成され、個体の自己抗原に対する
免疫応答を鋭敏に反映する。しかしながら、こ
の ICの解析から RAの自己抗原を同定し、か
つ、それ（ら）と RA の病態を関連解析する研
究は皆無に近い。私たちは独自に開発した
IC を主眼においたプロテオミクス手法を用い
て、RA の自己抗原の同定を試みる研究計画
を立案した。 
 
２．研究の目的 
① IC を網羅的に解析するプロテオミクス手
法（以下：イムノコンプレキソーム解析）を
用いて、RA 血清中に特異的に認められ
る ICを同定し、RA特異的自己抗原の検
出を試みた。 
② 上記で同定された自己抗原の RA に対
する病的意義を解析した。 

 
３．研究の方法 
① イムノコンプレキソーム解析による RA 特
異的自己抗原と ICの解析 
イムノコンプレキソーム解析による自己抗
原の同定法を図 1に示す。今回はRA血
清、また、コントロールしては健常人血清
と変形性関節症（OA）血清を用いた。 

② 同定された RA 自己抗原の病的意義の
解析 
今回は、RA 滑膜組織、また、コントロー
ルとして OA滑膜組織における自己抗原
の発現の検討（免疫組織染色し、
WinROOF ソフトウェアを用いて定量化し
た）、培養滑膜細胞における自己抗原の
発現とその制御（RT-PCR、ELISA、マル
チサスペンションアレイ、スクラッチアッセ
イ）、RA 治療経過（臨床的疾患活動性、

関節エコー指標）と自己抗原および関連
分子の発現動態の評価の手法で解析し
た。 

 
４．研究成果 
① 血清を用いた RA 特異的自己抗原の同
定 
晩期 RA、OA、健常人の血清のイムノコ
ンプレキソーム解析の結果を表 1 と図 2
に示した。Thrombospondin-1（TSP-1）と
Platelet factor 4（PF-4）がRA特異的自己
抗原である可能性が示された。晩期 RA
の結果は、抗リウマチ薬や合併症による
修飾が考えられる。そこで、抗リウマチ治
療薬ナイーブの早期 RA と非 RA リウマ
チ性疾患（疾患コントロール）の血清で検
証を行った。その結果を表2に示す。表2
に示すように、TSP-1 がよりよい指標であ
ることが示され、この TSP-1を含有する免
疫複合体は、シェーグレン症候群（SS）
や全身性エリテマトーデス（SLE）の血清
中には検出されなかった。また、この免
疫複合体は、RF と ACPA が陰性の未治
療早期 RA にも検出された。以上の結果
より、以下の解析は TSP-1 に関して行っ
た。 
② TSP-1の滑膜組織における発現の検討 
抗 TSP-1 抗体を用いた免疫染色で、滑
膜組織での TSP-1の発現を検討した。図
3 に示すように、OA 滑膜組織をコントロ
ールとして、RA 滑膜組織には TSP-1 の
強い発現を認めた。 
③ 滑膜細胞における TSP-1発現の検討 

RA滑膜組織から単離培養した滑膜細胞
を用いて評価した。図 4 に示すように、
ELISA と real-time RT-PCRで解析した。
滑膜細胞は恒常的に TSP-1 を産生した
が、図 4に示したサイトカインの範囲では、
mRNA レベルでは TGF-1 と IL-1が
TSP-1 発現を誘導した。蛋白レベルでは
TGF-1のみTSP-1の産生を有意に増強
した。以上の結果より、TGF-1 は TSP-1
の産生を増強するサイトカインであること
が示唆された。 
④ RA治療経過における評価 
以上の 1.-3.の結果より TSP-1は RAのバ
イオマーカーになりうる可能性が示唆さ
れ、RA の治療経過における変動を評価
した。対象は抗リウマチ治療が奏効した 9
症例で、図 5 に示すように臨床的疾患活
動性（DAS28-CRP）と関節エコーでの活
動性（パワードプラ指数）が有意に低下を
示した症例を抽出した。これら 9 症例で
は、血中レベルでの TSP-1、TGF-1、
IL-6、VEGF は有意な低下を認めた（図
6）（IL-6 と VEGFは RAの活動性を評価
し得る血中マーカーとして選択した）。一
方、抗リウマチ治療が奏効しなかった 7
症例では、TSP-1、TGF-1、IL-6、VEGF
は有意な反応は認めなかった。TSP-1 の



滑膜細胞への直接作用を検討したが、
TSP-1 刺激滑膜細胞の培養上清を用い
たマルチサスペンションアレイ（抗体アレ
イ）とこれら細胞の遊走能を検討するスク
ラッチアッセイでは、TSP-1の直接作用は
認めなかった。 
⑤ 結果の解釈 

RAの滑膜組織における TGF-1の強い
発現は報告されている。すなわち、RA滑
膜組織の炎症性ニッチで産生される
TGF-1 が滑膜細胞に作用し、TSP-1 の
発現増強が誘導され、これが免疫系を感
作し、抗 TSP-1 抗体が産生されると考え
られた。今回の検討範囲では、TSP-1 の
滑膜細胞に対する直接作用については
明らかにはできなかった。しかしながら、
TSP-1 には T 細胞への活性化作用が報
告されている。今後は滑膜細胞での
TSP-1 の受容体の発現や手法を変えて
の研究を遂行する予定である。現時点に
おいても、TSP-1 は RA のバイオマーカ
ーとして魅力的であるが、滑膜細胞への
TSP-1の直接的な作用が立証できれば、
RAにおけるTSP-1の重要性がより強く証
明できると考えられる。 
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