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研究成果の概要（和文）：免疫複合体は液性免疫のトリガーとなる一群であり、疾患病因の根幹を解明するための有用
な情報源となる。そこで我々は、免疫複合体中の抗原を網羅的に同定する“イムノコンプレキソーム解析法”を創製し
た。イムノコンプレキソーム解析法を用いて関節リウマチ（RA）患者、変形性関節症患者および健常人の比較を行った
結果、RA患者でのみ特異的に検出される2種類の自己抗原タンパク質（トロンボスポンジン-1、血小板第4因子）を特定
した。更に、既存の血液検査では陰性で臨床診断が困難な早期RA患者の解析を行った結果、トロンボスポンジン-1が患
者の約50%で検出され、RAの早期診断に有望なバイオマーカーになることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We proposed a novel proteomic strategy (immune complexome analysis) consisting of 
ICs separation from serum and direct tryptic digestion followed by nano-liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry for the identification and profiling of antigens in circulating immune complexes (CICs).  We 
applied this strategy to the analysis of CICs in rheumatoid arthritis (RA).  Sera samples from healthy don
ors and osteoarthritis patients were used as controls.  CIC-associated thrombospondin-1 (TSP-1) was found 
in 81%, and CIC-associated platelet factor 4 (PF4) was found in 52% of established RA patients, but neithe
r protein was found in CICs from any of the controls.  Furthermore, CIC-associated TSP-1 was found only in
 early RA patients and was found in neither disease controls nor healthy donors.  It was also found that s
eronegative early RA patients, who lack lacking RF and anti-CCP antibody markers, had CIC-associated TSP-1
.
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１．研究開始当初の背景 
抗体はBリンパ球から産生されるタンパク

質の一種である。抗体は体外から侵入する細
菌やウイルスを認識し、これらと結合するこ
とにより最終的に白血球やマクロファージ
を活性化することで生体防御に大きな役割
を果たしている。このように抗体は、本来、
非自己である生体異物を認識し、排除する働
きを持つ。しかし、遺伝子の変異により生じ
るタンパク質に対しても抗体が産生される
場合がある。近年、このようにして生じる自
己抗体の測定ががんの早期診断法として注
目を集めている。例えば、2007 年に新規承認
された抗 p53 抗体は食道がん、大腸がん、乳
がんの早期マーカーとして期待されている。
このように自己抗体により形成される免疫
複合体は、がんを始めとする種々の疾患に関
して多くの情報を与える可能性を有してい
るにもかかわらず、免疫複合体を形成する抗
原側に着目し、これを予断なく網羅的に解析
し、効率的にバイオマーカーを探索するアプ
ローチはこれまで全く試みられていない。 
 
２．研究の目的 
ヒト血中に存在する免疫複合体を簡便に

捕捉・精製し、共存する生体成分の影響を受
けることなく抗原を LC-MS/MS により検
出・同定できる測定操作の確立を行う。その
ための基礎的検討を行ったのち、実際に自己
免疫疾患患者血液の免疫複合体中の抗原を
同定し、方法の信頼性を確認する。最終的に
は、健常人及び各種がん患者血液の実試料を
用いて免疫複合体を形成している抗原の解
析を行い、健常人と比較することでバイオマ
ーカーの探索を行う。新たに見出したバイオ
マーカーに関しては、その測定の臨床検査法
としての有用性をさらに精査する。最終的に
は、自己免疫疾患を始めとする他の疾患にも
本法を適用し、その適用性・普遍性を評価す
る。 
本研究では対象を免疫複合体を形成する

抗原に絞り込むことで、バイオマーカーの探
索精度を飛躍的に高めることができる。また、
自己抗体と結合している抗原のみを簡便な
操作により精製し、網羅解析することで、効
率的かつ系統的にバイオマーカーの探索を
行うことが可能となる。このような試みは、
これまで全く報告されていない。一方、自己
免疫疾患以外にも免疫複合体の解析結果が
活用できる研究分野は、がん、感染症、臓器
移植など極めて多岐に渡っている。従って、
本技術が実用化された場合、生命科学研究の
ための画期的バイオマーカー探索法だけに
とどまらず、普遍性を持つ臨床検査法として
も、その大きな社会貢献が期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究は、モデル免疫複合体を用いる基礎

的検討と血液試料を用いる解析法の構築・評
価、及び実試料分析によるバイオマーカーの

探索に大別できる。既に市販のタンパク質と
それを認識する抗体を用いる検討によって、
免疫複合体の抗原を高感度かつ精度よく網
羅解析する手法は確立しており、本申請研究
においては、以下の検討を行う。①モデル免
疫複合体を添加した血液試料から免疫複合
体、更には抗原を効率的に精製する方法を検
討する。②自己抗体の存在が認められた患者
血液中の免疫複合体を解析し、抗原の同定を
行う。得られた結果を従来の抗原同定法によ
る結果と比較し、本法の信頼性を評価する。
③最終的には、健常人及び自己免疫疾患の血
液を使用して免疫複合体を形成する抗原の
網羅解析を行い、バイオマーカーの探索を行
う。 
 
４．研究成果 
平成23年度は免疫複合体の網羅的解析を行

う新規測定法（イムノコンプレキソーム解析
法）の確立を目的に、1)モデル免疫複合体を
用いる基礎的検討、2)血液試料を用いる解析
法の構築・評価、3)実試料分析によるバイオ
マーカーの探索を行った。 
1) モデル免疫複合体を用いる基礎的検討 
ミオグロビン及びアルブミンとそれを認識す
る抗体から作製したモデル免疫複合体を用い
、プロテインG固定化磁気ビーズにより免疫
複合体を血清中から効率よく回収・トリプシ
ン消化するための条件検討（ビーズ量・還元
アルキル化条件・トリプシン量）を行った。
検討結果をもとに確立した前処理を行うこと
で、血清中の複数の抗原タンパク質を
LC-MS/MS測定により、一斉に同定できるこ
とを確認した。 
2) 血液試料を用いる解析法の構築・評価 
健常人血清（13名）を対象にイムノコンプレ
キソーム解析を行い、患者群との差異解析を
実施するための抗原データベースを作成した
。 
3) 実試料分析によるバイオマーカーの探索 
液性免疫との関連性が明確で、自己抗原・抗
体についての情報が豊富な自己免疫疾患患
者（関節リウマチ、RA）を対象にイムノコン
プレキソーム解析を実施した。健常人血清と
晩期 RA 患者血清について比較した結果、健
常人では全く検出されず、RA 患者でのみ高
頻度に検出される 2 種類のタンパク質
（Thrombospondin-1 及び Platelet factor4）が存
在 す る こ と が わ か っ た 。 特 に
Thrombospondin-1 の検出頻度は 81%と高く、
従来から RA の判定に利用されてきた抗 CCP
抗体（68%）よりも高い感度を示した。さら
に、RA の症状が現れておらず、血液検査で
の判定が困難とされる早期 RA についても解
析を行った。その結果、Thrombospondin-1 は
早期 RA の 54%で検出され、血液検査で RA
陰性とされた早期 RA の 50%に認められた。



一方、Platelet factor4 は早期 RA では 12%の頻
度でしか検出されなかった（晩期 RA：52%）
ことから、疾患の進行度を反映する可能性が
考えられた。 
平成24年度は免疫複合体の網羅的解析を行

う新規測定法（イムノコンプレキソーム解析
法）の確立を目的に、4)LC-MS/MS条件の最適
化、5)中枢神経症状を呈する自己免疫疾患の
特異的なバイオマーカーの探索を行った。 
4) LC-MS/MS条件の最適化 
イムノコンプレキソーム解析法のLC-MS/MS
分析におけるタンパク質及びペプチドの同定
数の向上を目的に、キャピラリーカラム、グ
ラジェント時間及びトリプシン消化法の検討
を行った。グラジェント時間について検討し
たところ、タンパク質およびペプチドの同定
数はグラジェント時間を長くすることで増加
した。これは勾配が緩やかになることで、分
離が向上したためと考えられる。また、キャ
ピラリーカラム間の比較については、イオン
化用ニードルとカラムが一体化したNano 
HPLC Capillary Columnが最良の結果を与えた
。さらに、マイクロ波照射によるトリプシン
消化の効率化を検証した結果、極めて短時間
（1分）で従来の消化時間（12時間）と同等の
消化効率が得られることがわかった。 
5) 中枢神経症状を呈する自己免疫疾患の特

異的なバイオマーカーの探索 
血清以外の対象サンプルとして脳脊髄液を
選定し、中枢神経症状を呈する自己免疫疾患
（中枢神経性ループス、多発性硬化症、視神
経脊髄炎）に特有の免疫複合体の探索を行っ
た。各疾患にのみ認められる抗原タンパク質
が、中枢神経性ループスで 2 種類（suprabasin
及 び rapamycin-insensitive companion of 
mTOR）、視神経脊髄炎で 1 種類認められた。
特に、suprabasin は比較的高頻度（26 名中 9
名）に検出され、中枢神経性ループスの診断
に有用である可能性が示唆された。 
平成 25 年度は自己免疫疾患患者総数(140

万人)の8割以上を占める7種類の自己免疫疾
患について血清解析(全身性エリテマトーデ
ス、シェーグレン症候群、皮膚筋炎、強皮症、
混合性結合組織病、血管炎症候群、ミクリッ
ツ病)を行った。各疾患 7～14 名の患者を解析
した結果、疾患特異的な自己抗原は 65 種類
見つかったが、検出頻度は最大で 33%と低か
った。一方、それぞれの自己抗原について各
疾患との関連性を論文情報をもとに考察す
ると、3 種類の自己抗原がすでに自己抗原候
補として報告されていたことから、本解析の
妥当性が示唆された。また、ミクリッツ病は
これまで自己免疫疾患か否かという点で議
論されてきたが、同一の手法で解析した結果
を自己免疫疾患と比較すると、疾患特異的な
自己抗原の数が従来の自己免疫疾患に匹敵
し、自己抗体のサブタイプ別に考察すると、
皮膚筋炎・混合性結合組織病・血管炎症候群

に類似していることがわかった。 
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