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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデスや抗リン脂質抗体症候群における病態形成性自己抗体の選択的検出
を目指して，まず，抗DNA抗体や抗リン脂質抗体がどのように病態形成に関わっているのかを検討した。その結果，リ
ン脂質と交差反応する抗DNA抗体の一部は単球に組織因子の発現を誘導すること，マクロファージ様細胞にBAFFやIL-1
βの発現を誘導することなどが明らかになり，自己抗体が病態形成にも関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The final goal of this study is selective detection of pathogenic autoantibodies 
in systemic lupus erythematosus and/or antiphospholipid syndrome. For the first step, we studied whether 
anti-DNA and　antiphospholipid antibodies have activities to induce expression of specific molecules 
which have been suggested to play a role in the pathogenesis.
Some antibodies cross-reactive with DNA and phospholipid induced expression of tissue factor in 
monocytes, and BAFF or IL-1β in macrophage-like cells, suggesting that these antoantibodies have 
pathogenic activities.

研究分野： 免疫血清学
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１．研究開始当初の背景 
	 膠原病では種々の自己抗体が検出される

が，それらが病態形成にどのように関わって

いるかについては不明の点が多い。たとえば

全身性エリテマトーデス(SLE)では，抗 DNA
抗体と DNA の免疫複合体が沈着して III 型
アレルギーの機序で腎炎を惹起するとされ

ているが，免疫複合体が沈着するだけでは腎

炎を発症するとは限らないし，まして腎炎以

外の病態の発症機序については不明の点が

多い。 
	 そのような中で，SLEの病態形成における
IFN-γや BAFF (B cell activating factor)な
どのサイトカインの重要性を示唆する研究

結果が報告されている。私たちも，患者血清

および患者末梢血細胞を用いた検討で，SLE
患者では IFN-γ産生能が更新していること，
それが単球に BAFF産生を誘導すること，さ
らに SLEの単球は，健常人の単球より BAFF
産生能が亢進していることを報告してきた

(Harigai, Kubota, et al. J Immunol 2008)。 
	 また，抗リン脂質抗体症候群(APS)は，動
静脈血栓症，妊娠合併症を繰り返し，血清中

に抗リン脂質抗体が検出される症候群で，

SLEとの合併例が多い。抗リン脂質抗体の中
でも，とくにカルジオリピン-β2グリコプロ
テイン I 複合体 (CL-β2GPI) と反応する抗
体が検出される症例に血栓症の頻度が高い

ことが知られ，臨床検査でも測定されている。

しかし，抗 CL-β2GPI 抗体がどのような機
序で血栓症を引き起こすのかは，充分解明さ

れていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は，抗 DNA抗体が SLEの病態形成
にどのように関わるか，抗リン脂質抗体がど

のように APS の病態を引き起こすか，SLE
と APS は何故合併しやすいのか，などの点
を明らかにすることを目的として計画され

た。このような研究によって病態形成性抗体

の特徴が明らかにされ，そのような抗体を選

択的に検出する方法が開発されれば，臨床的

に有用性の高い新しい臨床検査法の開発に

つながる可能性もある 
 
３．研究の方法 
（１）抗体 
	 マウスモノクローナル抗体 2C10 (IgG2b, 
κ)およびH241 (IgG2b, κ)は SLE様病態を
自然発症するMRL/lprマウス由来，WB-6は
APS 様病態を自然発症する (NZWxBXSB) 
F1マウス由来で，いずれも dsDNA結合活性

をもつ。さらにH241とWB-6は，CL-β2GPI
とも反応する。対照として dsDNA，CL-β
2GPI いずれとも結合しないマウスモノクロ
ーナル抗体MPC-11 (IgG2b, κ)を用いた。各
抗体産生細胞の培養上清を 4℃で撹拌しなが
ら，50%飽和硫酸アンモニウムで塩析した後， 
Protein G カラムを用いて精製したものを使
用した。 
 
（２）細胞 
	 ヒト末梢血単核球(PBMC)は，健常人末梢
血より比重遠心法で分離した。PBMCおよび
ヒト急性単球性白血病細胞株(THP-1) は，
10% 牛胎児血清，1% 非必須アミノ酸， 2 
mM L-グルタミン, 100 U/ml ペニシリン，
100 µg/ml ストレプトマイシンを加えた
RPMI-1640培地で培養した。 
	 THP-1を 24 well 細胞培養プレートに撒
き (2×105 cells/well),	 phorbol	 
12-myristate	 13-acetate (PMA)	 を終濃
度濃度 5 ng/ml になるように加え，37 ℃，
5 % CO2 インキュベーターで 2日間培養し
たものを，マクロファージ様に分化した細胞

として使用した。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
 
（３）リアルタイム PCR 
	 PBMC は 48 well 細胞培養プレートに
(1×106cells/200µl/well)，PMA 処理 THP-1
細胞は 24 well 細胞培養プレートに撒き
(2×105 cells/200µl/well)，2C10，WB-6，H241，
MPC-11を10 µg/ml，またはLPSを25 ng/ml
加え，37 ℃，5 % CO2インキュベーターで 3
時間培養した。Isogen IITM (ニッポン・ジー
ン ) を 用 い て total RNA を 抽 出 し ，

SuperScript III First-Strand Synthesis 
System for RT-PCRTM を用いて cDNAに逆	 
転写した。リアルタイム PCR の反応は，各
プライマー3 pmol，テンプレート cDNA 10 
ng ， Sybr Fast qPCR Master Mix 2x 
Universal (KAPA Biosystems) 5 µlの全量
10 µlで行った。Illumina EcoTM (Illumina)
を用いて，GAPDHの発現を基準とした遺伝
子の相対的な発現量を数値化した。	 

	 

４．研究成果	 

	 健常人 PBMCに抗 DNA抗体を添加して，	 
3時間後に total RNAを回収，血栓形成傾向
をもたらす組織因子(TF)および, SLEの病態
との関わりが示唆されているサイトカイン

BAFF と IFN-γの mRNA 発現をリアルタイ
ム PCRで検討した。その結果，WB-6とH241
は陰性コントロールとして用いた MPC-11



と比べて，有意に TF mRNAの発現を亢進さ
せた（図 1）。この実験条件では 2C10による
TF mRNA発現は有意ではなかった。いずれ
の抗体も，PBMCにBAFFや IFN-γのmRNA
発現を誘導する活性は示さなかった。 
 

	 

	 

	 

図 1	 抗 DNA 抗体による PBMC の TF 発現誘導.	 健

常人PBMCに各抗DNA抗体を加えて3時間培養した

後，TF 遺伝子の GAPDH に対する相対的発現量をリ

アルタイム PCR で測定した。	 

	 

	 

	 つぎに，PMA で分化させたマクロファー
ジ様細胞に抗 DNA 抗体を添加して，3 時間
後に，TF, BAFF および, 自然免疫の初期炎
症に主要な役割を果たす IL-1βの mRNA の
発現を，リアルタイム PCR で検討した。そ
の結果WB-6と H241は BAFF mRNA発現
を亢進させた（図 2）。また，H241 は IL-1β 
mRNAの発現を亢進させた（図 3）。しかし，
いずれの抗体も TF mRNA の発現を亢進さ
せることはなかった。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図 2	 抗 DNA 抗体によるマクロファージ様細胞の

BAFF	 mRNA 発現誘導.	 PMA 処理 THP-1 細胞を各抗

DNA 抗体を加えて 3 時間培養した後，BAFF 遺伝子

の相対的発現量をリアルタイム PCR で測定した。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図 3	 抗 DNA 抗体によるマクロファージ様細胞の

IL-1β	 mRNA 発現誘導.	 PMA 処理 THP-1 細胞に各抗

DNA 抗体を加えて 3 時間培養した後，IL-1β遺伝

子の相対的発現量をリアルタイム PCR で測定した。	 

	 

	 

	 以上の結果より，CL-β2GPIとも交差反応
する抗 DNA 抗体は，単球に結合して血栓形
成傾向を誘導し，APSを引き起こす可能性が
あることが示唆された。さらに，そのような

抗体はマクロファージ様細胞に BAFF や
IL-1βの発現を誘導して，SLE の病態を悪化
させる可能性があることが示唆された。 
	 このように，抗 DNA 抗体は従来知られて
いなかった機序により，SLEの病態形成に関
わっていることが考えられる。しかし，上記

の実験において抗 DNA 抗体が細胞に結合す
る機序は不明であり，そのような点を含めて

今後検討を続ける必要がある。	 
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