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研究成果の概要（和文）：全身性エリトマトーデス（SLE）や混合性結合組織病（MCTD)などの自己免疫疾患の患者の末
梢血単核球で増加する脱リン酸化U1-68kの簡便な検出法の確立を試みた。（1）免疫学的方法、(2) phos-tag電気泳動
法、（3）等電点ウエスタンブロット法の3種類を検討した結果、（3）の等電点ウエスタンブロット法が適しているこ
とが判明した。また、核分画の代わりにSDSを含む抽出液で調整した全細胞抽出液が使用できることが判明した。全細
胞抽出液と等電点ウエスタンブロット法を組み合わせることで、検出に必要な時間を5日から2.5日に削減することがで
き、臨床の現場で使用できる簡便な検出法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to establish an useful method for detecting a de-phosphori
lated form of U1-68k autoimmunogen, which was found to be increased in peripheral blood mononuclear cells 
of patients of systemic lupus erythematosus or Mixed connective tissue diseases. As a substitution of a co
nventional 2D-western blot method, we examined three methods; (1) an immunological method, (2) a phos-tag 
electrophorsis, and (3)an isoelectric focusing electrophoresis-western blot. As a result, we found that th
e isoelectric focusing electrophoresis-western blot method is most suitable for the detection of the de-ph
osphorilated form of U1-68k. Moreover, we found that whole cell extract prepared by cell lysis buffer cont
aining SDS can be used for detecting U1-68k. In conclusion, combination of isoelectric focusing electropho
resis-western blot and whole cell extract by SDS-containing cell lysis buffer can shorten analsys time fro
m 5 days to 2.5 days.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 自己免疫疾患　翻訳後修飾　診断マーカー　自己抗体

境界医学・病態検査学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年、全身性エリテマトーデス(SLE)、混

合性結合組織病(MCTD)等の膠原病の治療法

は格段の進歩を見せており、適切な治療を施

すことで、患者の予後や Quality of life を

格段に向上させることができるようになっ

た。そのため、膠原病の発症初期に、他の炎

症性疾患と鑑別して速やかに治療を開始す

ることが、これまで以上に重要な意味を持っ

てきている。現在、血清中の自己抗体が膠原

病の診断マーカーとして利用されているが、

これらは膠原病発症の最初期から生産され

るとは限らず、発症初期には疾患名を確定で

きない場合も多い。そこで、膠原病発症初期

においても検出可能な診断マーカーの開発

が求められている。 

SLEやMCTD患者で検出される＜抗RNP抗体

＞の対応自己抗原である U1-68k は、mRNA の

スプライシングに関わる U1-RNP 分子の構成

成分である。本蛋白質は C末端領域に高度に

リ ン 酸 化 さ れ た Arginine serine 

rich-domain (RS ドメイン)を有し、本ドメイ

ンのリン酸化の制御が U1-RNP 分子の mRNA ス

プライシング活性に重要であることが知ら

れている。 

研究代表者は、ごく最近、二次元 westrtn 

blot 法やリン酸化 RS ドメインに対する抗体

を用い、MCTD や SLE 患者の末梢血リンパ球に

おいて、RS ドメインのリン酸化レベルの低い

脱リン酸化 U1-68k の量が増加していること

を明らかにした。この U1-68k の異常な脱リ

ン酸化は、U1-68k の抗原性を変化させて抗

RNP 抗体の産生に関わる一方で、mRNA のスプ

ライシング異常を通じて、白血球の機能異常

を起こし、両疾患の病態形成に関わっている

可能性が考えられる。研究代表者は、この

U1-68k の脱リン酸化が自己抗体産生よりも

上流の現象であると考えられることから、抗

原病を発症初期に診断するためのバイオマ

ーカーとして利用できる可能性があると考

えた。 

 

２．研究の目的 

U1-68k の脱リン酸化を検出するための従

来法（末梢血単核球の核分画の 2次元ウエス

タンブロット法）は、検体の採取から検出ま

でに全体で 5日かかる。そのため臨床の現場

で使用できる簡便な検出法の開発が必要で

ある。本研究では、①疾患特異的な脱リン酸

化 U1-68k を認識するモノクローナル抗体を

用いた免疫学的方法、②phos-tag 電気泳動法、

および③等電点電気泳動ウエスタンブロッ

ト法の 3種類の方法を検討した。更に、核分

画ではなく、細胞の全抽出液を用いた検出法

の開発も試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) U1-68k の脱リン酸化部位の解析 

ヒト T 細胞由来株化細胞である Jurkat 細胞

の核分画を調整し、蛋白質を抽出した後に二

次元電気泳動により分離した。疾患特異的脱

リン酸化 U1-68k 亜型のスポットを切り出し

て、Trypsin で処理した。生じたペプチド断

片を 2 種類の質量分析計（MALDI-TOF/TOF 型

および LC-MS/MS 型）で分析することで、

U1-68k の翻訳後修飾の種類および位置の特

定を試みた。 

 

(2) phos-tag 電気泳動法 

Jurkat 細胞核分画中のタンパク質を 0.2 - 5 

μM phos-tagアクリルアミド入りのゲルを用

いた SDS-PAGE によって分離した。ゲル中の

タンパク質を PVDF 膜に転写し、抗 U1-68k 抗

体を用いて検出した。 

 

(3) 等電点ウエスタンブロット法 

Jurkat 細胞核分画中のタンパク質を pH6-11

の等電点電気泳動用 strip gel に取り込ませ、

常法に従って、等電点電気泳動を行った。得

られた strip gel のゲル面を膨潤化した PVDF



膜に接触させ、転写バッファーで湿らせたろ

紙で挟み込んで2時間整置させることでタン

パク質を転写させた。膜状の U1-68k を抗

U1-68k 抗体を用いて検出した。 

 

(4) 細胞の全抽出液を用いた検出法の検討

Jurkat 細胞をタンパク質変性剤や界面活性

剤の種類や含量の異なる5種類の抽出液中で

ホモジナイズし、細胞全抽出液を調整した。

5種類の抽出液に含まれるU1-68kの量を一次

元ウエスタンブロット法で検出し、最も効率

よく U1-68k を抽出できる方法を検討した。

最も効率が良かった抽出液は2次元ウエスタ

ンブロットに用い、U1-68k のリン酸化状態を

解析できるかどうかを確認した。 

 

４．研究成果 

(1) 免疫学的方法の検討 

疾患特異的脱リン酸化 U1-68k を特異的に

認識するモノクローナル抗体の作製を最終

目標として、質量分析計を用いた U1-68k の

脱リン酸化部位の同定を試みた。二次元電気

泳動法により U1-68k を分離し、疾患特異的

脱リン酸化 U1-68k のスポットを切り出し、

トリプシン消化した後に質量分析計で消化

断片を解析することで翻訳後修飾の解析を

試みた。その結果、最大で 43％の配列を検出

することに成功したが、リン酸化が起こって

いると思われる RS domain の配列は検出でき

ず、脱リン酸化部位の同定はできなかった。

本方法を進展させるためには RS domain に由

来するpeptideを検出する方法を工夫する必

要があると考えられた。 

 

(2) phos-tag 電気泳動法の検討 

リン酸化状態の数によって移動度が異な

る phos-tag 電気泳動を用いて疾患特異的脱

リン酸化 U1-68k を分離・検出できるかどう

かを検討した。Phos-tag アクリルアミドを

0.2 -5μM含むSDS-PAGEゲルを用いてJurkat

細胞の核分画抽出タンパク質を分離し、PVDF

膜に転写し、抗 U1-68k 抗体を用いて U1-68k

を検出した。その結果、phos-tag アクリルア

ミド非存在下では一本のバンドとして検出

された U1-68k が phos-tag アクリルアミドの

添加によって3-4個の太いバンドに分離され、

U1-68k のリン酸化の違いを反映しているこ

とが示唆された。しかしながら、各バンドの

境界は不明瞭であり、厳密な定量化は難しい

ことが判明した。また、二次元電気ウエスタ

ンブロット法では U1-68k はリン酸化の異な

る 20 個以上の亜型に分離されることを考え

れば、phos-tag 電気泳動法の分離能は疾患特

異的脱リン酸化 U1-68k の分離、定量をする

には不十分であることが判明した。 

 

(3) 等電点ウエスタンブロット法の検討 

従来法である二次元ウエスタンブロット法

から二時限目の電気泳動を省く（等電点ウエ

スタンブロット法）ことで、疾患特異的脱リ

ン酸化 U1-68k の検出時間を短くできるかど

うかを検討した。 

Jurkat 細胞核画分のタンパク質を通常条件

で等電点電気泳動にかけた。泳動後の strip 

gel中のタンパク質をPVDF膜に転写する際に、

①弱い電流をかけて行う方法と②gelと PVDF

膜を接触させ自然拡散で転写させる方法の 2

種類を検討した。その結果、②の方法が転写

効率が良いことが分かった。また、転写時間

は 2時間で充分であることが判明した。この

等電点ウエスタンブロットで分離された

U1-68k のリン酸化の違いによる亜型の pI 分

布は二次元ウエスタンブロット法の結果と

ほぼ一致することが分かった。したがって、

本方法は二次元ウエスタンブロットに代わ

る簡便な脱リン酸化 U1-68k の検出法として

利用できることが判明した。 

 

(4) 全細胞抽出液を用いた検出法の検討 

従来法（2 次元ウエスタンブロット法）で



は、患者から採取された末梢血単核球から核

分画を調整した上で二次元ウエスタンブロ

ットを行う必要があった。本過程は時間もか

かるうえ、特別な技術が必要であり臨床現場

で用いることは困難であると考えられる。そ

こで、細胞の全抽出液を用いた検出法の開発

を試みた。まず、Jurkat 細胞をタンパク質変

性剤と界面活性剤の種類と濃度が異なる5種

類の抽出液中で破砕し、蛋白質を抽出した。

ウエスタンブロットによって5種類の抽出液

中に含まれる U1-68k の量を測定した結果、

界面活性剤としてSDSを含んだ抽出液が最も

U1-68k の抽出効率が高いことが明らかとな

った。 

 次に、SDS 含有抽出液で作成した全細胞抽

出液をTCA沈殿処理することで界面活性剤や

塩類を取り除いた後に二次元ウエスタンブ

ロットに供した。その結果、核分画を用いた

場合に比べて、U1-68 k は酸性等電点側に検

出されタンパク質に強固に結合している SDS

が等電点電気泳動を阻害している可能性が

示唆された。しかしながら、U1-68k は核分画

を用いた場合と同様に複数のスポットとし

て検出され、U1-68k のリン酸化の違う亜型を

分離できていることが示唆された。今後は、

患者および健常者から採取された末梢血リ

ンパ球の全細胞抽出液を用いて U1-68k を検

出し、そのスポットパターンを患者―健常者

間で比較することで、患者特異的脱リン酸化

U1-68k 亜型を検出できるか検討する必要が

ある。 

 

(6) 結論 

本研究で検討した手法の内、①等電点ウエス

タンブロット法および②全細胞抽出液を使

用することで患者特異的脱リン酸化 U1-68k

の検出時間を大幅に削減できる可能性が示

唆された。従来の核分画を用いた二次元ウエ

スタンブロット法では、患者からの末梢血単

核球の採取と核画分の調整に 1日、一次元目

の電気泳動に 1 日、二次元目の電気泳動に 1

日、ウエスタンブロットに 2日の計 5日が必

要である。等電点ウエスタンブロット法に変

更することで、二次元目の電気泳動と転写に

掛かる時間を削減することができ、必要な時

間を2日間短くすることができるようになる。

また、核画分を全細胞抽出液に変更すること

でサンプル調整に必要な時間を1日から半日

に短縮することができる。以上のことから、

5 日の測定時間を 2.5 日に半減することに成

功した。 

 また、従来法では患者からの血液採取から

核画分の調整までを同じ日に行う必要があ

った。全細胞抽出液を用いる方法では、患者

から採取した細胞を冷凍保存しておくこと

が可能となる。複数の検体を冷凍保存してお

き、検体数が十分量に達した時点でまとめて

解析することで分析の効率化が図られる。  

以上のことから、本研究によって、疾患特

異的脱リン酸化 U1-68k の検出方法を臨床の

現場で使用できる程度に簡便化することが

可能となった。 
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