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研究成果の概要（和文）：MACSを用いて単離した細胞から糸球体上皮細胞の膜蛋白を精製し、SLEモデルマウスおよび
対照群のIgGを用いてwestern blottingを行った。結果、100kDa付近にSLEモデルマウスIgGと反応する蛋白があること
に注目し、mass spectrometryを施行したところintegrin beta1が自己抗原として同定された。無細胞系蛋白合成シス
テムを利用してマウスintegrin beta1の組換え蛋白を作製し、western blottingにて血中自己抗体の存在を確認し、EL
ISAにて一過性ながらintegrin beta1に対する自己抗体が上昇していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Surface protein of mouse podocytes was purified and subjected to immunoblotting.  
The nitrocellulose membranes were incubated with IgG purified from SLE model mice or its control mice. IgG
 from the model mice, not the control mice, reacted with 110-kD molecule of podocyte surface proteins, the
n the band was excised to mass spectrometry analysis.  Based on molecules revealed by MASS spectrometry an
d the molecular size, we identified that integrin beta 1 would be a candidate molecule for an autoantigen 
on podocytes of SLE model mice.  Recombinant mouse integrin beta 1 was then generated.  Immunoblotting usi
ng this recombinant ITGB1 revealed anti-ITGB1 antibody specifically in the SLE model mice.  ELISA was also
 performed to reveal that the antibody started to elevate at two weeks after spleen cell transfer then pea
ked at 4 weeks.  These data strongly suggest that anti-integrin beta 1 antibodies are generated and deposi
t on the podocytes in the SLE model mice.
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１．研究開始当初の背景 
 SLE は代表的な自己免疫疾患で、抗
dsDNA 抗体をはじめ各種自己抗体が産生さ
れ約半数の患者に何らかの腎障害（ループス
腎炎）が発症する。ループス腎炎は 2003 年
に改訂された ISN/RPS classification[13]に
基づいて治療がなされるがこの分類は純形
態学的分類であるためより客観的でより正
確な予後因子の確立が求められている。 
 我々は糸球体上皮細胞特異的蛋白質である
ネフリンに対する抗体を利用して magnetic 
activated cell sorting（以下、MACS）を用
いて糸球体上皮細胞のみを単離することに
成功した。そこで SLE モデルマウス血清よ
り IgG を精製し MACS にて単離した糸球体
上皮細胞と反応させFACSにて解析したとこ
ろ、モデルマウス血中には抗糸球体上皮細胞
抗体が存在することが明らかとなった。さら
に、マウス糸球体上皮細胞より膜蛋白を精製
し、western blotting にてモデルマウス血中
IgG と反応する蛋白の有無を確認したところ、
モデルマウス IgG と反応する複数のバンド
を認めた。このうち 110kD 前後の領域を
MASS spectrometry にて解析したところ
integlin β1 鎖を含む複数の膜蛋白が検出さ
れた。 
 Integrin は細胞接着分子の１つで、α鎖お
よびβ鎖からなるheterodimerを形成する膜
貫通型蛋白質であり糸球体上皮細胞にはα3
β 1 integrin が 発 現 し 係 蹄 基 底 膜 の
laminin-10 および-11 と結合している[10]。
このことから糸球体上皮細胞障害の機序と
しては、抗体による integrin β1 が障害され
ることによる糸球体上皮細胞の接着能障害
に由来するスリット膜の障害が最も考えや
すい。一方、原発性膜性腎症における自己抗
体のターゲットである M-type PLA2R に関
しては Augert らが活性酸素、活性酸素や
DNA 障害、p53 を介した senescence の誘導
を報告している点が興味深く、自己抗体の
agonistic な作用による細胞内シグナル伝達
経路活性化の存在が推察される。PLA2R と
同様に Integrin β鎖シグナル伝達分子とし
ての性格も有していることから、自己抗体に
よる接着能障害に加えて何らかの細胞内シ
グナル経路活性化が糸球体上皮細胞の機能
障害に関与している可能性を考え、本研究を
計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では SLE モデルマウスを用い
て、まず蛋白尿発症に関与する抗糸球体上皮
細胞抗体を明らかにし、続いてその抗体によ
る糸球体上皮細胞障害の機序を明らかにす
る。 
  
３．研究の方法 
A. 抗 Integlin β1鎖抗体に対するELISA法
の確立と抗体価の測定 
 HEK293 等の哺乳類由来培養細胞、あるい

は大腸菌等を用い Integlin β1 鎖の細胞外
ドメインのリコンビナント蛋白を作製し 96
穴プレートを用いた sandwich ELISA 法を
確立する。経時的に採取したモデルマウス血
清を用いて抗 Integlin β1 鎖抗体価を測定
し抗体価の推移とマウス腎組織との間の相
関性について検討する。また、モデルマウス
腎臓から凍結切片を作製し、市販の抗
Integlin β1 鎖抗体を用いて糸球体上に沈着
する抗原抗体複合体の有無を検討する。 
 
B. 糸球体上皮細胞培養細胞を用いた検討 
 SV40 を導入した Immortomouse から
MACS を用いて糸球体上皮細胞を単離し、コ
ラーゲンコート済みディッシュ上で培養す
ることで不死化型糸球体上皮細胞の培養株
を作製する。MACS による単離は従来法と異
なり、数時間という短時間でできるため in 
vivo の状態に近い糸球体上皮細胞を得られ
るのが特徴で、Integlin β1 鎖を含め蛋白質
の発現もよく保たれているものと考えられ
る。この培養細胞に抗 Integlin β1 鎖抗体が
どのような作用を示すのか、分子生物学的に
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 小麦胚芽を用いた無細胞タンパク質合成
技術を用いてマウス integlin β1の組換えタ
ンパク質の作製に成功し、ELISA による自己
抗体価の測定系を確立した。 
(2) ループス腎炎モデルマウスの血清を用い
た western blot および ELISA を施行したと
ころ、脾細胞移入後 2 週目から integrin β1
に対する自己抗体が出現し、4 週目を peak
として以降漸減傾向を示した。 
(3) 病理組織学的にはループス腎炎モデルマ
ウスにおいて、糸球体上皮細胞上の integrin
β1 に IgG が沈着しているのを確認した。（図
1） 
 
(4) Immortomouse から糸球体上皮細胞を単
離し、不死化型糸球体上皮細胞株の樹立に成
功した。今後、この細胞株に対して抗 integrin
β1 抗体がどのような作用を及ぼすのか検討
を行う予定である。 
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