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研究成果の概要（和文）：抗リン脂質抗体症候群(APS)は血栓症と習慣流産を来す自己免疫疾患だが、その発症機序に
補体系の異常活性化が関与すると考えられている。本研究では、APSにおける補体活性化の起点について検討し、①補
体第１成分(C1q)に対する自己抗体がAPS患者で高率に認められ難治性病態において高力価である②抗C1q抗体の存在は
補体前期蛋白の異常活性化と相関する③モノクローナル抗C1q抗体はin vitroで単球細胞や血管内皮細胞を活性化し、
凝固蛋白の産生亢進を促すことを解明した。抗C1q抗体の産生は免疫抑制療法で抑制されるため、APSのうちとりわけ難
治例に免疫抑制療法が効果的な一群が存在する可能性が高い

研究成果の概要（英文）：Antiphospholipid syndrome(APS)is an autoimmune disease that is characterized with 
the arterial/venous thrombosis and/or pregnancy morbidity in the presence of antiphospholipid 
antibody(aPL). Complement activation is one of the major pathogenesis besides procoagulant activity of 
the aPL. We have investigated the origination of the complement activation and clarified that the 1) 
autoantibodies against the 1st component(C1q) of the complement system is frequently observed in the sera 
of patients with APS and the high titer of the autoantibodies significantly observed in the refractory 
APS 2) The presence of the anti-C1q antibodies is related with the activation of early components of the 
complement system 3) monoclonal anti-C1q antibodies activated monocytes or endothelial cells and induced 
procoagulant activities in vitro. As anti-C1q antibodies are readily inhibited with the 
immunosuppressants, there is a possibility that the refractory APS patients may effectively be treated.

研究分野： 抗リン脂質抗体症候群を中心とした自己免疫疾患の研究
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１． 研究開始当初の背景 
抗リン脂質抗体症候群（APS）は、病原性自
己抗体とされる抗リン脂質抗体 (APL) の存
在の下、繰り返す動静脈血栓症である。APL
の病原性は直接的な向凝固細胞（単球や血管
内皮細胞等）活性化による血栓傾向が主因と
されるが、申請者は、その他に補体古典経路
が常時 APS 患者で活性化され、2 次的に向凝
固細胞の活性化を来すことを報告した(Oku 
et al, Ann Rheum Dis, 2009)。APS では非発
症時でも常に古典経路の活性化が起こり、細
胞活性化因子であり血栓傾向を増強するア
ナフィラトキシンが産生され、特に何らかの
生体ストレス（感染等）が加わることによっ
て補体系の活性が補体古典経路の後期経路
に波及し、強力な細胞活性化と共に凝固異常
が亢進し、血栓症を来すと推定する。 
しかし、APS における補体活性化は、古典

経路の initiator である C1q蛋白の典型的な
活性化仮定である抗原抗体複合体（IC）の形
成では説明困難である。即ち 1)APL は IgG2
主体でありこの自己抗体が形成するICはC1q
の活性化能が乏しい 2)APS ではそもそも血
清 IC の増多が乏しい 3)APL 抗体価と補体活
性化が相関しない等を申請者は解析した。一
方、APS の類縁疾患で、補体古典経路活性化
を特徴の一つとする全身性エリテマトーデ
ス(SLE)では、近年、C1q に対する自己抗体が
高発現していることが報告された。同抗体は
中和抗体ではなく、IC のみならず陰性荷電リ
ン脂質に結合し構造変化したC1qを標的とし
て補体経路を活性化する。つまり、本抗体は
補体活性化の増強因子であり、かつ、ICが介
在しなくとも補体を活性化させうる。 
SLE では活性化補体蛋白のクリアランス異常
が認められる。即ち、赤血球上に発現する補
体レセプター1（CR1）が著減しており、補体
が吸着した異物の網内系への運搬が障害さ
れ結果的に、補体系の異常活性化に繋がると
予測されている。また、補体制御蛋白は補体
系の異常活性化を抑制する蛋白群で、その機
能異常は補体の異常活性化に繋がる。 
APS は良好な疾患モデル動物が存在しない点
が病態解明の障害となっている。マウスに
APL を注入し作成される従来のモデルは、APL
の病原性に着目して作成されたが、血栓傾向
を促進するが自律的血栓症を発症せず、何ら
かの追加因子が必要であると考えられてい
る。 
２． 研究の目的 
APS 患者における補体活性化の機序について
検討し、その結果を参考に APS モデル動物を
作成することを目的とした。 
APS における補体活性化の機序のうち、活性
化のinitiatorの存在が明らかではなかった。
即ち、APS では SLE を除いた他の膠原病疾患
や健常人に比べて異常に亢進した補体系の
活性化が出現しているのだが、その原因とし
て、古典経路活性化の最も一般的な要因であ
る IC 産生以外の要因を推定した。その候補

として抗C1q抗体及び補体制御因子の異常を
推定して検討した。 
更に、得られた結果を元に APS モデル動物の
作成を試みた 
３．研究の方法 
北海道大学病院膠原病外来を受診した原発
性APS患者を対象コホートとして、SLE患者、
非SLE膠原病患者、健常人を対照として抗C1q
抗体及び補体制御因子について検討した。 
(1) 抗 C1q 抗体 :2002 年〜2013 年に当科を
外来を受診し２年以上のフォローアップ期
間があった患者のうち、同意を得た連続 40
名の APS 患者について検討した。抗 C1q 抗体
は solid-phase ELISA キ ッ ト （ Buhlman 
Laboratories AG, Switzerland）を用いて測
定した。血清 C3,C4 値は比濁分析法で CH50
は活性は Mayer 法で測定した。アナフィラト
キシン（C3a,C4aC5a）はradioimmunoassay kit 
( Human Assay, GE Healthcare Bioscience, 
London ,UK)で測定した。いずれも基準値は
キット製造会社の推奨値を用いた。血清免疫
複合体値は RFIgG ELISA 法で測定した。 
APL は IgG/IgM 抗カルジオリピン抗体、
IgG/IgM 抗β2GPI 抗体、 IgG/IgM フォスファ
チジルセリン依存性抗プロトロンビン抗体
はいずれも標準的な手法（in-house ELISA）
で測定した(Otomo et al, Arthritis Rheum 
2012 等)。APL のうちループスアンチコアグ
ラントは国際血栓止血学会の推奨法に基づ
いて測定した。 
(2) 補体制御因子：1)の検討時と同様のコホ
ート患者に対して補体値(C3,C4,CH50 活性)、
抗リン脂質抗体、免疫複合体に加えて、補体
制 御 因 子 と し て membrane cofactor 
protein(CD46)と H 因子を測定した。それぞ
れ ELISA kit for Membrane Cofactor 
Protein(Cloud-Clone Corp., Houston USA), 
Human Complement Factor H ELISA( Assay Pro, 
St.Charles, USA)を用いて測定した。更に、
抗 H 因子抗体の測定を Western Blotting 法
でおこなった。10well の 7.5％アクリルアミ
ドゲルに、SDS-PAGE で精製 H 因子を 5μ
L/well 泳動、転写し、1レーンごとに分割し
たメンブレンに一次抗体としてスキムミル
クで患者血清(100 倍希釈)と、コントロール
としてマウス抗ヒトH因子モノクローナル抗
体(1000 倍希釈)を一晩反応させ、洗浄した後、
サンプルには Anti Human IgG(Fc specific) - 
Peroxidase, antibody produced in goat 
(SIGMA A0170-IML) 、コントロールには
Peroxidase -  conjugated AffiniPure 
F(ab’)2 Fragment Goat Anti - Mouse 
IgG(H+L) (Jacson Immuno Research 
LABORATTORIES. INC)を 2次抗体として用い、
AmerishamTM ECLTM Western Blotting 
Detection Reagents (RPN2209 GE 
Healthcare(UK))又は、ImmnobilonTM Western 
Chemiluminescent HRP Substrate (WBKLS0500 
Millipore Corporation, Billerica, MA01821 
U.S.A.)で検出した。 



(3) モデル動物の作成：balb/c マウスを用い
て抗 C1q抗体と APLを投与するモデルを作成
した。既報の balb/c に APL を投与するモデ
ル（強力な血管障害を加えることによって血
栓サイズが増大するが自然発症の血栓症は
認めない）を参考にモノクローナルマウス
APL(抗カルジオリピン抗体)である wbcal-1
とモノクローナルマウス抗C1q抗体であるJL
−１を用いて in vitro での血栓傾向を確認し
た上で投与を行い、血栓傾向の確認及び解析
を行う。 
4. 研究成果 
(1) APS 患者における検討 APS 患者に 
おいて抗 C1q 抗体が、健常人や非 SLE 膠原病
疾患患者に比べて高率に認められた（APSvs
健常人 vs 非 SLE 膠原病 15/40 vs 0/20 vs 
1/40）。SLE 患者での抗 C1q 抗体の陽性率は高
値であった（11/20）。更に、抗 C1q 抗体の力
価はアナフィラトキシンのうちC4a値と相関
を認めた(p=0.013, r=0.53)。抗 C1q 抗体の
存在はAPSの特定の症状や抗リン脂質抗体の
種類・力価と明らかな相関を認めなかった。
一方、予防治療下で血栓症もしくは妊娠合併
症を発症した APS を refractory APS と定義
したところ、7/40 が該当したが、抗 C1q 抗体
の力価が高値であった（32.9 vs 11.0）、
20U/ml をカットオフとするとオッズ比 81.0
（95％CI 7.45-88）で予防投与下での APS 症
状の発症を認めた。 
アナフィラトキシンのうち C5a は強力な 
向凝固活性を有しており、寛解時の APS 患者
においてはいずれも陰性であったが、経時的
にアナフィラトキシンを計測したところ、
C5a が出現した２症例においていずれも数日
内に血栓症を発症した。２症例は感染症を契
機に補体活性化が進行し、低補体血症の進行
も認めて、その後に向血栓傾向の著明な亢進
を伴い血栓症を併発したと推測した。抗 C1q
抗体の存在が、感染症など 2nd hit の存在下
で、著しい血栓傾向を来たして、予防治療の
効果を超えて血栓を誘発すると推測してい
る。これらの結果については日本血栓止血学
会総会、日本血栓止血学会学術標準化委員会
（SSC）、国際血栓止血学会、アメリカリウマ
チ学総会、国際抗リン脂質抗体学会で発表し、
投稿した（Oku et al, Rheumatology(Oxford) 
Epub ahead 及び Oku et al, Autoimmun Rev, 
in press）。 
(2) APS 患者において補体制御因子のうち H
因子の血中濃度が特異的に減少しているこ
とを確認し、現在投稿準備中である。血清 MCP
値は非 SLE膠原病患者と APS患者において有
意差を認めなかったが、血清 H因子は低値を
認めた（APSvs 非 SLE 膠原病患者 180.1 ± 
62.6 μg/ml vs 368.5 ± 88.9 μg/ml, p < 
0.0001）  
 これら成果を用いて、APS モデルマウスを
作成中だが本研究期間では十分な確認がで
きなかった。モノクロールマウス抗 C1q 抗体
JL-1 を２週間間隔で 10-1000ug/body で投与

を行ったが一定の結果を得るに至っていな
い。今後、個体数を増やして検討を進めると
ともに、H因子 KO マウスを用い、かつマウス
モノクロナル APL を共投与することにより
APS 患者の補体活性化機序に近いモデルを作
成し解析を進める。 
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