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研究成果の概要（和文）：強皮症の自己抗原であるトポイソメラーゼⅠ（topo1）並びにセントロメアB(CENTB)タンパ
ク質について、強皮症患者由来並びに健常者末梢血単核球（PBMC、各n=3）を抗原とし、二次元電気泳動法を用いてタ
ンパク質を分離展開した。抗topo1抗体並びに抗CENTB抗体をもちいてウェスタンブロット（WB）を行い、強皮症群と健
常人群における抗原抗体反応について比較、検討した。抗topo1抗体によるWBでは全12スポットを検出し、2群間で異な
る反応強度を示すタンパク質スポットが5スポット得られた。同様に、抗CENTB抗体では全８スポットを検出し、内、２
群間で２倍以上の反応強度が4スポットでみられた。

研究成果の概要（英文）：To investigate the posttransratinal modification on Topoisomerase Ⅰ (topo1) and 
centromere B protein (CENTB) which are autoantigenic proteins of Scleroderma.
We separated proteins extracted from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 3 patients and 
healthy donors to 2-dimentional electrophoresis and performed western blotting (2DE-WB) using anti-topo1 
antibodies and anti-CENTB antibodies, respectively. We analyzed the differently reactivities of protein 
spots on 2DE-WB between the screroderma (Ssc) and the healthy contorol (HC) groups.
In 2DE-WB of topo1 analysis, we detected 12 protein spots, and 5 out of 12 spots have more than 2-times 
stronger or lower reactivities in Ssc than in HC groups. Also in 2DE-WB of CENTB analysis, we detected 8 
protein spots and 4 out of 8 spots have more than 2-times stronger reactivities in Ssc than HC groups. We 
tried to identify these proteins, which have differential reactivities in 2DE-WB between Ssc and HC 
groups, by mass spectrometry.

研究分野：膠原病
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１．研究開始当初の背景 
強皮症は、自己免疫性疾患のひとつで 50－60
歳台の女性に好発する難治性疾患であり、皮
膚をはじめとする多臓器の線維化や微小血
管障害を生じる。発症原因はわかっていない。
強皮症には疾患特異的な自己抗体が存在す
るため、皮膚硬化や特異抗体の出現が診断に
有用であり、存在する自己抗体の種類により
発症症状がことなり、しかも予後の推定があ
る程度は可能である。強皮症の特異的抗体と
して、代表的な以下の抗体が挙げられる。 
 
（１）抗 DNAトポイソメラーゼⅠ（topo1）
抗体または抗 Sｃｌ-70抗体は全身性強皮症
で陽性率が高い。陽性例は皮膚硬化・指先部
虚血瘢痕・内臓病変・肺線維症と関与してい
るという報告がある。 
 
（２）抗セントロメア（CENT）抗体は、限
局性強皮症で 60-90%の陽性率であり高齢発
症で高率にみられる。肺線維症・内臓病変は
少なく、原発性胆汁性硬化症と自己免疫性肝
炎の 60%に抗体がみられる。主要対応抗原は、
セントロメア Bタンパク質である。       
その他にも抗 RNAポリメラーゼ抗体、抗 U1
ｓｎRNP抗体（日本 34%）、抗 U3snRNP
（ fibrillarin ）抗体（4%）、抗 Th/To (RNase
ｐ/MRP)抗体（3%）、抗 Ku抗体（3%）、抗
PM-Sｃｌ抗体など多種の自己抗体が発見さ
れているが、代表的な自己抗体である上記
（１）、（２）に着目した。自己抗体が作られ
る原因として、自己抗原タンパク質が何らか
の異常な修飾を受けた結果、抗原タンパク質
の機能異常並びに抗原性が生じるのではな
いか、という仮説をたてた。今までに、強皮
症患者組織において、topo1の Small 
ubiquitin related modifier （SUMO）の異
常修飾があるという報告や、SLEにおける
u1RNPのリン酸化異常や糖鎖異常などの
種々の報告がみられる。 
 
２．研究の目的 
（１）強皮症における自己抗原タンパク質
（トポイソメラーゼⅠ並びにセントロメア B
タンパク質）の疾患特異的な修飾異常につい
て、プロテオミクスの手法を用いて解析する
ことを目的とした。 
 
（２）さらに、修飾異常が検出された場合、 
 ①疾患特異的修飾異常がどのようなタン
パク質機能異常を生じ病態に関連するのか
の解析。 
 ②異常修飾による自己抗原性の獲得につ
いての解析。 
 についての検討を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 （１）検体 
全身型強皮症（topo1 陽性）患者、限局性強
皮症（CENT 陽性）患者、健常人サンプルとし

てそれぞれ末梢血を採取した。末梢血より単
核球（PBMC）を分離回収し、単核球細胞をホ
モジナイズし、PBMC 由来タんパク質を抽出、
−８０度で保存した。また、この際に分離し
た血清についても同様に回収し、−８０度に
て保存した。 
 
（２）等電点電気泳動—ウェスタンブロット
（IPG-WB） 
全身性強皮症、限局性強皮症、健常群の PBMC
由来タンパク質（各 n＝６）を抗原タンパク
として等電点電気泳動にてタンパク質を分
離した。分離タンパク質を１枚の膜に転写し、
抗トポイソメラーゼⅠ抗体、並びに抗セント
ロメアB抗体を１次抗体としてウェスタンブ
ロット法で検出した。 
  
（３）二次元電気電気泳動—ウェスタンブロ
ット（２DE-WB）とタンパク質同定 
同様に、PBMC 由来タンパク質（n=３）をミッ
クスし、２次元電気泳動法にて分離し、各々
につき抗トポイソメラーゼⅠ抗体、並びに抗
セントロメア B抗体を１次抗体にて WB し、
健常人群と比較した。検出したタンパク質ス
ポットの反応強度をタンパク質量で補正し、
差異のあったものについて、質量分析器にて
タンパク質同定・修飾解析を行った。 
 
（４）免疫沈降法 
PBMC 由来タンパク質を抗原とし、各々につき
抗トポイソメラーゼⅠ抗体、並びに抗セント
ロメアB抗体を反応させるとこによって自己
抗原タンパク質の回収、同定を試みた。 
 
（５）患者血清によるウェスタンブロット 
PBMC 由来タンパク質を、SDS-PAGE 並びに二
次元電気泳動にて分離展開し、一次抗体とし
て個々の対応する患者血清を反応させた。
各々の群で、健常人と比較し、検出したタン
パク質の差異について解析した。 
 
４．研究成果 
（１）IPG-WB 
抗原タンパク質の異常修飾検出のため、タン
パク質(n=6)の等電点の差異を比較・検出し
た。結果、3 群間（全身性強皮症、限局性強
皮症、健常人）のPBMC由来タンパク質でtopo1
並びにセントロメア B の夫々において、3 群
間でのタンパク検出バンドに優位な差は検
出しなかった。 

（２）２DE-WB 
 各群の PBMC タンパク質（n=3）を混合し、2
次元に分離、展開したのち WB にて topo1 並
びにセントロメア Bの検出を行った。各群と
健常群について、検出したタンパク質スポッ
トをタンパク質量にて補正し、反応強度の差
異を比較した結果、２群間で WB 検出タンパ
ク質スポットに反応強度に差がみられるタ
ンパク質スポットを検出した。 

 



①トポイソメラーゼⅠタンパク質について
は、２DE-WB にて全１2 スポットの反応部位
を検出し、2 群間で異なる反応強度を示すタ
ンパク質スポットが 5スポット得られた（図
１）。異なる反応性をもつ topo1 を検出する
ため、健常人群と比較して反応強度２倍以上
（又は 2倍以下）のスポットにつき質量分析
を行った。 

いずれも topo1の同定には至らなかったが 1
スポットで Copper homeostasis protein 
cutC homolog を同定した。このタンパク質
は銅吸収調整に関わるタンパク質であり、少
数であるが、クローン病などの消化管病変と
の関わりにつき報告が認められた。強皮症は
消化管蠕動運動異常を来す疾患であること
から、Copper homeostasis protein cutC 
homolog 機能が強皮症に関連するものであ
る可能性は推測されるが、強皮症との関連を
示唆する既存の報告はみられなかった。
Copper homeostasis protein cutC homolog
が、強皮症の自己抗原であるかについては今
後の検証が必要である。 
 
 ②同様に、抗 CENTB抗体を使用しWBを
行った結果全８スポットを検出し、内、２群
間で２倍以上の反応強度が 4スポットでみら
れ、同部位につき質量分析を行ったが
CENTBの同定には至らなかった。（図２） 

 
両者ともに、自己抗原タンパク質同定に至ら
なかった理由として、タンパク質量が質量分
析に対して不足していることが考えられた。 
 
（３）次に、免疫沈降法を利用して、目的と

する自己抗原タンパク質の回収を試みた。免
疫沈降法で回収したタンパク質を抽出のう
え、SDS−PAGE にて分離し、WB を行った
が、強皮症群と健常人において、目的タンパ
ク質バンド部位は検出されず、質量解析解析
は困難であった。 
 
（４）患者血清を反応させたWB 
以上から、抗 topo1並びに抗 CENTBによる
疾患特異的抗原タンパク質の検出が困難で
あったことから、反応する抗体を血清中自己
抗体に変更し解析を行った。SDS−PAGE 並
びに２次元に抗原タンパク質を展開し、WB
の結果を検証した。 
SDS−PAGE における WB において、患者
PBMC 由来タンパク質を各々対応した患者
血清にて反応させ、健常人 PBMC 由来タン
パク質に患者血清と反応させた結果を比較、
検討した。結果、 
 ①topo1群（n=４）においては、目的タン
パク質における検出バンドに優位差が認め
られなかった。（図３） 
 
 ②セントロメア B陽性群（n=3）において、

検出した反応バンドにおいて、個々の症例で
健常人群と反応に差が認められたが、群間で
の差異は認めなかった。（図４） 
 
 ③次に、全身性強皮症（topo1）並びに限
局性強皮症(CENT)群においても、同様に PBM

由来タンパク質を２DE に展開し、患者血清に
よる WB を行ったが、非特異的反応が強く検
証困難であった。そのため、患者血清から IgG
を抽出し、同様に２DE-WB を施行するも、結
果は同様であった。 
現在、セントロメアタンパク質について、検
体数を増やして患者血清による反応に群間
での差異があるかにつき検討中である。 
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