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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肺胞蛋白症は肺胞マクロファージの分化と成熟を促すGM-CSFに対する自己
抗体が産生されることにより発症する疾患である。GM-CSF分子のどこに対して優先的に抗体が産生されているか
を検討するために、血清抗体のエピトープマッピングを試みた。ELISA法では、GM-CSFをいくつものペプチドに
分解して結合度をみたが、ペプチドによる差異や患者と健常者との差異を認めなかった。表面プラズモン共鳴法
では、特異的な結合シグナルを検出できず、現状で信頼に足るエピトープマッピングは達成できていない。

研究成果の概要（英文）：Autoimmune pulmonary alveolar proteinosis is caused by the production of 
autoantibody against GM-CSF that support maturation and proliferation of alveolar macrophages. We 
made an attempt of epitope mapping for serum antibodies to elucidate the site of GM-CSF molecules to
 which antibodies preferentially bind. No significant difference was observed by ELISA among 
individual peptides derived from GM-CSF or between patients and healthy volunteers. We could not 
establish reliable method to detect specific binding signals by surface plasmon resonance method. 
Thus, we have not succeeded in mapping epitopes. 

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 

 肺胞蛋白症の原因は古くにはサーファ

クタントの産生亢進あるいは処理能の低下

という相反する仮説が提起されていたが、い

ずれとも決め手となる根拠を欠き、永らくそ

の病態は不明のままであった。しかし 1999

年に Kitamura、Nakata らが、抗 GM-CSF 自己

抗体により肺胞マクロファージの分化が阻

害され、サーファクタントの処理能が低下す

ることにより発症することを明らかにした

（文献１）。その結果を踏まえて現在では以

前の特発性肺胞蛋白症は、自己免疫性肺胞蛋

白症（autoimmune alveolar proteinosis: APAP）

とも呼ばれるようになった。 

ほどなく厚労省の研究班が組織され、申請

者も分担研究者に加わり、希少肺疾患であり

ながら患者 223 名に関する世界で初めての大

規模疫学調査結果が発表された（文献２）。

そこで得られた大変興味深い観察は、抗体濃

度と疾患の重症度や発症時点の様々な臨床

指標とは何ら相関が認められなかった点で

ある。抗 GM-CSF 抗体が原因であるとすれば、

医学の常識としてその多寡と臨床像とは何

らかの関連を持つはずである。少なくとも

GM-CSF の皮下投与および吸入療法の効果に

関する探索的成果を踏まえて実施された 24

週間の吸入療法試験では、69%の患者で一定

の効果を示した。またヒトから抽出した抗

GM-CSF 抗体をカニクイザルに投与すること

により肺胞蛋白症が再現できた。さらに自然

緩解例では徐々に血清抗体濃度が低下する

ことなどから、抗体と疾患との間には因果関

係があることは、ゆるぎない真実であると考

えられている。その意味で上述の疫学観察結

果は不可解な印象を覚える。その後、この疑

問を解く試みはなされておらず、発症に至る

抗体濃度の閾値説とすべての疾患に当ては

まる病態の個体差で説明されようとしてい

る。 

 
２．研究の目的 
 申請者は以前から、他疾患でも低濃度なが

ら血清中に抗GM-CSF自己抗体が存在してい

ることを見出している。しかしAPAP以外では

肺胞蛋白症の兆候は無く、その抗体の意義は

不明である。これらの疑問に関して申請者は

以前から現在測定しているGM-CSF分子全体

に対するIgG抗GM-CSF自己抗体の中で、より

APAPの病態に関連した抗体分子が認識する

抗原エピトープ、換言するとより疾患特異性

の高い抗原エピトープが存在するのではない

かとの仮説を抱いている。患者で産生されて

いる自己抗体に対応するGM-CSFエピトープ

に関しては、ごく最近カナダから1報発表され

た（文献３）。それはGM-CSFが結合するＢ細

胞をソーティングにより選別し、それをＴ細

胞共存下で刺激してＢ細胞クローン株を樹立

し、その抗体の性状や他の単クローン抗体と

の相互関連を表面プラズモン共鳴法で解析し

たものである。本研究はそれと異なり、患者

の血清中抗体のエピトープ解析を未処理血清

について実施し、いわばありのままの抗体プ

ロフィールと臨床像との関連を追及すること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 （１）ELISA法による検討 

 自己免疫性肺胞蛋白症の抗原であるGM-CSF

は144アミノ酸から構成されている。そこで12

あるいは13アミノ酸残基からなり、隣接する

ものとは３アミノ酸残基重複するペプチドを

４５種合成した。それをジメチルホルムアミ

ドで溶解後10μg/mlの濃度に希釈し、通常の

96穴ELISAプレーに固相化した。次いでそこに

患者あるいは健常者血清を1000倍希釈して添

加し、２時間後に洗浄した。次いでビオチン



標識抗ヒトIgG抗体を添加し、洗浄後にｽﾄﾚﾌﾟ

ﾄｱﾋﾞｼﾞﾝ・ﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞｰｾﾞ複合体を添加し、洗浄

後に基質による発色を波長450nmの吸光度を

測定し、IgG抗体価とみなした。結果として一

部のペプチドで他と比較して吸光度の上昇を

認めたが、健常者との差は確認できず、非特

異的な結合のみと考えられた（下図）。その

理由として、エピトープの位置をより狭くと

らえようとした結果、ペプチド長を短くし過

ぎ、そのためエピトープが分断されて抗体の

特異的結合が成立しなかったと考えた。そこ

で次に全長29ないし30残基で、隣接するもの

と６アミノ残基重複するペプチドを合成し、

同様に検討した。その結果24-52番アミノ酸と

115-144アミノ酸で他より高い吸光度を呈し

たが、健常者でも同様だった。GM-CSF全長に

対する吸光度との比率でみても同様であり、

健常者との差異を確認できず、結果はペプチ

ドとの非特異的結合であると考えられた。用

いるELISAプレートを変更しても同様であっ

た。またプレート底面に固相化することが、

非特異的結合を生むと考え、ストレプトアビ

ジン被覆プレートに、ビオチン標識ペプチド

（24-52番アミノ酸）を結合させた後、同様に

血清中IgGの結合をみたが、やはり健常者との

差を認めなかった。  

（２）表面プラズモン共鳴法  

 以上からELISAプレートに固相化すること

によるエピトープマッピングはあきらめて、

表面プラズモン共鳴法(SPR)を用いた解析に

転換することとした。GE Healthcare社の

Biacore:sensor chip SAを使用し、ビオチン

化したGM-CSFあるいはビオチン化GM24-52（ペ

プチド24-52）をチップに固定した。次いで患

者血清から精製したIgG（抗GM-CSF活性がある

はず）との相互作用を検討したところ、当初

GM-CSFとの相互作用のみ確認されたが、接触

時間を長くすることでGM24-52との結合も認

めるようになった。濃度系列を作成し、Kd、

Ka、KDを算出しようとしたが、うまく理論式

にカーブフィットできなかった。チップ作製

元に照会したところ、アナライトがポリクロ

ーナル抗体の場合、機器附属のソフトではか

ならずしも最適に解析できないことが判明し

た。すなわちアナライトがポリクローナル抗

体の場合、1分子に結合サイトが２つあるので、

結合様式はbivalent modelになる。そこでｓ

のモデルで解析したが、やはりうまくフィッ

トせず、多価結合で複雑になっており解析で

きないようであった。またアナライト濃度が

高くなるにつれてレスポンスが減少する割合

が増えている場合は多価結合しているか、単

純な1：1 bindingではない可能性があり、セ

ンサーグラムの形状からやはり複雑な多価結

合しているようであった。 

 一方抗体活性がない健常者から精製した

IgGは、GM-CSFを固定化したチップとの相互作

用は認められず、上記の患者血清との相互作

用は、特異的であろうと考えられた。 

 表面プラズモン共鳴法についてリファレン

スセルとリガンド固定化セルのレスポンスの

位置が、ヒトIgG（健常者血清精製品）添加時

と患者から精製したGM-CSF抗体添加時で異な

っていたため、精製時のバッファー交換量を

検討した。その結果おおもとのセルのレスポ

ンスはほぼ同等になり、改善された。それに

ともない、ヒトIgG添加時に現れていたレスポ

ンスがなくなり、相互作用は認められないこ

とが分かった。 そこで血清を直接希釈して

連続インジェクションとシングルインジェク



ションで重ね書きをし、ELISAで用いている精

製GM-CSF抗体の標準品と比較して、特定のペ

プチドに対する結合度を比較することとした。

そのために確認することとして、以下の点が

挙げられた。 

１）デキストランを添加することによって直

接希釈が可能か。リファレンスへの非特異的

結合が起こらないか。 

２）直接希釈が不可であれば、GM-CSF抗体ま

で精製する必要があるか、その場合試料量は

足りるかどうか。 

３）今現在チップに固定化しているペプチド

はGM24-52のみなので、他のペプチドでも確認

する必要がある。 

４）チップにペプチドを固定化するにはペプ

チドをbiotin化する必要があるが、研究室で

できるタイプのbiotin化試薬は第一級アミノ

基をbiotin化するタイプのものになるので、

Lys基もbiotin化されてしまう。GM-CSF固定化

チップ（第一級アミノ基をbiotin化）と

GM24-52固定化チップ（末端biotin化）への抗

体の結合レスポンスを比較するとGM-CSF固定

化チップのレスポンスが低いので立体障害が

起きていると推測され、末端biotin化の必要

がある。 

 今後これらの検討を経て、さらに解析を重

ねる予定である。 

 
４．研究成果 

上記のように信頼に足る方法を確立すること

ができなかったため、患者血清のエピトープ

マッピングは成功しておらず、そのプロフィ

ールと臨床像との関連を検討するに至ってい

ない。 
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