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研究成果の概要（和文）：DNAのミスマッチ修復は細菌からヒトまで保存されている重要な生命機構であり、最
初のステップであるミスマッチ認識には、ヒトでは7種の酵素が関与する。我々は炎症性筋疾患を始めとする膠
原病患者にこれらの酵素群のうちの４種に対する自己抗体が存在することを報告したが、さらなる研究でそれら
の主要対応抗原はMLH1、PMS1の２種であり、他の筋炎マーカー抗体が併存している例とそうでない例が存在し
た。これら抗体のスクリーニング検査として従来使用されている培養細胞基質が適さないことが判明し、適当な
基質を見出すことに成功した。また、培養角化細胞への紫外線照射がこれらの自己抗原の発現に変化を与える可
能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：DNA mismatch repair is an important life system, which is conserved from 
bacteria to human, and starts by mismatch recognition where seven kinds of enzymes are involved in 
human. We reported that patients with collagen diseases including inflammatory myopathy carry 
autoantibodies against four kinds of these enzymes. Further studies clarified that major targets of 
these antibodies are MLH1 and PMS1 and that some patients who had these antibodies also 
simultaneously carried other myositis-marker autoantibodies and other patients did not. We have 
found that commercially available substrates for indirect immunofluorescence tests were not suitable
 for the screening of autoantibodies against these enzymes and the suitable fixed cultured cells for
 the screening. Moreover, we have found the possibility that ultraviolet irradiation to cultured 
keratinocytes might influence the expression of these enzymes (autoantigens).

研究分野：膠原病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の免疫沈降法を用いた研究により、
皮膚筋炎/多発性筋炎（以下、DM/PM）と関係
の深い自己抗体が多数同定された。我々は、
それらの臨床的意義を明らかにするため、リ
コンビナントタンパク質を用いた免疫沈降
法や、新規 ELISA 法を開発してきた。従来の
免疫沈降法は、網羅的な探索を可能にするが、
結果までの長時間、放射性物質による危険、
反応タンパクの分子量を根拠とする判定の
曖昧さ、などの欠点を有した。我々は以上の
欠点を克服する独自の手法により、迅速かつ
的確に、多数の DM/PM 特異抗体の臨床的特徴
や、病勢との関連を明らかにしてきた。単施
設 100 名に及ぶ患者血清の研究により、抗
TIF1 抗体と悪性腫瘍、抗 MDA5 抗体と急速進
行性間質性肺炎、といった生命予後に重要な
臨床的意義を示し、病勢寛快期における抗
MDA5 抗体の消失、抗 MDA 抗体の疫学研究、DM
特異抗体が一人の患者に併存しないという
説は必ずしもそうでないこと、NXP2、SAE と
いった新規抗体の意義、などを世界に先駆け
て報告してきた。 
 
(2) Jo-1 を始めとする複数の tRNA 合成酵素
や Mi-2、MDA5、TIF1、NXP2、SAE に対する抗
体など、多数の特異抗体が明らかにされても、
３割程度の患者で自己抗体が未だ同定でき
ない。一方、2001 年に米国 Johns Hopkins 大
学より、DM/PM 患者に存在する PMS1、PMS2、
MLH1 という DNA ミスマッチ修復（mismatch 
repair、以下 MMR）に関与する酵素に対する
抗体が報告された。これら３種抗体のうち、
いずれかを DM 25 例中 3例 （12%）、PM 24 例
中 2 例 （8%）に認めた。これは、我々が発
表した NXP2 抗体や SAE 抗体の陽性率を上回
る。その後、2005 年に慶応・東北大学の共同
研究で、PMS1 に対する抗体を DM/PM 119 例中
8 例 （7%）に、MSH2 という別の MMR 酵素に
対する抗体を 102 例中 5例（5%）に認めたと
いうプレリミナリーな発表があるのみで、そ
れ以来、これらの抗体に関する報告がない。 
 
(3) がんや細胞死の原因になるDNA損傷を修
復する機構の中で、MMR は DNA の複製エラー
によって生じる損傷を修復する系である。ヒ
ト MMR の初期反応に関わる酵素は、上記の 4
種に MSH3、MSH6、MLH3 を加えた合計 7 種類
から成る。これらの分子量は 80kDa から 160
ｋDa に集中しており、DM/PM の自己抗原が多
数存在する領域でもある。我々は、次のよう
な予備的研究結果を得ていた。測定しうる自
己抗体がすべて陰性で、抗核抗体陽性の DM
患者を２例経験した。免疫沈降－ウエスタン
法により、１例では 4種類の MMR 酵素に対す
る抗体が陽性、もう１例は 2種類の MMR 酵素
に対する抗体が陽性であることが判明して
いた。 
 
２．研究の目的 

(1) 本研究はMMRに関与する７つの酵素に対
する自己抗体の測定法を確立し、それらの DM
における臨床的意義を解明し、さらには MMR
酵素の自己免疫応答に関わる因子の探索を
行うことで、DM の発症病態の解明に展開して
いくための研究を行うことを目的とする。 
① MMR に関与する７種の酵素（MSH2、MSH3、
MSH6、MLH1、MLH3、PMS1、PMS2）をコードす
る cDNA を入手し、リコンビナントタンパク
を作成し、それぞれの抗体測定系（ELISA 等）
を確立する。 
② 確立した測定系により自施設DM患者にお
ける抗体陽性例を検索し、各抗体の陽性率を
検討する。 
③ DM に対する抗体の特異性を検討するため
に、対象疾患となるエリテマトーデス(SLE)、
強皮症(SSc)、シェーグレン症候群(SS)での
陽性率を検討する。 
④ 各抗体陽性例の臨床病型や合併病態など
を検討し、７種酵素との反応性や ELISA で測
定した抗体価により、各抗体の DM における
バイオマーカーとしての意義を検討する。 
⑤ MMR 酵素に対する自己抗体のスクリーニ
ングに、従来より臨床の現場で広く用いられ
ているHEp-2細胞を基質とした間接蛍光抗体
法が有用であるか検討する。 
⑥ MMR 酵素に対する自己免疫応答に関わる
因子の探索のため、紫外線照射により、ヒト
皮膚培養細胞において各酵素の発現様式に
変化が起きるか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 7 種 MMR 酵素遺伝子によるリコンビナン
トタンパクの発現 
ヒト MMR初期反応に関わる酵素は MSH2、MSH3、
MSH6、MLH1、MLH3、PMS1、PMS2 の７種である
（図１）。 

 図１ ヒトの DNA ミスマッチ認識モデル 
それら全てについて、T７プロモーターを有
するベクターに挿入された cDNA を購入し、
大腸菌の形質転換、プラスミド DNA の大量調
整と精製を行う。制限酵素処理や DNA シーク
エンシングにより塩基配列の確認を行った
のち、ウサギ網状赤血球抽出液を用いた in 
vitro 転写翻訳系によりビオチン化したリコ
ンビナントタンパクを調整する。合成確認後、
ストレプトアビジンをコートした市販 ELISA



プレートを用い、ELISA を進める。７種タン
パク質に対する市販のポリクローナル抗体
を陽性コントロールとし、陽性検体が見つか
ったタンパクについては最高値を示す検体
を標準曲線の作成に用いて、ELISA unit を算
出する。 
 
(2) ７種のリコンビナントタンパクを用い
た ELISA の測定系による自己抗体探索を DM
患者全例に行い、陽性検体の探索、および
ELISA のカットオフ値設定を 7 種のタンパク
について進める。また、SLE、SSc、SS 患者の
血清も ELISA でスクリーニングする。陽性検
体、およびカットオフ値付近の検体について
は免疫沈降法で反応性の確認を行う。 
 
(3) 各抗 MMR酵素抗体陽性例の臨床を検討し
て、DM の各病態と抗体の有無や、抗体価との
関連性を検討する。継時血清が入手できた場
合は、ELISA の結果と病勢との関連を検討す
る。 
 
(4) 各抗 MMR酵素抗体陽性例による間接蛍光
抗体法による抗核抗体検査の染色像の結果
から、同抗体のスクリーニングに市販の間接
蛍光抗体検査キット（HEPANAテスト, MBL, 名
古屋）が有用であるかを市販精製ポリクロ―
ナル抗体を用いて検討する。有用でない場合、
培養ケラチノサイト（HaCaT 細胞）や培養メ
ラノーマ細胞（A375 細胞）を基質として、複
数の固定法によりスクリーニングに適した
基質を得ることができないか検討する。 
 
(5) 紫外線と DM 自己抗原の関連を示唆する
研究として、Mi-2/NuRD タンパク複合体のう
ち、紫外線照射により Mi-2 抗原の発現が選
択的に上昇する、という報告がある。小型紫
外線照射装置（3UV-34, UVP, 米国）と紫外
線強度計（UVK-40M, ジェフコム, 尾張旭）
を用いて一定量の紫外線照射を行った HaCaT
細胞を用いた間接蛍光抗体法で、各 MMR 酵素
の細胞内局在や発現量に変化が生じるかに
ついて検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 図２に示す如く、７つの酵素タンパクを 

図２ avidin-biotin 結合による蛋白確認 
in vitro転写翻訳系によりビオチン化したリ

コンビナントタンパクとして発現すること
に成功したので、これらを用いて ELISA およ
び免疫沈降を施行した。ELISA は 20 名の健常
人の平均値＋5S.D.をカットオフ値として、
名古屋大学皮膚科を受診した筋炎患者144例
（連続的検体で、DM 73 例、無筋炎性 DM:CADM 
38 例、小児 DM:JDM 12 例、PM 7 例、重複症
候群:OL 14例）について測定したところ、MLH1、
MSH2、PMS1、PMS2 に対する反応を有する血清
を見出した。一方、MLH3、MSH3、PMS2 に対す
る反応は一例も見出せなかった。ELISA にて
上記4種のタンパクに対する反応を有した血
清（カットオフ付近の血清も含む）について
は免疫沈降を行い、4 種ともにカットオフ値
の妥当性が示された。 
 
(2) 筋炎、SLE 40 例、SSc 20 例、SS 20 例に
ついて調べた結果、筋炎 9例（6.3%）と SLE 3
例（7.5%）に上記4種のタンパクのいずれか、
もしくはそのうちの複数に反応を認めた。筋
炎における陽性例の内訳は DM 4 例（5.5%）、
CADM 1 例（2.6%）、JDM 2 例（16.7%）、OL 2
例（14.3%）と JDM と OL にやや多い傾向を認
めた。反応したタンパクは MLH 10 例、PMS1 7
例、MSH2 2 例、PMS2 1 例であった。 
 
(3) いずれかの抗体が陽性であった 12 例中
10例については筋炎やSLEに認められる他の
疾患特異的もしくは関連自己抗体が併存し
ていた。他の 2例は抗 MMR 酵素抗体が単独陽
性だった。抗 MMR 酵素抗体陽性例に特徴的な
臨床像（皮疹、関節痛、間質性肺炎の有無、
CK 値など）は見いだせなかったが、観察期間
中に死亡例は存在せず、特に筋炎群では悪性
腫瘍の合併例が一例も存在しなかった。抗
MMR 酵素抗体陽性例は予後良好の一群を形成
する可能性がある。 
 
(4) 他院主治医による検査希望で測定した
検体については非連続検体になるが、JDM 6
例、PM 5 例、DM 3 例、CADM 2 例、OL 1 例に
いずれかの抗 MMR 酵素抗体を認め、PMS1 14
例、MLH1 9 例、MSH2 4 例、PMS2 2 例に反応
を認めた。当院症例と合わせると、PMS1 に
21 例、MLH1 に 19 例、MSH2 に 6例、PMS2 に 3
例が反応していた。いずれかの抗体が陽性で
あった症例は合計 29 例で、そのうち他の疾
患特異自己抗体の併存が見つからなかった
症例は 10 例（筋炎群では 10/26 例；38.5%）
に上った。この結果より、少数例ではあるが、
MMR 酵素に対する自己抗体を検索することは
自己免疫性筋炎の補助診断に有用であると
考えた。反応する抗原の組み合わせでは、
PMS1+MLH1 が最も多く 11 例（4種全てに反応
する 2例を含む）、PMS1 単独が 8例、MLH1 単
独が 6例、その他が 4例であった。 
 
(5) 2 種以上の抗体が陽性で継時血清が取得
できた 7例の検体については、いずれの症例
においても抗体の変動はパラレルで、病勢の



変化とも一致していた。図１で示したように、
7 つの酵素は幾つかのヘテロダイマーを形成
することが判明しており、ヒトでは
MLH1-PMS1 の複合体の機能が最も解明されて
いない現状だが、その MLH1-PMS1 に対する反
応が自己免疫応答において最も見られたこ
とは、今後、この複合体の機能解明が病態の
解明においても重要になる可能性がある。 
 
(6) 市販の間接蛍光抗体検査キットを使用
した抗核抗体検査で、MMR 酵素群に対する抗
体陽性例の染色像が一定しなかったことよ
り、入手できなかった MLH3 を除く他の 6 種
類の MMR酵素に対する市販ポリクロ―ナル抗
体で、キットの HEp-2 細胞、メタノール固定
(M)培養 HaCat 細胞、パラホルムアルデヒド
固定(P)HaCat 細胞、パラホルムアルデヒド固
定メラノーマ細胞を基質として間接蛍光抗
体を行った結果を図３に示した。 

  図３ 種々の基質細胞による染色像 
この結果からＰ固定のHaCaT細胞を用いるの
が、市販ポリクロ―ナル抗体の染色性は最も
良いと考えられた。しかし、市販抗体と患者
抗体ではエピトープの差異から染色像や染
色強度が異なる可能性もあるので、次に MMR
酵素に対する抗体陽性の患者血清で市販キ
ットでは明らかな染色が得られなかった検
体についてＰ固定HaCaT細胞を用いて結果を
比較してみた。図４には 3症例の結果を示し
たが、いずれもＰ固定 HaCaT 細胞では陽性所
見が得られた。 

 図４ 異なる基質での患者抗体の染色像 
患者抗体は併存抗体の影響もあるので、今回
の結果について特異性を論じるには、抗原を
用いた吸収実験が必要であり、また、多数の
健常コントロールや他の自己免疫血清を使
用しての追加評価が重要と考える。 

 
(7) 抗体陽性の SLE 症例や一部の DM 症例で
日光過敏が認められたことより、MMR 酵素の
自己免疫応答に紫外線照射が及ぼす役割も
想定されることから、上記のポリクロ―ナル
抗体と紫外線照射を行ったHaCaT細胞を用い
て間接蛍光抗体法を行った結果を図５に示
した。 

 図５ 紫外線照射 HaCaT 細胞の染色像(1) 
興味深いことに、自己抗体の標的となる MLH1、
PMS1、PMS2 で（MSH2 は変化に乏しいが）紫
外線照射量に依存して染色が強くなってい
るのに対して、自己抗体の標的にならない
MLH3 や MSH6 ではあまり変化が認められなか
った。発現量の変化を確認するにはウエスタ
ンブロットや RT-PCR などを用いた定量的な
解析が必要であるが、今回の研究では所有の
紫外線照射装置で可能な間接蛍光抗体法の
み行った。 
 
(8) 前述の照射実験の陽性コントロールと
しての抗Mi-2β/CHD4モノクローナル抗体と
患者抗 Mi-2 抗体、ならびに患者 MMR 酵素抗
体（併存抗体が同定できなかった症例）によ
る同実験の結果を図６に示した。 

 図６ 紫外線照射 HaCaT 細胞の染色像(2) 
Mi-2 抗原はモノクローナル抗体でも患者抗
体でも紫外線照射量に依存して染色が強く



なった。既報の実験でも照射量は 95J/m2なの
で、今回の実験条件の設定および実験結果は
妥当と考えた。MLH1 に対する抗体陽性の患者
血清、および MLH1/PMS1 に対する抗体陽性の
患者血清は図５のポリクロ―ナル抗体を用
いた実験結果よりもさらに変化が見て取れ
た。以上の結果より、今後の研究で紫外線と
MMR 酵素群に対する自己免疫応答、さらには
DMやSLEといった膠原病の病因や病態に及ぼ
す影響についてさらなる研究が必要である
と考えた。 
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