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要旨

全身性エリテマ トーデス(～LE)や強皮症(ssc)などの全身性自己免疫疾FLln.の重要な特徴の

一つに自己抗体の出現がある｡自己抗体は､抗dsDNA抗体や抗Sm抗体などの横に疾患の

診断や活動性を評価する上で､また抗nRⅣP抗体のように混合色烏合組成病(MCTD)という

-つの疾恩赦念を形成する上でも重要な役割を果たしている,こうした自己抗体は核内分

子を標的としているものが多いが､それに限らず細胞張､細胞質分子も自己抗体の標的と

なりうる｡生体内で免疫系はこのような自己の成分に対しては､様々な秩序を用いて免疫

寛容を維持していると考えられている｡従って､全身性自己免疫疾患においてこうした自

己抗体がなぜ出現してくるかを考えることは免疫寛容の破綻と自己免疫疾患の病因を考え

る上で璽要なことである｡また自己抗原に対する抗JR特艶的免疫応答の解明は､抗原特異

的な免疫制御を通じた治療につながる可能性がある. 自己抗原となっている分子は細胞

内で重要な働きをしているものが多く､後述するように自己抗体が自己抗原分+の機能を

抑制する例もあり自己抗原の機能の追求という縦点からも含めて､我々白己免疫の解明を

めざすグループのみならず分子細胞生物学着通も､cDNAクローニング及びエピトープマ

/ビングといった自己抗原の研究に精力的に取り組み､この分野の大きな進捗につながっ

た｡

自己抗体の自己抗原上で認識する領域を決,jifすることは､自己抗体の産生横序を検

甜する上でも並掌なことである｡なぜなら全身性自己免疫疾恩の患者ではポリクローナル

なB細胞活性化がみられるが､自己抗体の中には抗原特異性が明確でなくJgM型抗体の

poiyTt:aCtlV.ty(多特異性)の表現と考えられるものも少なくない｡このような自己抗体の

認諾するエビト-プは自己抗原上全体にわたって弱い親和性反応性をみせるエピトープ那

分布しているであろう｡またB細胞反応には患者個々の遺伝的背景の速いによるエピトー

プの追いがあるのか､或いは自己抗原上に特別反応性の強い部分がありその節域がその自

己抗原分子の横能上盤要な箇所であったり､またウイルスなどの外来抗原との分子相同性

がある領域なのかなどの疑問にこたえ､悪者ひとりひとりの自己抗原に対する自己免疫反

応の解析につながるからである｡
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以上のことに盛づき､自己抗原のcDNAクロ-ニング及びB細胞応答を解析した研

究をまとめたものがこの論文であり､以下の二つの内容から構成される｡

第-帝での研究では､sLEやMCTDで出現する抗nRNP抗体が認諾するUIsnRNP複合体

に属するU)snRNp-C蛋白を取り扱った｡nlRNAのスプライシングに関与するUIsnRhtP複

合体の捕蚊成分の一つでもあるUトC蚤白の全長cDIiAをクローニングし､さらにそのB細

胞エピトープを決定した｡そしてその主要エピトープには二鐘の交差反応性があり､一つ

はへJt,ベスウイルス蛋白と.もう一つは同じUlsnRNP複合体のUl-Aとsm-a/B'蛋白との反

応であった｡この交差反応性はいずれも交差反応性B細胞を介する自己抗体産生横序の存

在を考えさせる上で並要な知見であった｡そして第二帝の研究では､対応抗原が不明であ

った抗56K抗体が認識するR知の分子のcDNA幣焦及びエピトープマ yビングを行った｡

この抗56K自己抗体が認識するのはヒトアネキシンXIであって､我々のグループと前後し

てウシ､ウサギでそれぞれ別々の観点からクローニングされた興味深い分子であるOさら

にこの抗56K抗体は様々な全身性自己免疫疾患で出現するがその広い疾患スペクトラムに

も関わらず拓力価高親和性のIgG抗体が出現している点､いままでの自己抗体とかなり異

なる特徴を持ち､別の自己tJ't体産生の道筋の存在が推察された｡

これらの研究の成果をふまえまた文献的伐肘を加え､まず叔机 こ自己抗体の産生機

序を現在考えうる収税での考察から始め､本研究の神教説明とする｡



研究の野方:.-

節-節 緒百

要旨で述べたように自己抗体の出現は､SLEやSScなどの全身性自己免疫疾患の重要な

特徴の一つである｡様々な積序を用いて免疫寛容が姓持されていると考えられるこれらの

自己分+に対して免疫応答が起こっている現象を追求するということは､自己免疫疾患の

病無を考える上で.ま1=抗原特異的な免痩制御を通じた新しい治療を作る点で､重要なて

がかりであると考えられる｡この項では自己抗体がどのような自己成分を掠的にしている

のか､そしてそれらがなぜ出現しうるのかという問題について概説する｡

第二節 自己抗体の標的分子

こうした白己抗体は核内分Tを標的としているものが多いが,それに限らず細胞膜､細

胞質分子も自己抗体の標的となりうる(I)｡全身性rl己免疫疾患における主な自己抗原を

衣1にまとめた｡自己免疫疾患悪者体内ではポリクローナルにB細胞が活性化されている

ことが多く､IgM些碧の自己抗体まで含めると多数の自己抗体が報告されている｡しかしこ

れらの抗体はIgM抗体のpoLyrcactLVllyで説明できることも多く､はたして特定の自己抗原に

むけられた抗体産生かどうか明確でないので､この点では抗原特異性が確立されているも

のだけに留めた｡

自己抗原の特徴の一つとして核酸 黄白接合体が多く細胞内で蕊安な懐能を兇たしてい

るものが多いことがあげられる(2)｡ある-つの疾患に出現する日己抗体のスペクトラム

にはある特定のバターンがある｡これにはある疾恩では特定の細胞内筒域とtRl係している

分子に対する抗体が出現するという説があり(3)､例えば強皮症で出現する自己抗体は核

小体と関迎する抗蚊に対するものが多いoこの説ですべての自己抗体バターンは説明でき

ないが､少なくとも複合体を形成している抗原同士は同じ疾.･E.､時には同じ患者血清で反

応が観察される.この現象は自己抗体産生にB細胞の抗原提示能力が寄掛 こ関わっていら

からだと考えられる｡

B細胞は活性化きれると多士にクラスu抗原を発現しその表面免疫グロブリンレセプタ

ーを通じて抗原を取り込trので､抗原特異的なaJlt.genPrCSC.1Llng∝Hとしてはdendncαuな

どのようなprolcssionalAK に比べて103-104倍強い抗原提示能を持つとされる(4)｡従って
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i<1 主な自己抗原とその機能､対応抗体の出現する主な疾患

細胞内所在あるいは 抗原分子
所属する分子群
核抗庇
ヌクレオソーム

dsDNA

ヒス トン

(HIH2A.J12B
H3H4)

スプライソゾーム
UIsllRNP

(U1-プOK.A,q
Sm(Ul,U2,U4,U5

06上のSmコア蛋白
B,B',Dl/D2/D3.E,F,G
U2snRNP (A-,Br-)
U4IU6snRNP
U5snRNP
UIRNA

hnRNP (AIA2)
A2はRA33

核小体
U3snRNP

(フイプラリン)
¶lRNPrro)

RNA-polymcrasc1
PM/Scl (75K look)
ヌクレオリン

NOR-90什IUBF

機能

二重仇DNA
二重紙DNAのクロ
マチンへの収納

mRNAのスプライ
シング

p一c-mRhTAのパッ
ケージングあるいは輸送

出現する主な
疾'iL.

SLE
SLE
糞剤誘発性
ループス

SLE.MCTD

SLE

ちLE

SSc.SJS
SLE

MCTD SLE
SLERA

rRNAのプロセシング SSc

RNasePMRPR-NPと同I SSc
rRNAの転写

rRNAの転写 ssc

リポゾーム形成 ワ pM,SSc,PM/Scl
rRNA転写制御 sLE

リポソーム輸送
RNApolyTTICraSCl転写因子 ssc



#1つづき 主な自己b-L原とその機能､対応抗体の出現する主な疾.TL.Ll.

細胞質抗原
RoRNP

Ro60(SS-A)
Ro52(SS一人)
1.A(SS-J3)

hY5RNP
llY5RNA

リ1:ソーム

リポソーム蛋白 (m PIP2)
7ミノアシル合成酢紫

ヒスチジルLRNA

合成鮮寮 (Jo-L)
アラニンlRNA合

成酢紫(pL12)
スレオニンしRNA

合成酵素(pL-7)
イソロイシン

lRN̂ 合成酵素
グリシンLRNA合

成酵素
アラニンIRNA

合成酢諮
ストレス蛋白

HSP70

11SP90

その他の細胞rr抗原
カJレレティキュ

リン

アネキシンXl

イこ明
不明
RNAポリメラ-七

日lの転写終壬吉
不明
不明

蛋白合成

アミノ酸をtRNA
に結合させる

氏㍑

=
;

sLE

p

･

S

黄白のフォールデイング

にrXJ与
ステロイ ドホルモン

受容体､キナーゼ､
アクチンなどにhi-令

ERにおけるCa好感蛋白
グルココルチコイドレセプター
DN̂ it.i合領域とrX]係 ?
CTLの願粒

ca依存性 リン脂質結合蛋白
カJL,サイタリンと結合

SLE

SLE

SLE

SLE RA

SJSSSc,PIVl



衣Ⅰつづき 上な白己抗原 とその撰経､対応抗体の出現する主な疾患

その他の核抗殿

DNAトポイソメ ラーゼI DNA複製峠のねじれ防止 ssc

のためDNA鎖を可逆的に切断

セントロメア 動原体を構成 cREST

(A B C.D)

Ku(p70/p80) DIlA依存性キナーゼを柵成 sLE.SSc
即FIVと.司-)

PCNA DNAポリメラーゼの補助因7- sLE
HMG (HMG-1,2,17) DNA-ヒス トンに付着 JRA

p80-コイリン コイJL,ド作を形成し
スプライシンJ/に 関与 ?

ポリ(Al)p-リボー ス) DNA仇修正
ポリメラーゼ クロマチン捕道形成 に関与

NuMA 有糸分裂に槻与
紡錘体也



自己抗原複合体のその構成成分の一つの分子に特異的なB細胞が､その複合体全体を取り

込んでプロ七ノシングし､他の構成分子を抗蝶提示することは 卜分に考えられる｡このB

神胞の抗原提示能力は､後で述べるmolecuLarmlnllCry説でも屯要なポイントとなる また

自己抗蝶分子J村の交差反応性も報告されており､このような例でも交差反応性B細胞を通

じて錦たな分子が免疫系に認話される可能性がある｡このような自己抗原同士の関係も.

秦.EAごとに只なる自己抗体のバターンに影官していると考えられる｡

従って自己抗原複合体の構成分子､細胞内での局在という点に注意しながら自己抗原を

理解することが重要であるので表1では､その点を明確化した｡

第三節 自己抗体産生機序の様々な仮説

自己抗体の産生機序については様々な仮説が発衣されており､戎2にまとめた｡

マウスで実験的に自己抗体を産生させる系がいくつか凝'E]k-されている｡細胞死を抑制す

るようなtxL2退伝子をIgHエンハンサ-を用いて辞人したIranSgen'Cn10uSCではFX)lyclonala

cellacllVatIOnが起き.さらに抗Sm抗体や抗dsDNA抗体といった疾.恕特異的な自己抗体が出

現する(5)｡したがって､B細胞全般に異常を起こす上うな､そして､自己反応性8細胞を

も活性化できるような熊常というのは自己抗体産生につながるのではないかと考えられる｡

マウスにおいて実験的に侵性のGVli(graftversushost)やHVG(hostversusgmrL)反応をおこ

すと同様のIX)lyclonalBcellactlVat)Onがみられ､抗nRNP抗体を始めとする自己抗体の出現が

見られる(6)｡T細胞レセプターのq銀をkn∝kouLしたマウスではaβ型のT細胞 が欠如し

ているがこのマウスでもpolycLonaJaccuacLIVatlOnに緩きIgG型の疾.Fit.特異的な自己抗体 ､

抗dsDNA抗体や抗nRNP抗体が出現することが報告されている(7)｡lnyLb,DでB細胞をLPS

などで刺激してpolyclonaJBccllactJVatLOnをおこしてもT細胞なしではIsMからIgGへのクラ

ススイッチがみられない｡従って疾患特巣的なtgG塑自己抗体が出現するこれらの実験モ

デルでは､単なるpoLyclonaLBceLlactlVa110nだけでなく､質的に果なるシグナルでB細胞が

活性化されていると考えられる｡GVHモデルマウスではT細胞サブセットがm2優位とな

り産生先進した【L4が(8)､またa鋭kn∝koutmouseではqp型の代りにγ8型のT細胞が

自己抗体産生を介助しているとも考えられる｡叶でもGVHの系でしめされているように

C伽OLを介する刺激は,自己反応性B糊胞をも活性化しうる(9)｡こうしたいわばB細胞に
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とってのcoIStmu)a10rySlgnaJが､B細胞免疫寛容からの焦脱に正貨かもしれない｡

またヒトでもpoLyclonaIBccuaCtlVa血'を介する自己抗体産生の検討がなされている｡

SUJX:raTlt･genをB細胞に加えると,T細胞の存在､あるいは非存在でも､B細胞にクラスⅠ]

分子を介してシグナルが入り､抗原非特異的にB細胞を活性化することが示されている

(lo.ll)｡こうした考えは､自己抗原がT-Lndependemantigenではないかという考えにつな

がっており､たしかに自己抗原は多価抗原であると推測されるものが多いが,その証明は

まだない(Ⅰ2)( 細胞死に関わる分子であるFas抗原とそのリガンドの災常であるlpr変異

及びgLd変毘マウスでも疾患特異的自己抗体が出現するのはよく知られているが､その機

17,がT細胞から自己反応性B細胞へ細胞死のシグナルが人らないのが間遊なのか自己反応

性T細胞のaCttvat･onlnduccdoeudeadlの欠如なのかは明確でないobcJ-2トランスジェ二 ノク

マウスの系にしてもIgHエンハンサーはT細胞にも発現を誘輯するので､B細胞だけが異常

とは現時点ではいいきれない｡いずれにせよどちらも末梢性にEl己反応性のT細胞あるい

はB祁胞 を除去する人梢性免疫寛容維持倭梢で亜繋な役割を果たしている分 tである｡T

細胞の関与の有無は別として､自己反応性のB細胞を活性化したり生存を延長させたりす

るB細胞自体の異常はいずれも自己抗体産生に結びつくFT能性があるといえよう｡

B細胞全般の別 ･:一に基づいて自己抗体が出現するという考えRに対して､抗原特典的な

T細胞を盈祝する考え方もある｡実際に患者克付紙 中に自己抗原特異的なT細胞が存在す

ることが確かめられている(13,)4)Oまた我々のグループを含めて様々なグループが行っ

た自己抗原での自己抗体認識常域の検討 (B細胞エピトープマ yビング)の結果から､自

己抗原上には複数個のエビト ブがあるということが判明し()5)､またTgG型の自己抗体

を産生するようなハイプリト マの免疫グロ7･リン可変部領域を調べるとcDR領域 に

hyTXmutahonが集措していた(16)｡従って､自己抗原特興的なT細胞が出現し､そのT細

鞄が自己抗体産生を促している･aJlt)gendT)Venのメカニズムは自己抗体産生上働いてると

いうことは､現在コンセンサスを得ている○また自己抗旋特異的T細胞が存在すれば､B

級胞レベルでの免疫寛容も破れるであろうと想像されている｡さらに自己反応性T細胞が､

自らが認識する抗舵そのものでなくそれと複合体を形成する分Tに対する抗体産生を促進

する現象も知られており (comple摘 果的丁細鳩 )(17)､ひとつの自己反応性T細胞により
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衷2 自己抗体の産生機序についての仮説

non-sTXCiric8eel)acLivat10n

LpolyclonalBcellacLivalzon

l ;:EuralL,-:trISgueSn~hosl-IkereactlOn

anlLgCn-SPCCiricBcellactivation

4.arlltgendriven

5.conlPlexspecificTcell
6.alteredsell

7.hapten-carrier

8molecularmimicry

9 incresed･lmOu,ltOfreleasedau-oaJltlgen

衰3

自己抗原上のエピトープとの分子相同性が報告されているウイルス抗原

自己抗原 ウイルス抗原

UIsnRNp-70K relrovirusp30gag

=-nueJIZaav.rusMlprolcln

herpess=叩kxvirus

lellneSaTCOnlaVirusgagproteln

veslcu】arstomatiusvIJ･uSnUCle∝apsid

protein

SV40TaJltlgenNLS



項数の自己抗体産生が制御されている可能性もある｡

全身性自己免疫疾息で標的となっている自己抗原は全身的に発現しており､原器特異的

自己免疫疾患でみられるような隔絶抗原ではなくT細胞はIBnOrutという状態ではなかろ

う｡全身的に発現している自己抗原に対する自己反応性T細胞はncgatlVeSeleclionの過程で

完全にclonaJdeLct.cnをうけるのではなく､少なくとも一瓢 まそこから逃れ､おそらく

amrgyの状態で末梢血中に存在していると考えられる｡従っていかに自己抗原特異的なT

細胞が活性化されるかということが重要な問題である｡

例えば選択的スプライシングに上るアイソフナ-ムの出現､化サ捲掛 こよる抗原性の変

化とか､異所性の自己抗原出現などといった自己抗原自体の変異が免疫系に記述される-EBe

碍となる可能性がある(alteredself)｡アポトーシスを起こしている細胞表面に形成されlJ

blcbには､RoRNPやsnRNPなどが典放しており,こうした東面への移行に伴い酸化などの

佑嘗反応を自己抗原が受け抗原性が変化するのではないかという考え方もある()8)｡従来

までの細胞表面での自己抗原を検出できたという報告はいずれも免疫寛容破綻に対する意

か 噸 味であったが､それらよりは進んだ考え方である.殺近シェーグレン症候群患者B

リンパ球より作成したcDNAライブラリーよりLHSS-B)分子に選択的スプライシングがお

きていることが報告された(19).実際にこの選択的スプライシングの結米としての蛋白レ

ベルでの7イソフォームの存在は確認されておらず､また患者特異的なできごとかどうか

も判明していないが､alteredselr説の方向の知見ではある.またsLEの患者末梢リンパ球

ではアポトーシスになる細胞の比準が高いという報告がある(20)｡プロカインアミド､キ

ニジンやヒドララジンなど薬剤誘発性sLEをおこしやすい藁剤が活性化好中球のミエロペ

ルオキシダーゼにより強い細胞備書性を獲得するという報告もある(2L)Qアポトーシスを

促進するヌクレオパインティンが】prマウスで発見されたことを考えても(22)､こうした全

身性自己免疫疾,rB･患者体内では7ポト シスになった細胞より血中に放出されるヌクレオ

ソームなどの自己抗原の丑は増えている可能性があり､それらが免疫系を刺激し増悪させ

ているのかもしれない｡

SLEやSScなどの全身性の自己免疫疾患の発症過程に細菌やウイルスなどの外来微生物

の関与は従来より想定されてきた○外来抗原と自己抗蝶が結合し､いわばハプテンとキヤ
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リヤーの珊係が自己抗殿認掛 こつながるのではないかという考え方がある｡SV40T抗顕は

癌抑制退伝子T)53と結合するが､このSV40/p53校合体で免疫してやるとp53に対する免疫寛

容が破られることが示されている(23).RNAポリメラーゼIIl転1j物のポリUストレッチに

結合するLLもウイルスRNAと結合することが知られている｡

外来微生物と自己成分との分子相同性 (molecuh'mlmlCけ)は以前より注目されてきた

(24)｡ molccuJa,mimlCryという用語は1964年Dmlenが､寄生虫と宿主lhrJで抗放性のある顎域

に共通性があることを指摘して使用したのが最初である(25)｡自己抗臆と相同性を持つよ

うなウイルスなどの外来懲4-_物が感典すると､ウイルス特晃的 なヘルパーT細胞の介助に

上り､この自己抗原に交差反応性を持つようなB細胞が活性化され増殖する｡この活性

化増殖し質的にも史的にも十分なシグナルを送れる交差反応性B細胞がこの自己抗原をT

細胞に抗原提示することがT細胞の免疫寛容の破掛 こつながると考えられる｡そして､活

性化された自己抗原特3q-的T細胞は,今度はant'gcnJnvcnのメカニズムを介し.様々なエ

ヒト-プを認識するようなB細胞の一群の増殖を促進していくであろうと考えられる.佃

i)

このB細胞がT細胞にペプチドを抗原提示するときにT細胞が免疫寛容を導入される時

に使われたペプチドとは追うペプチド(クリプテイクエビト プ (crypt'cep.Lope))を抗原

提示することが丑要だという説がある(26)｡その場合だと活性化され自己抗体産生を促進

していくT細胞は､免疫寛容導入によりane'g'Cになっていた自己抗尉 皐則 勺T細胞ではな

くna･veT細胞ということになる｡こうした以上の一連の過准をで者らは､エピトーププロ

YL,ツション仮説 (ep･toF"PrOgresSlOnhypones'S)と称 している(27)｡

第四節 molecularmlm'C'y説を支持するモデル突放

こうした我々の交差反応性B細胞に注目する考え方を支持する東泉が､エール大学の

Mamulaらによって行われている｡マウスのチトクロームC(以下McytC)はマウスにとって

自己抗原であるためそれを免疫しても反応は起きない｡ヒトのチ トクロームC(以下Hcyl

qは104アミノ駿のうちわすか9アミノ酸しかマウスと追わないが､そのHcylCを免疫

するとマウスにはT細胞応答及び､ヒトとマウスの区別のつかない交差反応性抗体産生が

おきる｡今皮このHcytCとMcytCを-掛 こ免疫してやると･ヒトのだけでなくマウスのcyL

I2



二

十

度玩

ウィルス持兆的

ヘルパーT細胞
アナジー状たき

自己反応性

(自己抗脈 等異的)
ヘルパーT細胞

図 1 自己抗体産生擢序における

エピトーププログレッション仮説

自己抗原

相和活性化した

交差反応性

8細胞

巴 = i

＼

･ ∴活性化

-Ill+ :I--: : :li -

antlgen-dTJVenの機序による自己抗体産生の進展



Cに対するT細胞の反応も見られるようになる｡そこで､HcylCを免疫したマウスからB

滞胞たけを収り出して､そのB細胞とMcylCを一緒に注射してやると､McylCに対するT

細胞の反応が見られた｡即ち交差反応性B細胞を介してMcylCに対するT細胞寛容が破ら

れたということが証明された(28,29,30)0

彼らはさらにこの考え方を実際に重要な自己抗原となっているULsnRNP複合御 こ拡張

した｡マウスのUIsnRNPに対しては免疫寛容は維持されているが､ヒトu lsnR̂,Pには免

安反応が起きる.この時に反応がA蛋白から始まり､同じUlsnRNP硬合体中の70K､a/I)I

蛋白へと反応が広がることL=着目して､ヒトのA蛋白だけを免疫して､その後マウスのUI

snRhTPを免疫すると､免疫原中になかった70K-a/B･,a"蛋白に対する先攻反応が見られる

(31)070K黄白に対する反応は､B/B■,B''黄白に対する反応のようにB細胞レベルの 蛋̂白

との交差反応性では艶明がつかないので､やはりUトA蛋白特舛的交差反応性B細胞 がこ

のUIsnRNPcompkx全体を取り込んで70Kを抗原提示したと考えられる｡すなわちある複

合体の中の一つの成分に対する免疫寛容が破られた槻合､他の構成分子に対する免疫寛容

も破られていくという仮説を支持する莫験である｡

第五節 自己抗原細 胞エビト プにおけるmolecularmLmlCryの実例

自己抗体のB細胞エビト プを決定していく過裾で次のようなことに知 り き始めた｡

孜々のグループは､ul-CLjf白の他にSSB/Ld蛋白､lopolSOrneraSel黄白･ul-A蛋白､poly

(ADP-nbosc)pQlymcrascとい･,た自己抗原のB細胞エピトープマッピングを行ってきたが､

エビト プというのは一つの自己抗原上に複数個あって､それが抗原分子全体にわたって

分布しており､患者個人個人によって反応様式が異なる｡その中に患者のほとんどによっ

て認識されるユニヴ7-サルエビト プともいうべき領域が存在する(27)｡

このユニヴ7-サルエビト プは､例えば酢紫の活性中心であるなどその自己抗原の横

距上非常に鬼婆な誰分で･分子構造上特別に抗原性が強い部分の可能性もある｡しかし,

患者血柿を用いて撞時的にエビト 7･の反応を追って行くと､ユニヴ,-サルエビト ブ

のみを認話し掛 ナる症例があること･あるいはこのユニヴT-サルエビト プに始まり､

他のエビト プに次第に反応が移っていく症例も兄いだせることから､このユニヴァーサ

ルェt:'ト プは自己抗原に対するB細胞の免疫反応の始まりとなったエビト プである可
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舵性も考えられる｡このユニヴァーサルエピトープの領域にウイルスとの分子相同性が兄

いだされる.節一章で述べるがごとく､抗ul-C抗体陰性思者全例で認識される主要エビ

トープの新城には､幣耗ヘルペスウイルスTYPEIのICP4 q4)蛋白と67ミノ酸の分

子相同な都城がある(15)｡ こうしたB細胞エピトープにおけるウイルスとの分子相同性は

U1-70K蛋白と,eLrov-sp30gag(32),あるいはインフルエンザウイルス(33)との交差反応性

を始めとLで､他にも蔑つか報告されている(34,35)(戎 3)｡このUl-Cの主要エビ'ト-

プ鉢分にはさらにもうーつの交差反応性があり､この主要エピトープポリペプチドで77

イニティ複製した吸着血i古は､U)-C蛋白それ自体に加えて.同じUIRNPcomp]ex中のB/a.

蛋白及びA蛋白とも反応 した｡このRNP複合体の偶成分+同士の交差反応の報告は既に後

つかあり､Ul-AからUl-C､U1-CからB/Bl.U1-AからU2-Br.などがある(36,37)｡この二つ

の交差反応性は前述のエピトーププログレノションの説を支持する結兄であった｡

第六節 molccularmlm'Cry説の安当性と問迎点

全身性自己免疫疾風患者体内で,免疫反応の標的となっている自己抗原の多くは､細胞

内で砥要な機能を米たしているものが多く進化的に良く保存されている｡またウイルスや

細菌佃としても感触増殖の過程で楕主榊の因子を利mLたり､また免疫系の攻撃をかわす

ためその構成蛋白は宿主のものと相同性を有したほうが布利なこともある｡コンピュータ

~で自己抗原の一次アミノ穀配列を調べると外来抗板と相同性のある領域が多数検出され

る(38)｡またウイルスにたいするモノクローナル抗体の中には自己に反応するものが35

%もみつかったり､あるいはウイルス感染時に増殖した皿 を調べると自己に反応するも

のが多数であった(39)｡自己への反応性を使って免疫系は外来微生物と載っているのでは

ないかという考え方もある｡そうだとすれば､mol∝uLaTmm.C17と交差反応性という問題

は決して椎な現象ではないといえるであろう｡しかしmolecula'mLm.C,yが想定される自己

抗馴こ対する免疫反応がおきている患者体内でいまのところ実際にそのmo)ecularmlnnCTy

を有するウイルスなどの外来魚生物の感染が確認はされていない｡またある自己抗原は他

の自己抗原への免疫寛容破境の結果として反応が続いておきているとしても､現在のとこ

ろ分子相同性は一次構造でしか検討できない為､主要エビト ブにおける分子相同性が証

明された自己抗原はtTLろ少ない○むろん免疫寛容破綻を起こした後には､その原因ウイ

15



A,スは姿を消 してもよいし､分子相同性の検索にしても非連続エピトープも含めればすべ

ての外来抗原候補を検討できるわけでもない｡さらにたとえ自己抗原が免疫系に認鼓され

るようになったきっかけが分子相同性であるとしても､その自己免疫反応の持簾にむしろ

全身性自己免疫疾忠の問題点があるのかもしれない｡

第七玉石 今後の自己抗原研究の発展

自己抗尉 二関する研究はその同定とB細胞応答の解qrに始まり､堆近では自己抗原反応

性T細胞の検打へと進み始めた｡現在のところこうした自己抗原-の免疫反応が全身性自

己免疫疾患の病怒形成にどのような役割を果たしているかは明確でない,

多発性硬化症や自己免疫性糖尿病などの脹器特異的自己免疫疾患では､それぞれ､実験

的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)マウスあるいはNODマウスといった動物モデルを使用

して,自己抗ljFtに対する免疫反応が検討されてきたCそして自己抗原の投与だけでなく､

自己抗IR特輿的なT細胞クローンの移入によって､その病気をひき起こせることが知られ

ている.従って､臓器特端的な自己免疫疾患の柄態では､自己抗原反応性T細胞が重要な

役割を果たしていると考えられている｡さらにこうした稲原性T細胞の∨節峻ペプチ ドを

使ったT細胞ワクチネーション､またはT細胞エピトープのアンタゴニス トアナログペプ

チドによるクローン麻痔耕入､自己抗原による経口減感作療法などの新 しい免疫療法が検

討されている｡こうした自己抗原特児的な免疫娠法は､現在のステロイ ド剤やサイクロス

ポリンなどの免疫系全体を抑制するような治療法に比べて､より副作用の少ない治療法で

あることが期待されている｡

これに対して全身性自己免疫疾患ではこの様な自己抗原に対する免疫学的異常が､病像

形成に重要な役割を果たしているのかは兼だ不明である｡核内分Tに対する自己抗体の恵

封土,患者血蛸より棉製した自己抗体のマウス-の移入実駿などによって検訂されたが(抗

DNA抗体の腎柄変形成への寄与を例外として)､直凍病態形成に大きな役割を果たしてい

ないのではないかとの考え方が有力である.今後全身性自己免疫疾患における新 しい抗原

符異的免疫制御療法の可能性を検討していくには､自己抗尉 こ対する免疫反応をB細胤 二

取らず解析 していく必要があるであろう｡

茨^節 結[.杏
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以上,r]己抗体とその榛的分子並びに自己打値産生損料 こ関する概説を試みた｡すでに

完成した病性の全身性自己免疫疾患患者体内では抗原特異的に日己免疫反応が起こってい

る｡免疫系に全般的な異常があるにしてもどのようにしてこのような抗原特異的な反応に

つながるのか,また抗原特発的自己免疫反応が自己免疫疾患の病性形成の上でどのような

役割をはたしているか今後検討されるべき課詔であろう｡
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節一章 ulsnRNp-C蛋白のcDNAクローニング及びエピトープマyビング

節一節 緒言

sLEやMCrDで出現する抗nRNP抗体は主にUIsnRNPを認鼓している UlsnRNPは

ulsnRNAにUIsnRNP特発的な70K.A,Cの各蛋白及びUsnRNP複合体共通のSm蛋白評であ

るB/Br.D.E,ド,G.Hの各蛋白が結合してできた核酸蛋白複合休である｡このUIsnRNP核

転蛋白複合体はul,U2,U4/5/6などのUsnRNP群として他のJFRNPと-掛 ニスプライソゾー

ムを牡鹿LmRNAスプライシングという重要な横掛 欄 与している(40) 従ってこれらの

分子を認識する自己抗体は基碇生物学者達にとって､その適伝子クローニングや債能の解

析に虚実な武器となってきた｡

序詣でも述べたように､自己抗体産生機序を解明する道筋のひとつとして､自己免疫疾

患恩者体内の自己抗原に対する免疫応答の様式を解析することが盛業である｡抗nRⅣP抗

体は主にUIsnRNPの70K,A.C蛋白を認識している○そこでこの UIsnRNPIC蛋白に対する

免疫応答を解析を目的としてUトC自己抗原のB細胞エビト プ新城の決定を行った｡そ

してこのエビト 71を通じた分子相同性が自己抗体産生にr姻適し縛るかを検討した｡

第二節 材料と方法

患者血的

東京大学底学部附属病院物療内科で躯められた､それぞれIP生省班会講及びアメリが )

ウマチ学会の診断盛準に基づき診断を下したMCTDとsLE患者血清を選び出し使用 した｡

抗nRNP抗体馳性であることはHeLA細胞を用いた蛍光抗体法､及びウサギ胸腺抽出物と

標津血fhr-を用いた二重拡散法にて確認した｡

Ul-C蛋白全長発現プラスミド及びul-C蛋白削除変爽株の作成

uI-C蛋白全長を成定するcDNAクローンを単焦する為に･ul-C部分を規定するcDNA,

pS2を用いてヒト繊維芽細胞及び包皮上皮細胞から作成されたpcDプラスミドライブラリ

ーを那 千の方法でスク･)-こングした(41)｡得られた樽性クローンの07KbpのcDNAイン

サート(FS2)の蛋白読み枠の塩甚配列はオランダのグループが報告したUl-Cの全長cDNA

と同じであり､このFS2はul-C全長を溌定するクローンと判明した｡このFS2cDNAをpED
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プラスミドベクタ-に組み込み,FS2EDと名すけたopEDプラスミドベクターはpEXプラ

スミドベクタ-のクローニングサイトにSacI,KpaZ,SaH,Ban川,Sma】,Xbalを組み込んだ

ものである｡

He.koffとJ～tneyの方法に習い､FS2の3-末端からエキソヌクレアーゼTllを用いて詳細

に削った､削除変異株を作成した(42,43)｡この変異株の中からUトC全役にわたり分布す

るように9つの削除変異株M)-M9を選び出した｡

エピトープ新城だけを及定するエピトープ発現株はpcR法.または合成オリゴヌクレ

オチドを7ニールさせ､クレノー辞嘉で-.本掛 こすることに1り作成した二本fRcDNAを

発現ベクターpEXに軌み込んだ(44)｡すべてのエヒト プ発現株は塩基配列決定により正

しい配列と読み件を保持 していることを確認した｡

D.NA塩基配列決定

塩基配列は35S-dATPとシークエネースキノト20を用いて決定した(45)｡

免疫プロッティング

Towb･nらの方法に基づいてイムノアロットを行った(46)｡即ちHeLa細胞抽出物あるい

は大腸常リコンビナント黄白を8% アクリルアミドSDSゲルに展開し､ニトロセルロース

膜に花知 ()に転写した｡転写ニトロセルロースはJ%スキムミルク入りpBSで40分間ブロ

ッキング後05%TwccnPBSで洗玲した後､Ⅰ%スキムミルクPBSで希釈した患者血清ま

IJは楯穀抗体で室温にて一時間インキュペートした.この結合した抗体は､ウサギ抗ヒト

イムノグロブリン抗体 (5pghd)とベルオキシy-ゼ結合ヤギ抗ウサギlsG抗体 (5p

ymL)にて発色させた｡

発現蛋白の柵加

発現ベクターpEXやpEDに組み込んだcDNAは大腸菌IJlで42℃で熱ショノクをかける

とβ-ガラクトシデ-スとの融合蛋白を産生する(44)oLuda-Bcnam札8)培地で蛋白を誘

*Lた大腸菌を楽めた後超音汲粉砕､DNAscl処理し50mM Ths-HCIpH7.6,150mM

NacL,O･5%TntcnX 100IOmM EDTA で2匝慨 浄した.この沈殿物をSM尿素､IOmM

DTTPBSで可溶化した｡

ペプチドの合成

)9



ペプチ ドはペプチ ド合成横(Appl'edBIOSySLe■一一S)を用いて合成され､逆相TVLCCl8カ

ラムで杓製した｡

ELJSA

96穴プレー トに､リコンビナント蛋白あるいは合成ペプチ ドをpH9.7の炭酸駿衝液で

固相化し､スキムミルクまたはBSAでプロノキングした後､適当な希釈 した患者血箔を

各穴にいれた｡結合 した抗体はベルオキシターゼ出合プロテインCとフェニルジアミンで

発色させた｡吸光度は492rm で測定 した｡ リコンビナント蛋白を抗原にした場合は､イ

ンサー トをもたないpEXが産生 したガラクトシアースを同様の方法で棉製 し､その蛋白

に対する吸光度を目的の蛋白に対する吸光度から度し引いたものを表示 した｡

抑制試廉では､抑制ペプチ ドと患者血清を2時間 室温でインキュベ- トしてから､

EuSAの系に加えた｡患者血泊中より抗体を精製するためにCNBr活性化セファロース4B

ど-ズにリコンビナント蛋白を規定のプロ トコールに従い結合させた｡このビーズに結合

した悪者血THを､02Mグリシン塩酸 (pH26)にて剛 又し､2M トリスで中和 した(47)｡

抗体の村数及び反応性の吸収

恩者血清中の反応性の吸収は､ニ トロセルロース膜に結合させたリコンビナント蚤白と

4oCO脚 及び2時間室温にて反応 させた上音''I及び1回洗浄液を回収 して､その反応性を検討

した｡

コンピューター解析

亡DNAの塩盛配列及びアミノ較配列の外来抗原との相同性の解析は､SDC_GENm

を用いて､EMBL及びNtlRF.SWISS-PRTデータベースを検索 した｡

集三節 結果

U]-C蛋白全長の発現

Ul-C蛋白全長を規定するcDNAはヒト繊維芽細胞より作成 したpcDcDNAライブラリ一

個 山博人博上より供与を受けた)をUトC蛋白の3･尤側を規定する部分cDNAである

ps2クローンをmいてタロ-ニングした(48)佃 2)｡この07kbpのcDNAクローン(FS2)

はオランダのグループがとったUトC蛋白全長を成定するcDNAクローンと蚤白規定領域の

毎基配列が一致 したので､このFS2クローンはU]-C蛋白全長を鹿走するcDNAと括詮 した
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【49)'このFS2クローンを制限酸素認識部位(Nspl.Stul)を用いてPガラクトシアースとの

酸合皮白として挿入遭伝+を発現するpEX-3由来のpED-3ベクター (削除変異株を創出し

やすいようクローニングサイトに制限酵宗認鼓部位を追加してある)に組み込んだ

(pFS2ED)｡この発現蛋白FS2EDはuI-C特性患者血泊でいずれも記話されul-Cを白の抗原

性を発現していると考えられた (図3)｡

エピトープマ ッピング

01-C蛋白のB細胞エピトープを検討する却 こUl-Cを規定するcDNAを3･末より削除した

別除変異株のシリーズ(MI-M9)を作成した (図2) これらの変毘株が産生する蛋白を患

者山'7-1こて免疫染色すると､どの患者血清でもMlとM3の間で大きく抗原性が変化し,

この領域にUl-C蛋白の主要な抗原性決定領域が存在することが示唆された｡またこの大

きな変化以外にも.'ll.着血I7J7-によってはM8とM9の臥 M3とM4の閥でも抗原性が変化し､

これらの部位にもエtゴトープが存在することが示唆された (図3) (衣4)｡

pCRC領域が主要エピトープ領域であるo

MlとM3のrUJのM2はこの中間の反応性を示すことから､この主筆エピトープと想定さ

れる領域は少なくとも二つのエピトープに分けられる｡そこでこの主要エピトープと想定

される領域全体とその領域を三つに分けて発現させた(PCRC,ACEL-3)(図2)｡pcRCは

免疫染色にて抗ul-C抗体陰性血irl全例にFS2と同じくらいの強さで詑孤され､pcRC領域

は独立した強い抗原性をもつことが確認された 掴 3)｡このPCRC節域が主要エピトー

プであることを確認するためPCRCによる吸収試験を行った｡pcRCはFS2と同じかそれ以

上に抗ULIC抗体活性を吸収した (BJ4)｡以上よりpcRC領域がU)-C蛋良の,Ebb.者血清全例

にて主翼エピトープであることが判明した｡

主要エピトープはエピトープの巣状の典合である｡

ACEl､ACE2､ACE3は免疫漁色にて抗原性をもつことを確認しさらに各患者血漸 こよ

る抗原性の強さの適いをELISAにて検討した (PIS )｡ACE】､ACE2,ACE3はいずれも殆

t'の患者血iTlCこ認識されるが､それぞれの･駄者伽 .l潤 で認識強度のバターンは犬なった｡

ACEl､Aq詔､ACE3はそれぞれ､殆どの悪者血泊によって認識される独立したエピトー

プであることが確認された｡
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図3 UトC変界株の産生する融合<X白の代表的免疫兜色

相 掛 こて発JRさせたリコンビナント蛋白を8%ポリアクリルアミドsDSゲルにて泳動し

ニトロセルロース股にCIi気的に位写した｡(A)クマシープリ1)アントブルー敗色 (B)6人

の患者血淋 こよる免疫艶色o忍者血テr･J･･lE土日∝仰希釈で､それ以外の悠者血inlrま11cm希

釈で､レーンlは搬性コントロールとしてFS2ED, レーン2はpcRC､レーン3-11はMl_

l臥 レーン12は陰性コントロールとしてpED産生憩合蛋白を負荷した｡
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妾4 変異株産生融合蛋白の免疫染色のまとめ

反応性の強 さを-か ら3+で表示 した｡すべての･,El蕃山.･.･でPCRCはFS2と同等あるいはそ

れ以上の抗原性 を示 した｡ どの恋着血7HでもMlとM3の問で大 きく抗感性が変化 し,

この領域にU1-C蛋白の主要な抗原性決定領域が存在することが示唆 される｡ またこの大

きな変化以外 にも!11着血rlll･･(こよってはM8とM9の臥 相 とM4のI･･.Jでも抗原性が変化 して

おり､これらの部位 にもエ ピトープが存在することが示唆 される｡



0.1 02 03 0.4

ET4 PCRCによる患者血7,-fの抗ul-C抗体活性の吸収

pCRC及びコントロ-ルとして大脇幽産生p-ガラクトシアースとをFS2を用いて一役者血

7rTの抗ul-C活性の吸収を行った｡吸収後のJru7.･.I-の抗u I-C活性をELISAにてal'臆 した｡横

軸の数字はCD｡PCRCはFS2と同じかそれ以上に抗UI-C抗体枯性を吸収した｡



T pcRC 団 ACEl 田 ACE2 日 ACE3

図5 各エピトープの抗原性

エビト プ部位だけを発現する変弗株pcRC,ACEl､ ĈE2､ACE3が産生する融合黄白を

El-1Ŝ にて･'91着血消 (日2)との反応性を検討した｡思考血ih'-は 1250倍希釈で使用 した｡

紬 に吸光度 を示 した｡ ACEl･ACE2､ACE3はそれぞれ殆どの患者血緒に訟払されるが､

それぞれの瓜者血的間で違うバク-/で反応する｡ACJ=I､ACm ACE3はそれぞれ殆 ど

Q)･Lb-者血柿に上って比況される独立 したエビト プを発現 していることが確認された｡



主要エピトープとIP一紙へルベスウイルスⅠ型】cp4至琵白との分子相同性と交差反応性

Ul-C蛋白エピトープと外来抗原との分71相同性を検討するために､まず主要エヒト

ブ新城とコンビュ-ターでホモロジーサーチした｡エピトープ1の部分に単純ヘルペスウ

IJLスⅠ塑 lCP4姦白との6アミノ酸の相同性が判明した 掴 6)Cこの相同な部位に共

通抗原性があるかどうかを検討するため､U]-C､単純ヘルペスウイルスl塑 ICP4蛋白そ

れぞれの相同部位を含むペプチドを作成し(cE】P,HSVP)､また融合蛋白として大腸菌に

て発現させ(HSVEX)ELISAで検討した (図7)｡抗nR:NP抗体隈性患者血淋 まヘルペス

ウイルス融合布白HSVEXを詔課した (図7A)｡またul-C相当ペプチドcEIPと同時に

ヘルペスウイルスペプチ ドHSVPも認識した 佃 7B)｡この両者のペプチドt:交差反応

性があることを確認するために,反応性阻害試験を行った.cEIPへの反応性はHSVPで､

HSVPへの反応性はcE)Pで阻止された (図8)｡従ってUl_CとiB耗ヘルペスウイルス

ICP4蛋白相同部位には交差反応性が存在することが糾明した｡

ul-C蛋白とsnトB/B'爺白との交差反応性

Ul-Cの主要抗悦性を発現していたps2を用いて.Elf.i.山.･,･より摘製した抗体は､UトCだ･

けでなくB/B'蛋白にも交差反応していた(48)oPCRC御 剣まB/B･と似たアミノ酸配列を保

持しているのでこの交差反応がはたしてPCRC領掛 こ由来するかどうかを検討したo

PCRCをセ77ロース4Bで固相化したpcRCをもちいて患者血iFfより梢製した抗体はul-

Cに加え･Ul-A･B/J3･蛋白をも認識した (図9)oFS2で梢製した抗体は､Ul-CとB/Blを

紬 したが 哉̂白には反応しなかった｡またACEl､ACE2､ACE3それぞれで柵製した抗体

ではB/B■蛋白への反応は扱察できなかった｡

東四節 考察

UトC蛋白の102-)25アミノ酸の領域は､抗Ul-C抗体騒性患者dLr.･f全例で認識される主要

柏 原性決定都城であることが判明した｡またこの主要エビト プ以外にも患者血Tl,(二よ

って反応性が舛なる幾つかのエビト プが存在することが示唆された｡さらにこの主要エ

ビト プ風域も枚数佃のエビト プからなる､エビト プの#･状の集合体である｡従って

この領域に対して非常に強い免疫反応がおきていると考えられる｡ は なュt:･トー7･とな

っている新城が､数多くのエビト プの集合体であるという現射 ま､Ul_68nOK蛋白でも
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C〔IP:102MPMMGPPPPGMMPVGP117

Hsvp二316wpGAGPPPPGRVLYGG331

図6 Ul-C主賓エビ ト プと他紙ヘルペスウイルス Ⅰ犯TCP4哉白との分子雌同性領域

Ul･C主要エビト プ俳城エビト プ1(106から111アミノ酸残LE)の部分にiii範ヘルペスウ

イJレス1型にP4狂白(320から325アミノ酸拭&)との6アミノ殻の伽 他 が存在する｡それ

ぞれの相同餅城を含t,ペプチ ドCEIP(UトC群白102から117アミノ酸残韮)及びHSVP(

ICP4蛋白316から331アミノ酸残&)を合成 した○下線部がLISVEXで発現 しているポリペプ

チド｡



E)7 抗nRNP抗体陽性患者血耐陰性息者血1.-,I-のヘルペスウイルスペプチ ドへの

交差反応性

二漣のヘルペスウイルスペプチ ド､(A)rlSVEX融合LX白 (a)CEIP及びHSVP､に対する

払 RNP抗体騒性想者血手打及び対照としての倣常人血7TL.･-の反応性をEuSAで検討したQ性

軸は吸光度を示す｡抗･-RNP抗体陰性悪者血mTの中にはHsvEXに反応するものがあった｡

また抗nRNP抗体陰性患者血約の中にはCEIPを､また剛 かこtTSVPも詑言放した｡
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Irullカ'ら100 FLMにそれぞれ法度を変化させた奴合ペプチド (収柏hに示す)と悪者血清を2

相 室温でインキュペートしてから､ELISAの系に加えた｡(1)(2)はそれぞれ敗者血清を

示すB無関係の対m71ペ7'チドと比べ､cEu,への反応性の系ではHsvpを､fISVPへの反応

性の系ではcEIPをそれぞれcompcLdorとして用いた○いずれの系でもそれぞれ競合ベプチ

L'強度依存性に反応性が阻止された｡
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図9 UトC茄白とsm-a/a-蛋白との交差反応性

セファロース4Bで別 田化 したp-ガラクトシデース(レーン2),PCRC(レーン3),FS2(レ

ーン4)を用いて･ILl･者血晒(Ys)より柵処した抗体でポ･)アクリルアミドでJTi免状動 した

H山 細胞可馴 ヒ抽出物を艶色した｡対照として元の患者血描(y s･)(レーン1)を使用 した｡

この血淋 ま抗nRNP及び抗sm活性を持つ｡粕袈抗体はul-Cに加えて､U)-B/B･Blびul-Aも

認鼓した｡



しられている(50)｡

またこの主要エピトープ領域に単純ヘルペスウイルスⅠ軌 cp4蛋白と6アミノ殻の分子

相同性があり､実際にこの両者に交差反応性が存在することも判明した｡

単純ヘルペスウイルス Ⅰ型ICP4(C4燭 白は､単純ヘルペスウイルスの潜伏感染から増

額サイクJL,への進出を調節している175Kの分子である(5[). Ⅰ轡 終純ヘルペスウイルス

は宿主に潜伏感染しときおり増殖を捷り返すウイルスであり､このICP4蛋白は操り返し宿

主の免疫系を刺激している可能性は十分にある｡実際に単純ヘルペスウイルス感染者でこ

のICP嬬 糾 二たいする抗体が存在することは確認されているが(52)､その抗体がul-C蛋

白との相同部位を詑譲するかまたその感染者血淋 二抗Ul_C抗体が存在するかについては

わかっていないo

またこの主翼エビト プ領域はul-C蛋白とUl-A蛋白､snトB/B･<Ji白との交差反応性を担

っている領域であることも判明した｡オランダのグループもUトC全体で梢製した抗体がA

とB/B'に交題反応することを報告している(37)｡この領域以外に交差反応する部位がある

ことを否定はできないが､pcRC領域がUl-Cの抗原性の大部分を担うことからやはりこの

主筆エビト プを通じた交差反応性の可能性が高いと考えられるo同様のsnRNP肝での交

差反応性はB/B■とU)-A､UL-AとU2-B･･の問でも報告されており､いずれもsnRNP閲のア

ミノ酸配列の斯似によると考えられている(36,53)｡このPCRC領域に､Ul-CとB/Brにも

類似した配列があり､合成ペプチドをもちいた検討では交差反応が確認されている(54)｡

その配列に相当するACE)及びAcE3を用いて梢製した抗体Im eb細胞抽出物を免疫典色し

た我々の検討では交差反応性i･確認できなかった○従って免疫染色で確酸できるような交

差反応性はACE仲 ACE3より広い部分に依存している可能性がある｡

以上の結果に盛づいて自己抗体の出現過程を推定してみると､ヘルペスウイルスの拝読

郎 さがあると個体ごとに熊なる免疫反応のなかでさまざまな抗体が山現してくるが､その

中に抗lCP4(q4)抗体も出現しうる｡この抗ICP4(a4)抗体を認識するB細胞 が交差反応す

るul-C蛋白をとりこみ､自己反応性T細胞を活性化することによってUl-C抗原に対する

免疫寛容が破られる｡-皮Ul-C抗原に対して免疫寛容が破られると今度はUl-C抗原と他

の自己抗原との交差反応によりUトAやSm-Bnlr抗原も免疫系に認識されていくという道筋
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が考えられる｡実際抗snl抗体陽性患者血掛 ま殆ど抗nRNP抗体階性であり､抗nRNP抗体

から抗Sm抗体へと進展するのではないかと考えられている(55)｡
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第二帝 56K自己抗原のcDNAクローニングとB細胞応答の解析

節-節 緒言

sLEなどの全身性自己免疫疾忠では多彩な自己抗体が出現することはよく知られている

が,同掛 こ全身性自己免疫疾患の一つとして考えられているRAでは､それほど多数の自

己抗附 ま報告されていない｡確立した自己抗体はリウマチ良子 (RF･やRJu3くらいであ

り(56)･同じ自己免疫疾患でも自己抗体産生銭仔及び免疫寛容の破綻に追いがあるのでは

ないかと准潤される｡抗56K抗脚 まこのRAなどの自己免疫患者血iHh中に出現する56Kの抗

皮を認諾する自己抗体である(57,58).我々は､この自己抗体の対応抗蝶の性格づけを目

的にcDNAクローンの単洋をおこなった｡このcDNAはウシのCa依存性リン脂質結合蛋白ア

ネキシンXlと極めて相同性が高くヒトアネキシンXIとr司走できた｡このアネキシンはCa

依存性リン脂質結合蛋白のファミリーを形成しているユニークな<Jf白群であるが､その細

胞内機能についてはつまびらかでない｡そこでさらにこの抗56KE]己抗体とアネキシンXl

の分子偶道との1対地､またアネキシンXlの細胞内分布に解析を加えた｡

第二節 材料とRは

血繍

患者血相 よオランダ王国ナイメーヘン市､聖ラドポウド病院及び盟 マ ールテンス病院の

リウマチ科で診療した止ま者より採取された｡.'ii.者の診断はアメリカリウマチ協会の診断益

軒こ基すきそれぞれの主治医により下された｡正常人血淋 ま､オランダ王国7ムステ)i,ダ

ム市血枚センターから伐りされた｡

eDNAクローニング

5つの抗56K抗体 敵性患者血清を混合し､い500 にPBSにて希釈して使用したoYoung

とDa､･lsの方法に港づきYlO90感染スフ7-ジの】06の7･ラークをスクリーニングした(59)o

LFTGと42℃ の熱ショックで蛋白を誘導し､ニトロセルロース股ヒに77-ジ群産生蛋白

を結合させた｡ニ トロセルロース膜に結合したファージ戴白を3%BSA,05%T≠･een20

PBSでブロッキングした後患者血清でインキュペ-トし､結合した抗体を】251ラベルヤギ

坑ヒトイムノグロブリン抗体でト トラジオグラフィーにて検出した(60)｡
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刺除変異株の作成

FB性クローンからEcoR硝 化にてcDNAインサートを回収LpGEM13Zr(.)(

promcga)に組み込み､このインサートcDJVAの3･束端から節一章の如くエキソヌクレアー

ゼUl引nいて詳細に削った､削除変異株を作成した(42)o

JnYJuDLrMSCnPL10n及びtJ7YIEllOiran.sJ.LlLOn

功型DNAをHlndLllで線状化した後､T7RNApolymcruscで転写し､whe▲.Lgem ext,ac.

(加 rSl.nnl)を用いて35Sメチオニン存在下で翻訳した｡

大腸曲での発現及び榊梨

567(分7-の抗原性を血走するcDNAをNcoIBanHlでpFrgcに汲み込んだ(6))｡1PTGで

蛋白発現を誘導し､ペレットを8M尿掛 こ溶解した(62)｡

免疫染色

第一華と同様の方法で行った 即ちHeLa細胞抽出物あるいは大腸菌リコンビナント黄

白を】0%アクリルアミドsDSゲJレに展開し､ニ トロセルロース膜に電IJも的に転写した｡

伝写ニトロールは3%BSA-PBSで40分間ブロッキング後o･5%TweenPBSで洗浄した後､

)%スキムミルクPBSで希釈した患者血浦または相加抗体で室温にて一時間インキュペー

下した｡この結合した抗体は､ウサギ抗ヒトlgG抗体 (5F,A/ml)とペルオキシダーゼ結合

ヤギ抗ウサギIBG抗体 (5FLg/ml)にて発色させた｡

抗56K抗体のアフィニティー梢製

第-車の如くにリコンビナント56K/アネキシンxlをセファロース48で固相化し患者血

清より抗56K抗体をアフィニティー楕果した｡

免疫沈降

10plの50% プロテインAセ77ロ-スビーズとloFLlの患者または正常血紙を500 jLl

のLPP500(10mMTns-HCLpH80･500mMNaCL･0)%Twccn20,0l%Nonldclp40)で1時間

インキュベーションしたoこのビーズを洗浄後.1)コンビナント蛋白と､5叫 lの1PP

SWでインキュベートし･TIz後にビーズを沈桝象､sDS訊料液に溶かしたQこの試料は

12%sDSポリアクリルアミドまたは､トリシンSDSポ.)アク- アミドにて展開した(63)｡

蛍光抗体法
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Hfp-2幣層培菜細胞を4%パラホルムアルデヒド入りpBSで15分固定 し､01%Tnt..nX_

価 で5分問インキュベー トして透過性にした○柵製抗仏､免疫ウサギ血描､免唆前ウサ

羊血泊をpBSで希釈 して､結合抗体を蛍光ラベルウサギ抗ヒトまたはブタ杭ウサギイム

ノグロブリン抗体で発色させた｡

コンピューター解析

コンピューターによるホモロジーの検討にはFASTAプログラムを使用し,GenBankと

E､tBLデータバンクを検索 した｡ GCGグループのPcpPlotプログラムを使用してLji白構造

の予淵を行った｡

EL】5A

56K/アネキシンxJリコンビナント蛋白を011pか-lLの波圧で35mMNaJICO3,15mM

LYa2CO3PH96の綾衝液中にて4℃0/Nで同相化した｡ol% BSA2時間宅温インキュベー

ンヨンし､ブロッキングを行い､10% ウサギ血iF''･を含んだRIA(lOn山 TnspI176,

a50mMNaClI0･3%sodlum deoxycholate)でⅠ200に希釈した悪者血析または健常者血lT,･-で

室温】時ruJインキュベーションした｡結合抗体をペルオキシダーゼ結合ウサギ抗ヒト抗体

で発色させたoこの時各アイソタイプを検出するために､抗-gG(γiR)､拙 ĝ (α鎖 ),

抗IgM(FL鎖 )を使い､全てのクラスの免疫//ロプリンを検出するために抗力ノバ臥 抗

ラムダ紙抗体をl.500でJ恥 ､た(64)｡

他の自己抗原との抗股性を比較するために･同様の方法で発札 柵裂した,Ro60,ト

ポイソメラーゼ Ⅰ･cENp-B,アネキシンXTをo･2i,A/ndで固相化した｡忍者血晴を段階

的に希釈 し､吸光度 1.0を示す血清の希釈度を1)'[体価とした｡

策三筋 結果

cDNAクローンの他姓

免疫プロyト上56K抗原にだけしかも強く反応する抗56K抗体牲性患者血泊を5例選び

帆 ･この混合血清を用いて､ヒト奇形魅より作成 したIgll15t現ライプラ.)-をスクT)

ーこングした｡ 3つの陰性クローン(AZV5,AZV8.人ZV53)が単推され､この3クローン

g)インサー トはいずれも同じ20kbpのcDNAであった｡

IZV5より回収したcDNA.ZV5は､56K蛋白全長を溌定していることが明らかになった｡
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なぜならl),nyLL,t}軌沢物は､SDS-PAGE上でおおよそ56Kであった｡2)この生成物は

いずれの抗56K抗体でも免疫沈降できた｡ 3) このクローンを大腸菌にて発現させたリ

コンビナント亜白を用いて絹製した抗掛 まHeLa細胞抽出物巾の56K蛋白を認話したから

である (図 10)｡

56KcDNAの伎酸塩基配列決定

zV5･ZV8.ZV53の塩基配列を決定するとこの3つのクローンはいずれも同じ｡DNAクロ

ーンであり､1992塩基で位艮読み枠は1515塩基で505のアミノ酸を規定していた 周 1i)｡

この予測生成物の分子立は約54396Kで､El的の分了見に非常に近い｡また5･側最初のメ

チオニンはコザックによる真核生物翻訳開始のコンセンサス配列に一鼓して存在していた

(65)03.Jt側には7つのAが連続しているがこれはポリ(A)末fS由来と考えられる｡5･末には

ポリ(A)梯配列が存在するが､これはcDNAライブラリー作成時の人力的間超と推測される0

56K抗原はヒトアネキシンXIである

56Kの梢道をコンピューター解析すると､かなり構造の異なる-.っの部分からなってい

ることが判明した｡アミノ束掛 957ミノ駿は非親水性で (4つしか柿確アミノ酸がない)､

qヘリックスを形成しそうにない｡カルボキシル末端の300アミノ鰍 ま親水性でoヘリッ

クスを形成する可能性も高い｡この56KcDNAをEMBL/Ge｡8ankmのデータベースでコンビ

ユ~ター検瀦すると､アネキシンと相同性が高いことが抑yHノた｡このアネキシンはC｡依

存性リン脂質結合蛋白のファミリーであり､このアネキシンファミリーの黄白はいずれも

相同なカルボキシル末端何を保有しており､それぞれのアミノ末端側は罪なっている(66.

67)｡このカルボキシル末端側での各アネキシンメン′ト と56Kとの相同性は約60%くらい

であった｡なかでもこのcDNAはウシのCa依存性リン庸賃結合蛋白アネキシンXlと極めて

鯛 性が高いことが判明した(68)O即ち7ネキシンメンバIF.iJでかなりFC･なるアミノ末端

Iでも非常に斬似しており､全体のアミノ酸レヴェルで925%の相同性が明らかになった｡

またウサギよりカルサイタリン結合黄白としてクローニングされ､後にウサギアネキシン

Xlt同定されたcAP-50ともよく似ており(69)､この56Kはアネキシン77ミリーに属する

こけ ネキシンXlと同定できた (園 12)｡

56K/アネキシンxIの細胞内分布
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図10 cDN∧クローンZV5は56K抗原を規定している｡

(A)ZV5cDNAを,J7YJLIDで榊訳したポリペプチドを杭56K抗体陽性思者血1,',.tこて免疫

沈降を行い,沈降物をsDS-PAGEにて泳動した○ (左から右に)分+丘マーカー､負

荷菜の20%､5つの抗56K抗体性比患者血n･J･-(BI89,D137,K106,P27,V47)並びにコ

ントロ~ルとして健常人血晴(NrlS)による免疫沈降物である｡全長56Kポリペプチ ド

をwTで表示した｡*の位置(分子量概ね50-28,17kDa)は内諦メチオニンからの翻

訳開始物と考えられる｡

(a)リコンビナントZV5引TTいて抗56K抗体陽性患者血払 (K106)から柵製した抗体は

lleI-a細胞細胞質分所中の56K抗原を認識している｡ a-56Kはポジティブコントロー

ルとして元の･nJl者血清(K106)を､またネガティブコントロールとして健常人血梢,-

(NHS)を使用した｡他の50-60kDaの自己抗原と56K抗原の只同を明確にするた桝 二,

抗Ro60-Ro52･lA抗体(aRo60･Ro52lJJ)と掛 0-1抗体(a)0-I)の血ir･fI二よる免疫染色

も示した｡



図 11 56KcDNAの補遺

･̂56K2･V5cDN̂ クローンのシェーマ｡T'･ll遜 りポ ノクスは蟹自説み枠 (213から1724

塩基)である｡矢印は塩韮配列決定の方向と献 納 ･示すo E,Jl.SはそれぞれJkoRl,

BgHJ.Sphl詑狂部位を表す｡

8-56KZV5cDN̂ クローンの塩韮配列及び泳柁アミノ酸配列｡辛**で表される部

分が終始コドンである.言は故修飾可能部位.下線鰍 まアえキシン_コンセンサス-リ

ピートで4回維 り返されるo

C コンピュータ-による56K蛋白の稲造予批 KyteとD(州 llcによる親水性の予釧

(KD)､ChouとFasn-anによる二次LJlrj造予測(cF)～ GaTnicrとOsgulho.l)CとRob,onによる

二次捕道予測 (GOR)及び樹 寸加修飾吉眼 予測を匡)示 した｡上下の数字はアミノ酸純

益｡

E B S ら E
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図 12 ヒト､ウシ､ウサギアネキシンX17ミノ殴配列の比較

ウシ(b)ウサギ(r)(Ĉ p-50)アネキシンXIはヒト(I-)7ネキシンXIと界なる配列のみ

衣示 したOウサギアネキシンXIは発襲 されている部分のみを示 した｡xは決定でき

なっかったアミノ轍残姓であるDアミノ酸拭LGの数字はヒトのものに幣 じたbウシ

アネキシンXlはアイソフ*-ムAを示 した｡



アネキシンは､そのリン脂質と結合するという性格から細胞膜周臥 こ存在すると考えら

れてきた｡しかし碇近集積しつつある知見では､細胞内或いは核内にも存在するという報

告がある｡ウサギアネキシンxL(CAP-50)では､ネズミ胎児頓姓芽細胞(3Yl細胞)を用いて

分裂州にル~プ1人の柵道を形成するという報'Juがなされている(70)√そこでヒト7ネキシ

ンXIの細胞内分布を検i･fするため､患者血肺及び免疫ウサギ血緒よりの梢穀抗体を用いて

蛍光抗体法による検｡寸を行った｡どちらの抗体によっても細胞質､俄どちらも染色された

i小体の染色は認められなかった｡分裂期細胞には特有の梢造物を認められなかった (Egl

13)｡以上よりヒト56K/アネキシンXlは細胞周期にJ蛸わりなく細胞内に広く分布する分

子であることが判明した｡

56K/アネキシンxl上のB細胞エピトープ

IW速のようにアネキシンは非常に各メンバー間で非常によく保存されたC末端珊と､メ

ン′ト それぞれで異なるNノた鞘側とからなる｡抗56KJアネキシンXI抗体は､免疫プロノト

上では･56Kの一つのバンドしか認識しないため､この抗56KJアネキシンXl抗体はアネキ

シン間でよく保存されているCノ絹 側ではなくN末端側を認識していることが予想される｡

このことを確かめる為に､C.k端側からの削除変災株をmいてB細胞エピトープマyビン

グを行った (B日 4)｡56K/アネキシンxIのCノミ端からの変災株 5つを選び出し,nvJu･0で

転写､軌 沢したものを抗56K抗体陽性･rL'･者血.iP;･(Bt89,D137,K106,P27,V47)を用いて免

疫沈降した｡さらに免疫沈降の内部コントロールとして全長の56Kの翻訳物 (wT )を催

札 た｡それぞれN末端から314･)91･)23アミノ酸鮎 の削除変異株である△C3Ⅰ4,A

C191･△C123はいずれの悪者血油で全長56Kと同じくらい効率よく免疫沈降された｡しか

-N東端カ､ら49アミノ酸托基の削除変異株であるユC49では､′47のみが反応し､さらにN末

1から32アミノ較残基の △C32削除変異株ではすべての血清が反応しなくなった956K全

長を輔訳した際･おそらく内部メチオニンからの翻訳開始によると阻われるより短い翻訳

物が脈 でき (- - 50,28,17kDaくらいの大きさ)､いわばN末端側からの削除変

熊株にtll当うるが､これらの掛榊勿は仏者JrlL.lriにより組織されない (図10)｡特に50

tDaのものはおそらく61斎あるいは7幡 目からの捕訳rirJ始と推定できる｡以上より､抗
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図 14 56K/アネキシンXJの削除変異体の免疫沈降バターン

56K/アネキシンXlのC末端からの変異株5つを選び出し,･nvILIVで転写､翻訳 したも

のを抗56K抗体階性患者血油 (BZ89.D-37･K106,P27,V47)を用いて免疫沈降 した｡

陰性コントロールとして健常人血描(NllS)を用いた また陽性コントロールとして

加えた鋪訳ポリペプチ ドの20%をゲルに淀したo Mはマーカー銀白である｡さらに

免疫沈降の内部コントロールとして全長の56Kの胡訳物 (w T)を使- た･Ac3L4･

△C191.△CI23-△C491△C32はそれぞれN末端から3]4.]91,123,49.327ミノ殻残

基の削除変災株である｡



56K/アネキシンX伯 己抗体のB細胞エビト プの発熱 二は､N末端より123アミノ酸が

必須であり､この部分は少なくとも二つのエヒト プに分かれる｡そしてもしこのエtI･ト

ープが短いポリペプチ ドからなる連続性エビト プにちかいものであるならば､32番カ､ら

70番の間にある可能性が強い｡

K56K/アネキシンXLrA体の疾!hh.における分布

抗56J(/7ネキシンX成 体は･RAやSLEの.LI.者血清で枚察されていたが､はたして疾駁

拝外性があるのかどうかをELISAで検討した まずELISAにおけるバックグラウンドを決

定するために正常人血活を解析 した 佃 15)0144例中2例が高値であったが (1.4%)､

この2例は非常に高力価の抗体で免疫プロットでも陽性を示すので､この2例をのぞいた

142例からバックグラウンド佃を紫出したoこの数字に韮づきさまざまな全身性自己免

疫疾恩における院性雫を検討した｡慢性関節リウマチ､全身性エリテマト デス､多発性

筋炎､全身性硬化症､シェーグレン症候群で6･7-10)%の院性牢であった｡レイノー症仮

葬のみでは4)%であった (衷5)｡従って抗56K/7本キシンXI抗体はRAやSLEに特徴

的とはいえずさまざまな全身性自己免疫疾盟で出展することが明らかになった｡

正常人では稀ではあってもこの抗56K/アネキシンX]抗体は全身性自己免疫疾患で広く

出現する｡従って､慢性に経過する炎症性疾.'ii.や感触症など多クローン牡馬ガンマグロブ

リン血症でも騰性になる可能性があるので､EBウイルス､幣純ヘルペスウイルス､水痘

ヘルペスウイルス･ トレ*lネーマ′り ドゥム･ マイコプラズマ感熟者血清を解析した｡検

札 た血清数が少ないが､これらの感染者でも抗56K/アネキシンXI抗体は確ではあった｡

従って抗56K/アネキシンX-抗体の出現は全身性自己免疫疾患に限られている可能性が強

い○

抗56K/アネキシンXI抗体のアイソタイプ及びノJ価

全身性自己免疫疾･ELJtで広くLu現する自己抗体は例えば一gM型リウマチ因子や抗ssDNA抗

体などは一gM型の自己抗体であり･抗原特異性も明確でなく､これらはIgM抗体の多絡異

色blyreactivlry)を反映した自己抗体であると考えられている｡また高ミトコンドリア抗

体や抗 トポイソメラーゼI抗体ではIgG型と一gA型の自己抗体でエビト プが異なり､病因

への関与のしかたが異なるのではないかという報告もある(64,71)｡そこで抗56K/アネ
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キシンX航 体がどのような自己抗体であるかを倹称するために､そのアイソタイプの解析､

さらに疾即 事異的で診断的価佃の確立されている他の代表的自己抗体との力価の比較を行

った｡アイソタイプは･すべての思者血7HでIgG型が優位であった (Lg日 6)｡正常人で

rh56K/7ネキシンXT抗体は牌性であった2例でもIgG塑lであった｡この56K/アネキシ

ンXlと同様の方法で大股歯での発現及び稚別を行った代衣的リコンビナント自己抗原SS-

〟Ro･CENPIB.トポイソメラーゼlに対するそれぞれの陽性血76-の力価を決定すると､抗

56K/アネキシンX成 体はこれらの疾･世帯鼎的抗体と同じかそれ以上の力価で産生されて

いることが判明した 掴 17) (衷6)｡

軒四節 考案

抗56K抗体で認識される56Kの分子はアネキシンxl7:･あることが判明した｡アネキシン

XIはカルシウム依存性リン脂質結合蛋白群引服 する7ネキシンファミリーに屈する｡こ

のアネキシンファミリーは現在まで13のアネキシンが兄いだされている｡このアネキシ

ンはメンバー間で非常によく保存されているC末端側とメン′{-それぞれで異なるN末端

書とからなるのが特徴的である｡カルシウム依存性にリン脂質と結合する能力はこのC菜

摘 域が保持しており､N末端節城は従ってそれぞれのアネキシンメンバーが固有の磯能

を果たすのに韮賢だと考えられている0

7ネキシンの小 二は他の分 f-と結合するものがある｡例えばアネキシン日はplltL､う

‖Kdの蛋白と2個ずつ会合しあい四丘体を形成することが判っている(72)○このp日とい

う分子は別のカルシウム結合蛋白群であるSl0077ミリーに属する｡またやはりこの

Sl0077ミリーに属するカルサイタリンがアネキシンX-と結合することも報告されてい

る｡細胞内分布については､細胞質及び稚馴 袋に存在するとされているが､アネキシンV

のように核にも存在することが賂告されるようになってきた｡ウサギアネキシンXl(CAP-

50)では､ネズミ胎児繊維芽細胞 (3Yl細胞)をmいて分裂抑 こループ状の構造を形成する

という報告がなされているが(70)･しかしHEp12を用いた我々の検討では確iP.できなかっ

!=｡従ってアネキシンXIが､細胞分裂時に特定の分7-とInl係するかどうかについては末だ

不明である｡

アネキシンが果たして生体内でどのような役･別をはたしているかについては､抗凝血作
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図 15 全身性自己九枚疾患における抗56K/アネキシンX成 体随一性準

位相対節 リウマチ(RA)･全身性エリテマ ト デス(SLE)･シ--グレン症候耶 (SJS),多

発性筋炎 (pM)･汎発性強皮症(ssc),レイノー症鮫耶 (RP)といった全身性自己免疫疾

息監者血晴を1200希釈でEuSAを行った｡対照として倣77･･人血油 (NHS) を使用し

た｡紹軸に吸光圧を表示した｡破綻はCD450でO･285を示し･これはバ ,クグラウン

ド平均(0099)の標準偏差(0062)三倍上(3SD)に相当し､これ以下を陰性とした｡
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衷 5 各独全身性自己免疫疾患における抗56K/アネキシンXl抗体陽性率

図 15の結果をまとめた｡
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図 16 抗56K/アネキシンXT抗体の免疫グロブリンアイソタイプ

7イソタイプ特異的抗体を二次抗体に使用し､抗56K/7ネキシンXl抗体%･性患者血

清を用いて56K/7ネキシンXlに対する反応をELISAで解析 したO
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図 17 抗56K/アネキシンXl抗体佃と他の代表的自己抗体の抗体価の比較

同じ方法で和製されたリコンビナント自己抗原に対するB細胞反応の強さを比較す

るために､それぞれの抗原に対する自己抗体抗体価のか ､患者血前を選び出し､投

階的に希釈 してELISAを行った｡A 56K/アネキシンXI､ a CENPIB,C.Ro60,D トポ

イソメラーゼ)を抗原として使用 したOネガティブコントロールとして健常人血緒と

その自己抗体を含まない血7占 (AではDIO6､ a,C,DではV47)を使用 した｡





臥 開口分乱 細胞内骨格､エンドサイト シス､フォスフオリパーゼJu阻乱 Z塑D.Tt.A

との結合などが提唱されている(66･67･73)｡しかし報告されている多くの作用はカルシウ

ム依存性にリン脂質と結合する性劉 こ基づいておりそのアネキシン固有のものといえず､

未だに一定の見解はないO

またアネキシンの中にはアイソフォームが見出されているものもあり､ウシアネキシン

xlでも選択的スプライシングにより生じるA,B二つのアイソフォームがあり､全体の長

さは2アミノ酸しか追わないが･N末端より21から60アミノ酸の部分が異なる(74)｡ウシ

ではタイプAの方が多いとされている○我々がクローニングしたヒトアネキシンXIはこの

タイ7'Aのホモログと考えられる｡ヒトにもこのタイ7bが存在するのか､また互いの異

なる部分はウサギアネキシンXTでの検討に基- て推測するとカルサイタリンとの結合部

分なので,タイプBはカルサイタリンと結合しないのか､さらに抗56K/アネキシンXl抗体

の認識エビト プともかさ丑なっているので抗56K/アネキシンX航体はタイプAのみを認

▲するのか､などの閉選が碇起されるであろう

今までにもアネキシンに対する自己抗体の報告はあり､アネキシンJ及びアネキシンll

に対するものが知られている(75･76)oLかしこの自己抗体は､1gM型であり､また7ネ

キシン同士で交差反応しているので低親和性のアネキシン相同節蜘 こ向けられたrj己抗体

である可能性が強いoその点この抗56K/7ネキシン氾抗体は他のアネキシン哉白と相同な

C未納 でなくアネキシンxl固有のN末端を認識し･またRA.SLEに限らず自己免疫疾患

全体で広く81)0%出現するものの高親和性高力価の-gG型の抗体である｡本研究で力価を

比較したss-N Ro･CENp-B･トポイソメラーゼIなどの自己抗原に対しては高力価で高蜘

如 自己抗体が産生されており(77,78,79)～antlgen-dnvenの機構が働いていると考えられ

ている｡従ってアネキシンxJに対する特光的免疫応答もこれらの自己免疫疾｡JLI.でおきて

いる可能性が強い｡全身性自己免疫疾患では,掛 こSLEに代表されるように嫌々な全身性

の自己抗原に対して免疫寛容が破綻していると考えられている○しかしRAではこのよう

細 とは遠い･リウマチ因子やRA-33自己抗廠などは知られているが､苗力価高親和性の

妃 抗体の報告は少なくその意味でも抗56K/7ネキシンXL抗体は注目される｡

bt56KJアネキシンXIrJL体は広い疾患スペクトルで出現しているが､例えばRAがそれぞ
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れ他の疾忠と合併 しているわけではなく (レイノー症候群は他の疾患で合併することはあ

っても検討したRPは他の疾恩を合併していないものを選び出した)やはり全身性自己免

終 息全般にわたって出現 しているのであろう○混合性結合組総柄04CTD)でもLu現する

かどうかは興味深いところである｡

どのような鰍 事でこのR56K/アネキシンxJ抗体が出現しうるのか推測は托しい｡我々の

鞍計の結果からは慢性に経過する単なる多クローン性B細胞活性化だけでは出現しないこ

とが判明している｡また出現の意韻も不明である.アネキシンの中にはウイルスの細胞膜

レセプターとして働 くのではないかといわれているものもある｡従ってウイルスのハプテ

ン-キャリアーの関係あるいはイディオタイプ (インターナルイメージ)とし出現する可

能性があるが､我々のウイルス感敷監者ArI･Jr%用いての検討では特に抗56K/アネキシンXT

抗体は検出できなかったので､少なくとも調べた範凶内のウイルスには関係がなかろう｡

アネキシンに対する自己抗体が炎症を鉄める働きのあるリポコルチンの作用を阻苫するこ

とが､炎症の増悪に意味があるのではないかという滋がある(iO,81)｡アネキシンフアミ

.)-はリン脂質結合蛋白であり､抗凝固作用をもつことから抗リン脂質抗体症侯群との関

連が考えられている｡なかでもアネキシンVが抗リン脂質抗体のコファクターとして注

目されている｡p2グリコプロテインーも抗リン脂質抗体のコファクターとして知られて

いるがそれ白身に対する自己抗体もあるらしい｡アネキシンV自体が自己抗原となって

いるかは不明であるが､少なくとも抗56K/アネキシンX-抗体はアネキシンVと交差反応

-ないので､アネキシンVからの交差反応ではない○アネキシンXIが抗リン脂質抗体の

⊃77クタ-である可能性を検討したが､予備的な実攻では否定的であった｡またB細胞

でアポ ト シスの進行によるフォスフアナディルセリンが細胞衣面にあらわれてくるが､

これに伴いアネキシンVが表面に山現 してくるという報告がある(82)｡アネキシンXlでも

何様の現象がみられるのか外来沫い｡今後アネキシンXIの本当の細胞内機能の追求と併せ

て検討されるべき課題であろう｡
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