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略語表 
AAV : anti-neutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis 
ANA : anti-nuclear antibody  
ANCA : anti-neutrophil cytoplasmic antibody 
AP : alkaline phosphatase 
APCs : antigen-presenting cells 
BPI : bactericidal permeability increasing protein 
c-ANCA : cytoplasmic ANCA 
CBB : Coomassie brilliant blue 
Col(IV) : type IV collagen 
CRP : C-reactive protein 
DAB : 3,3'-diaminobenzidine 
DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole 
EGPA : eosinophilic granulomatosis with polyangiitis 
EIA : enzyme immunoassay 
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 
FCM : flow cytometry 
FEIA : fluorescence enzyme immunoassay 
FFPE : formalin-fixed paraffin-embedded 
FITC : fluorescein isothiocyanate 
GBM : glomerular basement membrane 
GPA : granulomatosis with polyangiitis  
HE : hematoxylin and eosin 
HRP : horseradish peroxidase 
IBD : inflammatory bowel diseases 
IF : immunofluorescence 
Ig : immunoglobulin 
IgAN : immunoglobulin A nephropathy 
IHC : immunohistochemistry 
IIF : indirect immunofluorescence 
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LAMP-2  : lysosome-associated membrane protein-2 
MFI : mean fluorescence intensity 
MHC : major histocompatibility complex 
MMP-9 : matrix metalloproteinase-9 
MPA : microscopic polyangiitis 
MPO : myeloperoxidase 
MS : multiple sclerosis 
NE : neutrophil elastase 
p-ANCA : perinuclear ANCA 
PBS : phosphate-buffered saline 
PBS-T : phosphate-buffered saline with 0.05％ Tween-20 
PC : positive control 
PFA : paraformaldehyde 
PMA : phorbol myristate acetate 
PMNs : polymorphonuclear leukocytes 
PN : periarteritis nodosa 
PR3 : proteinase 3 
PVDF : polyvinylidene difluoride 
RR : repeat relapse 
SA : single attack 
SD : standard deviation 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
SE : standard error 
TMB : 3,3,5,5-tetramethylbenzidine 
TNF-α : tumor necrosis factor-α 
WKY : Wistar-Kyoto 
α3(IV)NC1 : α3-subunit non-collagenous domain of type IV collagen 
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要約 
抗好中球細胞質抗体 (anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA) は好中球細胞質抗原

を認識する病原性⾃⼰抗体であり、主な抗原はミエロペルオキシダーゼとプロテイナーゼ 3
である。抗⽷球体基底膜 (glomerular basement membrane: GBM) 抗体が認識する主要な
エピトープは⽷球体および肺胞の基底膜を構成する IV 型コラーゲン {type IV collagen: 
Col(IV)} のα3 サブユニット⾮コラーゲンドメイン、α3(IV)NC1 に存在する。NC1 ドメ
インの六量体形成によって⽴体構造的に分⼦内に潜在している GBM 抗原のエピトープは、
同六量体が解離することにより表出し、抗体と結合する。 

本研究では、ANCA 抗原および GBM 抗原の変化が ANCA や抗 GBM 抗体の検出と⾃⼰
免疫病態へ与える影響について検討した。 

 
第1章 間接蛍光抗体法の抗好中球細胞質抗体検出基板における好中球固定法の違いによ

る抗原性の変化 
【背景と⽬的】ANCA の検出には間接蛍光抗体法 (indirect immunofluorescence: IIF) や酵
素免疫測定法 (enzyme immunoassay: EIA) が⽤いられてきた。精度の向上により近年は
EIA が ANCA 検出のゴールドスタンダードとなっているが、EIA では固相化された抗原以
外を認識する ANCA は検出できないため、IIF も依然として必要とされている。IIF ではエ
タノール固定もしくはホルマリン固定した好中球を基板として⽤いる。エタノール固定に
は推奨プロトコールがあるが、ホルマリン固定には推奨プロトコールがない。そこで、いく
つかのホルマリン固定プロトコールについて、保存期間が基板の細胞数、抗原分布および抗
原性にどのような影響を及ぼすかを明らかにすることを⽬的とした。 
【⽅法】エタノール固定の推奨プロトコールならびに、既報およびオリジナルのホルマリン
固定プロトコールに従って ANCA-IIF ⽤好中球基板を作製した。作製直後、2 週間後、1 か
⽉後、2 か⽉後に ANCA-IIF を施⾏し、細胞数、抗原分布および抗原性を解析した。 
【結果】細胞数および抗原分布は固定法によらず 2 か⽉間変化がなかったが、抗原性には
プロトコール依存的な経時的減衰が認められた。 
【結論】経時的な抗原性の減衰は ANCA-IIF の判定に影響を及ぼす恐れがあり、抗体価評
価の際には注意が必要である。 
 
第2章 治療抵抗性抗⽷球体基底膜抗体病の抗⽷球体基底膜抗体が認識するエピトープ 
【背景と⽬的】抗 GBM 抗体病（抗 GBM 病）の抗 GBM 抗体が認識する主要なエピトープ
はα3(IV)NC1 である。抗 GBM 病は通常は単回発症 (single attack: SA) の経過をとり、治
療抵抗性を⽰し再燃を繰り返す (repeat relapse: RR) ことは稀である。そこで、RR 患者と
SA 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープの違いを明らかにすることを⽬的とした。 
【⽅法】ホルマリン固定パラフィン包埋 (formalin-fixed paraffin-embedded: FFPE) 正常腎



5 
 

組織切⽚の免疫組織化学 (immunohistochemistry: IHC) と、リコンビナントヒトα
3(IV)NC1 を⽤いたウェスタンブロッティングを実施した。 
【結果】RR 患者の免疫グロブリン G (immunoglobulin G: IgG) を⼀次抗体とした IHC は、
SA 患者の IgG を⼀次抗体とした IHC で観察された染⾊像とは異なる染⾊像を呈した。ウ
ェスタンブロッティングでは、RR 患者の IgG は whole のα3(IV)NC1 に相当する 56.8 kDa
の抗原以外に 18 kDa の抗原にも反応した。α3(IV)NC1 をプロテアーゼで消化すると 56.8 
kDa のバンドは消失したが、18 kDa のバンドは消失しなかった。また、市販の抗α3(IV)NC1
モノクローナル抗体では 18 kDa のバンドは検出されなかった。 
【結論】RR 患者の IgG は、SA 患者や抗α3(IV)NC1 モノクローナル抗体が認識するエピ
トープとは異なる GBM エピトープを認識しており、それが臨床経過の違いに反映されて
いる可能性が⽰唆された。 
 
第3章 抗好中球細胞質抗体に続き抗⽷球体基底膜抗体が産⽣されるメカニズム 
【背景と⽬的】ANCA 関連⾎管炎 (ANCA-associated vasculitis: AAV) は抗 GBM 病を合併
することがある。本研究では、AAV における抗 GBM 抗体産⽣メカニズムを明らかにする
ことを⽬的にした。 
【⽅法】ANCA により活性化された好中球から放出されるエラスターゼなどのプロテアー
ゼが AAV の病態に関与することが知られている。そこで、FFPE 正常腎組織切⽚と Col(IV)
を好中球エラスターゼなどのプロテアーゼで消化し、α3(IV)NC1 が表出するかどうかを
IHC と enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) を⽤いて検討した。次に、AAV 患者
などの腎病変部におけるα3(IV)NC1 の表出と CD11c 陽性マクロファージの浸潤を IHC お
よび蛍光抗体法により評価した。最後に、AAV モデルラットの抗 GBM 抗体産⽣を ELISA
で評価した。 
【結果】FFPE 正常腎組織切⽚と Col(IV)をプロテアーゼで消化することによりα3(IV)NC1
が表出した。α3(IV)NC1 の表出は原因疾患に関係なく硬化⽷球体で認められたが、α
3(IV)NC1 近傍に浸潤する CD11c 陽性マクロファージは AAV に特徴的であった。⼀部の
AAV ラットでは、ANCA に続いて抗 GBM 抗体が産⽣された。IHC では、障害された腎組
織中にα3(IV)NC1 が検出され、その近傍に CD11c 陽性マクロファージが浸潤しているこ
とが確認された。 
【結論】AAV において、ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテアーゼ
が Col(IV)を消化して⽷球体のα3(IV)NC1 を表出させ、CD11c 陽性マクロファージが
GBM エピトープを提⽰し、最終的に免疫系が抗 GBM 抗体を産⽣することが⽰唆された。
本研究は AAV における抗 GBM 抗体産⽣に分⼦間エピトープ拡散 intermolecular epitope 
spreading が関与すること⽰唆した初めての研究である。 
 

抗原の変化は ANCA や抗 GBM 抗体といった病原性⾃⼰抗体の検出結果ならびに⾃⼰免
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疫病態へ影響を与える。AAV や抗 GBM 病において、⾃⼰抗体が認識する抗原エピトープ
の違いや産⽣される⾃⼰抗体の種類の増加は、病態の重症化や修飾に関与することが⽰唆
された。  
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序章 
⼩型⾎管炎 

細動脈、⽑細⾎管、細静脈といった⼩型⾎管が主として侵される⾎管炎を⼩型⾎管炎とい
う。国際的な⾎管炎分類であるチャペルヒル分類 2012 では、⼩型⾎管炎は抗好中球細胞質
抗 体  (anti-neutrophil cytoplasmic antibody: ANCA) 関 連 ⾎ 管 炎  (ANCA-associated 
vasculitis: AAV) と免疫複合体性⾎管炎に⼤別されている (Jennette et al., 2013)。AAV は
ANCA 産⽣を伴う壊死性⾎管炎と定義され、⾎管壁への免疫グロブリン(immunoglobulin: 
Ig)や補体の沈着はほとんど認められない。主な ANCA 抗原には、ミエロペルオキシダーゼ 
(myeloperoxidase: MPO) とプロテイナーゼ 3 (proteinase 3: PR3) の 2 つがある。免疫複
合体性⾎管炎は⾎管壁に Ig や補体が中程度から⾼度に沈着する⾎管炎と定義され、抗⽷球
体基底膜 (glomerular basement membrane: GBM) 抗体病（抗 GBM 病）やクリオグロブリ
ン⾎症性⾎管炎などが含まれる。抗 GBM 病では患者腎組織を⽤いた免疫蛍光染⾊ 
(immunofluorescence: IF) において GBM に沿った線状の IgG 沈着が観察される。 
 
AAV と ANCA 抗原 

AAV には、顕微鏡的多発⾎管炎 (microscopic polyangiitis: MPA)、多発⾎管炎性⾁芽腫
症 (granulomatosis with polyangiitis: GPA)、好酸球性多発⾎管炎性⾁芽腫症 (eosinophilic 
granulomatosis with polyangiitis: EGPA) などが含まれる。MPA は、⽷球体係蹄の壊死と半
⽉体形成を伴う急速進⾏性の⽷球体腎炎を発症し、肺では⽑細⾎管炎による肺出⾎が起こ
る。本邦における全国規模のコホート研究により、MPA の平均発症年齢は 70 歳代である
こと、ほとんどの患者が MPO-ANCA 陽性であることが分かっている (Sada et al., 2014)。
GPA は、上・下気道に壊死性⾁芽腫、全⾝⼩型⾎管に壊死性⾁芽腫性⾎管炎をきたし、60
歳代に好発する。また、GPA では MPO-ANCA 陽性患者と PR3-ANCA 陽性患者の割合が
ほぼ等しい。EGPA は、気管⽀喘息や好酸球増多などのアレルギー症状を伴う全⾝性の壊死
性⾁芽腫性⾎管炎で、50 歳代に発症のピークがある。EGPA 患者の約半数は MPO-ANCA
陽性であるが、残りの約半数は ANCA 陰性である。 

MPO-ANCA も PR3-ANCA も検出されない AAV 患者もおり、このような場合、MPO と
PR3 以 外 の 好 中 球 細 胞 質 抗 原 で あ る 抗 菌 タ ン パ ク 質 BPI (bactericidal permeability 
increasing protein)、好中球エラスターゼ (neutrophil elastase: NE)、カテプシン G、ラクト
フェリン、リソソーム関連膜タンパク-2 (lysosome-associated membrane protein-2: LAMP2） 
などのいわゆるマイナー抗原が ANCA の抗原となっている (Kain & Rees, 2013; Talor et al., 
2007)。ANCA は全⾝性エリテマトーデスなどの膠原病や炎症性腸疾患 (inflammatory 
bowel diseases: IBD) の患者でも検出され (Hauschild et al., 1993)、これらの⾮ AAV 疾患
の ANCA はマイナー抗原を認識する場合が多い。 
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抗 GBM 病と抗 GBM 抗体が認識するエピトープ 
抗 GBM 抗体は、⽷球体や肺胞の基底膜を構成している IV 型コラーゲン {type IV 

collagen: Col(IV)} に対する⾃⼰抗体である。抗 GBM 抗体が産⽣されることにより、びま
ん性の半⽉体形成性壊死性⽷球体腎炎や肺出⾎をきたす臓器特異的⾃⼰免疫疾患である抗
GBM 病が発症する (McAdoo & Pusey, 2017)。1919 年に Goodpasture がインフルエンザ
感染に関連した肺出⾎と半⽉体形成性壊死性⽷球体腎炎を呈した症例を初めて報告したこ
とから (Goodpasture, 1919)、以前は Goodpasture 症候群と呼称されていた (Stanton & 
Tange, 1958)。 

Col(IV)は 3 つの α サブユニットからなり、C 末端側から、⾮コラーゲンドメイン (NC1
ドメイン)、コラーゲンドメイン (三重鎖ドメイン)、7S ドメインに分けられる (Zhou et al., 
1994)。三重鎖ドメインは、α サブユニットコラーゲンが三重らせん状に束ねられたもので
ある (Figure 1A)。Col(IV)を構成している α サブユニットの組み合わせは α1、α1、α2 
（1-1-2)、α3、α4、α5 (3-4-5)、α5、α5、α6 (5-5-6) の 3 種類ある。1-1-2 の α サブ
ユニットを含む Col(IV)は全⾝に広く分布し、5-5-6 の α サブユニットを含む Col(IV)は⽪
膚や平滑筋細胞、腎臓など多臓器に渡って分布しているのに対し、3-4-5 の α サブユニッ
トを含む Col(IV)は腎臓の GBM や肺の肺胞基底膜など限られた部位にしか分布していな
い。 

抗 GBM 抗体によって認識される主要なエピトープは EA と EB であり、これらは α3 サ
ブユニットの NC1 ドメイン {α3-subunit non-collagenous domain of type IV collagen: 
α3(IV)NC1} に存在する (Pedchenko et al., 2010)。2 つの 3-4-5 の α サブユニット三量
体の NC1 ドメイン同⼠がスルフィルイミン結合により連結して六量体を形成しており、α
3(IV)NC1 の GBM エピトープは⽴体構造上の潜在 (cryptic) 領域に存在し (Vanacore et 
al., 2011)、スルフィルイミン結合が切断されることで初めて表出する (Figure 1B)。抗ペル
オキシダシン抗体が、3-4-5αサブユニット三量体の NC1 ドメイン連結におけるスルフィ
ルイミン結合のミスフォールディングに寄与することが⽰唆されているが (McCall et al., 
2018)、抗 GBM 病患者で潜在抗原が表出するメカニズムは未だ不明である。何らかの原因
により Col(IV)の NC1 ドメインの六量体が解離すると、抗 GBM 抗体がエピトープに結合
し、補体カスケードが活性化され、補体依存性の組織破壊が起こる。 
 

本研究では抗原の変化が⾃⼰抗体の測定や⾃⼰免疫病態に及ぼす影響について、3 つの異
なる視点から検討を⾏った。第 1 章では好中球の固定法の違いによる抗原性の経時的減衰
が間接蛍光抗体法による ANCA の検出に与える影響について述べる。第 2 章では治療抵抗
性を⽰した抗 GBM 病患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープについて述べる。第 3 章
では、ANCA に続き抗 GBM 抗体が産⽣されるメカニズムに分⼦間エピトープ拡散
intermolecular epitope spreading が関与していることを述べる。  
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Figure 1. Col(IV)の構造 
Col(IV)は⽷球体基底膜の構成要素である (A)。α3、α4、α5 の 3 つのαサブユニットか
らなる三量体を形成し (左)、Col(IV)の C 末端側には、コラーゲン領域からなる三重鎖ド
メインと⾮コラーゲン領域からなる NC1 ドメインが存在する (中央)。N 末端側は 4 つの
7S ドメインが結合し、C 末端側は 2 つの NC1 ドメインの三量体同⼠が結合して六量体を
形成することで、基底膜は Col(IV)の網⽬状構造をとる (右)。 
正常な NC1 ドメインと抗 GBM 病患者の NC1 ドメイン (B)。正常では 2 つの 3-4-5α サ
ブユニットの NC1 ドメイン同⼠がスルフィルイミン結合により結合して六量体を形成して
おり、抗 GBM 抗体が認識するエピトープは cryptic antigen として⽴体構造的に潜在して
いるが、何らかの原因により NC1 ドメインのスルフィルイミン結合が切断されて表出する
ことで、抗 GBM 抗体と結合する。  
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第１章 

間接蛍光抗体法の抗好中球細胞質抗体検出基板における 

好中球固定法の違いによる抗原性の変化 
 
 

本章の内容は、以下の論⽂で公表した。 

 

Nishibata Y, Matsuzawa S, Satomura Y, Ohtsuka T, Kuhara M, Masuda S, Tomaru 

U, Ishizu A. Neutrophil fixation protocols suitable for substrates to detect anti-

neutrophil cytoplasmic antibodies by indirect immunofluorescence. Pathol Res 

Pract 228: 153661, 2021. 
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1-1. 緒⾔ 
ANCA は、MPO および PR3 を主な抗原とする。ANCA 産⽣を伴う壊死性⼩型⾎管炎を

AAV と呼び (Jennette et al., 2013)、MPA、GPA、EGPA などが含まれる。本邦では、ほと
んどの MPA 患者が MPO-ANCA 陽性である (Sada et al., 2014)。GPA 患者では MPO-
ANCA 陽性と PR3-ANCA 陽性の割合がほぼ等しい。また、EGPA 患者の約半数は MPO-
ANCA 陽性であるが、残りの約半数は ANCA 陰性である。 

EGPA 以外でも、MPO-ANCA と PR3-ANCA のいずれも検出されない AAV 患者が存在
する。このような場合、いわゆるマイナー抗原 (抗菌タンパク質 BPI、NE、カテプシン G、
ラクトフェリン、LAMP-2 など) が ANCA に認識されている (Kain & Rees, 2013; Talor et 
al., 2007)。また、全⾝性エリテマトーデスなどの膠原病や IBD の患者でもマイナー抗原を
認識する ANCA が検出される場合がある (Hauschild et al., 1993)。 

ANCA の検出には、間接免疫蛍光法 (indirect immunofluorescence: IIF) と酵素免疫測定
法 (enzyme immunoassay: EIA) が適⽤されている。IIF は、健常者の末梢⾎由来好中球を
スライドガラスに固定し、被験⾎清の後に蛍光標識した抗ヒト IgG 抗体と反応させ、蛍光
顕微鏡で観察する検査法である。IIF は定性的かつ主観的な検査であるが、抗原特異性に依
存せず ANCA の存在を検出することができる。⼀⽅、EIA は、固相化した好中球細胞質抗
原と被検⾎清中の抗体との反応性を、酵素標識抗ヒト IgG 抗体を⽤いて測定する定量的か
つ客観的な検査法である。近年は精度が向上し、EIA が ANCA 検出のゴールドスタンダー
ドとなっており、本邦においてはほとんどの医療機関で MPO-ANCA と PR3-ANCA をル
ーチンに測定することが可能である。EIA の問題点は、固相化された抗原以外の抗原を認識
する ANCA を検出できないことである。したがって、IIF と EIA は、ANCA 検出における
互いの⽋点を補うものである。 

IIF では、⼆種類の異なる⽅法で固定した好中球基板を⽤いて ANCA の有無を判定する。
⼀つはエタノール固定で、ANCA の反応性は「p-ANCA パターン」と呼ばれる核周囲 
(perinuclear) に蛍光を呈するパターンと「c-ANCA パターン」と呼ばれる細胞質内 
(cytoplasmic) に蛍光を呈するパターンに分けられる。p-ANCA の主要抗原は MPO であり、
c-ANCA の主要抗原は PR3 である。また、マイナー抗原を認識する ANCA にも p-ANCA
パターンを⽰すものがある (Savige et al., 2000)。もう⼀つはホルマリン固定で、MPO-
ANCA と PR3-ANCA はともに c-ANCA パターンを⽰す。これらの染⾊パターンの違いは
抗原タンパクの荷電によるものと考えられている。正電荷されている MPO は、ホルマリン
による急速かつタイトな固定では c-ANCA パターンを⽰すのに対し、⽐較的緩やかなエタ
ノール固定では、固定されるまでの間に抗原が負電荷の核膜に接近するため p-ANCA パタ
ーンを呈する (Sinico & Radice, 2014)。IIF-ANCA における抗原と関連疾患の⼀覧を Table 
1 に⽰す。 

エタノール固定された好中球基板を⽤いる場合、被験⾎清に抗核抗体 (anti-nuclear 
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antibody: ANA) が含まれていると p-ANCA の判定が困難なことがある。エタノール固定
好中球で p-ANCA として検出される ANCA は、ホルマリン固定好中球では c-ANCA パタ
ーンを⽰す。これに対し、ANA はホルマリン固定好中球では検出されない。したがって、
エタノール固定された好中球基板を使⽤した IIF において ANA の存在により p-ANCA が
判定できない場合は、ホルマリン固定された好中球基板を使⽤し、ANCA の存在を確認す
る必要がある。 

IBD 患者の中には、核内抗原を認識する抗好中球抗体を保有する⼈がいる (Terjung et al., 
2000)。この抗体は、エタノール固定された好中球基板を使⽤した IIF で典型的な p-ANCA
として検出されず、ホルマリン固定された好中球基板では核辺縁に縁取り状の染⾊が検出
される (Terjung et al., 2001)。エタノール固定された好中球基板を使⽤した IIF で IBD 患
者の⾎清中に異型 ANCA が検出された場合、ホルマリン固定された好中球基板を⽤いて、
その染⾊性を確認する必要がある。 

IIF 基板として好中球をエタノール固定するプロトコールは Wiik によって確⽴されてい
る (Wiik, 1989)。⼀⽅で、ホルマリン固定は Lock のプロトコール (Lock, 1994)、Billing の
プロトコール (Billing et al., 1995) など、様々なプロトコールが適⽤されている。これらの
プロトコールに重⼤な問題があるとは限らないが、施設間のデータ⽐較のためには、固定⽅
法の標準化が望ましい。ANCA-IIF 基板の適格性には、細胞数、抗原分布、抗原性を⼀定期
間保持することが重要である。本研究では、エタノール固定では Wiik のプロトコール、ホ
ルマリン固定では Lock と Billing のプロトコールおよび独⾃のプロトコールに従って好中
球基板を作製し、保存期間が基板の細胞数、抗原分布、抗原性に及ぼす影響について検討し
た。  
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Table 1. IIF-ANCA で検出される主な抗原と関連する疾患 
エタノール固定 ホルマリン固定 主な抗原 疾患 
c-ANCA c-ANCA PR3 GPA, MPA 

BPI Cystic fibrosis, 
IBD, RA 

p-ANCA c-ANCA MPO 
 

MPA, EGPA, 
drug-induced 
AAV, SLE, RA 

BPI, elastase, lactoferrin, 
cathepsin G, defensin,  
HMG 1/2, LAMP-2, etc. 

IBD, RA, 
drug-induced 
AAV, SLE 

Atypical p-ANCA Atypical p-ANCA 
or 
c-ANCA 

BPI, elastase, lactoferrin, 
cathepsin G, defensin,  
HMG 1/2, LAMP-2, etc. 

IBD, RA, 
drug-induced AAV 

HMG 1/2: high mobility group protein 1/2, RA: rheumatoid arthritis, SLE: systemic lupus 
erythematosus 
 
 
  



14 
 

1-2. 対象と⽅法 
1-2-1. ⾎清 

株式会社医学⽣物学研究所 (MBL, Tokyo, Japan) より提供された MPO-ANCA 陽性⾎
清 (n=3) と PR3-ANCA 陽性⾎清 (n=3)、ANA 陽性⾎清 (n=3)、ANCA 陰性⾎清 (n=5) 
を⽤いた。各⾎清における MPO-ANCA と PR3-ANCA の抗体価は MBL で測定された。 
 
1-2-2. 末梢⾎好中球 

健康なボランティアから、書⾯によるインフォームドコンセントを得た後、末梢⾎を採取
し、Polymorphprep (Serumwerk Bernburg , Bernburg, Germany) を⽤いた密度勾配遠⼼法
により多核顆粒球 (polymorphonuclear leukocytes: PMNs) を分離した。PMNs として回収
した細胞の⼤半が好中球であることを確認し、本研究では PMNs を好中球として使⽤した。
本研究は北海道⼤学⼤学院保健科学研究院倫理委員会の承認を得て実施した (承認番号: 
19-86)。 
 
1-2-3. 好中球基板の作製 

10% ウシ胎児⾎清添加 RPMI-1640 を⽤いて好中球を 1×106 /ml に調整し、Poly-L-lysin
コートされた 12 ウェルのスライドガラスに播種して 37℃、5% CO2 環境下で 30 分間静置
した。上清を除去し、スライドガラスを PBS (phosphate-buffered saline) で洗浄後すぐに
⾵乾した。続いて、スライドガラスをエタノール固定またはホルマリン固定し、すぐに⾵乾
した。作製した基板は使⽤時まで乾燥剤とともに密閉し、4℃で遮光保存した。 
 
1-2-4. エタノール固定 

エタノール固定 (e1) は Wiik のプロトコールに準じた。好中球を貼り付けたスライドガ
ラスを 4℃に冷却した 95% エタノールに 5 分間浸漬し、すぐに⾵乾した。 
 
1-2-5. ホルマリン固定 

ホルマリン固定は Lock のプロトコール、Billing のプロトコール、そしてパラホルムアル
デヒド (paraformaldehyde: PFA)-PBS 法、PFA-エタノール法、PFA-アセトン法と名付けた
独⾃の⽅法で作製した (Table 2)。 
Lock のプロトコール (f1): 好中球を貼り付けたスライドガラスをホルマリン-アセトン 
(36 ml ホルマリン、180 ml アセトン、184 ml PBS) に 50 秒間室温で浸漬した後に、4℃に
冷却した無⽔エタノールに 15 分間浸漬し、すぐに⾵乾した。 
Billing のプロトコール (f2): 好中球を貼り付けたスライドガラスを 1% PFA に 10 分間室
温で浸漬した後に、-20℃に冷却したアセトンに 1 分間浸漬し、すぐに⾵乾した。 
PFA-PBS 法 (f3): 好中球を貼り付けたスライドガラスを 4% PFA に 15 分間室温で浸漬し
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た後に、PBS で洗浄し、すぐに⾵乾した。 
PFA-エタノール法 (f4): 好中球を貼り付けたスライドガラスを 4% PFA に 15 分間室温で
浸漬した後に、4℃に冷却した無⽔エタノールに 1 分間浸漬し、すぐに⾵乾した。 
PFA-アセトン法 (f5): 好中球を貼り付けたスライドガラスを 4% PFA に 15 分間室温で浸
漬した後に、-20℃に冷却したアセトンに 1 分間浸漬し、すぐに⾵乾した。 
 
 
 
 
Table 2. 本研究で使⽤した好中球基板の作製プロトコール 
プロトコール 第⼀段階 第⼆段階 ⽂献 

e1 95% エタノール 
5 分間, 4℃ 

- (Wiik, 1989) 

f1 ホルマリン-アセトン 
50 秒間, 室温 

100% エタノール 
15 分間, 4℃ 

(Lock, 1994) 

f2 1% PFA 
10 分間, 室温 

アセトン 
1 分間, -20℃ 

(Billing et 
al., 1995) 

f3 4% PFA 
15 分間, 室温 

PBS 
 

- 

f4 4% PFA 
15 分間, 室温 

100%エタノール 
1 分間, 4℃ 

- 

f5 4% PFA 
15 分間, 室温 

アセトン 
1 分間, -20℃ 

- 
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1-2-6. ANCA-IIF 
好中球基板を室温に戻した後に、MPO-ANCA、PR3-ANCA 各陽性⾎清または ANCA 陰

性⾎清を 20 倍に希釈し、基板上のウェルに添加して 30 分間室温で反応させた。ANA 陽性
⾎清も同様に添加し、反応させた。PBS で洗浄後、エバンスブルー⼊りの fluorescein 
isothiocyanate (FITC) 標識抗ヒト IgG 抗体を各ウェルに添加して遮光し、30 分間室温で反
応させた。PBS で洗浄後、スライドガラスを 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ⼊り封
⼊剤 (Vector Laboratories, Burlingame, CA) で封⼊した。ANCA-IIF は四重測定で実施し、
結果の再現性を確認した。各ウェルを蛍光顕微鏡で撮影し、撮影した画像を⽤いて、細胞数、
抗原分布、細胞の蛍光強度を評価した。画像解析は ImageJ ソフトウェアバージョン 1.53a 
(https://imagej.nih.gov/ij/; NIH, Bethesda, MD) を使⽤した。 
 
1-2-7. 統計学的解析 

⼀元配置分散分析または Student の t-検定を⽤いて、基板作製後 14 ⽇⽬、30 ⽇⽬、60
⽇⽬の細胞数および抗原性を 1 ⽇⽬と⽐較した。p<0.05 を統計学的な有意とみなした。 
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1-3. 結果 
1-3-1. 細胞数 

スライドガラスに貼り付けた好中球に、Wiik 法のエタノール固定 (e1)、Lock 法のホル
マリン固定 (f1)、Billing 法のホルマリン固定 (f2)、オリジナルのホルマリン固定として
PFA-PBS 法 (f3)、PFA-エタノール法 (f4)、PFA-アセトン法 (f5) をそれぞれ施し、IIF ⽤
基板を作製した。基板は使⽤時まで 4℃で保存し、基板作製翌⽇ (1 ⽇⽬)、2 週間後 (14 ⽇
⽬)、1 か⽉後 (30 ⽇⽬) に ANCA-IIF を実施した。低倍率視野内の細胞数をカウントし、
1 ⽇⽬の細胞数を 100 とした時の相対値で結果を表⽰した (Figure 2)。細胞数は固定法に
よらず 1 か⽉間保持された。 

 
 
 
 

 
Figure 2. 好中球基板上の細胞数 
各固定法で作製した好中球基板上の各ウェルを低倍率視野 (倍率：100 倍) にて撮影し、細
胞数をカウントした。棒グラフは 4〜5 ウェルの平均を⽰し、エラーバーは標準偏差 
(standard deviation: SD) を⽰す。基板作製 2 週間後 (day 14)、1 か⽉後 (day 30) の細胞
数を、基板作製翌⽇ (day 1) の細胞数を 100 とした時の相対値で表した。 
e1: Wiik 法、f1: Lock 法、f2: Billing 法、f3: PFA-PBS 法、f4: PFA-エタノール法、f5: PFA-
アセトン法。  
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1-3-2. 抗原分布 
次に、各条件での抗原分布について評価した。エタノール固定された好中球基板を⽤いた

場合 (e1)、MPO-ANCA と PR3-ANCA は、1 ⽇⽬、14 ⽇⽬、30 ⽇⽬それぞれ同様に p-
ANCA と c-ANCA パターンを⽰した (Figure 3A)。ホルマリン固定された好中球基板 (f1
〜f5) を⽤いた場合、MPO-ANCA と PR3-ANCA はいずれも、1 ⽇⽬、14 ⽇⽬、30 ⽇⽬そ
れぞれ同様に c-ANCA パターンを⽰した (Figure 3B-F)。ANCA を含まない陰性対照⾎清
の⾮特異反応は測定上の問題とならない程度であることを確認した。 
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Figure 3. ANCA 抗原の分布 
作製した好中球基板を⽤いて IIF を実施した。20 倍希釈した MPO-ANCA 陽性⾎清、PR3-
ANCA 陽性⾎清、ANCA 陰性⾎清を反応させ、FITC 標識抗ヒト IgG で検出した。それぞ
れ 13.0 U/ml および 135.0 U/ml の EIA 抗体価の MPO-ANCA および PR3-ANCA を使⽤
した。代表的な顕微鏡写真を⽰す。Wiik 法 (e1) では 1 ⽇⽬、14 ⽇⽬、30 ⽇⽬を通して
MPO-ANCA は p-ANCA パターンを、PR3-ANCA は c-ANCA パターンを呈した (A)。す
べてのホルマリン固定法で 1 ⽇⽬、14 ⽇⽬、30 ⽇⽬を通して、MPO-ANCA および PR3-
ANCA ともに c-ANCA パターンを呈した (B-F)。 
Lock 法 (f1, B）、Billing 法 (f2, C)、PFA-PBS 法 (f3, D)、PFA-エタノール法 (f4, E)、PFA-
アセトン法 (f5, F)。  
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1-3-3. 抗原性 
本研究で採⽤したエタノール固定およびホルマリン固定の⽅法 (e1、f1〜f5) は、1 か⽉

間の保存において、基板上の好中球の細胞数および抗原分布に影響を与えなかった。しかし、
抗原性を表す細胞内蛍光強度は、固定法に依存して経時的に減衰した (Figure 4A)。1 ⽇⽬
の細胞あたりの平均蛍光強度 (mean fluorescence intensity: MFI) を 100 とし、14 ⽇⽬、
30 ⽇⽬の相対値を解析した。その結果、Billing 法 (f2)では 14 ⽇⽬の MPO-ANCA 検出に
おいて、PFA-エタノール法 (f4)では 14 ⽇⽬と 30 ⽇⽬の PR3-ANCA 検出において、細胞
あたりの MFI が、1 ⽇⽬の値の 50％以下となった(Figure 4B)。  
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Figure 4. 抗原性の変化 
⾼倍率視野 (倍率：400 倍) で撮影した画像から細胞当たりの MFI を計測した。*p<0.05、
**p<0.01。 
各点は細胞あたりの MFI を⽰し、エラーバーは標準誤差 (standard error: SE) を⽰す。14
⽇⽬と 30 ⽇⽬の抗原性の減少を統計学的に解析した (A)。1 ⽇⽬の MFI を 100 とした時
の、14 ⽇⽬、30 ⽇⽬の相対値を算出した (B)。 
e1: Wiik 法、f1: Lock 法、f2: Billing 法、f3: PFA-PBS 法、f4: PFA-エタノール法、f5: PFA-
アセトン法。 
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1-3-4. ⻑期保存後の細胞数と抗原分布 
1 か⽉までの保存で細胞あたりの MFI の減少が 50%未満であった ANCA-IIF 基板 (e1、

f1、f3、f5) について、保存期間をさらに 1 か⽉延⻑し、細胞数および抗原分布への影響を
検討した。60 ⽇⽬の細胞数および抗原分布に有意な変化は認められなかった(Figure 5)。 
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Figure 5. ⻑期保存後の細胞数と抗原分布 
2 カ⽉間保存した好中球基板上の各ウェルを低倍率視野 (倍率：100 倍) にて撮影し、細胞
数をカウントした。 
60 ⽇⽬にウェルに残存した細胞は、1 ⽇⽬の細胞数を 100 とした相対値で表した (A)。棒
グラフは 4〜5 ウェルの平均を⽰し、エラーバーは SD を⽰す。それぞれ 13.0 U/ml および
135.0 U/ml の EIA 抗体価の MPO-ANCA および PR3-ANCA を使⽤した、60 ⽇⽬の代表
的な顕微鏡写真 (B)。 
e1: Wiik 法、f1: Lock 法、f3: PFA-PBS 法、f5: PFA-アセトン法。 
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1-3-5. ⻑期保存後の抗原性 
1 か⽉までの保存で細胞あたりの MFI の減少が 50％未満であった ANCA-IIF 基板 (e1、

f1、f3、f5) について、同様に 60 ⽇⽬の抗原性を検討した。Wiik 法 (e1)、Lock 法 (f1)、
PFA-アセトン法 (f5) で固定された好中球基板では、2 か⽉後の抗原性が⼤きく減衰したも
のの、Wiik 法 (e1) と PFA-アセトン法 (f5) における 60 ⽇⽬の MPO-ANCA、PR3-ANCA
の細胞あたりの MFI は 1 ⽇⽬の 50％以上であった。⼀⽅、Lock 法 (f1) で固定された好中
球基板を⽤いた場合、60 ⽇⽬の MPO-ANCA の細胞あたりの MFI は 1 ⽇⽬の 50％未満で
あった (Figure 6)。 
 
 
 
 

 
Figure 6. ⻑期保存後の抗原性 
⾼倍率視野 (倍率：400 倍) で撮影した画像から細胞当たりの MFI を計測した。1 ⽇⽬の
MFI を 100 とした時の 60 ⽇⽬の相対値を算出した。棒グラフは細胞あたりの MFI を⽰し、
エラーバーは SE を⽰す。*p<0.05、**p<0.01。 
e1: Wiik 法、f1: Lock 法、f3: PFA-PBS 法、f5: PFA-アセトン法。 
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1-3-6. 好中球を⽤いた基板 IIF における ANA の反応 
Wiik 法 (e1) と Billing 法 (f2) で固定された好中球基板では ANA が検出されたが、Lock

法 (f1)、PFA-PBS 法 (f3)、PFA-エタノール法 (f4)、PFA-アセトン法 (f5) で固定された
基板では、ANA は検出されなかった (Figure 7)。 
 
 
 
 

 
Figure 7. 好中球基板を⽤いた IIF における ANA の反応 
作製 1 ⽇⽬の好中球基板を⽤いて IIF を実施した。調整済みの ANA ⾎清と反応させた後、
FITC 標識抗ヒト IgG 抗体と反応させた。代表的な顕微鏡写真を⽰す。 
e1: Wiik 法、f1: Lock 法、f2: Billing 法、f3: PFA-PBS 法、f4: PFA-エタノール法、f5: PFA-
アセトン法。 
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1-4. 考察 
ANCA は 1982 年に Davies らによって発⾒された⾃⼰抗体である (Davies et al., 1982)。

結節性動脈周囲炎 (periarteritis nodosa: PN) と診断された中⼩型⾎管炎の中に ANCA 陽
性を特徴とする⼩型⾎管炎が存在することが明らかとなり、AAV として PN から独⽴した。
ANCA は AAV の疾患マーカーであるだけでなく、その病態形成に重要な役割を果たす病原
性⾃⼰抗体でもある (Nakazawa et al., 2019)。 

1999 年のコンセンサスでは、ANCA の評価のためには IIF と EIA を組み合わせるか、ま
ず IIF でスクリーニングし、その後 EIA で抗体価を測定することが推奨されてきた (Savige 
et al., 1999)。初期に製品化された EIA は、供給元によって感度や特異度にばらつきがあっ
たため、当初は補助的な検査としての位置づけであった。しかし、抗原固相法の改良と⾼感
度検出システムの開発により、現在では EIA の精度は IIF と同等かそれ以上になっている。
このような現状を踏まえ、2017 年のコンセンサスでは、臨床的に AAV が疑われる場合は
まず EIA でスクリーニングすることが推奨され、MPO-ANCA または PR3-ANCA が検出
されれば IIF は必ずしも⾏う必要がなくなった (Bossuyt et al., 2017)。臨床的に AAV が疑
われるが、EIA で明確な陽性所⾒が得られない場合は、IIF を⾏うことが推奨されている。 

本研究では、推奨されるエタノール固定である Wiik 法 (e1)、ホルマリン固定としては
Lock 法 (f1) および Billing 法 (f2) の他に、4％PFA を⽤いた 3 つの独⾃の⽅法、すなわ
ち PFA-PBS 法 (f3)、PFA-エタノール法 (f4)、PFA-アセトン法 (f5) で ANCA-IIF 基板を
作製した。PFA の濃度は、現在細胞固定に⼀般的に使⽤されている 4％を採⽤した。 

基板作製翌⽇ (1 ⽇⽬)、2 週間後 (14 ⽇⽬)、1 か⽉後 (30 ⽇⽬) に ANCA-IIF を実施
し、得られた画像を解析した。その結果、いずれの固定法でも、細胞数の減少や抗原分布の
変化は観察されなかった。⼀⽅、Billing 法 (f2) の MPO-ANCA および PFA-エタノール法 
(f4) の PR3-ANCA の MFI は経時的に 50%以下に低下しており、抗原性の減衰を意味し
た。保存期間を 2 か⽉に延⻑すると、Lock 法 (f1) でも MPO-ANCA の MFI が 50%以下
に低下した。MPO と PR3 の抗原性の減衰の違いが、どのような要因に依存しているのか
は現時点では判明しておらず、今後の研究で明らかにする必要がある。いずれにせよ、
ANCA-IIF では⾎清を 2 倍ずつ段階希釈して半定量的に抗体価を測定するため、抗原性を
表す蛍光強度が 50%以上低下すると抗体価測定結果に影響を与える可能性がある。 

本研究では、エタノール固定の Wiik 法 (e1) とホルマリン固定の PFA-PBS 法 (f3)、
PFA-アセトン法 (f5) が抗原性の保持に優れていた。しかし、PFA-PBS 法 (f3) は PFA-ア
セトン法 (f5) と⽐べると、1 ⽇⽬から細胞あたりの MFI が低くなるという⽋点があった。
PFA-PBS 法 (f3) で作製した好中球基板を顕微鏡で観察すると、ウェル内に塩の析出が散
⾒され、析出した塩と重なる好中球もあった。⾵乾⼯程で形成された PBS 由来の結晶によ
り好中球細胞膜が損傷し、細胞質内の抗原が細胞外に流出したため、IIF における細胞あた
りの MFI が低くなった可能性がある。 
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エタノール固定された好中球基板を使⽤する ANCA-IIF では、p-ANCA と ANA のパタ
ーンが類似するために両者を区別しづらいことがある。p-ANCA 陽性と判定するためには、
ホルマリン固定された好中球基板を使⽤する IIF で ANCA が存在することを確認する必要
がある。この問題に関しては、本研究で検討したホルマリン固定法では、Billing 法 (f2) を
除いて ANA 陰性の結果が得られた。以上のことから、今回検討したホルマリン固定法のう
ち，PFA-アセトン法 (f5) は、Wiik 法 (e1) よりは感度が劣るものの、最も推奨されるホ
ルマリン固定法であると考えられる。今後、感度を上げるためにプロトコールを改善する必
要がある。 

本研究により、エタノール固定には推奨プロトコールがあるが、ホルマリン固定には推奨
プロトコールがない理由として、ホルマリン固定した好中球基板では⻑期間に渡って抗原
性を保持することが難しいことが挙げられる。細胞や組織を固定する⼀般的な⽅法には、メ
タノールやアセトンなどの有機溶媒の強⼒な脱⽔作⽤と脂質の溶解によるタンパク質の凝
固作⽤を利⽤した固定法と、ホルムアルデヒドやグルタルアルデヒドなどのアルデヒドを
⽤いた架橋固定法がある。ホルマリン固定は、タンパク内の既存結合の解離、アミノ酸残基
の末端へのホルムアルデヒドの付加、メチレン架橋を介したタンパクの⽴体構造の変形、タ
ンパクにホルムアルデヒドを纏わせることによる変性の防⽌による固定法である。そのた
め、ある程度の抗原性の低下は避けられない。ホルマリン固定の独⾃法のうち、PFA-アセ
トン法 (f5) が⽐較的良好な抗原性の保持を⽰したのは、アセトンのタンパク凝固作⽤が抗
原性の保持に有利に働いた可能性がある。 

本研究には⼆つの限界がある。第⼀に、MPO と PR3 以外の抗原を認識する ANCA を含
む⾎清を使⽤していない。したがって、固定法と保存期間が、マイナー抗原を認識する
ANCA の検出にどのように影響するかは、依然として不明である。第⼆に、2 か⽉より⻑い
保存期間の影響が検討されていない。各固定法で作製した好中球基板が 2 か⽉以上の保存
に耐えられるかについて、さらなる研究が必要である。 

本研究では、ANCA-IIF ⽤好中球基板を、エタノール固定では Wiik 法、ホルマリン固定
では Lock 法、Billing 法および 3 つの独⾃法の合計 6 種類のプロトコールに従って作製し、
保存期間が基板の細胞数、抗原分布、抗原性に及ぼす影響を検討した。細胞数および抗原分
布は固定法によらず 2 か⽉まで保存しても変化しなかったが、ANCA 抗原の抗原性は固定
法の違いにより経時的に減衰した。IIF による ANCA 評価では、スライドガラスへの好中球
の固定法と基板が作製されてから使⽤するまでの時間に注意を払う必要がある。 
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1-5. 結論 
本研究により、以下のことが明らかとなった。 

 
 いずれの固定法も 2 か⽉までの保存により細胞数や抗原分布に変化はなかった。 
 抗原性については、経時的かつ固定法依存的な減衰が認められた。 
 今回検討したホルマリン固定法では、Wiik 法に⽐べて感度は劣るものの PFA-アセト

ン法が最も推奨される固定法である。 
 
経時的な抗原性の減衰は ANCA-IIF の判定に影響を及ぼす恐れがあり、評価の際には注

意が必要である。 
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第 2 章 

治療抵抗性抗⽷球体基底膜抗体病の抗⽷球体基底膜抗体が

認識するエピトープ 
 

 

本章の内容は、以下の論⽂で公表した。 

 

Nishibata Y, Masuda S, Nakazawa D, Tanaka S, Tomaru U, Nergui M, Jia X, Cui 

Z, Zhao MH, Nakabayashi K, Ishizu A. Epitope recognized by anti-glomerular 

basement membrane (GBM) antibody in a patient with repeated relapse of anti-

GBM disease. Exp Mol Pathol 107: 165-170, 2019. 
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2-1. 緒⾔ 
抗 GBM 抗体が認識する主要なエピトープである EA と EB は、抗原分⼦の⽴体構造上、正

常では潜在状態にある (Vanacore et al., 2011)。抗 GBM 病では、何らかの原因によりこれ
らエピトープが表出することで、抗 GBM 抗体がエピトープに結合し、組織が障害される。 

抗 GBM 病は稀な疾患とされており、急速進⾏性腎炎症候群の全国的な調査に登録され
た患者の原因疾患で最も多いのは pauci-immune 型半⽉体形成性⽷球体腎炎と AAV であり、
両者が約半数を占めるが、抗 GBM 病は約 6%にすぎない (Hirayama et al., 2008; Koyama 
et al., 2009)。本邦における発症年齢のピークは 50〜60 歳台で、男性よりも⼥性にやや多
い。AAV と⽐較すると抗 GBM 病は腎予後が不良で⽣存率が低いことが知られている⼀⽅
で、通常は単発に発症 (single attack: SA) し、⼗分な治療を⾏えば、寛解後に再燃すること
はほとんどない。初期治療には、副腎⽪質ステロイドパルス、免疫抑制剤、⾎漿交換療法の
併⽤が推奨されており (Cui et al., 2011)、⼀定期間を経過すれば免疫抑制療法を中⽌する
ことも可能である。本研究では、治療抵抗性を⽰し再燃を繰り返す (repeat relapse: RR) 抗
GBM 病患者の抗 GBM 抗体に着⽬した。抗 GBM 病患者⾎漿中の抗 GBM 抗体の多くは
α3(IV)NC1 領域内のエピトープを認識するが、他の α サブユニットに対する抗体を同時
に持ち合わせることもある (Hellmark et al., 1994; Yang et al., 2007)。Zhao らは、⾎清中の
抗 GBM 抗体と反応する α サブユニットの数が抗 GBM 病の重症度と関連することを報告
している (Zhao, Cui, et al., 2009)。そこで、RR 患者の⾎清 IgG は他の α サブユニット 
(α1、α2、α4、α5) にも反応する可能性があると推測したが、結果は予想に反し、α3 サ
ブユニットとしか反応しなかった。 

本研究では、ホルマリン固定パラフィン包埋 (formalin-fixed paraffin-embedded: FFPE) 
正常腎組織切⽚の免疫組織化学 (immunohistochemistry: IHC) とリコンビナントヒト
α3(IV)NC1 を⽤いたウェスタンブロッティングにより、抗 GBM 病の RR 患者と SA 患者
の抗 GBM 抗体が認識するエピトープを⽐較した。 
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2-2. 対象と⽅法 
2-2-1. 対象 

RR 症例は杏林⼤学病院を受診した 21 歳⼥性、⾮喫煙者。7 年前に、急速進⾏性腎障害、
⾎清抗 GBM 抗体陽性 (234 U/ml; 正常値<10 U/ml)、⾎清 C 反応性タンパク質 (C-reactive 
protein: CRP) ⾼値 (21.0 mg/dl; 正常値<0.30 mg/dl)、そして腎⽣検によるびまん性半⽉
体形成性⽷球体腎炎より抗 GBM 病と診断された。緊急的な⾎液透析と、⾎漿交換 10 回を
実施し、グルココルチコイド治療 (初回プレドニゾロン投与: 40 mg/⽇) を⾏った。治療開
始 1 か⽉後、抗 GBM 抗体と CRP は 34 U/ml と 3.0 mg/dl に低下し、さらに 5 か⽉後には
10 U/ml と検出感度以下になった。疾患活動性はコントロールされていたが、重度の腎機能
障害により定期的な透析が必要であった。数か⽉後 (プレドニゾロン投与: 10 mg/⽇)、38
〜39℃の⾼熱と⾎清抗 GBM 抗体価 (152 U/ml) および CRP (8.13 mg/dl) の上昇を伴い
再燃した。その際はプレドニゾロンの増量 (30 mg/⽇) により再燃は収まった。その後、数
回肺出⾎をきたし、その都度グルココルチコイドの増量とシクロホスファミドの追加投与
で治療を⾏った。腎⽣検については繰り返されなかった。 

⼊院時の検査では、⾝⻑ 155 cm、体重 45 kg、体温 36.8℃、⾎圧 130/70 mmHg、脈拍 82 
回/分であった。ヘモグロビン濃度 10.7 g/dl、⽩⾎球数 9,500 /µl、⾎⼩板数 22.3×104 /µl
であった。⾎中尿素窒素 57.5 mg/dl、クレアチニン 10.8 mg/dl で腎不全状態であった。⾎
清抗 GBM 抗体価は 11.6 U/ml であり、CRP は検出感度以下であった。その他の⾃⼰抗体 
(ANA、抗 DNA 抗体、リウマトイド因⼦、ANCA、抗 SS-A 抗体) は陰性であった。 

対照として、杏林⼤学病院で抗 GBM 病と診断、治療された症例（SA1, SA2）の⾎清と北
海道⼤学病院で抗 GBM 病と診断、治療された症例（SA3, SA4）の⾎清を⽤いた。⾎清は、
患者から⽂書によるインフォームドコンセントを得た後に採取した。本研究は北海道⼤学
⼤学院保健科学研究院倫理委員会の承認を得て実施した (承認番号: 17-24）。 
 
2-2-2. 抗 GBM 抗体の抗体価測定 

⾎清中の抗 GBM 抗体価は、リコンビナントヒトα3(IV)NC1 を抗原とした Fluorescence 
enzyme immunoassay (FEIA) 法を⽤いて株式会社 岸本第⼀検査センター (Sapporo, 
Japan) で測定した (Table 3)。⾎清から IgG を抽出するために Protein G を担体とした免
疫吸着カラム (Protein G HP SpinTrap, Cytiva, Tokyo, Japan) を使⽤した。抽出した IgG
溶液の抗 GBM 抗体価を FEIA 法にて測定した後に、IgG 溶液の濃度を 100 mU/ml または
1 U/ml に調整した。  
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Table 3. 患者⾎清の抗 GBM 抗体価 
Patient ID Titer (U/ml) 
RR 57.3 
SA1 355.2 
SA2 131.9 
SA3 234.4 
SA4 156.0 
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2-2-3. 試薬 
5 種類のαサブユニットのリコンビナントヒト IV 型コラーゲンα鎖 NC1 ドメイン {α

(IV)NC1} である、α1(IV)NC1、α2(IV)NC1、α3(IV)NC1、α4(IV)NC1、α5(IV)NC1
は Cloud-Clone (Katy, TX, USA) より購⼊した。ラット抗ヒトα3(IV)NC1 抗体 (clone: 
H31, IgG2a) は Chondrex (Redmond, WA, USA) より購⼊した。Horseradish peroxidase 
(HRP) 標識ヤギ抗ラット IgG2a 抗体は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) より購
⼊した。HRP 標識ウサギ抗ヒト IgG 抗体は Gene Tex (Irvine, CA, USA) より購⼊した。
Streptomyces griseus 由来のプロテアーゼは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購⼊
した。 

 
2-2-4. ウェスタンブロッティング 

α1〜5(IV)NC1 (500 または 200 ng/lane) を還元条件下で 15% sodium dodecyl sulfate 
(SDS)-ポリアクリルアミドゲルに泳動し、ゲルに含まれるタンパクを Coomassie brilliant 
blue (CBB) で染⾊ (500 ng/lane)、または polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜に転写 
(200 ng/lane) した。転写した膜は、抗体の⾮特異結合を阻⽌するために 1% スキムミルク
を添加した PBS with 0.05% Tween-20 (PBS-T) でブロッキングした後に、患者 IgG 溶液 
(抗 GBM 抗体価：100 mU/ml) で⼀晩、4℃で反応させた。PBS-T で洗浄後、膜を HRP 標
識ウサギ抗ヒト IgG 抗体 (10000 倍希釈) に 1 時間、室温で反応させた。PBS-T で洗浄後、
膜上の HRP 活性を、化学発光法を⽤いて ImageQuant LAS 4000 (Cytiva) で検出した。 

別の実験として、リコンビナントヒトα3(IV)NC1 (100 µg/ml) を等量のプロテアーゼ 
(1 µg/ml) と混合させ、⼀晩 37℃に静置した後に、プロテアーゼを不活化させるために 80℃
で 15 分間加温した。得られたサンプル (500 または 200 ng/lane) を還元条件下で 15% 
SDS-ポリアクリルアミドゲルに泳動し、ゲルに含まれるタンパクを CBB で染⾊ (500 
ng/lane)、または PVDF 膜に転写 (200 ng/lane) した。ブロッキングした後に、⼀次抗体
として RR 患者 IgG 溶液 (抗 GBM 抗体価：100 mU/ml) または抗α3(IV)NC1 抗体 (50000
倍希釈) を、⼆次抗体として HRP 標識ウサギ抗ヒト IgG 抗体 (10000 倍希釈) または HRP
標識ヤギ抗ラット IgG2a 抗体 (500000 倍希釈) を反応させた。膜上の HRP 活性を、化学
発光法を⽤いて ImageQuant LAS 4000 で検出した。 

 
2-2-5. FFPE 組織標本 

ユーイング⾁腫で死亡したが腎病変を⽰さなかった患者の腎組織を、病理学的な異常所
⾒がないことを確認の上、正常腎組織として使⽤した。腎組織を 10% ホルマリンで固定し
た後にパラフィンで包埋した。腎組織は約 4 µm に薄切し、シランコートされたスライドガ
ラスに貼り付けた。 
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2-2-6. IHC 
キシレンで脱パラフィンした FFPE 腎組織切⽚に対し、Naito らの既報に基づき酸性条件

下 (0.2 M HCl, pH 0.9) でオートクレーブを⽤いて 121℃、6 分間の熱処理を加えた (Naito 
et al., 2003)。内在性のペルオキシダーゼを失活させるために 3% 過酸化⽔素加メタノール
に切⽚をさらし、抗体の⾮特異結合を避けるために Protein Block Serum-free (Agilent, Santa 
Clara, CA, USA) でブロッキングを⾏った。⼀次抗体として患者 IgG 溶液 (抗 GBM 抗体
価：1 U/ml) を 1 時間、室温で反応させた。PBS で洗浄後、HRP 標識ウサギ抗ヒト IgG 抗
体 (1000 倍希釈) を 1 時間、室温で反応させた。PBS で洗浄後、切⽚上の HRP 活性を 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) で検出した。対⽐染⾊としてマイヤーのヘマトキシリン液により
核を染⾊した。陽性対照 (positive control: PC) として、⼀次抗体に抗α3(IV)NC1 抗体 
(1000 倍希釈) を、⼆次抗体に HRP 標識ヤギ抗ラット IgG2a 抗体 (1000 倍希釈) をそれ
ぞれ使⽤した。 
 
2-2-7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

RR 患者における抗 GBM IgG サブクラスの検出や IgG 中の抗 EA 抗体と抗 EB 抗体の検出
は、Hu らの既報に基づき ELISA で実施した (Hu et al., 2017)。 
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2-3. 結果 
2-3-1. α1〜5(IV)NC1 に対する抗 GBM 抗体の反応性 

初めに、抗 GBM 病患者から抽出した IgG がα3(IV)NC1 以外のα(IV)NC1 にも反応す
るか、リコンビナントヒトα(IV)NC1 のウェスタンブロッティングで検討した (Figure 8)。
RR 患者ではα3(IV)NC1 にのみ反応が認められたが、SA 患者ではα3(IV)NC1 の他に 2〜
4 種類のα(IV)NC1 にも反応が認められた。 
 
 
 
 

 
Figure 8. ウェスタンブロッティングでの α1〜5(IV)NC1 に対する抗 GBM 抗体の反応性 
5 種類のリコンビナントヒトα(IV)NC1 であるα1(IV)NC1、α2(IV)NC1、α3(IV)NC1、
α4(IV)NC1、α5(IV)NC1 を還元条件下で SDS-ポリアクリルアミドゲルに電気泳動し、
CBB 染⾊ (500 ng/ml) または転写した PVDF 膜 (200 ng/ml) を抗 GBM 病患者 IgG と反
応させた。下部に各患者 IgG と反応したα(IV)NC1 の数を表記した。  
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2-3-2. FFPE 腎組織切⽚における賦活化したα3(IV)NC1 に対する抗 GBM 抗体の反応性 
α3(IV)NC1 に存在する抗 GBM 抗体の主要なエピトープは、通常、Col(IV)の⽴体構造

上、潜在状態にある。そのため、IHC において抗原賦活化処理をしない場合には、抗α
3(IV)NC1 モノクローナル抗体は FFPE 正常腎組織切⽚上のエピトープに結合できない 
(Figure 9A)。Naito らによって、α3(IV)NC1 を賦活化するには酸性条件下 (0.2 M HCl, pH 
0.9) での熱処理が必要であると報告されている (Naito et al., 2003)。本検討においても、
IHC で⼀般的な熱賦活化処理である pH 6.0 条件下 (0.01 M クエン酸緩衝液)ではα
3(IV)NC1 の陽性所⾒は得られなかった⼀⽅、既報 (Naito et al., 2003) に従い事前に酸性
熱処理することで、GBM とボウマン嚢基底膜の⾎管極側に陽性所⾒が観察され、特にボウ
マン嚢基底膜の⾎管極側に強い陽性像が認められた。 

酸性熱処理により FFPE 腎組織切⽚の GBM 抗原が賦活化されることを確認した後、抗
GBM 病患者 IgG (1 U/ml) が GBM 抗原と結合するか IHC で検証した。その結果、SA 患
者 IgG ではいずれも抗α3(IV)NC1 モノクローナル抗体同様の明瞭な陽性像が観察された
のに対し、RR 患者の IgG では弱い反応しか観察されなかった (Figure 9B)。 
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Figure 9. IHC での FFPE 腎組織切⽚上のα3(IV)NC1 に対する抗 GBM 抗体の反応性 
FFPE 正常腎組織切⽚を脱パラフィン後、抗α3(IV)NC1 モノクローナル抗体 (A) または
抗 GBM 病患者 IgG (B) を⼀次抗体とした IHC を施⾏した。 
(A) 熱処理なし、中性または酸性条件下での熱処理後に、抗α3(IV)NC1 を⼀次抗体とした
IHC を施⾏した。左：熱処理なし、中央：pH 6.0 (0.01 M クエン酸緩衝液) での熱処理、
右：pH 0.9 (0.2 M HCl) での熱処理。 
(B) pH 0.9 での熱処理後に抗 GBM 病患者 IgG を⼀次抗体とした IHC を施⾏した。RR と
SA では基底膜に対する染⾊性が異なっていた。 
⻩⽮頭：ボウマン嚢基底膜の⾎管極側への強い線状の陽性像。画像は代表例。元画像の撮影
倍率：400 倍。 
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2-3-3. RR 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープ 
RR 患者 IgG を⼀次抗体としたヒトリコンビナントα3(IV)NC1 のウェスタンブロッティ

ングを再検証したところ、whole のα3(IV)NC1 に相当する 56.8 kDa のバンドの他に、18 
kDa の位置にもバンドが検出されていたことに気付いた (Figure 10A)。この 18 kDa のタ
ンパク質は、⾃然に分解された α3(IV)NC1 の断⽚であると考えた。この仮説を検証する
ために、プロテアーゼ消化したα3(IV)NC1 を抗原として、RR 患者 IgG および抗
α3(IV)NC1 モノクローナル抗体を⼀次抗体としたウェスタンブロットを⾏った (Figure 
10B）。⼀次抗体として RR 患者 IgG を使⽤した場合、プロテアーゼ消化に関わらず 18 kDa
のバンドが検出されたが、プロテアーゼ消化により 56.8 kDa のバンドは消失した。膜に結
合している抗体を除去した後、次に⼀次抗体として抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体と
反応させた。その結果、プロテアーゼ消化の前後で 18 kDa のバンドは検出されなかった。 

さらに、18 kDa タンパクの IgG に対する反応性について RR 患者と SA 患者で⽐較した 
(Figure 11)。SA1 患者 IgG を⼀次抗体として⽤いた場合に 18 kDa のバンドが検出された
が、whole のα3(IV)NC1 に相当する 56.8 kDa のタンパクに対する反応に⽐べると明らか
に弱いものであった。SA1 以外の SA 患者 IgG では、18 kDa のタンパク質に対する反応は
認められなかった。 
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Figure 10. RR 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープ 
(A) RR 患者 IgG を⼀次抗体としたリコンビナントヒトα3(IV)NC1 のウェスタンブロッテ
ィング。CBB 染⾊で確認される whole のα3(IV)NC1 に相当する 56.8 kDa のバンドに加え
て 18 kDa のバンド (▶) も検出されていた。 
(B) RR 患者 IgG と抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体を⼀次抗体として、プロテアーゼ 
(Pr) で消化したリコンビナントヒト α3(IV)NC1 を抗原としたウェスタンブロッティン
グを施⾏した。⼀次抗体として RR 患者 IgG を反応させた場合、プロテアーゼ消化に関係
なく 18 kDa のバンドが検出された (▶) が、56.8 kDa のバンドはプロテアーゼ消化によ
り消失した。検出後の PVDF 膜から抗体を剥離し、次に⼀次抗体として抗 α3(IV)NC1 モ
ノクローナル抗体を反応させた。その結果、18 kDa のバンドはプロテアーゼ消化の前後で
検出されなかった(▷)。 
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Figure 11. 患者 IgG を⼀次抗体としたα3(IV)NC1 のウェスタンブロッティング 
抗 GBM 病患者 IgG を⼀次抗体としたリコンビナントヒトα3(IV)NC1 のウェスタンブロ
ッティング。RR 患者では CBB 染⾊で確認される whole のα3(IV)NC1 に相当する 56.8 
kDa のバンドに加えて 18 kDa のバンドも検出されたが、SA 患者では SA1 を除き 18 kDa
のバンドは検出されなかった。 
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2-3-4. RR 患者の抗 GBM 抗体と EA、EB との反応性 
RR患者の抗GBM IgGサブクラスの解析と、抗GBM抗体の主要なエピトープであるEA、

EB との反応性を検証するために、RR 患者 IgG を ELISA で測定した。その結果、RR 患者
の抗 GBM IgG はすべてのサブクラスを含んでいた。EA、EB を固相化した ELISA には明ら
かな反応を⽰さなかった (データ⾮提⽰)。 
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2-4. 考察 
抗 GBM 病は稀な疾患である。再燃を繰り返す抗 GBM 病はさらに稀で、再燃を経験する

患者は約 3%とされている (Levy et al., 2001; McAdoo & Pusey, 2017)。頻回再燃症例の抗
GBM 病患者の報告はいくつかあるが (Borza et al., 2005; Levy et al., 1996; Liu et al., 2016)、
それらの報告によるとタバコ煙や化学物質などの肺刺激物への継続的な曝露が再燃に関連
している可能性が⾼いと推測されている。⼀⽅、本研究で提⽰した RR 患者は⾮喫煙者であ
り、原因となる汚染物質にも暴露されていない。したがって、本症例が再燃を繰り返した理
由は不明である。 

抗 GBM 病患者の抗 GBM 抗体の多くは α3(IV)NC1 領域内の潜在エピトープを認識す
るが、中には他の α サブユニットを認識する抗体を併せ持つ場合もある (Hellmark et al., 
1994; Yang et al., 2007)。⾎清中の抗 GBM 抗体が認識する α サブユニットの数は、疾患の
重症度と関連することが報告されている (Zhao, Cui, et al., 2009)。したがって、RR 患者の
⾎清 IgG は、α3 サブユニットだけでなく、他の α サブユニット (α1、α2、α4、α5) 
も認識する可能性があると予想された。しかし、α1〜5(IV)NC1 を抗原としたウェスタン
ブロッティングの結果、SA 患者 (SA1〜SA4) IgG は α3(IV)NC1 以外に少なくとも 2 種類
の α(IV)NC1 に反応したが、予想に反して、RR 患者 IgG は α3(IV)NC1 にのみ反応した。
このことは、抗 GBM 抗体が認識する α サブユニットの数は、疾患の重症度とは関連する
が、必ずしも抗 GBM 病の臨床経過を反映するものではないことを⽰唆している。 

そこで本研究では、RR 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープは、SA 患者の抗 GBM
抗体が認識するエピトープとは異なると仮説を⽴てた。この仮説を検証するため、まず、患
者 IgG を⼀次抗体とした FFPE 正常腎組織切⽚を⽤いた IHC を実施した。FFPE 切⽚を酸
性条件下 (0.2 M HCl, pH 0.9) で加熱することにより、α3(IV)NC1 領域にある潜在エピ
トープを表出できると報告されているが (Naito et al., 2003)、これは、加熱後の冷却過程に
おける直線化タンパクのリフォールディングが酸性条件下で阻害され、その結果として潜
在エピトープが表出されるためと考えられている (Emoto et al., 2005)。興味深いことに、
SA 患者 IgG では、抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体と同様、GBM の明瞭な染⾊像が観
察されたのに対し、RR 患者 IgG では GBM の染⾊性は弱かった。この結果は、上記の仮説
の妥当性を⽀持するものであった。 

RR 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープを解明するために、RR 患者 IgG を⼀次抗
体として⽤いたリコンビナントヒト α3(IV)NC1 のウェスタンブロッティング結果を再検
討し、whole の α3(IV)NC1 の分⼦量に相当する 56.8 kDa のバンドの他に検出された 18 
kDa のバンドに注⽬した。α3(IV)NC1 をプロテアーゼで消化すると 56.8 kDa のバンドは
消失したが、18 kDa のバンドは残存した。さらに、抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体で
は 18 kDa のバンドは検出されなかった。これらのことから、RR 患者 IgG は、3-4-5α サ
ブユニット六量体の単なる解離ではなく、NC1 ドメインの分解などの破壊的構造変化によ
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り表出する、これ以上分解されないエピトープを認識していることが⽰唆された (Figure 
12)。 

SA1 患者でも 18 kDa のタンパクに対する IgG の反応性が観察されたが、その強度は 56.8 
kDa の whole の α3(IV)NC1 に対するものに⽐べて弱かった。⼀⽅、RR 患者では、18 kDa
のタンパクに対する IgG の反応性が whole の α3(IV)NC1 に対する反応性と同程度であっ
た。したがって、18 kDa タンパクに対する抗 GBM 抗体の有無ではなく、⾎漿中の抗 GBM
抗体に占める 18 kDa タンパクに対する抗体の割合が抗 GBM 病の臨床経過と関連している
可能性が考えられた。 

α3(IV)NC1 の破壊的な変化を誘発する遺伝的あるいは環境的要因は不明である。しかし、
先⾏する感染と抗 GBM 病の発症との関連はよく知られている (Craig et al., 2013; Kashif et 
al., 2013; Sakoda et al., 2011; Silvariño et al., 2014; Wen & Wen, 2013; Wu et al., 2005)。微
⽣物由来のプロテアーゼは、α3(IV)NC1 の破壊を誘発する可能性がある。さらに、抗 GBM
病は、AAV に合併することがある (Chan & Leung, 2016; Srivastava et al., 2013)。AAV の
病態には好中球の活性化が重要な役割を果たしており、活性化した好中球からはプロテア
ーゼ活性を有する数種類の酵素が放出される (Jennette & Falk, 2014)。したがって、活性化
好中球由来のプロテアーゼによる GBM の破壊が、抗 GBM 病の発症に関与している可能
性がある。 

本研究では、RR 患者の抗 GBM 抗体が認識するエピトープが、SA 患者の抗 GBM 抗体
が認識するエピトープとは異なることを証明した。本研究の限界は、RR 患者が 1 例のみで
あることである。前述したように抗 GBM 病は稀な疾患であり、その中で治療抵抗性を⽰す
頻回再燃症例はさらに稀なため、例数を増やすには⼤規模かつ⻑期的な計画が必要となり、
今後の研究課題である。 
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Figure 12. SA 患者と RR 患者の抗 GBM 抗体のエピトープ認識の違いについての仮説 
(A) Col(IV)の NC1 ドメインでは、2 つの 3-4-5αサブユニット三量体がスルフィルイミン
結合により六量体を形成している。 
(B) 抗 GBM 抗体が認識する⼀般的なエピトープは、NC1 ドメインの六量体形成によって
⽴体構造上、潜在状態にある。スルフィルイミン結合が切断されることで六量体形成が解離
した場合、抗 GBM 抗体が表出したエピトープに結合し、補体カスケードが活性化され、補
体依存性の組織破壊が起こる。 
(C) RR 患者の抗 GBM 抗体は、3-4-5αサブユニットの単純な解離ではなく NC1 ドメイン
の破壊的構造変化 (プロテーゼ消化など) によって表出するエピトープを認識していると
推測される。 
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2-5. 結論 
本研究により、以下のことが明らかとなった。 

 
 SA 患者からは複数のαサブユニットに対する抗体が検出された⼀⽅で、RR 患者から

はα3 サブユニットに対する抗体のみが検出された。 
 酸性熱処理法を⽤いた正常腎 GBM に対する染⾊性については、SA 患者⾎清から抽出

した IgG は抗α3(IV)NC1 モノクローナル抗体同様の明瞭な染⾊性を⽰したが、RR 患
者から抽出した IgG は弱い染⾊性しか⽰さなかった。 

 RR 患者の⾎清中に whole のα3(IV)NC1 に加え、18 kDa のタンパクに対する抗 GBM
抗体を検出した。18 kDa のタンパクはプロテアーゼ消化後も残存した。 

 
RR 患者の抗 GBM 抗体は、NC1 ドメイン六量体の単なる解離ではなく、NC1 ドメイン

の破壊により表出するエピトープを認識していることが⽰唆された。さらなる研究が必要
であるが、抗 GBM 抗体によって認識されるエピトープの違いは抗 GBM 病の臨床経過の
違いに反映される可能性がある。 
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第 3 章 

抗好中球細胞質抗体に続き抗⽷球体基底膜抗体が 

産⽣されるメカニズム 
 
 

本章の内容は、以下の論⽂で公表した。 

 

Nishibata Y, Nonokawa M, Tamura Y, Higashi R, Suzuki K, Hayashi H, Masuda 

S, Nakazawa D, Tanaka S, Tomaru U, Ishizu A. Possible implication of 

intermolecular epitope spreading in the production of anti-glomerular basement 

membrane antibody in anti-neutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis. 

Clin Exp Rheumatol 40(4): 691-704, 2022. 
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3-1. 緒⾔ 
AAV は⾎漿中の ANCA 陽性を特徴とする全⾝性の⼩型⾎管炎である (Felicetti et al., 

2020; Jennette et al., 2013)。ANCA による好中球の活性化は AAV の病態形成に重要な役割
を果たしており(Nakazawa et al., 2019)、ANCA によって活性化された好中球は NE などの
プロテアーゼを放出する。実際に MPO-AAV では、⽷球体病変部に好中球をはじめとする
MPO 陽性細胞の浸潤と細胞外 MPO の沈着が確認されている (Kawashima et al., 2013)。 

抗 GBM 病は、抗 GBM 抗体の産⽣を伴うびまん性半⽉体形成性壊死性⽷球体腎炎およ
び肺出⾎を特徴とする臓器特異的⾃⼰免疫疾患である (McAdoo et al., 2017)。抗 GBM 病
患者の⾎清は、正常腎組織の凍結切⽚を⽤いた免疫蛍光法 (immunofluorescence: IF)で
GBM に結合することが⽰されている (Hara et al., 1986)。⼀⽅、FFPE 正常腎組織切⽚を
⽤いた IHC では、抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体は適切な抗原賦活化なしには GBM
抗原のエピトープに結合しない (Naito et al., 2003)。第 2 章で⽰したように、酸性条件下で
熱処理をすることにより、加熱によって直線化したタンパクの冷却に伴うリフォールディ
ングが阻害される結果 (Emoto et al., 2005)、GBM 抗原の潜在エピトープが表出する。興
味深いことに、プロテアーゼ処理によっても FFPE 正常腎組織切⽚の α3(IV)NC1 を表出
させることができたという報告がある (Guan et al., 2008)。 

抗 GBM 病患者の約 30%は⾎漿中に ANCA を保有し、AAV 患者の 5%は循環抗 GBM 抗
体が陽性である (Levy et al., 2004)。Olson らは、抗 GBM 抗体検出の少なくとも 1 年前に
ANCA が産⽣されている抗 GBM 病患者がいることを指摘している (Olson et al., 2011)。
これらの知⾒は、AAV と抗 GBM 病の関連を⽰唆するものである。Xie らは、MPO-ANCA
と抗 GBM 抗体の⼆重陽性の患者を報告した (Xie et al., 2015)。腎⽣検で GBM 上に線状の
IgG 沈着が認められ、ELISA によって⾎清の抗 GBM 抗体が α3(IV)NC1 を認識している
ことが確認されている。腎組織切⽚を⽤いた IHC で抗 GBM 抗体保有患者の⽷球体におけ
る α3(IV)NC1 の表出を直接⽰すことは、エピトープが⾎漿中の抗体によって既に占拠さ
れているため困難であるが、Xie らの報告は、抗 GBM 抗体を持つ AAV 患者の⽷球体にお
いて α3(IV)NC1 が表出していることを間接的に⽰していると⾔える。 

これらの証拠から、ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテアーゼが、
Col(IV)の 3-4-5α サブユニット NC1 ドメインの三量体同⼠を繋いでいるスルフィルイミ
ン結合に隣接するペプチド結合を切断することで α3(IV)NC1 の潜在エピトープの表出に
つながり、結果として、免疫システムが GBM エピトープを認識すると仮説を⽴てた。 

本研究では、ANCA に続き抗 GBM 抗体が産⽣されるメカニズムについて、前述した仮
説を検証するべく in vivo および in vitro で検討を⾏った。 
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3-2. 対象と⽅法 
3-2-1. ヒト由来の検体 

剖検によって得られた FFPE 腎組織を使⽤した。腎疾患は、MPA (n=4)、IgA 腎症 (IgA 
nephropathy: IgAN; n=2)、⾼⾎圧性動脈硬化症 (Arteriosclerosis; n=3) である。ユーイン
グ⾁腫で死亡したが腎病変を⽰さなかった患者の腎組織を、病理学的な異常所⾒がないこ
とを確認の上、正常腎組織として使⽤した。抗 GBM 抗体は全例陰性であった。健康なボラ
ンティアから、書⾯によるインフォームドコンセントを得た後、末梢⾎ (10 ml) を⼊⼿し
た。本研究は北海道⼤学⼤学院保健科学研究院における研究倫理審査委員会の承認を受け
て実施した (承認番号: 17-85, 18-7, 18-34)。 
 
3-2-2. 動物 

3 週齢、雄性の Wistar-Kyoto (WKY) ラットを三協ラボラトリー (Sapporo, Japan) より
購⼊し、使⽤した。動物実験は北海道⼤学動物実験委員会の承認を得て (承認番号: 15-0034)、
「北海道⼤学動物実験に関する規定」に従い実施した。 
 
3-2-3. 試薬 

百⽇咳毒素と phorbol myristate acetate (PMA) は Sigma-Aldrich より購⼊した。NE は
Abcam (Cambridge, UK) より購⼊した。リコンビナントヒト MPO 軽鎖は Cloud-Clone よ
り購⼊した。ヒト由来 MPO は RayBiotech (Peachtree Corners, GA, USA) または Elastin 
Products Company (Owensville, MO, USA) より購⼊した。 
 
3-2-4. 抗体 

⼀次抗体として、ラット抗 α3(IV)NC1 モノクローナル抗体 (clone H31, IgG2a)、ウサ
ギ抗 α3(IV)NC1 ポリクローナル抗体 (Cloud-Clone)、マウス抗 tumstatin, α3(IV)NC1 モ
ノクローナル抗体 (clone MAB7546, IgG1; Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA)、ウサギ抗
CD11c ポリクローナル抗体 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)、マウス抗
CD68 モノクローナル抗体 (clone KP1, IgG1; Abcam) を使⽤した。⼆次抗体として、HRP
標識ヤギ抗ラット IgG1 (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA)、IgG2a (Bio-Rad 
Laboratories)、IgG2b (Bio-Rad Laboratories) 抗体や、HRP 標識ヤギ抗ラット IgG 抗体 
(Bethyl Laboratories)、HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Jackson ImmunoResearch, West 
Grove, PA, USA)、HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (SeraCare Life Sciences, Milford, MA, 
USA)、FITC 標識ウサギ抗ラット IgG 抗体 (Agilent)、Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗ウサギ
IgG 抗体 (Abcam)、Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Abcam) を使⽤した。 
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3-2-5. FFPE 正常腎組織切⽚の抗原賦活化 
FFPE 正常腎組織を約 4 µm に薄切してシランコートされたスライドガラスに載せた。キ

シレンによる脱パラフィン後、酸性条件下 (0.2 M HCl、pH 0.9、6 分間）、中性条件下 (ク
エン酸緩衝液、pH 6.0、10 分間）、アルカリ性条件下 (Tris-EDTA、pH 9.0、20 分間) でオ
ートクレーブにより 121℃に加熱した。対照として加熱しなかった切⽚を使⽤した。 

別の実験では、FFPE 正常腎組織切⽚を脱パラフィン後、中性条件下で加熱し、S. griseus
由来のプロテアーゼ (0.5 mg/ml) に 37℃で 30 分間反応させた。5 分間流⽔洗した後、
α3(IV)NC1 の IHC を実施した。 
 
3-2-6. FFPE 正常腎組織切⽚を⽤いたα3(IV)NC1 の IHC 

抗原賦活後、切⽚を 3％ 過酸化⽔素加メタノールにさらして組織中のペルオキシダーゼ
を不活化した。抗体の⾮特異的結合をブロックした後、ラット抗 α3(IV)NC1 抗体 (1000
倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄後、HRP 標識ヤギ抗ラット IgG2a 抗体 
(1000 倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄後、切⽚上の HRP 活性を DAB 基
質で検出し、マイヤーのヘマトキシリン液で対⽐染⾊を⾏った。 
 
3-2-7. プロテアーゼによる Col(IV)分解 

Col(IV) 1 mg/ml と等量の S. griseus 由来のプロテアーゼ (終濃度 0、1.25、12.5、125、
1250 µg/ml) または NE (終濃度 0、125、250、500、1000、2000 µU/ml) を 37℃で 30 分
間反応させた。その後、80℃で 15 分間加熱して酵素を失活させた。検体は ELISA に供し、
α3(IV)NC1 を検出した。 
 
3-2-8. ELISA によるα3(IV)NC1 検出 

96 ウ ェ ル プ レ ー ト  (Thermo Fisher Scientific) の ウ ェ ル に 5 µg/ml の ラ ッ ト 抗
α3(IV)NC1 抗体 (50 µl/well) を 4℃で⼀晩、固相した。PBS-T で 4 回洗浄後、抗体の⾮
特異結合を阻⽌するために 1% スキムミルク含有 PBS-T (150 µl/well) をウェルに加えて、
室温で 1 時間静置した。ブロッキング液を除去した後、PC として α3(IV)NC1 (1.25 µg/ml) 
または試料 (50 µl/well) を加え、室温で 1 時間反応させた。PBS-T で洗浄後、1 µg/ml ウ
サギ抗 α3(IV)NC1 ポリクローナル抗体 (50 µl/well) を加え、室温で 1 時間反応させた。
PBS-T で洗浄後、さらに 20000 倍に希釈した HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (50 µl/well) 
と共に室温で 1 時間反応させた。PBS-T で洗浄後、3,3,5,5-tetramethylbenzidine (TMB) を
ウェルに添加し、遮光状態で静置した。30 分後に 1 M H2SO4 を加えて反応を停⽌させ、
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて 450 nm の吸光度を測定した。PC の吸
光度を 100 とし，試料の相対値 (反応率) を算出した． 
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3-2-9. IHC による患者の FFPE 腎組織切⽚のα3(IV)NC1 とマクロファージの検出 
腎疾患患者の FFPE 腎組織切⽚を Tris-EDTA 溶液に浸し、121℃で 20 分間オートクレー

ブした。その後、3% 過酸化⽔素加メタノールで組織中のペルオキシダーゼを不活化した。
抗体の⾮特異的結合をブロックした後、ラット抗 α3(IV)NC1 抗体 (1000 倍希釈) と室温
で 1 時間反応をさせた。アイソタイプコントロールとして、ラット IgG2a (MBL) を使⽤し
た。PBS で洗浄後、HRP 標識ヤギ抗ラット IgG2a 抗体 (1000 倍希釈) と室温で 1 時間反
応させた。PBS で洗浄後、切⽚上の HRP 活性を DAB 基質で検出し、マイヤーのヘマトキ
シリン液で対⽐染⾊した。 

別の実験では、α3(IV)NC1 で染⾊した切⽚を、さらにウサギ抗 CD11c ポリクローナル
抗体 (500 倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄した後、切⽚をアルカリホスフ
ァターゼ (alkaline phosphatase, AP) ポリマー試薬 (Agilent) と室温で 1 時間反応させた。
PBS で洗浄後、切⽚上の AP 活性をフクシン発⾊基質で検出し、マイヤーのヘマトキシリ
ン液で対⽐染⾊した。 

また、腎疾患患者の FFPE 腎組織切⽚をクエン酸緩衝液に浸し、121℃で 20 分間オート
クレーブして抗原を賦活した。その後、内因性ペルオキシダーゼの不活化と抗体の⾮特異的
結合をブロックした後、マウス抗 CD68 モノクローナル抗体 (50 倍希釈) と室温で 1 時間
反応させた。PBS で洗浄後、次に HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (100 倍希釈) と室温で
1 時間反応させた。PBS で洗浄後、切⽚上の HRP 活性を DAB 基質で検出し、マイヤーの
ヘマトキシリン液で対⽐染⾊した。 
 
3-2-10. IF による患者の FFPE 腎組織切⽚のα3(IV)NC1 とマクロファージの検出 

患者の FFPE 腎組織切⽚は、Tris-EDTA 溶液に浸し、121℃で 20 分間オートクレーブし
た。その後、⾮特異的抗体結合のブロッキングを⾏い、ウサギ抗 CD11c ポリクローナル抗
体 (500 倍希釈) と 4℃で⼀晩反応させた。PBS で洗浄後、Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗ウサ
ギ IgG 抗体 (1000 倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。次に、切⽚をマウス抗 CD68 モノ
クローナル抗体 (50 倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄した後、Alexa Fluor 
488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (500 倍希釈) と室温で 1 時間反応させ、続いて DAPI ⼊
り封⼊剤を⽤いて封⼊した。 

別の実験では、⾮特異的な抗体結合をブロックした後、FFPE 腎組織切⽚をマウス抗
tumstatin, α3(IV)NC1 モノクローナル抗体 (500 倍希釈) およびウサギ抗 CD11c ポリク
ローナル抗体 (500 倍希釈) と 4℃で⼀晩反応させた。PBS で洗浄後、Alexa Fluor 488 標識
ヤギ抗マウス IgG 抗体 (500 倍希釈) および Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 
(1000 倍希釈) に室温で 1 時間反応させ、DAPI ⼊り封⼊剤で封⼊した。 

切⽚は蛍光顕微鏡 (Nikon, Tokyo, Japan) で観察した。BZ-X 蛍光顕微鏡 (Keyence, 
Osaka, Japan) の z-stack 機能を⽤いてスライスビュー顕微鏡写真を撮影した。 
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3-2-11. AAV モデルラットの作製 
Little らのプロトコール (Little et al., 2009) に従い、WKY ラット (4 週齢、雄性) に、0

⽇⽬にヒト由来 MPO (1600 µg/kg) を免疫し、0 ⽇⽬と 2 ⽇⽬に百⽇咳毒素 (800 ng) を
腹腔内注射した (グループ 1: オリジナルプロトコール, n=11)。他の AAV モデルラットに
おいて PMA の投与が腎障害を悪化させることが⽰されており (Nakazawa et al., 2012)、モ
デルの腎障害を増悪させるために PMA を使⽤した。具体的には、ヒト MPO で免疫した
WKY ラットに、さらに 7、14、21、28 および 35 ⽇⽬に PMA (1 µg) を腹腔内注射した (グ
ループ 2: 改変プロトコール, n＝12)。コントロールとして 6 匹のラットを⽤意し、⾮病原
性 ANCA を誘発することが⽰されているリコンビナントヒト MPO 軽鎖で免疫するか 
(Nonokawa et al., 2019)、または免疫をせず、グループ 2 と同様の PMA 投与を⾏った (各
n＝3)。 
 
3-2-12. AAV モデルラットにおける尿、⾎清学的及び組織学的評価 

すべてのラットは 42 ⽇⽬に安楽死させ、⾎液と組織のサンプリングを⾏った。0、14、
28 ⽇⽬に尾採⾎による経時的な⾎液サンプリングを実施した。尿検体は、40 ⽇⽬に代謝ケ
ージを⽤いて採取した。尿採取後に直ちに試験紙法 (Siemens Healthineers, Erlangen, 
Germany) により尿潜⾎を評価した。⾎清は遠⼼分離により回収した。ANCA はフローサ
イトメトリー (flow cytometry: FCM) を⽤いて定量的に検出した。つまり、ヒト末梢⾎好
中球を 4％ PFA で固定し、透過洗浄バッファー (BioLegend, San Diego, CA, USA) を⽤い
て好中球細胞膜を透過させた。細胞 (1×106 /ml) とラット⾎清 (500 倍希釈) を室温で 30
分間反応させた。バッファーで洗浄後、細胞を 4 µg/ml の FITC 標識ウサギ抗ラット IgG 抗
体と室温で 30 分間反応させた。バッファーで洗浄後、細胞を Attune Acoustic Focusing 
Cytometer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) を⽤いて FCM に供した。死亡時の
⾎清 CRP および腫瘍壊死因⼦ (tumor necrosis factor: TNF)-α レベルは、それぞれ第⼀岸
本臨床センターおよび ELISA キット (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) で測定した。 

全⾝臓器の FFPE 組織を約 4 µm の切⽚に薄切し、キシレンで脱パラフィン後、ヘマトキ
シリン・エオジン (hematoxylin and eosin: HE) 染⾊を実施した。腎標本の最⼤割⾯におけ
る尿細管⾚⾎球円柱をカウントした。 
 
3-2-13. ラット⾎清中の抗 GBM 抗体の検出 

96 ウェルプレートに、ラットと⾼い相同性を⽰すリコンビナントヒト α3(IV)NC1 を 2.5 
µg/ml (50 µl/well) 加えて⼀晩、4℃で固相した。PBS-T で 4 回洗浄後、1% スキムミルク
含有 PBS-T (150 µl/well) を加えて室温で 1 時間静置した。ブロッキング液を除去した後、
10 倍に希釈したラット⾎清 (50 µl/well) をウェルに加え、室温で 1 時間反応させた。PBS-
T で洗浄後、10000 倍に希釈した HRP 標識ヤギ抗ラット IgG 抗体 (50 µl/well) を加えて
室温で 1 時間反応させた。PBS-T で洗浄後、TMB をウェルに加えた。30 分後に 1M H2SO4
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を加えて反応を停⽌させ、Multiskan FC を⽤いて 450 nm の吸光度を測定した。 
抗 GBM 抗体の IgG サブクラスを同定するために、20000 倍に希釈した HRP 標識抗ラッ

ト IgG1、IgG2a、IgG2b 抗体を⼆次抗体として使⽤した。 
 
3-2-14. ラット FFPE 腎組織切⽚の IHC 

正常ラットの FFPE 腎組織を約 4 µm に薄切し、シランコートされたスライドガラスに載
せた。脱パラフィン後、クエン酸緩衝液に浸して 20 分間 95℃のウォーターバスで加熱する
か、0.2 M HCl に浸して 105℃で 6 分間オートクレーブ処理した。これらの切⽚を
α3(IV)NC1 に対する IHC に供した。AAV ラットの FFPE 腎組織切⽚を脱パラフィン後、
α3(IV)NC1 および CD11c の検出の際にはクエン酸緩衝液に浸して、CD68 の検出の際に
は Tris-EDTA に浸して、20 分間 95℃のウォーターバスで加熱した。その後、組織中のペ
ルオキシダーゼを不活化し、抗体の⾮特異結合をブロックした後、マウス抗 tumstatin, 
α3(IV)NC1 抗体 (1 µg/ml)、ウサギ抗 CD11c 抗体 (100 倍希釈) またはマウス抗 CD68
抗体 (50 倍希釈) と室温で 1 時間反応させた。これらは抗ヒト抗体であるが、それぞれラ
ットと交差反応することが確認されている。PBS で洗浄後、HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗
体 (100 倍希釈) または HRP 標識ヤギ抗ラビット IgG 抗体 (500 倍希釈) と室温で 1 時間
反応させた。PBS で洗浄後、切⽚の HRP 活性を DAB 基質で検出し、マイヤーのヘマトキ
シリン液で対⽐染⾊した。 
 
3-2-15. 統計解析 

パラメトリック群の⽐較には Student の t-検定を、ノンパラメトリック群の⽐較には
Mann-Whitney の U-検定を⽤いた。p<0.05 を統計学的な有意とみなした。 
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3-3. 結果 
3-3-1. FFPE 正常腎組織切⽚のプロテアーゼ処理によるα3(IV)NC1 抗原の賦活化 

初めに、抗α3(IV)NC1 モノクローナル抗体を⽤いて、IHC における FFPE 正常腎組織切
⽚からの α3(IV)NC1 の賦活化を検討した。この抗体は、α3(IV)NC1 領域の⽴体構造上の
潜在部位に位置するアミノ酸配列 (IPSTVKA) を認識する。抗 α3(IV)NC1 抗体は抗原賦
活化を⾏わないとエピトープに結合しなかったが (Figure 13A)、酸性条件下 (Figure 13B) 
で切⽚を加熱すると、GBM とボウマン嚢基底膜の⾎管極側に明瞭な陽性像が観察された。
この線状の染⾊パターンは、抗 GBM 病患者の⾎清によって認識される GBM 抗原の特徴
的な分布と⼀致した (Nishibata et al., 2019)。⼀⽅、中性条件下 (Figure 13C) やアルカリ
性条件下 (Figure 13D) で切⽚を加熱しても、このような陽性像は認められなかった。興味
深いことに、抗 α3(IV)NC1 抗体は、FFPE 正常腎組織切⽚を中性条件下で加熱後に S. 
griseus 由来のプロテアーゼ溶液にさらすと、GBM に結合した (Figure 13E)。これらの結
果は、これまでの報告 (Guan et al., 2008; Naito et al., 2003) と⼀致し、プロテアーゼが 
Col(IV)を消化することで、α3(IV)NC1 の潜在エピトープが表出することが確認された。 
 
3-3-2. Col(IV)のプロテアーゼ分解によるα3(IV)NC1 の表出 

ホルマリンによるタンパク架橋の分解を⽬的としたプロテアーゼ処理は、IHC における
⼀般的な抗原賦活法の 1 つである。S. griseus 由来のプロテアーゼが、FFPE 正常腎組織中
のホルマリンによるタンパク架橋だけでなく Col(IV)⾃体も消化し、その結果として
α3(IV)NC1 が表出するか、ELISA により検証した。Col(IV)を様々な濃度のプロテアーゼ
で消化し、α3(IV)NC1 を検出する ELISA で測定した結果、Col(IV)を適切な濃度 (125 
µg/ml) の S. griseus 由来のプロテアーゼで消化した場合に、α3(IV)NC1 が検出されるこ
とが分かった（Figure 13F）。S. griseus 由来のプロテアーゼは少なくとも 3 つのカゼイン分
解活性と 1 つのアミノペプチダーゼ活性を有する。125 µg/ml 以上の濃度では α3(IV)NC1
⾃体が消化されてしまった可能性が⾼いと思われる。次に、S. griseus 由来の⼀般的なプロ
テアーゼの代わりに、好中球特異的なプロテアーゼである NE を⽤いて同様の検討を⾏っ
た。Col(IV)を NE で消化した場合にも、500 µU/ml 以上の濃度において α3(IV)NC1 の表
出が確認された (Figure 13G)。これらの結果から、NE を含むプロテアーゼが Col(IV)を消
化し、α3(IV)NC1 を表出させることが確認された。 
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Figure 13. プロテアーゼ消化によるα3(IV)NC1 の表出 
FFPE 正常腎組織切⽚を、加熱なし (A)、酸性熱処理 (B)、中性熱処理 (C)、アルカリ性熱
処理 (D)、中性熱処理後プロテアーゼ消化 (E) してから α3(IV)NC1 の IHC を実施した。
⼀般的なプロテアーゼとして、S. griseus 由来のプロテアーゼを⽤いた。代表的な顕微鏡写
真を⽰す。 
Col(IV) 1 mg/ml を S. griseus 由来のプロテアーゼ (F) または NE (G) により 37℃で 30
分間消化した。その後、80℃で 15 分間加熱してプロテアーゼを失活させ試料とした。PC
としてのリコンビナントヒトα3(IV)NC1 1.25 µg/ml を⽤い、α3(IV)NC1 検出⽤の ELISA
を実施した。PC の吸光度を 100 とし、サンプルの相対値 (反応率) を算出した。実験は独
⽴して 3 回繰り返し、各実験は⼆重で⾏った。*p<0.05; n.s., not significant.  
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3-3-3. FFPE 患者腎組織切⽚の GBM における抗α3(IV)NC1 の反応性 
AAV では、ANCA によって活性化された好中球由来の NE を含むプロテアーゼが、GBM

の Col(IV)を消化すると仮説を⽴てた。この仮説を検証するために、抗 α3(IV)NC1 モノク
ローナル抗体が MPA 患者の FFPE 腎組織切⽚の GBM と反応するか IHC によって評価し
た。MPA の⽷球体は、病変が乏しいものから全節性硬化まで多様な所⾒を呈することが特
徴である。Figure 14A に⽰すように、アルカリ性で加熱しプロテアーゼで処理しない場合、
つまりα3(IV)NC1 特異的な抗原賦活処理を⾏わない場合は、正常形態を保つ⽷球体への抗
体の結合は認められなかった。⼀⽅、MPA の半⽉体形成⽷球体では、特に抗原賦活を⾏わ
なくても、GBM に対する抗α3(IV)NC1 抗体の弱い結合が観察された (Figure 14B)。IgAN 
(Figure 14C) の活動性病変部でも、GBM に対する抗α3(IV)NC1 抗体の弱い結合が観察さ
れた。さらに、MPA (Figure 14D)、IgAN (Figure 14E)、⾼⾎圧性動脈硬化症 (Figure 14F) 
の硬化⽷球体では、抗α3(IV)NC1 抗体の明らかな結合が観察された。破壊され硬化した⽷
球体では、GBM の典型的な線状染⾊が不明瞭になっていたが、⼀次抗体のアイソタイプコ
ントロールであるラット IgG2a では染⾊性がほとんど認められないことから、抗体結合の
特異性が確認された (Figure 14B、D 挿⼊図）。これらの知⾒は、部分的には前述の仮説と
⼀致しているが、破壊⽷球体における α3(IV)NC1 の表出は、MPA だけでなく他の腎疾患
でも認められることが明らかになった。 
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Figure 14. 患者腎組織におけるα3(IV)NC1 の表出 
MPA (A、B、D)、IgAN (C、E)、⾼⾎圧性動脈硬化症 (F) 患者の FFPE 腎組織切⽚を⽤い
た HE 染⾊と、抗原賦活処理を⾏わない α3(IV)NC1 の IHC。正常形態を保つ⽷球体 (A)、
半⽉体形成⽷球体 (B)、ボウマン嚢との癒着を⽰す⽷球体 (C)、硬化⽷球体 (D-F)。代表
的な顕微鏡写真を⽰す。B および D の挿⼊図は、アイソタイプコントロールとしてラット
IgG2a を使⽤した場合の染⾊を⽰す。  
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3-3-4. CD11c 陽性マクロファージの分布 
破壊された⽷球体におけるα3(IV)NC1 の表出は AAV に限定的ではなかったが、抗 GBM

抗体の⼆次的な産⽣は AAV 以外の疾患ではほとんど⽣じない。そこで、次に抗原提⽰細胞 
(antigen-presenting cells: APCs) に着⽬した。組織浸潤性 CD11c 陽性マクロファージが抗
原提⽰に関与していることが報告されている (Wlodarczyk et al., 2014)。IF 染⾊により、
MPA の⽷球体、ボウマン嚢、尿細管に細胞表⾯ CD11c 陽性および細胞質 CD68 陽性マク
ロファージの存在が確認された (Figure 15A)。IgAN や⾼⾎圧性動脈硬化症患者の腎組織に
は、疾患の活動状態を⽰す CD68 陽性マクロファージが⼀定量存在するが (Figure 15B-D)、
これらの疾患の腎組織では CD11c 陽性マクロファージの浸潤は明らかではなかった 
(Figure 15B, C, E）。 
  



58 
 

 
Figure 15. CD11c 陽性マクロファージの腎臓への浸潤 
MPA (A)、IgAN (B)、⾼⾎圧性動脈硬化症 (C) 患者の FFPE 腎切⽚を⽤いた CD11c (⾚)
および CD68 (緑) の IF 染⾊。⽮印：細胞表⾯ CD11c 陽性かつ細胞質内 CD68 陽性のマク
ロファージ、⽮頭：CD68 陽性マクロファージ。代表的な顕微鏡写真を⽰す。 
⽷球体を中⼼とした⾼倍率視野 (10 視野) における CD68 陽性マクロファージ (D) およ
び CD11c 陽性マクロファージ (E) の数をカウントし、MPA と⾮ MPA (IgAN および⾼⾎
圧性動脈硬化症) の間で⽐較した。  
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3-3-5. CD11c 陽性マクロファージのα3(IV)NC1 への近接 
CD11c 陽性マクロファージと α3(IV)NC1 との関係を検討した。IF 染⾊により、MPA 

(Figure 16A) では CD11c 陽性マクロファージが病変⽷球体に浸潤しているが、IgAN 
(Figure 16B) および⾼⾎圧性動脈硬化症 (Figure 16C) の⽷球体には浸潤していないこと
が確認された。さらに、MPA の⽷球体に浸潤した CD11c 陽性マクロファージの⼀部は、
α3(IV)NC1 を細胞質に取り込んでいることが z-stack のスライス像から確認された 
(Figure 16D)。 
 
 
 

 
Figure 16. CD11c 陽性マクロファージの α3(IV)NC1 への近接 
MPA (A, D)、IgAN (B)、⾼⾎圧性動脈硬化症 (C) 患者の FFPE 腎組織切⽚を⽤いた CD11c 
(⾚) および α3(IV)NC1 (緑) の IF 染⾊。⽩⽮頭：CD11c 陽性マクロファージ (A)。代表
的な顕微鏡写真を⽰す。z-stack での代表的なスライス画像 (D)。⻩⽮頭：α3(IV)NC1 を
細胞質内に取り込む CD11c 陽性マクロファージ。  
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3-3-6. AAV モデルラットにおける腎組織障害の増悪 
ヒト由来 MPO で免疫した WKY ラットは AAV の優れたモデルとなるが (Little et al., 

2009)、ヒトの典型的な MPA と⽐較すると腎障害は軽度である。このモデルにおいて腎障
害を悪化させるため、PMA 投与が薬剤誘発 AAV モデルラットの腎障害を悪化させること
を⽰した先⾏研究 (Nakazawa et al., 2012) を参考にして、PMA を⽤いた改変プロトコール
を採⽤した。WKY ラット (n＝23) に、オリジナルプロトコール (Little et al., 2009) に従
ってヒト MPO を免疫し、その後 2 つのグループ、すなわち、PMA 投与なしのグループ 1 
(オリジナルプロトコール, n＝11) および PMA 投与を加えるグループ 2 (改変プロトコー
ル, n＝12) に分けた。グループ 2 のラットには、7、14、21、28、35 ⽇⽬に PMA (1 µg) の
腹腔内注射を⾏った。 

グループ 1 および 2 のすべてのラットは ANCA を産⽣し、その⼒価は両群間で同等であ
った (Figure 17A, B）。重度の尿潜⾎が両群で検出されたが (Figure 17C, 左)、CRP はグル
ープ 2 の⽅がグループ 1 より有意に⾼かった (Figure 17C, 中央)。さらに、このモデルの
病態形成に強く関与している TNF-α の⾎清レベルも (Shochet et al., 2020)、グループ 1 に
⽐べグループ 2 で上昇していた (Figure 17C, 右, p=0.0689）。これに対応して、腎最⼤割⾯
の尿細管⾚⾎球円柱数で表される腎組織障害の程度もグループ 2 がグループ 1 より⾼かっ
た (Figure 17D, p＝0.0634）。尿細管⾚⾎球円柱の上流側の尿細管への好中球の浸潤が観察
された (Figure 17E, 挿⼊図）。両群とも明らかな半⽉体形成性⽷球体腎炎は発症しなかっ
たが、これらの所⾒を総合すると、AAV ラットモデルにおいて PMA により腎臓の尿細管
障害が増悪していることが⽰唆された。 
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Figure 17. AAV 誘導ラット 
WKY ラット (n=23) にヒト MPO を免疫した後、PMA を投与しないグループ 1 (オリジナ
ルプロトコール, n=11) と PMA を投与するグループ 2 (改変プロトコール, n=12) の 2 群
に分けた。グループ 2 のラットには、7、14、21、28、35 ⽇⽬に PMA (1 µg) を腹腔内注
射した。FCM による ANCA 検出 (A, B)。尿潜⾎、CRP と TNF-α の⾎清レベルの⽐較 
(C)。腎組織標本の最⼤割⾯における尿細管⾚⾎球円柱の数の⽐較 (D)。尿細管⾚⾎球円柱
に代表される腎障害を⽰す HE 染⾊像 (緑⽮頭；E)。挿⼊図の⽮印は、尿細管⾚⾎球円柱の
上流側の尿細管に浸潤した好中球。代表的な顕微鏡写真を⽰す。  
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3-3-7. 腎障害増悪 AAV モデルラットにおける抗 GBM 抗体の産⽣ 
AAV モデルにおける抗 GBM 抗体の産⽣を調べるために、0 ⽇⽬と 42 ⽇⽬の⾎清サンプ

ルを ELISA に供した (Figure 18A）。0 ⽇⽬の⾎清の全てに抗 GBM 抗体は検出されなかっ
た (n=23)。42 ⽇⽬の⾎清については、グループ 1 のラットおよび MPO の免疫なしに PMA
を腹腔内注射したラット (データ⾮提⽰) ではいずれも抗 GBM 抗体を産⽣しなかったが、
グループ 2 の 2 匹のラット (#6 および#9) は抗 GBM 抗体を産⽣した。興味深いことに、
⾃⼰抗体産⽣の経時的な解析により、これらのラットでは ANCA の産⽣に遅れて抗 GBM
抗体が産⽣されていることが明らかになった (Figure 18B)。また、グループ 2 の AAV ラッ
トで産⽣された抗 GBM 抗体のサブクラスは、病原性サブクラス (Zhao, Yan, et al., 2009) 
の⼀つである IgG2a であることが判明した (Figure 18C）。 

AAV ラットでは、⽷球体ではなく間質性尿細管障害が PMA 投与により増悪していた。
ヒトとは異なりラットでは、α3(IV)NC1 を含む Col(IV)は⽷球体だけでなく尿細管の基底
膜にも分布していた (Figure 18D)。この結果は、Col(IV)の α3 サブユニットがラットの尿
細管基底膜に分布していることを⽰した既報 (Sugihara et al., 1996) と⼀致する。IHC に
より、抗 GBM 抗体を産⽣したグループ 2 のラットの腎間質組織の障害部位では
α3(IV)NC1 が表出し、その周辺への CD11c 陽性マクロファージの浸潤を認めたが、抗
GBM 抗体を産⽣しないグループ 1 および 2 のラットには、α3(IV)NC1 の表出、CD11c 陽
性マクロファージの浸潤、いずれも認められなかった (Figure 18E)。 
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Figure 18. AAV モデルラットにおける抗 GBM 抗体の産⽣ 
⾎清中の抗 GBM 抗体を ELISA で測定した (A)。0 ⽇⽬のすべての⾎清で、抗 GBM 抗体
は検出されなかった。42 ⽇⽬では、グループ 1 では抗 GBM 抗体を産⽣するラットはいな
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かったが、グループ 2 では 2 匹 (#6, #9) が抗 GBM 抗体を産⽣した。グループ 2 の#6 と
#9 のラットにおける ANCA ⼒価と抗 GBM 抗体価の経時的な推移 (B)。ANCA の⼒価は
FCM の平均蛍光強度として表⽰した。抗 GBM 抗体の IgG サブクラスは ELISA で測定し
た (C)。正常ラット腎組織切⽚における α3(IV)NC1 の分布 (D)。正常ラットの FFPE 腎
組織切⽚を pH 6.0 (左) または pH 0.9 (右) で加熱し、α3(IV)NC1 の IHC に供した。抗
GBM 抗体を産⽣したグループ 2 のラット腎臓 (#6) では α3(IV)NC1 の表出 (⿊⽮印) と
CD11c 陽性かつ CD68 陽性細胞の浸潤 (⿊⽮頭) が認められたが、グループ 1 のラットお
よび抗 GBM 抗体を産⽣しないグループ 2 のラット (#4) の腎臓では、それらのいずれも
認められなかった (E)。代表的な顕微鏡写真を⽰す。 
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3-4. 考察 
抗 GBM 病は、抗 GBM 抗体が病原となってびまん性半⽉体形成性壊死性⽷球体腎炎お

よび肺出⾎をきたす臓器特異的⾃⼰免疫疾患である (McAdoo et al., 2017)。通常、腎⽣検
の凍結切⽚を⽤いた IF により、GBM に沿った線状の IgG 沈着が検出され、本疾患を診断
する上での重要な所⾒となっている。しかし、患者⾎清中の抗 GBM 抗体は FFPE 正常腎組
織切⽚の GBM には結合できない。これは、α3(IV)NC1 に存在する抗 GBM 抗体の主要エ
ピトープが⽴体構造上、潜在状態にあるためである (Naito et al., 2003; Pedchenko et al., 
2010; Vanacore et al., 2011)。抗ペルオキシダシン抗体が、3-4-5α-サブユニット三量体の
NC1 ドメインのスルフィルイミン結合のミスフォールディングに寄与することが⽰唆され
ているが (McCall et al., 2018)、抗 GBM 病患者における潜在抗原の表出メカニズムは未だ
不明である。 

抗 GBM 病と AAV は密接に関与しているという臨床的な知⾒に基づき (Hara et al., 1986; 
Olson et al., 2011)、ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテアーゼが
Col(IV)を消化し、その結果として GBM の潜在抗原を表出させると仮説を⽴てた。実際、
活 性 化 好 中 球 か ら 放 出 さ れ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ -9 (matrix 
metalloproteinase-9: MMP-9) による Col(IV)の消化 (Carmona-Rivera et al., 2015) によっ
て、潜在状態にある α3(IV)NC1 が表出することが報告されている (Hamano et al., 2003) 。
今回、MMP-9 と同様に NE による Col(IV)の消化で α3(IV)NC1 が表出したこと、原因疾
患によらず破壊された⽷球体において α3(IV)NC1 の表出が認められるが、CD11c 陽性マ
クロファージの浸潤を伴うのは MPA (AAV) に特徴的であること、⼀部の AAV モデルで
は ANCA に遅れて抗 GBM 抗体が産⽣されたことを提⽰した。 

ELISA では、Col(IV)から α3(IV)NC1 を表出するために、500 µU/ml 以上の濃度の NE
が必要であった。この濃度はかなり⾼いが、ANCA で活性化された好中球から放出された
NE は、⽷球体の微⼩環境で GBM を消化することを考慮すると、必ずしも⾮現実的ではな
い。また、α3(IV)NC1 の検出量は極めて低かった。NE は、3-4-5α サブユニット NC1 六
量体のスルフィルイミン結合付近を切断し、その結果 α3(IV)NC1 が表出すると推定して
いる。そのため、スルフィルイミン結合そのものが切断される場合と⽐較して、α3(IV)NC1
の表出は不完全となっている可能性がある。NE 消化後の Col(IV)を試料とする ELISA にお
いて抗体の反応性が低かったのはこうした原因が考えられた。 

α3(IV)NC1 の表出は、IgAN や⾼⾎圧性動脈硬化症など原因疾患によらず、破壊⽷球体
で観察された。IgAN では MMP-9 がメサンギウム病変の形成に関与すること (Danilewicz 
& Wagrowska-Danilewicz, 2010)、⾼⾎圧性腎症の発症にはマスト細胞由来のトリプターゼ
やキマーゼが関与すること (Welker et al., 2008) などが明らかにされている。AAV におけ
る ANCA によって活性化した好中球由来のプロテアーゼと同様に、硬化に⾄るまでの間に
⽷球体が破壊されることによって⽣じる α3(IV)NC1 の表出にこれらのプロテアーゼが寄
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与している可能性がある。 
⼀⽅、本研究では、破壊⽷球体に表出される α3(IV)NC1 の近傍に CD11c 陽性マクロフ

ァージの浸潤を認めることが MPA (AAV) の特徴であることを⽰した。加えて、MPA の病
変部に浸潤した CD11c 陽性マクロファージの⼀部は、細胞質に α3(IV)NC1 を取り込んで
いることが確認された。この所⾒は、マクロファージによる破壊された GBM のクリアラン
スを反映していると考えられるが、Wlodarczyk らは、組織浸潤 CD11c 陽性マクロファージ
が APC として機能することを証明している (Wlodarczyk et al., 2014)。本研究は抗 GBM
抗体産⽣に⾄る経路を完全には解明していないが、α3(IV)NC1 を取り込んだ CD11c 陽性
マ ク ロ フ ァ ー ジ が 所 属 リ ン パ 節 に 流 れ 込 み 、 主 要 組 織 適 合 遺 伝 ⼦ 複 合 体  (major 
histocompatibility complex: MHC) クラス II に GBM エピトープを提⽰し、続く免疫反応
をヘルパーT 細胞が制御すると推測される。そのメカニズムの解明については今後の重要
な課題である。さらに、CD11c 陽性以外の表現型を持つマクロファージが GBM 抗原提⽰
に寄与しているかどうかの検討も今後の課題として残されている。 

Ootaka らは、IgAN のサブタイプによっては⽷球体病変部に CD11c 陽性細胞の浸潤が観
察されることを報告している (Ootaka et al., 1997)。IgAN による⽷球体破壊により表出し
た α3(IV)NC1 を APC が抗原提⽰すれば、AAV と同様に抗 GBM 抗体が産⽣されると推
測される。実際、IgAN の経過中に抗 GBM 病を発症した患者が報告されている (Kojima et 
al., 2019)。 

本研究では PR3-ANCA 陽性の AAV 患者が含まれておらず、また、採⽤したラットモデ
ルは MPO-AAV 誘導モデルであったために、抗 GBM 抗体産⽣に ANCA の抗原特異性の違
いが関与するかどうかは判断できなかった。しかしながら既報では、MPO-ANCA のみなら
ず PR3-ANCA でも、抗 GBM 抗体との⼆重陽性を⽰す場合があることが報告されており 
(McAdoo et al., 2017)、ANCA 特異性は抗 GBM 抗体産⽣に無関係であると考えられる。 

⼤変興味深いことに、PMA を追加投与する改変プロトコールで作製した AAV モデルラ
ットの⼀部で抗 GBM 抗体が産⽣された。PMA 投与は AAV モデルラットの腎尿細管破壊
を悪化させた。ヒト由来 MPO の代わりにリコンビナントヒト MPO 軽鎖を免疫原として
⽤いた場合、好中球を⽤いた FCM で ANCA は検出されず (Nonokawa et al., 2019)、PMA
投与にかかわらず腎組織破壊は少なかった (⾮提⽰データ)。また、⾮病原性リコンビナン
トヒト MPO 軽鎖を免疫した後に PMA を投与したラットでは、⾎清 CRP は有意に上昇し
なかった。これらのことから、好中球の MPO と結合できる ANCA の産⽣がなければ、PMA
⾃体が⾎清 CRP を上昇させて腎組織破壊を誘発することはないと考えられ、グループ 2 の
ラットにおける CRP の上昇は腎間質性炎症が反映されていると考えられた。PMA は cyclic 
AMP の活性化物質であり、好中球のプライミングを誘導し (Shida et al., 2016)、ANCA を
介した好中球の活性化を促進し、活性化好中球を介した炎症と腎組織破壊の増悪に寄与す
ると考えられる。これに対応するように、実際、TNF-α の⾎清レベルはグループ 1 よりも
グループ 2 のラットで⾼かった。α3(IV)NC1 を含む Col(IV)は、ラットの尿細管基底膜に
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分布していることから、障害を受けた尿細管間質に α3(IV)NC1 が表出するのは妥当であ
ると考えられる。 

これらの知⾒から、AAV では ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテ
アーゼが Col(IV)を消化して α3(IV)NC1 を表出し、AAV 特異的 CD11c 陽性マクロファー
ジが表出したエピトープを捕捉して抗原を提⽰し、最終的に免疫システムが抗 GBM 抗体
を産⽣すると考えられた (Figure 19）。これは、分⼦間エピトープ拡散 (intermolecular 
epitope spreading) の概念に相当するものである。 

 
 
 
 

 
Figure 19. AAV による抗 GBM 抗体産⽣メカニズムの模式図 
AAV では、ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテアーゼが Col(IV)を
消化して α3(IV)NC1 が表出し、AAV 特異的 CD11c 陽性マクロファージが GBM エピト
ープを捕捉して抗原提⽰し、最終的に免疫系が抗 GBM 抗体を産⽣する。これは分⼦間エピ
トープ拡散 intermolecular epitope spreading の概念に相当する。  
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エピトープ拡散 epitope spreading は、多発性硬化症 (multiple sclerosis: MS) のマウスモ
デルで初めて報告された (Lehmann et al., 1992)。この現象は、あるエピトープに対する⼀
次免疫応答による組織破壊、APC による組織断⽚の貪⾷、そして新しいエピトープに対す
る⼆次免疫応答の誘導という段階を経て起こる (Vanderlugt & Miller, 2002)。エピトープの
拡散は、単⼀の抗原内で起こるものと、複数の抗原間で起こるものがあり、前者を分⼦内エ
ピ ト ー プ 拡 散 intramolecular epitope spreading 、 後 者 を 分 ⼦ 間 エ ピ ト ー プ 拡 散
intermolecular epitope spreading と呼ぶ。分⼦内エピトープ拡散は、MS に認められるよう
な段階的な病気の進⾏と関連している。⼀⽅、分⼦間エピトープ拡散は、病気の移⾏や合併
症に関係する。例えば、尋常性天疱瘡から落葉状天疱瘡への移⾏ (Kawana et al., 1994) や
橋本甲状腺炎とバセドウ病の合併 (McLachlan et al., 2007) などで分⼦間エピトープ拡散
の関与が論じられている。筆者の知る限り、本研究は AAV における抗 GBM 抗体産⽣に分
⼦間エピトープ拡散が関与していることを初めて⽰唆した報告である。 

腎臓において α3(IV)NC1 の表出と CD11c 陽性マクロファージが密接に関係するにもか
かわらず、すべての AAV 患者が抗 GBM 抗体を産⽣するわけではない。AAV 患者における
抗 GBM 抗体産⽣のメカニズムには、他の要因 (例えば MHC ハプロタイプなどの遺伝的背
景) が関与している可能性がある。⼀⽅、近交系 WKY ラットで誘導した AAV では、抗
GBM 抗体産⽣ラットにおいてのみ、障害腎組織における α3(IV)NC1 の表出が検出された
ことから、腎組織破壊の重症度が抗 GBM 抗体産⽣に深く関与している可能性が考えられ
た。 

IgG サブクラスは、抗 GBM 病の重症度と関連することが報告されている (Zhao, Yan, et 
al., 2009)。AAV ラットの抗 GBM 抗体サブクラスを ELISA で調べたところ、病原性サブク
ラスの 1 つである IgG2a であった。しかし、AAV モデルラットにおいて ANCA に続いて
産⽣される抗 GBM 抗体の病原性については、今後の研究で明らかにする必要がある。 

検討した患者数が少ないこと、AAV モデルラットでの抗 GBM 抗体産⽣の頻度が低いこ
とが本研究の限界である。前者について、⾼⾎圧性動脈硬化症の進⾏には活動性の炎症はあ
まり関与しないが、IgAN では IgA 免疫複合体を介した補体活性化により活動性の炎症が誘
導される。本研究で検討した IgAN 患者の病態は、急性活動期というよりは、慢性進⾏期の
状態であった可能性がある。CD11c 陽性マクロファージの GBM 近傍への浸潤が真に AAV
に特異的であるかを明らかにするためには、活動期の IgAN や半⽉体形成性⽷球体腎炎を伴
う他の腎疾患を含む、より多数の症例を⽤いて検証する必要がある。後者については、原則
的に遺伝的背景が均質な動物を⽤いた実験では同様の結果が得られると考えられる。今回
の検討においても、MPO 免疫後の MPO-ANCA 産⽣や AAV の発症は、グループ 1、2 と
も同様であった。⼀⽅で、グループ 2 (n=12) では、抗 GBM 抗体を産⽣したラットは 2 匹
のみであった。このモデルにおける抗 GBM 抗体産⽣は、AAV による組織障害の部位と程
度、α3(IV)NC1 の表出量、病変部への APC の浸潤などの複数の要因に起因していると推
測される。抗 GBM 抗体産⽣の多様性は、抗体産⽣に⾄るまでの多くのステップに起因して
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いる可能性があるため、今後、より⼤規模な研究によって検証する必要があると考える。 
抗 GBM 病の合併は、AAV の予後不良につながることが明らかになっている (McAdoo 

et al., 2017)。実際、AAV 患者における肺出⾎発症者の割合について、抗 GBM 抗体陰性患
者では 23％なのに対し、抗 GBM 抗体陽性患者では 38％に上昇する。AAV の予後不良に
つながる抗 GBM 抗体産⽣のメカニズムの⼀端が明らかになったことは、AAV の予後悪化
を⾷い⽌める⼀つの戦略開発の⾜掛かりとなる。 
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3-5. 結論 
本研究により、以下のことが明らかとなった。 
 

 NE を含むプロテアーゼにより Col(IV)が消化されることでα3(IV)NC1 が表出するこ
とを IHC と ELISA で⽰した。 

 疾患によらず破壊⽷球体においてα3(IV)NC1 の表出が認められるものの、表出したα
3(IV)NC1 に近接する CD11c 陽性マクロファージの浸潤は MPA (AAV)に特徴的であ
った。 

 既報のプロトコールを改変することで腎障害を増悪させた MPO-AAV モデルの⼀部の
個体において、ANCA に続き抗 GBM 抗体が産⽣された。 
 

これらの知⾒により、AAV における抗 GBM 抗体産⽣に分⼦間エピトープ拡散
intermolecular epitope spreading が関与することが⽰唆された。 
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総括 
第 1 章では、IIF の ANCA 検出基板における好中球固定法の違いによる抗原性の経時的

変化について検討した。いずれの固定法でも 2 か⽉間の保存により細胞数や抗原分布に変
化は⾒られなかったが、抗原性には固定法依存的な経時的減衰が認められ、⽬視による抗体
価判定に影響を及ぼす恐れが⽰唆された。 

 
第 2 章では、治療抵抗性を⽰した抗 GBM 病患者⾎清中の抗 GBM 抗体が認識するエピ

トープについて解析を⾏った。再燃を繰り返す患者⾎清中に存在する抗 GBM 抗体が認識
するエピトープは単回発症患者とは異なっており、エピトープの違いが抗 GBM 病の臨床
経過の違いに反映されている可能性が⽰唆された。 

 
第 3 章では、AAV において ANCA に続き抗 GBM 抗体が産⽣されるメカニズムに関する

検討を⾏った。ANCA によって活性化された好中球から放出されるプロテアーゼが Col(IV)
を消化して α3(IV)NC1 が表出し、AAV 特異的 CD11c 陽性マクロファージが GBM エピ
トープを捕捉して抗原提⽰し、免疫系が抗 GBM 抗体を産⽣する。ANCA に続く抗 GBM 抗
体産⽣には、分⼦間エピトープ拡散 intermolecular epitope spreading の関与が⽰唆された。 

 
ANCA や抗 GBM 抗体などの病原性⾃⼰抗体が認識する抗原の変化は、抗体価の測定結

果や⾃⼰免疫病態へ影響を与える。⾃⼰免疫疾患の病態理解に⾃⼰抗体の評価は⽋かせな
いが、抗体が認識する抗原の状態についても併せて評価することが重要である。 
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