
 

 

厚生労働科学研究費補助金（免疫アレルギー疾患等予防・治療研究事業） 

総合研究報告書 

 

抗シトルリン化ペプチド抗体陰性関節リウマチ患者における新規自己抗体に関する研究 

                                                 

分担研究者： 三森 経世   京都大学大学院医学研究科内科学講座臨床免疫学 教授 

 協力研究者： 大村 浩一郎  京都大学大学院医学研究科内科学講座臨床免疫学 講師 

 

研究要旨 

抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗CCP抗体）は関節リウマチ（RA）の特異的自己抗体であるが、早期RAの約半数は抗

CCP抗体陰性であり、診断がしばしば困難である。診断の遅れが関節破壊につながるため、抗CCP抗体陰性RAの特異

的な診断マーカーが求められている。今回我々はAlphaScreen法と呼ばれる自己抗体の網羅的スクリーニング法を用いて

抗CCP抗体陰性 RAの自己抗体のスクリーニングを行った。native 蛋白に対する抗体と未知のシトルリン化蛋白に対する

抗体の両方をスクリーニングした。多くの native 蛋白に対する抗体は健常人でも認められることが判明。健常人コントロー

ルをおいて再検索し、14個の未知のシトルリン化蛋白が候補対応抗原としてあがり、そのうち2個が頻度は少ないながら新

規自己抗体として明らかになった。 

 

A.研究目的 

抗環状シトルリン化ペプチド抗体（抗 CCP抗体）は関節

リウマチ(RA)の特異的自己抗体であるが、早期 RAでの陽

性率は50%程度にすぎず、診断・治療の遅れから関節破壊

の進行をまねく。本研究では抗CCP抗体陰性 RAの診断

に有用な新規自己抗体を検索する。 

 

B.研究方法 

まず、一般に抗CCP抗体陰性RAは骨破壊が少ないと

考えられがちであることから、最重症型 RAである全身性ム

チランス型 RA患者における抗CCP抗体の陽性率を調査

した。 

自己抗体のスクリーニングには AlphaScreen 法を用いた。

AlphaScreen 法は愛媛大学無細胞生命科学工学研究セン

ターにて開発された無細胞合成蛋白質アレイによる自己

抗体検索スクリーニング法であり、2 つのビーズが近接した

ときのみレーザーを当てると化学発光するシステムで、本

研究ではStrepto-Avidinをコートしたdonor beadsとprotein 

A をコートした acceptor beads を用いる。患者血清をあらか

じめProtein Aコートしたacceptor beadsと反応させておき、

準備しておいたビオチン化蛋白と donor beads を加え、そ

の蛋白と反応する自己抗体が血清に含まれていればビー

ズが近接し発光するという方法である。 

最初は抗CCP抗体陰性かつRF陰性でX線上典型的

な骨破壊像を認める RA患者血清 8検体を用いて小規模

の native 蛋白(243 蛋白)に対する自己抗体のスクリーニン

グを行った。次に 2181 種類のビオチン化蛋白ライブラリー

にて、3例の抗CCP陰性RA、4例の抗CCP抗体陽性RA、

3例の健常人の血清を用いて、native蛋白、シトルリン化蛋

白に対する自己抗体をスクリーニングした。 

 

（倫理面への配慮） 

患者血清を用いる場合、個人情報がわからないようにする

ため、匿名符号を用いて実験および解析をした。 

 

C.研究結果 



 

 表１．全身性ムチランス型 RA 38 例の抗CCP抗体価  

抗 CCP抗体価         患者数（%） 

陰性(4.5 U/ml 未満)       3 例 （7.9%) 

弱陽性（4.5-10 U/ml）       2 例 （5.3%） 

    陽性（10 U/ml 以上）       33 例 （86.8%） 

  

まず、全身性ムチランス型 RA患者の抗CCP抗体価を

測定したところ、38例中3例 （7.9%）は陰性、2例は弱陽性

(5.3%)であった。抗CCP抗体陰性RAでも severeな骨破壊

をきたすことを示している。 

次に、243種のnative 蛋白（予備実験においてRA血清

に反応することがわかっている）を用いて AlphaScreen にて

8 人の抗CCP抗体陰性 RA血清中の自己抗体を検索し 6

蛋白が候補として上がった。しかしながら、ELISA の系を組

み、健常人、SLE 患者、抗 CCP抗体陽性 RAで反応性を

確認すると、いずれも健常人にも反応する抗体であること

が判明した。ABCF1、RPL29 の結果を図 1に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１． RA, SLE, 健常者における ABCF1, RPL29 に対

する抗体価。抗CCP抗体陰性RA（CCP(-)）、抗CCP抗体

陽性 RA (CCP(+))、SLE、健常者(HC)各 10 名の血清中の

抗ABCF1 抗体、抗 RPL29 抗体価を ELISA 法にて測定し

た。 

 

このことは、逆に健常人の自己抗体を detect できるほど

AlphaScreen 法の感度が非常に高いことを示すと同時に、

コントロールとして健常人血清をおくことの重要性を表して

いる。 

そこで、次の実験では比較的関節破壊の強い 3例の抗

CCP抗体陰性 RA患者血清と、対照として 4例の抗CCP

抗体陽性 RAおよび 3例の健常人血清を用いて、2181 種

類のビオチン化蛋白ライブラリーにてAlphaScreenを行った。

この際、native 蛋白に対する反応をみるのと同時に、未知

のシトルリン化蛋白に対する自己抗体のスクリーニングを行

った。シトルリン化蛋白のライブラリーは 2181種類のビオチ

ン化蛋白ライブラリーを一斉に PAD もちいて、シトルリン化

することで得られた。ここでは未知のシトルリン化蛋白に対

する抗体の結果を示す。 

実験ごとにAlphaScreenのOD値のベースが多少異なる

ため、実験毎で各血清に対応する mock（20 well 以上）の

OD値を基にmean + 3SD を cut-off 値として設定した。抗

CCP抗体陽性RA血清では明らかにシトルリン化蛋白に対

する反応が強く、抗 CCP抗体陽性 RA血清（4 検体）で陽

性となったシトルリン化蛋白の数は 2181 蛋白中 186 個、そ

れに対して、抗 CCP抗体陰性 RA血清（3 検体）では陽性

となったシトルリン化蛋白の数は 2181 蛋白中 14 個のみで

あり、健常人血清（3 検体）では陽性となったシトルリン化蛋

白の数は 2181 蛋白中 9個であった（表 2）。 

 

表 2 2181 個のシトルリン化蛋白中、自己抗体が検出され

た蛋白数 

   検体（血清）     陽性蛋白数 

抗 CCP抗体(+)RA  186 

抗 CCP抗体(-)RA   14 

健常人     9  

抗CCP抗体陰性RA血清で比較的高いOD値を示し、

健常人血清では陰性であった候補タンパクを３つ選び

validation studyを行った。まずはWestern blotによりシトル

リン化候補タンパクに対する自己抗体であることを確認した。

蛋白③に対する反応を図 2に示す。 

 

 

 

 



 

図 2 シトルリン化候補タンパク③に対する自己抗体 

候補タンパク③とそのシトルリン化したタンパク、またシトル

リン化した際に用いた酵素の PAD を電気泳動し、ニトロセ

ルロース膜に転写したのち、抗 CCP抗体陽性患者血清 2

検体、膠原病患者血清1検体（CTD）、健常人血清1検体

(HC)と反応させ、Western Blot を行った。native 蛋白のバ

ンドはないが、シトルリン化蛋白に対するバンドが強く認め

られる。抗CCP抗体(+)RA患者血清はPADに対する抗体

も弱く認められている。 

さらに、抗 CCP抗体(-)RA 血清のうち 1検体でも高いOD

値を示し、健常人では陰性であった蛋白を 3個選び、

ELISA法にて抗CCP抗体(+)RA患者 30例、抗CCP抗体

(-)RA 患者 30 例、他の膠原病患者 22 例、健常人 20 例を

用いて、非シトルリン化蛋白およびシトルリン化蛋白に対す

る陽性率を検討した。蛋白①に対する結果を図 3 と図 4に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 native およびシトルリン化蛋白①に対する抗体価 

膠原病患者22例、抗CCP抗体(+)RA患者 30例の native

蛋白①とそのシトルリン化した蛋白①に対する抗体価を

OD値で示し、同じ患者血清を直線で結んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 各疾患、健常人での抗蛋白①抗体価 

抗CCP抗体(+)RA患者30例、抗CCP抗体(-)RA患者30

例、他の膠原病患者 22 例、健常人 20例の native 蛋白①

とそのシトルリン化した蛋白①に対する抗体価をOD値で

示す。 

 

図 3 より膠原病患者の陽性例は主に native 蛋白に対する

抗体で、RA患者陽性例はシトルリン化蛋白に対する抗体

であることがわかる。図 4で抗 CCP抗体(-)RA 患者 30 例

中1例に抗シトルリン化蛋白①抗体が認められたため、スク

リーニングに用いた血清3例を加えると33例中2例で陽性

ということになる。 

同様に蛋白②、蛋白③とそのシトルリン化した蛋白に対

する自己抗体価を ELISA で確認した。シトルリン化蛋白②

に対する自己抗体は抗CCP抗体陰性 RA30 例中 1例に

認められたが、これは native 蛋白に対する抗体であった。

シトルリン化蛋白③に対する抗体は 30 例の抗CCP抗体

(-)RA 患者血清中には認められなかった。 

 

D.考察  

 AlphaScreen法にて抗CCP抗体陰性RAにみられる自己

抗体を検索した。健常人にみられた陽性シグナルが

Western Blot (data not shown)や ELISA（図 1）にても確認

できたことは AlphaScreen 法が高い感度を有していることを

表している。AlphaScreen 法の利点を列記すると 

1． 同時に多数の自己抗体をスクリーニングできる 

2． 他のスクリーニング方法と異なり、陽性シグナルを示す

蛋白が既知であるため、蛋白同定の手間が必要ない 

3． 同時に蛋白の翻訳後修飾を行うことができる 

となるが、特に 3の特徴を生かして一斉に蛋白シトルリン化

をすることで、未知のシトルリン化蛋白抗体をスクリーニング

することができた。この方法の有効性が表2に示す通り、抗

CCP抗体陽性RA患者血清で多くのシトルリン化蛋白抗体

を検出したことから理解できる。抗 CCP抗体陰性 RA患者

血清に反応するシトルリン化蛋白は少ないが存在し（図 4）、



 

蛋白①のように33例中2例であっても、同様の蛋白を複数

見つけ組み合わせることで、抗CCP抗体陰性RA中の抗シ

トルリン化蛋白抗体をみつけ、診断能の向上が期待できる。

今回はスクリーニング後の validation として 3蛋白しか検討

できていないため、今後さらに確認作業を行うことで、診断

に有用な自己抗体を見つけることができると考えらる。 

 

E.結論 

 AlphaScreen 法を用いて関節破壊の強い抗CCP抗体陰

性 RA患者の自己抗体をスクリーニングし、これまでに２つ

未知のシトルリン化蛋白抗体を発見した。 
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