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研究要旨 

 抗 CCP 抗体陰性関節リウマチ(RA)はしばしば診断に苦慮し、治療開始が遅延し関節破壊が進行する。我々は抗 CCP

抗体陰性 RA の診断に有用な自己抗体の検索をビオチン化蛋白ライブラリーと AlphaScreen 法を用いてスクリーニングした。

抗CCP抗体陰性RA血清には未知のシトルリン化蛋白に対する抗体が含まれており、今回は未知の抗シトルリン化蛋白抗

体をスクリーニングした。まず抗 CCP 抗体陽性 RA 血清と反応する新規シトルリン化蛋白抗体を 186 個発見した。抗 CCP

抗体陰性 RA 血清と反応するシトルリン化蛋白は 14 個。うち 3 個を Western Blot および ELISA にて反応性、陽性率を検

討した。シトルリン化蛋白①は 33 例の抗 CCP 抗体(-)RA 血清中 2 例に陽性となり、20 名の健常人では陰性であり診断の

補助に用いられる可能性がある。 

 

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

の進行もまねく。今回我々は関節破壊を認める抗 CCP 抗

体陰性 RA 患者血清中に抗 CCP 抗体 detection kit に含ま

れていない抗シトルリン化タンパク抗体（ACPA）が存在す

るという仮説のもとに、AlphaScreen 法を用いて ACPA を網

羅的にスクリーニングし、抗 CCP 抗体陰性 RA の診断に役

立つ抗体を検索する。 

 

B.研究方法 

 AlphaScreen 法は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 と血清と反応させ

た protein A-coated acceptor beads を用いる。ビオチン化

蛋白ライブラリーに前記 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。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、シトルリン化し ACPA をスクリー

ニングする。 

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、非シトルリン化およびシトルリン

化タンパクライブラリーに対して AlphaScreen を行った。 

 検証に用いた３つの蛋白（①、②、③）は市販のものを購

入し、Western Blotting および ELISA に用いた。Western 

Blot ではスクリーニングで高い OD 値を示した 2 例の抗

CCP 抗体(+)RA と 1 例の膠原病患者、1 例の健常人を用い

た。ELISA ではスクリーニングに用いた血清を除いて 30 例

の抗 CCP 抗体(+)RA、30 例の抗 CCP 抗体(-)RA、22 例の

膠原病、20 例の健常人の血清を用いた。 

（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 

 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 1）。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（図 1）。 

次に、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。 

 

図１ 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。 
 
表 1 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  

 

蛋白①に対する結果を図 2 と図 3 に示す。図 2 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 3 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。 

図 2 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 3 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。 

 

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 法を用いて、シトルリン化蛋白抗体が効率よ

くスクリーニング可能であることが示された。本方法の利点

は翻訳後修飾を容易に行うことができ、それに対する自己

抗体を容易に検出できることである。今後、カルバミル化蛋

白抗体などの検出にも威力を発揮する可能性がある。 

 今回の検討で、新たなシトルリン化蛋白抗体を 186 個発

見し、そのうち３個に対して Western blot と ELISA にて検証

し、2 個が検証された。抗 CCP 抗体(-)RA 患者血清 31 例

中 2 例にシトルリン化蛋白①に対する抗体が認められ、抗

CCP 抗体(-)RA 患者血清中にも、未知のシトルリン化蛋白

抗体が存在することが示された。今後、残った 183 個の蛋

白を検証することで、抗 CCP 抗体(-)RA の診断に役立つ

自己抗体の組み合わせが見つかってくるものと期待する。 

 

E.結論 

 AlphaScreen 法が抗シトルリン化蛋白抗体のスクリーニン

グに優れていることが証明され、抗 CCP 抗体陰性 RA 患者

血清中にも未知のシトルリン化蛋白抗体が存在することも

示された。 
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