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1 .  実験背景および目的  

	 1-1. 自己免疫疾患について  

	 自己免疫疾患は正常な生体機能を阻害する自己抗体の産生および、Th17 (T  helper 

17 ) 細胞などの炎症性T細胞による、正常の細胞および組織に対する炎症性の傷害に

よって引き起こされる  [1]。また、自己免疫疾患には主としてT細胞の自己寛容の機構

の破綻が大きく関わっている。すなわち、自己寛容の維持および組織の炎症に対する

防御機構に重要な働きを持つ制御性T細胞  (Regulatory T  cell; Treg) と、炎症性サイ

トカインの産生に関わるTh17 との調和が崩れ、正常細胞および組織の損傷が進行す

ることで、自己免疫疾患が発症する  [2, 3]。このような免疫応答の異常に伴い、B細

胞から自己抗体が産生され、組織の炎症および損傷が促進される  [1]。自己免疫疾患

はその標的組織や症状が多岐にわたり、特定の臓器を標的とする疾患がある一方、全

身を標的とする疾患もある  [1]。とりわけ、生体維持の基本機能に関わる組織が標的

となる場合、疾患の進行によって生命が脅かされる  [4]。多くの自己免疫疾患では女

性の発症頻度が男性と比べて高い  [5, 6]。  

	 自己免疫疾患に対する感受性は家族性を示し、その感受性に影響を及ぼす最も重要

な遺伝因子は、ヒト白血球型抗原  (Human Leukocyte Antigen; HLA) 複合体である  

[7, 8]。HLAはヒトゲノムの中で最も多型性に富み、ヒト免疫応答や免疫関連疾患の

発症を制御する遺伝子である  [7]。血縁関係のない患者と健常者とを比較した研究で

得られた結果から、自己免疫疾患は多型に富むHLAクラスIおよびクラスIIの対立遺伝

子と最も強い相関を示すが、腫瘍壊死因子α (Tumor Necrosis Factor-α; TNF-α) の

ような他の遺伝子の多型との強い相関はみられていない  [9, 10]。   
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	 1-2. 全身性エリテマトーデスについて  

	 全身性エリテマトーデス  (Systemic Lupus Erythematosus; SLE) は、臨床的およ

び血清学的に最も多様と言える自己免疫疾患であり、これまでに 100 種類以上の自己

抗体がSLE患者の血清中から見つかっている  [11]。SLE患者の血清中に存在する自己

抗体は、核、細胞質、細胞膜、リン脂質、内皮細胞、および赤血球など多種多様な抗

原を標的とし、その病態についても、軽い症状から生命を脅かす多臓器不全まで様々

である。自己抗体の産生、免疫複合体の沈着、および補体の活性化を含めたSLEの特

徴的な症状は、免疫異常に伴って生じると考えられている  [12]。細胞表面に自己抗体

が結合した場合、細胞および組織の損傷の原因となる炎症反応が生じる。さらに、こ

の過程で可溶性の細胞内抗原が放出され、それが可溶性の免疫複合体を形成する。こ

の免疫複合体が血管、腎臓、関節などの組織に沈着し、さらなる炎症反応を引き起こ

す結果、自己成分に免疫応答がより反応しやすい環境がもたらされる。このように、

SLEは全身の組織を巻き込み、異常な自己免疫応答がさらなる自己免疫を刺激するこ

とで、免疫系が制御不能になる炎症性疾患である。SLEはアフリカやアジアに起源を

持つ出産適齢期の女性に特に多く、罹患率は 10万人あたり 4.3–150人である  [13–16]。

SLEを引き起こす、自己免疫の引き金となる詳細な要因は未だ明らかになっていない。 

	 SLEの症状は多岐にわたり、突発性の炎症期と比較的沈静した時期を交互に繰り返

すため、診断および治療が困難である。SLEの一般的な症候には、顔面に現れる蝶形

紅斑、関節炎、筋肉痛、漿膜炎、および腎炎などがある。寛解率はとても低く、多く

の患者は持続的な炎症症状に苦しんでいる。SLEに対する現在の治療法としては非ス

テロイド系の抗炎症薬、抗マラリア薬、およびコルチコステロイドが使用され、これ

により症状を和らげることができるが、SLEの進行を抑えるにはより強力な薬剤が必
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要となる。さらに、多くの薬剤、とりわけコルチコステロイドには副作用があるため、

長期の服用が制限される  [16–19]。  

	 SLEの診断には米国リウマチ学会の分類基準に基づいた診断  [20] が、これまでに

用いられている。しかしながら、その診断基準は皮膚ループスに重点が置かれており、

神経症状を含めた他臓器の疾患が見過ごされるといった問題がある  [21]。さらに、血

清学的診断基準で現在用いられている自己抗体-抗原の組み合わせは約 6 種類に限ら

れており  (抗二本鎖DNA抗体、抗Sm抗体、抗ヌクレオソーム抗体、抗リン脂質抗体、

抗ヒストン抗体、抗SSA抗体)、未だ十分な特異性が得られていないため、診断の遅れ

が生じやすいといった問題も指摘されている  [17, 21]。  

 

	 1-3. Natura l  k i l ler細胞について  

	 Natural k iller (NK) 細胞は自然免疫応答に重要な働きを持つリンパ球であり、癌

細胞およびウイルス感染細胞を含めた異常細胞の認識および排除に関わる他、骨髄移

植の際の拒絶反応にも関わる  [22–24]。NK細胞は細胞膜に発現しているリガンド結

合性受容体群を持ち、それらの受容体群が伝達するシグナルによりNK細胞の増殖、

傷害活性、および種々のサイトカインの産生が制御されている  [25]。NK細胞の受容

体は、異常のある抗原提示細胞の細胞膜に発現している、主要組織適合遺伝子複合体  

(Major Histocompatibility Complex; MHC) クラスIと結合する  [24]。ヒトのMHC

はHLAと呼ばれ、古典的HLAクラスI分子としてHLA-A, B, Cが知られている  [26]。

NK細胞の受容体は構造の違いにより、NK細胞免疫グロブリン様受容体とNK細胞レ

クチン様受容体の 2 種類に大きく分類される。抑制性NK細胞受容体のほとんどは

MHCクラスIをリガンドとするものであるが、カドヘリンやコラーゲンのような、体
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内に普遍的に発現する分子をリガンドとする受容体もこれまでに見つかっている   

[25, 27–30]。  

	 NK細胞の活性は細胞膜上で発現する、異なる受容体による活性型および抑制型シ

グナルのバランスによって制御されており、NK細胞が持続的に出すシグナルは抑制

型が優勢である。ウイルス感染および癌化の過程で自己のMHCクラスIの発現量が低

下すると、NK細胞が活性化する  [24]。このように、MHCクラスIの発現量の低下を

NK細胞が認識し、その活性を制御する機構は、「ミッシングセルフ仮説」として説明

されている  [31]。  

 

	 1-4. キラー細胞免疫グロブリン様受容体ファミリーについて  

	 キラー細胞免疫グロブリン様受容体  (K iller-cell Immunoglobulin-like Receptor; 

KIR) ファミリーおよびそれに関連した HLA クラス I リガンドは、NK 細胞による免

疫応答の制御に極めて重要である  [32]。 KIR ファミリーには活性型受容体  

(KIR3DS1, 2DS1–5)、抑制型受容体  (KIR3DL1–3, 2DL1–3, 2DL5)、活性型と抑制型

の両方の性質を持つ受容体  (KIR2DL4) をそれぞれコードする 14 個の遺伝子、およ

び活性のない偽遺伝子  (KIR2DP1, 3DP1) が、これまでに見つかっている  [33]。  

	 抑制型の KIR 受容体は、それぞれ異なる HLA クラス I 分子を認識し、NK 細胞の

傷害活性を抑制するシグナルを出す  [33]。KIR2DL1 は 80 番目にリジン残基を持つ

HLA-C アロタイプ  (HLA-C2) を、KIR2DL2, 3 は 80 番目にアスパラギン残基を持つ

HLA-C アロタイプ  (HLA-C1) を、それぞれ認識する。KIR3DL1 は、77–83 番目の

アミノ酸配列に Bw4 の血清学的な抗原決定基を持つ HLA-A, B アロタイプに結合す

る  [33, 34]。また、KIR3DL2 は限られた特異性を持ち、エプスタイン・バーウイル
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ス由来の特定のペプチドと HLA-A3あるいは HLA-A11との複合体を認識することが、

これまでに明らかになっている  [34]。  

	 活性型 KIR (KIR3DS1, 2DS1–5) のリガンドは未だ明らかになっていない。

KIR3DS1 は Bw4 との結合性がみられていないが  [35]、細胞外免疫グロブリンドメイ

ンにおける KIR3DL1 とのアミノ酸配列の相同性が約 95%であるため、HLA-Bw4 と

弱く結合する可能性がある  [36]。同様に、KIR2DS1 (KIR2DL1 の相同体 ) および  

KIR2DS2 (KIR2DL2 の相同体) は、HLA-C2 および HLA-C1 に、それぞれ弱い結合

性を示すと考えられている  [37, 38]。  

 

	 1-5. NK細胞と自己免疫疾患との関連  

	 自己免疫疾患は標的臓器からの自己抗原の放出、免疫細胞の標的組織へのホーミン

グ、および組織の破壊などといった段階を経て発症するが、NK 細胞はその全ての段

階に関与し得る  [39, 40]。様々な自己免疫疾患患者において、NK 細胞の頻度および

機能の異常が観察され、SLE 患者、強皮症患者、およびシェーグレン症候群患者で、

NK 細胞の減少あるいは機能の低下が報告されていれる  [41–43]。SLE 患者では NK

細胞の減少および活性の低下に伴ってインターフェロンγ (IFN-γ) が増加し、病態の

悪化に関与することが示されている  [44, 45]。また、SLE のモデルマウスとして、lpr

遺伝子ホモ接合型マウスを用いた研究では、NK 細胞を除去することで病態が悪化し、

反対に、NK 細胞を注入することで病態が改善された  [46]。これらの結果から、NK

細胞は SLE などの自己免疫疾患の病態に対して抑制的に働くことが考えられる。一方

で、重症筋無力症のモデルマウスを用いた実験では、NK 細胞を除去することで病態

が抑えられることが報告されている  [47]。また、関節リウマチ  (RA) 患者では、炎症
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の起こっている関節組織で、NK 細胞の IFN-γ産生能が血中の NK 細胞よりも高くな

っていることが報告されている  [48, 49]。このように、NK 細胞が病態の悪化に関与

することが示唆されている自己免疫疾患の例も存在するなど、NK 細胞の病態への作

用機序は疾患によってそれぞれ異なっている。  

	 NK 細胞の免疫調節機構の破綻は、傷害活性抑制型シグナルの阻害、および NK 細

胞による過剰なサイトカインの産生によって引き起こされる。NK 細胞の傷害活性抑

制型シグナルが阻害される要因として、活性型シグナルが抑制型シグナルよりも優勢

になること、あるいは自己抗体が NK 細胞に結合することが考えられる。NK 細胞が

産生するサイトカインとしては、IFN-γ、TNF-α、およびインターロイキン 10 (IL-10) 

などが挙げられ、これらのサイトカインが他の免疫細胞を活性化することで、細胞傷

害あるいは炎症が誘発される  [50]。  

	 これまでの臨床研究から、NK 細胞の頻度あるいは活性と疾患との相関はみられて

いるが、NK 細胞がどのように自己免疫疾患を引き起こすのか、などといった詳細な

機序は未だ明らかになっていない。  

 

	 1-6. KIRファミリーと自己免疫疾患との関連  

	 NK細胞で主に発現する抑制型および活性型KIRは、MHCクラスI分子を認識する、

相同性の高い受容体ファミリーに属する。MHCクラスI分子と結合する、活性型およ

び抑制型NK細胞受容体をコードする遺伝子およびアリルの多様性によって、個人間

の差異が生じる  [50, 51]。そのため、KIR/MHC クラスIの遺伝的背景が自己免疫疾

患の発症および重症化にどのような影響をもたらすかに関する研究が多数行われてい

る  [50]。  
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	 皮膚の水疱を特徴とする落葉状天疱瘡では、活性型および抑制型KIRの遺伝子頻度

を解析した結果から、抑制型KIRの頻度の高さと病態との関与が報告されている  [52]。

また、顕微鏡的多発血管炎の日本人患者の遺伝子解析から、NK細胞の活性を最も抑

制するKIR3DL1 とHLA-Bw4 との組み合わせを持った個体で、疾患が好発することが

示されている  [53, 54]。SLEに関する解析では、活動性のあるSLE患者でKIR2DL1

の発現が低かった一方、KIR3DL1 の発現量は健常者と比較して有意な差がなかった

という報告がされている  [45]。  

	 自己免疫疾患に関与する因子として、KIR/MHC クラスIに関する遺伝子背景の他、

KIRタンパク質に対する自己抗体についても報告されている。自己免疫疾患患者で見

つかったリンパ球に対する自己抗体  [55] に着目した研究から、NK細胞で発現する

KIR2DL1 に対する自己抗体をMatsuiらが発見している  [56]。KIR2DL1 に対する自

己抗体はSLE患者、RA患者、およびベーチェット病患者の血清中から検出されたが、

その陽性率は 20–30%と比較的低いものだった  [56]。Bw4 と結合するKIR3DL1 に対

する自己抗体が自己免疫疾患患者の血中に存在しているかは未だ明らかになっていな

い。  

 

	 1-7. 本研究の目的および研究意義  

	 自己免疫疾患の代表的疾患であるSLEの診断および病勢予測は、尿検査と血算、お

よび自己抗体の臨床検査により行なわれている。病態との関連性が認められる、利用

可能な自己抗体-抗原の組み合わせは、約 6 種類  (抗二本鎖DNA抗体、抗Sm抗体、抗

ヌクレオソーム抗体、抗リン脂質抗体、抗ヒストン抗体、抗SSA抗体) である  [17, 21]。

しかしながら、臨床検査に利用可能な未知の自己抗体は、現在用いられている抗体よ
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りも数多く存在すると考えられる。そのため、疾患発症時あるいは寛解期などの病態

に関連する自己抗体-抗原の組み合わせを見つけることは、患者病勢を正確に把握する

上で重要である。そこで本研究では、SLEの診断に応用可能な、新規自己抗体および

対応抗原を同定することを目的とした。  

	 未知のタンパク質-タンパク質相互作用、とりわけモノクローナル抗体が結合するペ

プチド配列の解析手法として、Random Peptide Display L ibrary (RPDL) 法がLuら

によって開発された  [57]。RPDL法ではそれぞれ異なるペプチドを大腸菌の膜上に提

示させるために、pFliTrxプラスミドDNAが組み込まれた大腸菌を用いる  (図 1)。ペ

プチドは大腸菌のべん毛タンパク質  (フラジェリン ; FliC) およびチオレドキシン  

(TrxA) の 2 つのタンパク質と融合させて、大腸菌の膜上に発現させる。提示される

ペプチドライブラリーの種類は 1.77 ×	108種類以上である  [57, 58]。所属する研究

部によるRPDL法を用いた先行研究結果から  (図 2, 3)、SLE患者の血清中に存在する

新規自己抗体の抗原タンパク質の候補の 1 つとして、NK細胞に発現するKIR3DL1 が

同定されている。3 名のSLE患者および健常者の血清を用いた先行研究の結果から、

SLE患者特異的な自己抗体に対するKIR3DL1 の抗原決定基として、表 1, 図 3 に示し

たペプチド配列が得られている。  

	 これまでに、SLE患者の血清中にNK細胞に結合する自己抗体が存在することが示

唆されている他  [59]、自己抗体がNK細胞の活性を阻害することが報告されている  

[60]。また、リンパ球に自己免疫疾患患者の自己抗体が結合することに着目した研究

から、KIR2DL1, 3 に対する自己抗体がSLE患者、RA患者、およびベーチェット病患

者の血清中から見つかっているが、その陽性率は比較的低く、20–30%だった  [56]。

本研究では、Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 法を用いた解析から、
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発症時の治療前に採血したSLE患者における陽性率が約 90%であり、特異性が高い自

己抗体として、抗KIR3DL1 抗体の存在を明らかにした。今後、SLE患者の自己抗体

と最も強く結合するKIR3DL1 の抗原決定基を明らかにすることで、より特異性が高

く、迅速な病勢の把握が可能な診断マーカーの開発につなげていくことができると考

える。  
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2 .  材料と方法  

	 2-1. 患者検体  

	 国立国際医療研究センター病院には、SLE患者は年間約 40 名、RA患者は年間約 100

名が来院している。2009 年 1 月から 2012 年 12 月の間に来院した患者のうち、病院

から提供を受けることができた血清の中から、無作為にサンプルを抽出した。過去の

自己抗体の検出に関する文献ではN = 10~30 で行なわれていることを参照し  [56, 61]、

29 名のSLE患者および 11 名のRA患者の血清を解析した。SLEの診断は、米国リウマ

チ学会の分類基準に基づき行われた  [20]。臨床データは病院の医療記録を提供して頂

いた。臨床目的で保管していた血清を、研究目的で保管および使用することに関する

同意を患者から頂いた後に、血清を用いた解析を行った。ELISA解析を行った後、病

院から臨床情報を得た結果、年齢および採血時の状態  (治療前 /治療中) の 2 つの要素

に関しては、抽出したサンプル内で偏りは見られなかった  (表 2)。本研究は、国立国

際医療研究センター施設倫理審査会（検体利用委員会）で承認された  (承認番号 : 

NCGM-G-001292-00)。  

 

	 2-2. RPDL法によるSLE患者の血清中に存在する未知自己抗体の探索  

	 所属する研究部では、SLE患者の血清中に存在する未知の自己抗体を探索するため、

RPDL法を用いた解析を行った  (図 1, 2) [57, 58]。FliTrx Random Peptide Library 

(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を、キットの手順に従い増幅させた。まず、

べん毛タンパク質にペプチドが組み込まれたプラスミドを持つ大腸菌を、100 µg/mL

のアンピシリンを含むIMC培地  (0.2%カサミノ酸、0.5%グルコース、および 1 mM 

MgCl2を含む  1 × M9 塩  (1 L当たり 6 g Na2HPO4、3 g KH2PO4、0.5 g NaCl、およ
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び 1 g NH4Cl )) 中、25℃で増殖させた。ペプチドが融合したタンパク質は、100 µg/mL

のトリプトファンを含むIMC培地中で発現させた。ブロッキング溶液  (1%スキムミル

ク、150 mM NaCl、および 1% α-メチル-D-マンノシド) で大腸菌を洗浄後、SLE患者

の血清 150 µlと、室温で 1 時間反応させた。SLE患者の血清は、ペプチドが組み込ま

れていない、FliTrxタンパク質を発現する大腸菌クローンと予め反応させたものを用

いた。その後、血清中の免疫グロブリンG (IgG) と反応したペプチドを持つ大腸菌を

回収するため、プロテインGセファロースビーズを大腸菌と 1 時間、室温で反応させ

た。120 × gで遠心後、ビーズを 1% α-メチル-D-マンノシドを含むIMC培地で 5 回洗

浄した。大腸菌を回復させるため、100 µg/mLのアンピシリンを含むIMC培地で一晩

培養を行った。同じ患者の血清を用いて同様の手順を 5 回繰り返し、患者の血清中に

含まれるIgGと結合したペプチドを持つ大腸菌ライブラリーを濃縮した。およそ 1000

個の単一大腸菌クローンを選択し、各クローンからプラスミドDNAを精製  (QIAprep 

Spin Miniprep Kit; QIAGEN, CA, USA) した後、シークエンス解析を行った。シー

クエンス解析の後、各大腸菌クローンの持つペプチド配列を類推し、その配列と相同

性を持つタンパク質を検索するため、Basic Local A lignment Search Tool (BLAST) 

解析を行った。3 名のSLE患者および健常者の血清を用いた解析結果から、SLE患者

特異的な自己抗体に対する抗原ペプチド配列として、KIR3DL1 に由来する以下のペ

プチド配列  (KIR3DL1 の抗原決定基) を得た  (表 1, 図 3)。  

KIR3DL1 の抗原決定基  (アミノ酸  (aa) の一文字略号で表記した):  

GGQD (aa 24–27), GQDKPFLS (aa 25–32), WPSAVVPR (aa 34–41), LRCHYR (aa 

47–52), TCRGS (aa 94–98), GSHPHSP (aa 97–103), HSPTG (aa 101–105), GERVI 

(aa 137–141), MLALAG (aa 186–191), SSRSSY (aa 245–250), SSRSSYDMYHLSR 
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(aa 245–257), HERRLPAVR (aa 262–270), RRLPAV (aa 264–269), RKVNR (aa 

270–274), PYEWS (aa 301–305), DPLLVS (aa 309–314), LLFFLLH (aa 355–361), 

TANSEDSDEQD (aa 382–392), SQRPKTPPTDTIL (aa 415–427)。  

 

	 2-3. リコンビナントタンパク質の発現および精製  

 EGFPおよびKIR3DL1-EGFPのcDNAを、コムギ胚芽無細胞タンパク質合成システ

ム  (以下、コムギ胚芽システム) 用ベクターであるpEUプラスミドDNAにクローニン

グした  (図 4)。ストレプトアビジンのビオチン結合部位に対して結合能を持つ 8 aa 

(WSHPQFEK) からなるstrep-tag配列を、各cDNAのC-末端に挿入した。これらのタ

ンパク質発現プラスミドDNAを用いて、過去に報告されている方法に従い  [62]、コ

ムギ胚芽システムでタンパク質を発現させた  (図 5)。発現させた溶液をstrep-tactin

精製レジン  (IBA GmbH, Goettingen, Germany) に結合させ、strep-tagのついたリ

コ ン ビ ナ ン ト EGFP-strep-tag (rEGFP) お よ び リ コ ン ビ ナ ン ト

KIR3DL1-EGFP-strep-tag (rKIR3DL1-EGFP) を、デスチオビオチンを含む溶出液

を用いて競合阻害で溶出した。各リコンビナントタンパク質の溶出は、Coomassie 

Brilliant B lue (CBB) 染色およびWestern blot解析で確認した  (図 6)。Western blot

解析における 1次抗体として、ウサギ抗GFP抗体  (Medical & Biological Laboratories, 

Aichi, Japan) およびウサギ抗KIR3DL1 抗体  (Proteintech, IL, USA) を用いた。各

リコンビナントタンパク質はトリス緩衝生理食塩水  (TBS) で透析を行った後に、

ELISA解析の実験に用いた。  

 

2-4. ELISA法によるSLE患者の血清中に存在する抗KIR3DL1 自己抗体の検出  
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	 各血清のKIR3DL1 に対する結合性はELISA法によって解析した  (図 7)。ストレプ

トアビジンをコートした 96ウェルプレートの各ウェルに、精製したrKIR3DL1-EGFP

またはrEGFPを 10 µg/mLの濃度で添加し、4℃で一晩反応させた。0.1% Tween 20

を含むTBS (TBS-T; 20 mM Tris-HCl (pH 7.6)、150 mM NaCl、0.1% Tween 20) で

ウェルを 5 回洗浄した後、5%スキムミルクを含むTBS-Tを用いて、室温で 1 時間ウェ

ルをブロッキングした。血清はTBS-Tで 1000 倍希釈してウェルに添加し、室温で 1

時間反応させた。その後、ウェルをTBS-Tで５回洗浄した後、西洋わさびペルオキシ

ダーゼで標識した抗ヒトIgG抗体  (Jackson Immuno Research, PA, USA) をTBS-T

で 2000 倍希釈してウェルに添加し、室温で 30 分反応させた。ウェルをTBS-Tで５回

洗浄した後、TMB基質液  (Kirkegaard & Perry Laboratories, MD, USA) を作用させ

た。呈色反応を 1N HClで終了させ、 450 nmにおける吸光度を測定した。

rKIR3DL1-EGFPをコートして得られたOD値から、rEGFPをコートして得られたOD

値を引いた値をELISA scoreとして算出した。陽性および陰性を決定するためのカッ

トオフ値は、健常者のELISA scoreの  (平均値  + 3 × 標準偏差) より算出し、ELISA 

score > 0.084 の血清サンプルを陽性とした。  

 

2-5. KIR3DL1 の抗原決定基を含むペプチドを用いたELISA吸収実験  

  ELISA解析で強い抗KIR3DL1 自己抗体活性を示した 2 名のSLE患者の血清を、

TBS-Tを用いて 1000 倍希釈し、10 aaからなるKIR3DL1 の抗原決定基を含むペプチ

ド  (Medical & Biological Laboratories, Aichi, Japan) 2 µg/mLと 37℃で 30分間イン

キュベートした。「材料と方法  2-4.」で示した方法に従い、ELISA解析を行った。ペ

プチドによる吸収を行って得られたELISA scoreが、吸収を行わずに得られたELISA 
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scoreに対して減少した割合  (%) を、各ペプチドのELISA score吸収効率として算出

した。各ペプチドのELISA score吸収効率は、3 回の独立した実験で得られた吸収効

率の  (平均値  + 標準偏差) で算出した。用いたペプチド配列を表 3 に示した。  

 

	 2-6. 統計解析  

	 独立した 3 回以上の試行で得られたデータに対して統計処理を行った。有意差検定

は、Mann-Whitney U-testを用いた。P < 0.05 を統計的に有意であるとみなした。  
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3 .  結果  

	 3-1. RPDL法によるSLE患者の血清中に存在する新規自己抗体の同定  

	 これまでに、所属する研究部がRPDL法を用いてスクリーニングを行った先行研究

結果から、3 名のSLE患者全てに頻繁に現れ、健常者で現れなかった免疫関連タンパ

ク質の候補としてKIR3DL1、CD109 などが得られている。本研究では、KIRファミ

リーであるKIR2DL1, 3 に対する自己抗体が、約 20–30%の陽性率でSLE患者の血清

中に存在するというMatsuiらの研究結果から  [56]、KIR3DL1 に着目した。  

	 KIRファミリーは免疫グロブリン様の細胞質ドメイン  (D0, D1, D2) を持ち、

KIR3DL1 はD0, D1, D2 ドメインを、KIR2DL1, 3 はD1, D2 ドメインをそれぞれ持つ  

[63]。これまでに、Sharmaらにより、コンピューター解析からBw4 との結合に関与

することが示唆されたKIR3DL1 のアミノ酸が同定されている。そのアミノ酸を置換

したKIR3DL1 の変異体とBw4 との相互作用の解析から、Bw4 との結合に関与する

KIR3DL1 のアミノ酸が報告されている。さらに彼らは、KIR3DL1/KIR3DS1 の自然

変異で変異体を用いた抗KIR3DL1 抗体との相互作用の解析から、抗KIR3DL1 抗体と

の結合に関与するKIR3DL1 のアミノ酸についても報告している  [64]。RPDL法で同

定されたKIR3DL1 の抗原決定基は、KIR2DL1, 3 が持つアミノ酸配列と同一である可

能性が考えられる。とりわけ、Bw4 あるいは抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するア

ミノ酸を含む抗原決定基が、KIR3DL1 特異的な配列であることを確かめる必要があ

る。そこで、KIR3DL1 の抗原決定基とKIR2DL1, 3 のアミノ酸配列との相同性を確認

するため、BLASTによる解析を行った。その結果、KIR3DL1 の抗原決定基のうち、

Bw4 との結合に関与するアミノ酸  [64] は、相同性検索の結果から対応するKIR2DL1, 

3 のアミノ酸とは一致しなかった  (表 1, 図 8, 9)。また、KIR3DL2, 3 に関しても、同



18 

様の相同性解析結果が得られた  (図 10)。KIR3DL1 の相同体であるKIR3DS1 につい

ても、BLASTを用いた相同性解析を行った結果、KIR3DL1 とKIR3DS1 は 95%と高

い相同性がみられた  (図 11)。表 4 に示したように、今回RPDL法で見つかった

KIR3DL1 の抗原決定基の中で、Bw4 との結合に関与するアミノ酸および抗KIR3DL1

抗体との結合に関与するアミノ酸を含む配列である”ML */**A*LAG”は、KIR3DS1 で

は”MRALAG”という配列であった  (太字下線 : 相同性解析の結果一致しなかったアミ

ノ酸 , *: Bw4 との結合に関与するアミノ酸 , **: 抗KIR3DL1 抗体との結合に関与する

アミノ酸)。以上のことから、SLE患者の血清に含まれる自己抗体がKIR3DL1 特異的

な配列を認識し、RPDL法を用いたスクリーニングによって同定されたことが示唆さ

れた。  

	 本 研 究 で は 、 KIR3DL1 に Strep-tagを 付 加 し て  (rKIR3DL1)、 Strep-tag/ 

Strep-tactinシステムで精製したタンパク質を抗原とするELISA解析の系を確立させ

た  (図 7)。しかし、KIR3DL1 は不溶性の性質が強いため  [64]、不溶性タンパク質の

合成に適しているコムギ胚芽合成システム  (図 5) [65] を用いても、可溶化率は約 9%

だった  (図 12)。この課題は、KIR3DL1 にEGFPを融合させたrKIR3DL1-EGFPを用

い  (図 4, 6)、KIR3DL1 の不溶性の性質を緩和することで解消できた。そこで本研究

では、rKIR3DL1-EGFPをELISAプレートにコートして得られたOD値から、rEGFP

をコートして得られたOD値を差し引くことで各血清サンプルのELISA scoreを求め、

各血清のKIR3DL1 特異的な結合を解析した。  

 

	 3-2. SLE患者および非SLE患者の血清を用いた抗KIR3DL1 自己抗体活性の

解析  
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	 無作為に選んだ 29 名の SLE 患者、11 名の RA 患者、および 17 名の健常者の血清

サンプルを用いて、ELISA 法で各血清の抗 KIR3DL1 自己抗体活性を解析した。

rKIR3DL1-EGFP を用いて得られた OD 値から、rEGFP を用いて得られた OD 値を

差し引くことで、KIR3DL1 に特異的に結合して得られた OD 値を算出し、各血清サ

ンプルの ELISA score とした。SLE 患者  (N = 29)、RA 患者  (N = 11)、および健常

者  (N = 17) の血清中に含まれる抗 KIR3DL1 自己抗体の ELISA score の平均は、そ

れぞれ 0.30 (0.053–1.83)、0.068 (−0.031–0.24)、および 0.024 (−0.0079–0.051) であ

った  (図 13)。SLE 患者の血清を用いた ELISA score は、RA 患者および健常者と比

較して統計的有意に高くなった  (P < 0.001 (SLE 患者  vs RA 患者 ) および、P < 

0.0001 (SLE 患者  vs 健常者))。RA 患者と健常者との間では ELISA score に関する

統計的有意差は見られなかった  (P = 0.23)。さらに、表 2 に示した SLE 患者の採血

時の状態に基づき、「発症時あるいは再燃時 /治療前」および「治療中 /部分寛解」で

ELISA解析の結果を比較した場合、治療前の SLE患者と治療中の SLE患者、および

治療中の SLE 患者と健常者との間で統計的有意差がみられた  (図 14; P < 0.05 (治療

前の SLE 患者  vs 治療中の SLE 患者) および、P < 0.001 (治療中の SLE 患者  vs 健

常者))。  

	 各血清のKIR3DL1 に対する抗体活性の陽性および陰性を決定するため、カットオ

フ値を健常者のELISA scoreの  (平均値  + 3 × 標準偏差) より算出し、ELISA score > 

0.084 の血清サンプルを陽性とした。その結果、29 名中 24 名  (82.8%) のSLE患者が

KIR3DL1 に対する自己抗体が陽性であり  (図 13)、その中で、治療前のSLE患者 11

名中 10 名  (90.9%) が、治療中のSLE患者 13 名中 8 名  (61.5%) が、それぞれ陽性だ

った  (図 14)。RA患者および健常者の陽性率はそれぞれ、27.2% (RA患者 11 名中 3
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名が陽性) および 0% (健常者 17 名全てが陰性) だった  (図 13)。  

	  

	 3-3. KIR3DL1 の抗原決定基を含むペプチドを用いたELISA吸収実験  

	 SLE患者の血清中に存在する自己抗体がKIR3DL1 の特定の抗原決定基を認識して

いるかを明らかにするため、ELISA scoreが高かった 2 名のSLE患者の血清  (図 13 中

のSLE1およびSLE2) およびKIR3DL1の抗原決定基を含むペプチド  (表 3) を用いて、

ELISA吸収実験を行った。各ペプチドによるELISA scoreの吸収効率は、「材料と方法  

2-5.」で示した方法で算出した。  

	 抗原決定基を含むペプチドとして、本研究ではKIR3DL1 特異的な配列および、Bw4

あるいは抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するアミノ酸  [64] を含む配列に着目した。

KIR3DL1とKIR3DS1とのD2ドメインにおける相同性が 100%であり  (図 11)、また、

所属する研究部における予備実験結果から、KIR3DL1のD0およびD1ドメインがSLE

患者の自己抗体との結合に重要であることが示唆されている。そこで本研究では、D0

およびD1 ドメインにおける抗原決定基に着目して解析を行った。Peptide 1–3 は

KIR3DL1 のD0 ドメインに、Peptide 4 はD1 ドメインに、Peptide 5 はD0–D1 ドメイ

ンに位置する配列である。また、Pepetide 2 および 4 は、Bw4 との結合に関与するア

ミノ酸を配列中に含み、Peptide 3 および 4 は抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するア

ミノ酸  [64] を配列中に含む。Peptide 6 はPeptide 4 のスクランブル配列である  (表

3) 。各ペプチドを用いてELISA吸収実験を行った結果、Bw4 との結合に関与するア

ミノ酸を含むPeptide 2および 4でELISA scoreが吸収される傾向がみられた  (図 15)。

Peptide 2および 4のELISA scoreの吸収効率は、それぞれ約 10–15%および約 10–20%

だった。抗KIR3DL1 抗体との相互作用に関与するアミノ酸を含むPeptide 3、および
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他のペプチドでは、ELISA scoreの吸収効率は 10%未満だった  (図 15)。  
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4 .  考察  

	 4-1. SLE患者の血清中に存在する抗KIR3DL1 自己抗体について  

	 本研究では、約 80%のSLE患者  (29名中 24名) の血清中にKIR3DL1に対する抗体

活性を示す自己抗体が存在することを明らかにした  (図 13)。とりわけ、疾患発症時

で治療前のSLE患者  (表 2) では、抗KIR3DL1 自己抗体の陽性率が約 90% (11 名中

10 名) だった  (図 14)。一方、治療中のSLE患者、RA患者、および健常者の自己抗体

の陽性率はそれぞれ約 60% (13 名中 8 名)、約 25% (11 名中 3 名)、 および 0% (17 名

中 0 名) だった  (図 13, 14)。これらのことから、KIR3DL1 に対する自己抗体の活性

が疾患特異的であり、疾患発症時および治療中に関するSLE患者の状態を反映してい

ることが示唆された。SLEの疾患活動性の指標として、SLEDAI (SLE Disease 

Activity Index) [66] が一般に用いられている。本研究のこれまでの解析結果から、

疾患発症時および治療中に関するSLE患者の状態と抗KIR3DL1 自己抗体の陽性率と

の関連が見られたものの、採血時におけるSLEDAIとELISA scoreとの相関は見られ

なかった  (N = 9; 図 16)。今後、同一患者で治療前後でのELISA score の変動を解析

すると共に、SLEDAIを指標とした疾患活動性の亢進 /低下とELISA scoreとの関連に

ついての詳細を明らかにしたいと考える。  

	 これまでに、SLE患者の血清中にKIR2DL1, 3 に対する自己抗体が、約 20–30%の

陽性率で存在することが報告されている  [56]。本研究で同定したSLE患者の血清中に

存在する抗KIR3DL1 自己抗体は、既に報告されている抗KIR2DL1, 2 自己抗体と比べ

て高い陽性率を示した。現在、臨床で使用されているSLE患者の抗体陽性率は、抗二

本鎖DNA抗体で 70-98%、抗Sm抗体で 20-40%、抗ヌクレオソーム抗体で 61-85%、

抗リン脂質抗体で 30-40%、抗ヒストン抗体で 70% (薬物誘発SLEでは 96-100%)、抗
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SSA抗体で 30% (新生児ループスでは 90%) であると報告されている  [21]。このこと

から、SLE患者、とりわけ疾患発症時のSLE患者の抗KIR3DL1 抗体陽性率は、既存

の診断マーカーと同程度であり、抗KIR3DL1 抗体の検出は、疾患発症時における

SLEの新規診断マーカーとして応用することが可能であると考える。また、これまで

KIR3DL1 の多型および頻度と自己免疫疾患との関連については報告されているが 

[45, 53–54, 67, 68]、抗KIR3DL1自己抗体の存在は、本研究で初めて明らかとなった。  

	 今後、本研究と同じELISA解析システムおよびSLE患者の血清を用いて、KIR2DL1, 

3 を含めた他のKIRファミリーに対する自己抗体活性を比較することで、自己抗体の

KIR3DL1 に対する特異性に関する考察を行っていきたい。また、統計解析結果の正

確性に関する指標である検出力に基づき、適正なサンプル数で解析を行う必要がある。

図 13および 14に示したELISA解析で行った統計処理での検出力は、「SLE患者  vs 健

常者」および「治療中のSLE患者  vs 健常者」では約 90%だった。一方、「SLE患者  vs 

RA患者」および、「治療前のSLE患者  vs 治療中のSLE患者」では約 60%と検出力が

低かった。これらの統計解析結果の信頼性を上げるため、今後サンプル数を増やして  

(RA患者 : N = 26, 治療前 /治療中のSLE患者 : N = 19) 解析を行う必要がある。  

 

	 4-2. SLE患者の血清中に存在する自己抗体のKIR3DL1 結合部位について  

	 KIRファミリーは細胞質ドメイン、膜貫通ドメイン、および 2 つあるいは 3 つの免

疫グロブリン様の細胞質ドメイン  (D0, D1, D2) を持つといった、共通の構造的特徴

を持つ。KIR3DL1 はD0, D1, D2 ドメインを、KIR2DL1, 3 はD1, D2 ドメインをそれ

ぞれ持ち、これらのドメインはリガンド特異性およびシグナル伝達に関する機能的役

割を有する  [63]。BLASTを用いた相同性解析の結果、ELISA吸収実験で用いた
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KIR3DL1 の抗原決定基のうち、Bw4 および抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するア

ミノ酸  [64] は、KIR2DL1, 3 の配列中には見られなかった  (表 1,図 8, 9)。また、

KIR3DL1 とKIR2DL1, 3 およびKIR3DS1 とのD2 ドメインの相同性は極めて高かっ

た  (KIR3DL1 vs KIR2DL1: 88%, KIR3DL1 vs KIR2DL3: 88%, KIR3DL1 vs 

KIR3DS1: 100%)。そこで本研究では、KIR3DL1 特異的な配列を持つD0, D1 ドメイ

ン中の抗原決定基に着目し、表 3 で示した各ペプチドを用いてELISAの吸収実験を行

った。その結果、Bw4 および抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するアミノ酸  [64] を

含むPeptide 4 でELISA scoreの吸収が約 10–20%みられた  (図 15)。Bw4 との結合に

関与することのみが報告されているPeptide 2 でも、約 10-15% ELISA scoreが吸収

された。しかしながら、抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するアミノ酸  [64] を含む

Peptide 3、および他のペプチドではELISA scoreの吸収がほとんどみられなかった  

(図 15)。  

	 BLASTを用いた相同性解析の結果、KIR3DL1 の相同体であるKIR3DS1 は 95%と

いう高い相同性を示した  (図 11)。しかしながら、Peptide 4 の配列に含まれ、Bw4

および抗KIR3DL1 抗体との結合に関与する重要なアミノ酸である”MLA”配列中のロ

イシン  (L187) は、KIR3DS1 ではアルギニンであった  (表 4, 図 11)。L187 をアルギ

ニンに変異させた場合  (L187R)、KIR3DL1 の抗KIR3DL1 抗体との結合が約 60%減

少し、Bw4 との結合性も見られなくなることが報告されている  [64]。また、相同性

解析の結果、KIR3DL1のL187はKIR2DL1および 3ではともにグルタミンであり  (表

1, 図 8, 9)、KIR2DLおよびKIR3DLを含めたKIRファミリーの中で特異的なアミノ酸

残基であることも認められた。さらに、Peptide 4 のスクランブル配列であるPeptide 

6 ではELISA scoreの吸収がみられなかった  (図 15)。これらのことから、KIR3DL1
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のD0 およびD1 ドメインにおける、Bw4 および抗KIR3DL1 抗体との結合に関与する

L187 [64] を含むKIR3DL1 特異的な配列が、SLE患者の血清中に存在する自己抗体

との結合に重要な関わりを持っていることが示唆された。  

	 これまでに、KIR3DL1 のD0 ドメインのアミノ酸を、KIR3DS1 特異的なアミノ酸

に置換した変異体ではBw4 との結合性が著しく減少すること  [69]、および、D0 ドメ

インとD1 および  D2 ドメインとの相互作用がBw4 との結合に必要であること  [64] 

が報告されている。今後、各ドメインあるいは複数のドメインを組み合わせたリコン

ビナントタンパク質を用いた吸収実験を行うことで、SLE患者の自己抗体に大きく関

わるKIR3DL1 のドメイン、および抗原決定基を特定する必要がある。  

	 SLE患者の病勢との関連が認められる利用可能な自己抗体-抗原の組み合わせは、約

6 種類に限られている  [17, 21]。病態に関連し、特異性の高い抗体-抗原の組み合わせ

を見つけることは、患者病勢の把握および正確な診断につながると考える。所属する

研究部の先行研究結果および本研究の結果から、RPDL法で複数の患者選択的に現れ

るタンパク質を検索する方法が、新規自己抗体の同定に有効であることが示唆された。

今後、SLE患者の血清と強く結合するKIR3DL1 の抗原決定基をより詳細に検討し、

最も強くELISA scoreが吸収される抗原決定基を同定することで、特異性が高く、SLE

の診断および迅速な病勢の把握が可能な診断マーカーの開発につながると考える。  

 

4-3. SLE患者の血清中に存在する自己抗体がKIR3DL1 +NK細胞の細胞傷害活

性に与える影響について  

	 NK細胞に発現するKIR3DL1 は抑制型の受容体であり、HLA-A24 を含めたBw4 の

血清学的な抗原決定基を持つHLA-A, Bアロタイプを発現する標的細胞を認識する。
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その場合、KIR3DL1+NK細胞の活性型受容体に対するリガンドが標的細胞に存在して

いても、Src homology region 2 (SH2) domain-containing phosphatase 1  (SHP-1) の

ような抑制シグナルが活性化シグナルを阻害すると、NK細胞は標的細胞を傷害しな

い  (図 17A) [33, 34, 64]。また、KIR3DL1 のL187 がアルギニンであるKIR3DS1 は

Bw4 との結合性が見られなかったこと  [35]、KIR3DL1 のL187R変異によって、A24

との結合性が消失することが報告されている  [64]。そのため、本研究で得られた結果

から、SLE患者の血中に存在する自己抗体がKIR3DL1 と結合した場合、KIR3DL1 と

Bw4 との正常な結合が阻害され、活性化シグナルを抑制するシグナルが機能しなくな

ることで、NK細胞がBw4 を発現する標的細胞を傷害する可能性が考えられる  (図

17B)。  

	 これまでに、SLE患者の血清中にNK細胞と結合する自己抗体が存在し  [59]、NK

細胞の活性を阻害することが報告されている  [60]。また、NK細胞による過剰な細胞

傷害活性により自己抗原が増加することで、B細胞の免疫グロブリンの産生および自

己免疫反応を促進させるといった機序が示唆されている  [49, 70]。これらのことから、

抗KIR3DL1 自己抗体がNK細胞の活性にどのような影響を与えるかを解析すること

は重要である。今後、KIR3DL1 を発現するNK細胞  (CD56+, CD3–, KIR3DL1+) を

PBMCからFACSソーティングで取得し、SLE患者の血清から精製したIgGがNK細胞

の機能を阻害するかについて解析を行いたい。具体的には、Bw4 を発現する標的細胞

を Carboxyf luorescein succinimidyl ester (CFSE; 緑 色 色 素 ) 、 死 細 胞 を

7-Amino-Actinomycin D  (7AAD; 赤色色素) でそれぞれ染色し  [71]、FACS解析で標

的細胞中の死細胞の割合を解析したいと考えている。NK細胞におけるKIR3DL1 の発

現量は健常者で 25-40%、活動性のないSLE患者で 20-40%、活動性のあるSLE患者で
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15-40%であり、各群で統計的有意差がみられなかったことが、これまでに報告されて

いる  [45]。今後、KIR3DL1 に対する自己抗体の存在がNK細胞の機能に与える影響

を解析する上で、抗KIR3DL1 自己抗体のELISA scoreとKIR3DL1 の発現量との相関

を解析しながら考察する必要がある。  

	 これまでにSLE患者、RA患者、およびベーチェット病患者の血清中に存在する抗

KIR2DL1, 3 自己抗体を同定したMatsuiらの研究では、NK細胞の活性に影響を与え

る自己抗体が患者の血液中に複数存在し得ることから、抗KIR2DL1, 3 自己抗体がNK

細胞の活性に与える影響を正確に観察することはできなかったと報告している  [56]。

しかしながら、自己免疫疾患患者の血中に存在する自己抗体が、KIR3DL1 を含めた

KIRファミリーを発現するNK細胞の機能に及ぼす影響を今後明らかにしていくこと

で、SLEを始めとした自己免疫疾患の病態と自己抗体との関連の解明につながると考

える。  
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6 .  図表の説明  

表 1: RPDL法で得られたKIR3DL1 の抗原決定基のアミノ酸配列とKIR2DL1, 3 との

相同性解析の結果を示した。相同性解析はBLASTで行い、同一とされたアミノ酸を太

字および下線で示した。*: Bw4 との結合に関与するアミノ酸 , **: 抗KIR3DL1 抗体と

の結合に関与するアミノ酸  [64]。  

 

表 2: 本研究のELISA解析で用いたSLE患者の性別、ELISA score、採血時の状態、お

よび年齢を示した。  

 

表 3: 本研究のELISA吸収実験に用いたKIR3DL1 由来のペプチド配列を示した。*: 

Bw4 との結合に関与するアミノ酸 , **: 抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するアミノ

酸  [64]。  

 

表 4: RPDL法で得られたKIR3DL1 の抗原決定基のアミノ酸配列とKIR3DS1 との相

同性解析結果を示した。相同性解析はBLASTで行い、同一とされたアミノ酸を太字お

よび下線で示した。*: Bw4 との結合に関与するアミノ酸 , **: 抗KIR3DL1 抗体との結

合に関与するアミノ酸  [64]。  

 

図 1: RPDL法で用いたpFliTrxプラスミドDNAの概略図  

RPDL法で用いたpFliTrxプラスミドDNAの概略図を示した。pFliTrxのマルチクロー

ニングサイトには、チオレドキシンの活性部位で発現するペプチドが挿入されている。

チオレドキシンは通常、大腸菌の細胞膜上に発現していない。そのため、チオレドキ
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シンとペプチドとの融合タンパク質をコードするDNAは、細胞外に露出するフラジェ

リン  (べん毛タンパク質) の非必須ドメインに組み込まれている。フラジェリン-チオ

レドキシン-ペプチドが融合したタンパク質の発現が誘導された場合、大腸菌の膜上に

ペプチドを提示するべん毛繊維が発現する。  

 

図 2: RPDL法の手順に関する概略図  

RPDL法の手順に関する概略図を示した。ペプチド融合タンパク質を発現した大腸菌

を増殖させた後、SLE患者の血清と大腸菌膜上で発現したペプチドとを結合させる。

その後、患者の血清に含まれるIgGと結合したペプチド配列を持つ大腸菌を回収する

ため、プロテインGセファロースビーズを大腸菌と反応させる。およそ 1000 個の単一

大腸菌クローンを選択し、各クローンからプラスミドDNAを精製し、シークエンス解

析を行う。シークエンス解析の後、各大腸菌クローンの持つペプチド配列を類推し、

その配列と相同性を持つタンパク質をBLAST解析で検索する。  

 

図 3: RPDL法でSLE患者の血清中で発見されたKIR3DL1 の抗原決定基のアミノ酸配

列  

RPDL法でSLE患者の血清中で発見されたKIR3DL1 の抗原決定基のアミノ酸配列  

(アミノ酸の一文字略号) を示した。緑字 : D0 ドメイン、青字 : D1 ドメイン、紫字 : D2

ドメイン、太字下線 : RPDL法で見つかったKIR3DL1 の抗原決定基に含まれるアミノ

酸を大文字で示した。*: Bw4 との結合に関与するアミノ酸、**: 抗KIR3DL1 抗体と

の結合に関与するアミノ酸  [64]。  
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図 4: リコンビナントタンパク質をコムギ胚芽システムで発現させるプラスミドDNA

の概略図  

リコンビナントタンパク質をコムギ胚芽システムで発現させるプラスミドDNAの概

略図を示した。コムギ胚芽無細胞タンパク質合成システム用ベクター  (pEU) のマル

チクローニングサイト  (MCS) に、rKIR3DL1-EGFPおよびrEGFPをコードするDNA

を、それぞれ組み込んだ。  

 

図 5: コムギ胚芽無細胞タンパク質合成システムの概略図  

コムギ胚芽無細胞タンパク質合成システム  [62] の概略図を示した。コムギを温和に

粉砕し、翻訳阻害因子が含まれる胚乳を除去した粗胚芽を得る。粗胚芽をさらに粉砕

し、コムギ胚芽抽出液が得られる。コムギ胚芽抽出液にアミノ酸、ATP、GTP、クレ

アチンキナーゼを添加し、さらに目的タンパク質のmRNAを添加してインキュベート

することで、目的タンパク質が合成される。  

 

図 6: rEGFPおよびrKIR3DL1-EGFPタンパク質の精製  

rEGFPおよびrKIR3DL1-EGFPをコムギ胚芽システムで発現後、Strep-tactinビーズ

と結合させ、デスチオビオチンを含む溶出液で、各タンパク質を精製した。(A) ポリ

アクリルアミド電気泳動の後、CBB染色で精製したタンパク質のバンドを確認した。

Mr, 分子量マーカー。(B) 精製した各タンパク質が目的のものであるかを確かめるた

め、Western blot解析を行った。 rEGFPタンパク質に対しては抗GFP抗体で、

rKIR3DL1-EGFPタンパク質に対しては抗KIR3DL1 抗体で、それぞれ検出を行った。

F, Flow Through画分 ; W, Wash画分 ; B, Beads。  
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図 7: ELISA解析の概略図  

本研究で行ったELISA解析の概略図を示した。ストレプトアビジンをコートした

ELISAプレートに、10 µg/mLのrKIR3DL1-EGFPおよびrEGFPタンパク質を添加し

た。1000 倍希釈した患者および健常者の血清を 1 次抗体として添加した。2 次抗体と

して、2000 倍希釈したHRP付き抗ヒトIgG抗体を使用した。発色はTMB基質液で行

い、450 nmにおける吸光度を測定した。  

 

図 8: BLASTによるKIR3DL1 とKIR2DL1 との相同性解析結果  

KIR3DL1 の配列とKIR2DL1 の配列との相同性を解析するため、BLASTを用いた解

析を行った。上段の配列 : KIR3DL1、 中段の配列 : 相同性解析の結果一致したアミノ

酸、 下段の配列 : KIR2DL1。(A) KIR3DL1 のアミノ酸配列  (aa 85–444) とKIR2DL1

のアミノ酸配列  (aa 6–348) との相同性を解析した結果を示した。(B) KIR3DL1 のア

ミノ酸配列  (aa 1–219) とKIR2DL1 のアミノ酸配列  (aa 1–222) との相同性を解析

した結果を示した。  

 

図 9: BLASTによるKIR3DL1 とKIR2DL3 との相同性解析結果  

KIR3DL1 の配列とKIR2DL3 の配列の相同性を解析するため、BLASTを用いた解析

を行った。上段の配列 : KIR3DL1、中段の配列 : 相同性解析の結果一致したアミノ酸、  

下段の配列 : KIR2DL3。(A) KIR3DL1 のアミノ酸配列  (aa 119–436) とKIR2DL3 の

アミノ酸配列  (aa 24–341) との相同性を解析した結果を示した。(B) KIR3DL1 のア

ミノ酸配列  (aa 1–219) とKIR2DL3 のアミノ酸配列  (aa 1–222) との相同性を解析
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した結果を示した。  

 

図 10: BLASTによるKIR3DL1 とKIR3DL2, 3 との相同性解析結果  

KIR3DL1 の配列とKIR3DL2, 3 の配列の相同性を解析するため、BLASTを用いた解

析を行った。(A) 上段の配列 : KIR3DL1、中段の配列 : 相同性解析の結果一致したア

ミノ酸、 下段の配列 : KIR3DL2。KIR3DL1 のアミノ酸配列  (aa 24–444) とKIR3DL2

のアミノ酸配列  (aa 1–421) との相同性を解析した結果を示した。 (B) 上段の配列 : 

KIR3DL1、中段の配列 : 相同性解析の結果一致したアミノ酸、 下段の配列 : KIR3DL3。

KIR3DL1 のアミノ酸配列  (aa 21–425) とKIR3DL3 のアミノ酸配列  (aa 4–391) と

の相同性を解析した結果を示した。  

 

図 11: BLASTによるKIR3DL1 とKIR3DS1 との相同性解析結果  

KIR3DL1 の配列とKIR3DS1 の配列の相同性を解析するため、BLASTを用いた解析

を行った。上段の配列 : KIR3DL1、中段の配列 : 相同性解析の結果一致したアミノ酸、  

下段の配列 : KIR3DS1。KIR3DL1 のアミノ酸配列  (aa 1–371) とKIR3DS1 のアミノ

酸配列  (aa 1–371) との相同性を解析した結果を示した。赤枠 : KIR3DL1/3DS1 のD2

ドメイン。  

 

図 12: KIR3DL1 の可溶化率の解析  

KIR3DL1 の可溶化率をCBB染色で解析した。解析は  (株) セルフリーサイエンスに委

託した。コムギ胚芽システムで合成したタンパク質溶液を 21, 600 × gで 10 分間遠心

し、上清画分と沈殿画分に分離した。各画分を用いてSDS-PAGEを行い、CBB染色後
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のKIR3DL1 のバンド強度から可溶化率を解析した。NC, 陰性コントロール ; T, 全タ

ンパク質画分 ; S, 上清画分 ; P, 沈殿画分。*: KIR3DL1。  

 

図 13: SLE患者、RA患者、および健常者の血清を用いたELISA解析のプロット図  

SLE患者  (N = 29)、RA患者  (N = 11)、および健常者 (N = 17) の血清を用いたELISA

解析結果を示した。ELISA scoreは  (rKIR3DL1-EGFPを用いて得られたOD値 ) – 

(rEGFPを用いて得られたOD値) で算出した。各サンプルの値は 3 回の独立した実験

で得られたELISA scoreの平均値を示し、各サンプルの値をプロットした図を示した。

カットオフ値  (0.084) は、健常者のELISA scoreの  (平均値  + 3 × 標準偏差) で算

出した。高いELISA scoreを示した 2 名のSLE患者  (SLE1, 2) の血清を、ELISA吸収

実験  (図 15) に用いた。*: P < 0.001, **: P < 0.0001。  

 

図 14: 治療前に採血したSLE患者、治療中に採血したSLE患者、および健常者の血清

を用いたELISA解析のプロット図  

治療前に採血したSLE患者  (N = 11)、治療中に採血したSLE患者  (N = 13)、および

健常者  (N = 17) の血清を用いた ELISA解析結果を示した。 ELISA scoreは  

(rKIR3DL1-EGFPを用いて得られたOD値) – (rEGFPを用いて得られたOD値) で算

出した。各サンプルの値は 3 回の独立した実験で得られたELISA scoreの平均値を示

し、各サンプルの値をプロットした図を示した。カットオフ値  (0.084) は、健常者の

ELISA scoreの  (平均値  + 3 × 標準偏差) で算出した。*: P < 0.05, **: P < 0.001。  

 

図 15: KIR3DL1 の抗原決定基を含むペプチドを用いたELISA吸収実験  
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表 3 で示したKIR3DL1 の抗原決定基を含むペプチドおよび、高い抗KIR3DL1 自己抗

体活性を示した 2 名のSLE患者  (SLE1, 2) の血清  (図 13) を用いて、ELISA吸収実

験を行った。TBS-Tを用いて 1000 倍希釈した血清を、10 アミノ酸からなるKIR3DL1

の抗原決定基を含むペプチド 2 µg/mLと、37℃で 30 分間インキュベートした。「材料

と方法  2-5.」で示した方法に従い、ELISA解析を行った。ペプチドによる吸収を行っ

て得られたELISA scoreが、吸収を行わずに得られたELISA scoreに対して減少した

割合をELISA score吸収効率  (%) として示した。値は独立した 3 回の実験で得られた

ELISA score吸収効率の平均値  + 標準偏差を示した。*: Bw4 との結合に関与するア

ミノ酸、**: 抗KIR3DL1 抗体との結合に関与するアミノ酸  [64]。  

 

図 16: SLE患者のSLEDAI (採血時) と抗KIR3DL1 自己抗体のELISA scoreとの相関  

SLE1, SLE2 を含むSLE患者のSLEDAI (採血時) と、抗KIR3DL1 自己抗体のELISA 

scoreとの相関図を示した。R2: decision coefficient。  

 

図 17: SLE患者の血清中に含まれる抗KIR3DL1自己抗体がNK細胞の機能に与える影

響  

(A) NK細胞の膜上に発現するKIR3DL1 は抑制型の受容体である。標的細胞の細胞膜

にBw4 が発現している場合、KIR3DL1+NK細胞の活性型受容体に対するリガンドが

標的細胞に存在していても、抑制型受容体のシグナルが活性化シグナルを阻害し、NK

細胞は標的細胞を傷害しない。(B) KIR3DL1 にSLE患者の自己抗体が結合した場合、

KIR3DL1 によるBw4 の認識が阻害され、NK細胞が標的細胞を傷害する可能性が考え

られる。  
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表 2  
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