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合成ペプチド抗原を使用した

ヒトサイログロブリンエピトープの研究

加藤亮二1),丸山正幸2),亀子文子1),高官　僑1)

菅谷　昭2)

Sttldies of Antigenic Determinants on Human Thyroglobulin

usimg Synthetic Pept,ides

The antigenic determinants of thyroglobulin (Tg) using the amount of antibodies

produced in cultured human lymphocytes from peripheral blood by the stimulation of either

native Tg or 8 kinds of the synthetic peptides from Tg were examined in this study.

The serums or lymphocytes from the peripheral blood were obtained from 2 patients

with chronic thyroiditis, 2 patients with Graves'disease and 2 normal controls. The 106 0f

lymphocytes per each well in the microplate were culturedwith 1 FLg/ml Tg or synthetic

peptides for 3 to 6 days. Thereafter, the amount of antibodies in the supernatants were

measured by enzyme-linked immunosorbent assay in the wells bound by either Tg or

synthetic peptides prior.

In 1 case of chronic thyroiditis, significant titer of antibodies against Tg or 2 kinds of

synthetic peptides were observed, whereas nomal control and cultivationwith medium

alone never showed the productions of antibodies. The reactions between synthetic peptides

and autoantibodies in the serum from patients with both chronic thyroiditis or Graves

disease were also observed.

Our results suggested that the 2 kinds of synthetic peptides might reflect the activating

determinants related to producing the autoantibodies, and molecular mimicry of antigell

might be associated with the mechanism of yielding the autoantibodies in this portion.
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はじめに

慢性甲状腺炎やバセドゥ病の自己免疫性甲

状腺疾患患者血清中には甲状腺特異自己抗原

(サイログロブリン:Tg,甲状腺ベルオキシ

ダ-ゼ;TPOおよ　びTSHレセ　プター

TSHr)に対する抗体が存在することが知ら

れている.一方,マウスにこれらの抗原を投

与すると実験的自己免疫性甲状腺疾患

(EAT)が誘導できるとの報告がある1).この

うちTgに対する免疫応答はマウスの系統に

より異なり2),さらに, Native-Tg(N-Tg)

とフラグメソト化したTg (F-Tg)の違いで

もその応答は異なると言われている3). Tgは

分子量660kDの糖蛋白抗原であり,その分子

表面に多数の抗原決定基を有している.自己

免疫応答により認識されるエピトープは明ら

かにされていないが,自己抗体の認識部位は

Tgの高次構造あるいはきわめて限られた領

域であるとの推測がなされている4).そこで,

自己抗体の認識部位を明らかにするために

Tg合成ペプチドを作成し,これらを抗原と

したヒトリンパ球の抗Tg抗体産生能実験を

行ったので報告する.

材料および方法

1.測定対象

測定対象は抗Tg抗体価202-3202,抗

TPO抗体価202-3202の自己抗体を有する慢

性甲状腺炎2例,バセドゥ病2例および健常

者2例である.両抗体価は凝集法(富士レビ

オ社)にて測定され, 102以上が陽性とされた.

2.自己抗原の作成

1) Tg抗原

手術時に得られたバセドゥ病組織100gか

らTg抗原を精製した5).阻織を100mMのリ

ン酸緩衝液(PBS : pH7.2, 150mM NaCl)

でホモジナイズし遠心後,上清を1.9M硫安

で塩析した.それをPBSで透析し,さらに

ACA34(LKB)でゲルろ過LTgを得た.蛋

白量はUV比色法(280nm)で求めた.

2) Tg合成ペプチド抗原

Tgのアミノ酸配列から予測抗原決定基を

含む8ヶ所を選択し対応するペプチド8種類

をMultiple Antigen Peptide System (MAP

汰)で合成した.ペプチドの内訳は表1の如く

No.1-N0.8とした.

表l　サイログロブリン合成ペプチド

No　　ペプチドNo　　　アミノ酸部位

l⊥　り】　3　4　5　6　7　8
7　8　9　0　1　2　3　47　7　7　8　8　8　8　81　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　12　2　2　2　2　2　2　2 1-15

2561-2579

2735-2748

134-152

331-349

1000-1018

1474-1492

1824-1842

3.抗Tg自己抗体測定法

Katoら6)の高感度ELISA法で測定した.

すなわち,精製Tg結合マイクロプレート固

相にサンプル液25/Jl, 1%牛胎児血清加リン

酸緩衝液(以下FCS緩衝液) 50FLlを入れ30

分間反応させた.その後4回洗浄を行い,ベ

ルオキシダーゼ標識プロテインA液(Dako

礼)を100/Jl入れ, 30分間反応させた.さら

に4回洗浄後テトラメチルベンチジン

(TMB)を100/Jlを入れ30分間反応後比色

し抗Tg抗体価を求めた.なお判定は同時に

測定した健常者血清の吸光度が平均+3SD

を超えるものを陽性とした.

4. Tg合成ペプチドと自己抗体の反応

Peptide Coating Kit (TAKARA)を使用

して8種類の合成ペプチドを固相化した.専
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用のマイクロプレートに2/Jg/We11のTg

合成ペプチドとリアクション液10〝1を入れ

室温で2時間反応させた.その後蒸留水で洗

浄し,使用まで低温乾燥状態下で保存した.

使用の際は直前に2時間ブ.=キングを行っ

た.測定方法はサンプル25〟1を合成ペプチド

結合固相に入れ室温で30分間反応させ洗浄

級,ベルオキシダーゼ結合抗ヒトIgG(HRP

-AHIgG)を100 /Jl加え室温で30分間反応さ

せた.以下抗Tg抗体と同様な方法で発色さ

せ,吸光度を求めた.

5.ヒトリンパ球の採取

-パリソ入りの真空採血管で患者当り末梢

血10mlを採血し,これと等量のPBSを加え

希釈した.別の試験管に3mlのFicolト

Hypaque(比重1.077 :フアルマシア社)を取

り,これに希釈した血液5-6mlを静かに

重層した. 1500回転30分間遠心を行い,リン

パ球層を回収した.リンパ球を3倍量のPBS

と混和後700回転で10分間遠心し,沈壇の細胞

を2回洗浄した.沈渡にPBS 1 mlを入れ細

胞浮遊液を作成し,細胞数を算出した.

6.抗原刺激によるリンパ球の抗体塵生能試

験

無菌的に106/mlに調整したリンパ球浮遊

液100JJlにTg抗原100ng～ 1 〃g/mlまた

はTg合成ペプチド100ng/mlをそれぞれ

100/fl入れ3-6日間培養した方法と106/

mlリンパ球浮遊液にTg抗原1 /Jg/mlを入

れ30分間反応させた後,リンパ球を洗浄して

Tg抗原を除去した方法の2法で抗体産生能

を比較した.抗体測定は毎日採取した培養液

を用いてELISAで行った.

結果

1.リンパ球数とTg抗原量の検討

リ　ンパ球数104/ml,105/ml,106/mlに100
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ng/mlと1 /Jg/mlのTg抗原をそれぞれ添

加して培養したところ, 106/mlのリンパ球数

において図1示すように,いずれの抗原濃度

においてもTg抗体の産生が認められた.抗

原量100ng/mlに比べ1 /Jg/mlは抗体産生

量が多い結果であった.リンパ球数104/m1

-105/mlでは106/mlに比べ抗体産生量は低

い傾向であった.

(a.0)軸栄意

106　　　　105　　　　　104

リンパ球数/mR

図l　リンパ球数と抗体産生量

2.抗原刺激法の検討

抗原存在下で培養する方法と抗原刺激後抗

原を除去して培養する2法で抗体産生能を検

討したところ,両者の方法で抗Tg抗体は検

出された.しかし,前者では抗原の存在が抗

Tg抗体測定系に影響を及ぼすことが考えら

れることから以後は後者の方法で行った(図

2).

0.5
(a.0)噸栄戯

二王方法2
3　　　　4　　　　5　　　　6日

培養日数

方法1 :抗原+リンパ球⇒培養

方法2 :抗原+リンパ球⇒洗浄⇒培養

図2　Tg抗原刺激法の違いによる抗体産生
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3. Tg自己抗原刺激による抗体産生能

慢性甲状腺炎患者2例および健常者2例の

リンパ球浮遊液にTg抗原を入れて抗Tg抗

体産生能を調べた.図3に示すように,抗原

刺激から5日目に慢性甲状腺炎患者1例から

Tg抗体が検出された.健常人2例は抗体の

検出を認めなかった.また,リンパ球に緩衝

液のみを入れた系でも抗体産生を認めなかっ

た.

2.0

･Ec) i.5
く勺

〔ピ

1.0

3　　　　4　　　　5　　　　6日

培養日数
Ratio -抗原刺激後0.D/抗原無刺激後0,D

図3　Tg抗原刺激による抗体産生

4. Tg合成ペプチド刺激による抗体産生能

前記3と同じ症例について8種煩の合成ペ

プチドでリンパ球刺激試験を行ったところ,

図4に示すように, No.2, No.3, N0.5の

合成ペプチドに対して抗Tg抗体を認めた.

培養日数

RatlO -抗原刺激後0,D/抗原無刺激後0.D

図4　合成ペプチド抗原刺激による抗体産生

5. Tg合成ペプチドと自己抗体の反応性

慢性甲状腺炎2例,バセドゥ病2例および

健常者2例の血清を使用してTg合成ペプチ

ドとの反応性を調べたところ,表2に示すよ

うにNo.3, No.5, No.6, N0.8の合成ペ

プチドと各自己抗体の間で反応を認めた.

表2　Tg合成ペプチドと自己抗体の反応

Tg合成ペプチド

No.　1　　2　　　3　　　4　　　5

自己抗体陽性血清A
〟　　　　　　　　B

〟　　　　　　　　C

〟　　　　　　　　D

汁汁一± IT,I.一‥汁汁±±

正常血清A

〟　　　B

抗Tg免疫抗体　　　　　　　2+　　±　　±

(結果) -　:　0.D.　　～0.010

±　:　0.D. 0.010-0.100

+　:　0.D. 0.loo-0.300

2+　　　　0.D. 0.300-0.600

3+　　　0.D. 0.600-
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考察

Tg自己抗原とTg合成ペプチドに対する

自己免疫応答を明らかにする目的で慢性甲状

腺患者から得られたリンパ球を用いて解析し

たところ, Tgおよび合成ペプチドと患者リ

ンパ球は明らかな応答を認めた. Tg抗原や

合成ペプチドを添加しなかった対照リンパ球

や健常者リンパ球は応答を認めなかったこと

からこの反応は特異反応と考えられた.

本来正常個体の免疫担当細胞はTgとは免

疫応答を示さない. Tgのように健常者血中

に微量に存在する物質はT細胞トレランスが

関与していると考えられており, Burnet7)ら

によりT細胞のClonal deletionモデルとし

て提唱されている.しかし, Penl1ale8)らの実

験で指摘されたように,胸腺を摘出し放射線

を照射したラットに甲状腺炎が発症したこと

は自己抗原に反応するT細胞が胸腺以外に存

在していることを意味し, T細胞トレランス

は自己のT細胞機能を制御する別のT細胞の

存在をも示唆している.

最近,ヒトTgのcDNA9)が明らかにされ,

全アミノ酸配列を手がかりにエピトープの解

析が行われている. Tgは分子量が大きくエ

ピトープ数が多いため,特異的な免疫応答を

観察する手段はきわめて少ない.さらに抗

Tg自己抗体は高次構造を認識しているとも

いわれ10),一次構造を有するペプチドからの

アプローチは困難であると考えられていた.

しかし,今回の結果から患者末栴血リンパ球

中の自己抗原認識クローンはTgおよびその

合成ペプチド抗原に対して抗Tg抗体を産生

した.また患者血清中の自己抗体と数種のペ

プチド抗原の間で反応が認められた.特に

No.3,N0.5の合成ペプチドは患者リンパ球

に対する刺激活性および自己抗体との反応の
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両者に比較的高い抗原活性を持つことから,

自己抗体の産生機序に関する仮説として従来

から唱えられている11)ウイルス等の外来抗原

との相同性および修飾された抗原との交差反

応(molecular mimicry)が関与していると

考えられた.さらに.これらが残存するTg特

異的認識T細胞と反応することが推測され

る.

いずれにしてもTgを認識するT細胞ク

ローンとペプチド抗原(変異抗原とする)を

認識するT細胞クローンの量的な制御バラン

スも考えられ,お互いの増減が自己抗体産生

に寄与していることも否定はできないと思わ

れた.また,今後,リンパ球の刺激活性を持

つ領域のペプチドを用いた実験的甲状腺炎の

発症に関連したTg遺伝子の存在の有無の検

索が期待される.
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