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Inhibitory serum autoantibodies to angiotensin converting enzyme 2 in patients with 

scleroderma or MCTD having pulmonary hypertension or digital necrosis 

 

[Backgrounds] We have reported serum autoantibodies to angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) 

in patients with rheumatic diseases and pulmonary arterial hypertension (PAH) or digital necrosis. In 

this study, we estimated in vitro ACE2-inhibition by serum IgG from patients with MCTD or 

systemic sclerosis (SSc).  

[Methods] Anti-ACE2 antibody-ELISA: Serum from patients with MCTD or SSc including 12 

vasculopathy patients (5 PAH-, 2 SSc renal crisis-, 4 digital necrosis-cases), and 40 non-vasulopathy 

patients were studied. Inhibition assay for in vitro ACE2 by purified IgG fraction from patients’ 

serum. ACE2 activity under co-incubation with 1 mcg IgG fraction from each patient was assayed 

using substrate Mca-APK-Dnp. Triplicate assay compared with control data was evaluated 

statistically by t-tests. 

[Results] Significant inihibition of ACE2 activity by IgG was shown in 6 (3 PAH, 3 digital necrosis) 

out of the 11 vasculopathy pts, and four of the patients showed 5-25% of the control ACE2 activity. 

Anti-ACE2-ELISA titer was positive in 7 out of 12 vasculopathy patients having PAH or digital 

necrosis. One SSc patient having the history of renal crisis seven years ago showed negative serum 

anti-ACE2-antibodies. None of the IgG fractions from non-vasculopathy patients showed ACE2 

inhibition. 

[Conclusion] Patients with constrictive vasuculopathy and SSc or MCTD have inhibitory serum 

autoantibodies to ACE2. 
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血管病態患者血清IgG分画による、in vitro ACE2活性の抑制：

蛍光基質により酵素反応を時系列測定 （データの一部を呈示）
吸光度 (RFU)

IgGなし

reference

SSc PH（ΔPG 50）

6年前に腎クリーゼ

健常者

対照 SSc

SSc 皮膚潰瘍が

冬季のみ出現



市販 ACE2 抗体

図 1. ラット ACE2 中和抗体の作製。HEK293T 細胞に強制発現させたラット ACE2 タ

ンパク質に抗血清を反応させ、タンパク質に反応性を示す抗体をスクリーニングし

た。コントロール：市販 ACE2 抗体。コントロールと同様にシグナルのシフトが起こ

り、抗体が反応したことが分かる。 

図 2. リコンビナント ACE2 に対する中和活性 
クローン No.A41 から精製した IgG は濃度依存的に

ACE2 活性を阻害した。 

コントロール IgG No. A41 
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【背景と目的】 

我々は、血管保護因子である Angiotensin converting enzyme 2（ACE2）に対する自己抗体を同定し報

告した（Takahashi et al., Arthritis Res Ther, 2010;12(3):R85）。抗 ACE2 抗体は、膠原病（SLE、

強皮症、MCTD）の収縮性血管病態（肺動脈性肺高血圧症/PAH、末端壊死）患者において、非血管病態

の患者に比べ有意に高値を示した。さらに収縮性血管病態患者が有する抗 ACE2 抗体の中には、ACE2

に対し中和活性を示す抗体が存在した。そこで本研究では、抗 ACE2 抗体が病因性抗体として作用する

か否かを動物モデルで評価するため、抗 ACE2 抗体を作製した。 

 

【方法】 

ヘマグルチニンを付加した rat ACE2 タンパク質を発現する cDNA を 3 匹の Wister rat に直接皮下投与

し免疫した。血中抗体価の上昇の有無を検定するため、DNA 免疫後６週間目に血清を採取し、ACE2 タ

ンパク質を一過的に強制発現させた HEK293T 細胞に作用させた後、フローサイトメトリー解析を行っ

た。次に得られたクローンのうち特に ACE2 への反応性が高かったクローンについて限界希釈によるク

ローニングを行った。さらに高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いて、ACE2 タンパク質に対す

る中和活性の有無を評価した。 

 

【結果】 

2 回のスクリーニングを

経て最終的に 3クローン

が、コントロールとして

用いた市販のACE2抗体よ

りも、ACE2 に対して高い

親和性を示した（図 1）。

さらに HPLC による ACE2

活性の測定の結果、クロ

ーン No.A41 が、リコンビ

ナント ACE2 と混合することで、濃度依存的に ACE2

に対し中和活性を示した。即ち、最も高濃度の IgG

とACE2を反応させた時（モル比、ACE2:IgG = 1:100）、

コントロール IgG 添加時では、ACE2 活性が 36.3%

だったのに対し、クローン No.A41 由来 IgG を添加

すると、23.3％にまで低下した（図 2）。しかしな

がら、他の 2クローンについては、中和活性は認

められなかった。 

今後は、クローン No.A41 を大量精製し、ラットへ

の投与を行い、血管病態が惹起されるか検証する。 
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