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研究成果の概要（和文）：慢性炎症性脱髄性多発神経炎（CIDP）は慢性進行性または再発性の経過を特徴とする
末梢神経疾患である。本研究では、CIDPを病型別に分類しプロテオーム解析を用いCIDPの自己抗体の標的抗原を
探索した。ブタの馬尾から抽出した蛋白質を二次元電気泳動で展開し、患者血清を1次抗体としたウェスタンブ
ロットを行い自己抗体が認識する蛋白質を探索した。その結果、CIDP患者血清中のIgGの抗原候補として
vinculinという分子を同定した。合成蛋白質を用いたウェスタンブロット法により多検体で検証した結果、抗
vinculin抗体はTypical CIDP症例のみでみられ、CIDPの病態に関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP) is an autoimmune 
disorder of peripheral nervous system. Current hypothesis is that humoral immune factors contribute 
to the autoimmune mechanisms. The aim of this study was to identify the immunological target 
antigens in subgroups of CIDP by proteomic-based approach. Target molecules of autoantibodies in the
 patient’s sera were investigated among extracted proteins from pig cauda equine by agarose 2-DE 
and immunoblotting. The candidate molecules were validated by immunoblotting, immunohistochemistry 
and immunocytochemistry.We found that some patients with CIDP had anti-vinculin autoantibodies. 
Vinculin exists ubiquitously and plays a key role in the cell adhesion.Our results suggested that 
vinculin could be a possible immunological target of autoantibodies in a few patients with typical 
CIDP.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

慢性炎症性脱髄性多発神経炎(CIDP)は

自己免疫機序により末梢神経に脱髄を生じ、

筋力低下や感覚障害をきたす疾患である。

慢性進行や再発・寛解の経過が特徴であり、

重度な身体機能障害に陥ることが少なくな

い。CIDPの予後は良好であるとは言えず、

病態機序の解明と新規治療法の開発は急務

である。CIDPの病態については、治療と

して血漿交換が有効であることや、組織学

的に有髄神経線維に抗体や補体の沈着が見

られることから、液性免疫が関与している

可能性が示唆されている。これまでに行わ

れてきた免疫標的分子の探索研究では、P0

蛋白質などのミエリン蛋白質やランビエ絞

輪を構成する蛋白質を候補として研究がさ

れてきたが 、現時点で免疫標的分子は全く

不明である。 

CIDPは複数の異なった病態を含む症候

群であると考えられており、European 

Federation of Neurological Societies / 

Peripheral Nerve Societyによる CIDP診

断基準では、典型的CIDPと非典型的CIDP

に分類することが提唱されている。我々は

これまでに、CIDPの各サブグループごと

の電気生理学的特徴を明らかにし、 またサ

イトカインプロファイルの違いを示してき

た。このことからも CIDPの各サブグルー

プにおいて、免疫標的分子が異なることが

予想される。しかし、これまでの研究では

CIDPをサブグループに分けて分子病態を

解析した研究報告は少なく、本研究では

CIDPをサブグループに分けて研究を行う

ことにより、病態解明につながることが期

待される。 

蛋白質同定の手法には大きく分けて 2つ

あり、電気泳動で分離した蛋白質を質量分

析計で一つずつ同定していく手法と、サン

プル中にある蛋白質を質量分析計で一度に

分析するショットガン法に大別される。 

電気泳動による手法は、細胞株や組織から

抽出した蛋白質を 2次元電気泳動で展開・

分離し、PVDF膜に転写後、患者血清中 IgG

を一次抗体としたウエスタンブロットを行

う。患者血清と反応した部位に対応するゲ

ル上のスポットを切り出し、ゲル内トリプ

シン消化でゲルから蛋白質を抽出し、質量

分析計で蛋白質を同定する。血中の抗体と

抗原の反応を、ウエスタンブロットで直接

見て解析するので、同定された蛋白質が標

的抗原であるという結果に信頼性が高いが、

多検体の検索には時間がかかる。 

ショットガン解析を用いた手法は、免疫沈

降法を組み合わせた手法で、培養細胞その

ものに血清を反応させてから、抗体ビーズ

を用いて免疫沈降法を行い、患者血清 IgG

と反応して得られた抗原蛋白質をショット

ガン解析するものである。本法では細胞株

に直接血清を添加していることから、血清

中の抗体は細胞外表面の分子と結合してお

り、標的抗原の局在を加味した解析が可能

となる。また、ショットガン解析はハイス

ループットに多検体の解析が可能である。 

２つの方法を用いることでそれぞれの手

法の欠点を補い、CIDPの抗体標的分子の探

索が可能となる。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、プロテオーム解析技

術を用いて、CIDP患者血清中の IgGが免

疫反応する分子を、培養細胞株や神経組織

から抽出した蛋白質中から探索し、有力な

抗原候補として複数の蛋白質を同定した。

本研究はその成果を発展させ病態に関与す

る新規エピトープを明らかにし、CIDPの

診断・治療のバイオマーカーを確立するこ

とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) CIDP患者血清 IgGの標的抗原の探索  



①電気泳動を用いた解析による標的抗原探

索 

ブタ馬尾から抽出した蛋白質を 2次元電気

泳動で展開・分離し、PVDF膜に転写後、

患者血清中 IgGを一次抗体としたウエスタ

ンブロットを行った。患者血清と反応した

部位に対応するゲル上のスポットを切り出

し、ゲル内トリプシン消化でゲルから蛋白

質を抽出し、質量分析計で蛋白質を同定し

た。 

②免疫沈降法を用いた標的抗原探索 

schwannoma細胞株を２種類の質量の異

なる安定同位体標識されたアミノ酸を含む

培地で培養し、細胞に含まれる蛋白質を標

識する。２種類の異なる標識をした細胞の

一方に患者血清、もう一方に正常対照の血

清を反応させ、免疫沈降法を行い、回収し

たサンプルを合わせて質量分析計で解析す

る。 

③プロテインアレイを用いた標的抗原探索 

 バイオインフォマティクスのデータベー

スを使用して、神経組織の細胞膜に局在す

る蛋白質を選択し、それらを抗原としてプ

ロテインアレイに搭載した。 

(2)多症例の検体で抗原候補蛋白質に対す

る免疫反応があるかを確認 

抗原候補となった蛋白質について、CIDP

患者 33症例と正常・疾患対照の血清で多検

体の検証を行った。合成蛋白質を

SDS-PAGEで電気泳動し PVDF膜に転写

した後、一次抗体に患者血清を用いてウエ

スタンブロット法を行った。 

(3)標的蛋白質の局在に関する免疫組織学

的検討 

上述の方法で同定された候補蛋白質につ

いて、マウス坐骨神経を用いて、免疫組織

学的検討を行った。 

４．研究成果 

(1) 電気泳動を用いた解析による標的抗原

探索 

 まず患者血清７例について電気泳動を用

いた解析をおこなったところ、４つの抗原

候補蛋白質が同定された。そのうちデータ

ベース上、plasma membraneに局在があ

るとされる vinculinを候補とした。次に

vinculinの合成蛋白質を用いたウェスタン

ブロットを行ったところ、CIDP33例中 4

例で反応がみられ、正常対照 26例、疾患対

照 21例では反応はみられず、vinculinに対

する自己抗体は CIDPに特異的なものと考

えられた。さらに、抗 vinculin抗体陽性の

血清を用いて免疫染色を行った。マウスの

坐骨神経を用いた免疫染色では、患者血清

はミエリンシースに沿って強く反応してお

り、vinculinも同じ局在であった。一方、

正常対照では、ほとんど反応がみられなか

った。 

(2) 免疫沈降法を用いた標的抗原探索 

 schwannoma細胞株をSILAC試薬でラべ

リングし、解析の準備を行った。 

(3) プロテインアレイを用いた標的抗原探

索 

 データベース上、神経組織に発現のある

1755個の蛋白質を搭載したプロテインア

レイを作成し、Typical CIDP 10例、

MADSAM 4例、正常対照 4例の血清を用

いて解析を行った。 
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