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研究成果の概要（和文）：本研究は、抗neurofascin 155 (NF155) 抗体陽性慢性炎症性脱髄性多発神経炎(CIDP)
の動物モデルを作成するために、病原性を有するモノクローナル抗体を単離することである。抗NF155抗体陽性
CIDP患者のリンパ球を採取し、全RNAからcDNAを調製後、免疫ファージ抗体ライブラリーを作成した。その後、
細胞パニング法を用いてヒトNF155特異的な一本鎖フラグメント(single chain variable fragment, scFv)の候
補となるクローンを複数単離することに成功した。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that a subset of chronic inflammatory demyelinating 
polyneuropathy (CIDP) has autoantibodies against neurofascin 155 (NF155). However, pathogenicity of 
the antibodies remains to be elucidated. In this study, we aimed to isolate pathogenic single chain 
variable fragments against NF155 to elucidate pathomechanisms of anti-NF155 antibody-positive CIDP. 
We constructed an immunoglobulin V-gene phage-display library from the immunoglobulin repertoire of 
a patient with anti-NF155 antibody-positive CIDP. Then several antigen-specific clones were isolated
 using a cell panning method.

研究分野： 神経内科
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１．研究開始当初の背景 
 慢性炎症性脱髄性多発根ニューロパチー 
(chronic inflammatory demyelinating 
polyneuropathy: CIDP)は古典的には 2ヶ月
以上にわたる慢性進行性あるいは階段状進
行性、再発性の左右対称性の四肢の遠位、近
位筋の筋力低下・感覚障害を主徴とした原因
不明の末梢神経脱髄疾患と定義される。各症
例での経過や治療への反応性が均一でない
ことから、不均一な病因の疾患が混在してい
ると考えられている。CIDP では細胞性免疫の
みならず液性免疫の関与が指摘され、これま
で様々な抗原に対する自己抗体の報告がな
されてきたが、陽性例はごく一部の症例に限
られていることや再現性の問題から診断・治
療における有用性は確立されていなかった。
近年、ランビエ絞輪部およびその周辺の分子
機構の解明が進み自己抗体の標的部位とし
ての側面にも注目が集まるようになり、特に
ランビエ傍絞輪部の髄鞘形成細胞より発現
する neurofascin 155 (NF155)と CIDP の関連
を示す報告が相次ぎ、その臨床的特徴、治療
反応性が明らかにされつつある。申請者の施
設では、炎症性脱髄性疾患と抗 NF155 抗体の
関係に早期より着目し、一貫して研究を継続
してきた。2013 年に希少な難治性脱髄性疾患
である中枢・末梢連合脱髄症と抗 NF155 抗体
の関係について報告した。その後、申請者は
13 例の抗 NF155 抗体陽性 CIDP 症例を同抗体
陰性 CIDP 症例と臨床像を比較し、同症例群
では平均発症年齢が若く、遠位対称型である
割合と下垂足、歩行障害、振戦を有する割合
が高く、脳脊髄液中の蛋白が著増しているこ
とを明らかにした。更に電気生理学的異常の
特徴を報告し、頚部・腰仙骨部神経根および
近位末梢神経が対称性に肥厚していること
を MRI neurography で見出した。治療効果に
ついては抗NF155抗体陽性例を治療反応群と
抵抗群に分類した場合，大量免疫グロブリン
療法（IVIg）に加えてステロイドを併用して
いる割合が治療反応群で有意に高いことを
明らかにした。また抗 NF155 抗体陽性症例の
IgG サブクラスを確認したところ、全員の血
清でIgG4が優位であった。以上より、抗NF155
抗体は病原性を有する抗体であり、同抗体を
有する症例は一律の病態生理により症状を
呈すると推察される。しかし、抗 NF155 抗体
の作用および発症に至るまでの過程は十分
明らかになっていない。 
病原性を有するモノクローナル抗体は疾

患の病態生理を明らかにするために有用な
ツールであり、これまで様々な抗体介在性疾
患の病態解明のため抗原特異的なモノクロ
ーナル抗体が作製・利用されてきた。モノク
ローナル抗体作製法の一つにファージディ
スプレイ法があり、近年は細胞融合法に替わ
る新たな抗体作製法として注目されている。
抗 NF155 抗体陽性 CIDP と同様に自己抗体の
サブクラスが IgG4 優位であり、類似の病態
が示唆される疾患として天疱瘡、血栓性血小

板減少性紫斑病が挙げられるが、いずれの疾
患においても既にファージディスプレイ法
によって病原性を有する single-chain 
variable fragment (scFv)（抗体が抗原を認
識するために必要な最小単位である VH およ
び VL から構成される可変領域をペプチドリ
ンカーで結合した単鎖可変領域フラグメン
ト）が作製され、特徴的な病状、病態が再現
されている。一方で、これまで NF155 に対す
る scFv の報告はない。 

  

２．研究の目的 

本研究の目的はファージディスプレイ法
を用いてヒト NF155 を抗原とする scFv を作
製することである。NF155 特異的 scFv を動物
モデルへ応用し、更にエピトープ解析するこ
とで病態生理の解明が期待できる。また、治
療戦略を立てる上でも非常に有用なツール
となる。 
 

３．研究の方法 
抗 NF155 抗体陽性 CIDP 患者由来抗体ファー
ジライブラリーの構築 
申請者の施設で抗NF155抗体を測定し陽性

であった症例に対して本研究についての十
分な説明を行い、同意を得た後に末梢血を採
取し、Leucosep™ Tubeを用いて末梢血単核細
胞 （ PBMC ） を 抽 出 し た 。 RNeasy mini 
kit(QIAGEN 社)を用いて total RNA を抽出し
た後に逆転写反応を用いてcDNAを合成した。
続いて IMGT(http://www.imgt.org)データベ
ースを参考に設計したプライマーを用いて
VL 遺伝子を VH 遺伝子と VL 遺伝子を個別に
PCR 増幅した。その後リンカーペプチド配列
をコードしたリンカーDNA を用いてアセンブ
リ PCR を行うことでランダムに連結させ、そ
れをファージのコートタンパク質 g3pの N末
端側に融合タンパク質として発現するよう
にファージミドベクター内に組み換えた。そ
れを大腸菌(TG-1)にエレクトロポレーター
により形質転換後、M13KO7 ヘルパーファージ
を感染させることによって、抗体ファージラ
イブラリーを構築した。 
 

細胞パニングと特異的抗体の単離 
今回パニングに際しては、抗 NF155 抗体の

エピトープと推測される部位を恒常的に強
制発現させた HEK 細胞(NF155-HEK)に抗体フ
ァージライブラリーを直接反応させる細胞
パニング法を用いた。 
1×106 個/100μL の naive HEK 細胞と

NF155-HEK とをそれぞれ 300 µl準備した。最
初に naive HEK 細胞にファージライブラリー
を添加し、4℃で 1 時間反応させた。この操
作によりHEK細胞に結合するファージを除去
した。遠心後の上清を NF155-HEK に添加して
4℃で 1時間反応させた。洗浄して NF155-HEK
に結合しなかったファージを除去した後、
76mM のクエン酸(pH 2.5)1mL で細胞を懸濁し、



NF155-HEK から結合ファージを解離させた。
その後 1M Tris-HCl (pH 7.4) 2mL で中和し、
遠心後に上清を回収した。その後、対数増殖
期の TG-1 に感染させ、2TYAG プレート上で
37℃、O.N.で培養した。プレートから回収し
た TG-1 を 2TYAG 培地で培養後、M13KO7 ヘル
パーファージを MOI = 10 で添加し、37℃、
30 分静置、37℃、30 分振盪させ感染させた。
1000×g、10 分で遠心分離後、2TYAK でペレ
ットを分散させ、37℃、O.N.で培養した。遠
心分離後の上清に 0.2容量の PEG6000 溶液と
混合し、沈殿したファージを回収し、次のラ
ウンドに用いた。 
細胞パニングによる特異的抗体の濃縮は、

NF155-HEK に結合したファージに Alexa488 
で蛍光標識された抗M13抗体を結合させた後
に、フローサイトメーターで NF155-HEK の蛍
光強度を測定することで確認した。 
単離したクローンとNF155の結合性の評価

には、抗 NF155 抗体のエピトープと推測され
る部位を一過性に発現させたHEK細胞を用い
た。 
 

４．研究成果 
合計 3 回細胞パニングを行った結果、2 回

目のパニング後よりヒト NF155 に結合する
ScFv を有するクローンが十分濃縮されてい
ることを確認した(図 1)。 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

図 1. 細胞パニング結果 
 
 

3回目のパニング後に15クローンをピック
アップしたところ、13 クローンがヒト NF155
に結合した。また、10 クローンの ScFv の塩
基配列を確認したところ、その多くで類似の
VH 遺伝子と VL 遺伝子の組み合わせがみられ
た。ヒト NF155 に高親和性の組み合わせが同
定されている可能性が高い。今後は今回得ら
れたファージクローンを利用して、ScFv を単
利して動物に投与することで、抗 NF155 抗体
陽性 CIDP 症例でみられる脱髄所見を呈する
のか確認していく。 
 

 
 
図 2. 単離したクローンの NF155 への結合性 
15 のクローンのうち、13のクローンで NF155
への結合を確認した 
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