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研究成果の概要（和文）：摂食障害および肥満患者血清中の自己抗体を、約2万種の蛋白を搭載したプロテインアレイ
を用いてスクリーニングし、355個の陽性スポットを検出した。このうち強い陽性シグナルを示した180の抗原蛋白につ
いて独立の血清サンプルで確認を行った。47の抗原は神経性食欲不振症患者サンプルで陽性で、かつ健常者で陰性であ
り、陽性率の上位には細胞内輸送、G蛋白質シグナル伝達の調節、食欲の調節、神経内分泌系のストレス反応に関与す
る蛋白が含まれていた。Gene Set 解析で、陽性抗原はホルモン活性のGene Setに有意に多く含まれていた。さらに新
たな独立サンプルで再現性の確認を行い特異的な抗原を絞り込む必要がある。

研究成果の概要（英文）：Serum autoantibodies specific for eating disorders were screened using a protein a
rray loaded with approximately 20,000 proteins, and 355 positive spots were detected. Of those, 180 antige
ns showing the strong signal were subjected to further confirmation in independent samples of eating disor
der, obesity and healthy control. Forty seven antigens showed the positive signal in the anorexia nervosa 
sample, while negative in the control sample. The antigens with high positive rates included proteins whic
h play a role in intracellular trafficking, regulation of G protein signaling, gastrointestinal functions 
and food intake, and neuroendocrine stress responses. A gene set analysis indicated that the positive anti
gens were included significantly more often in the gene set of Hormone_Activity. 
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１．研究開始当初の背景 
摂食障害（Eating Disorders, ED）は食行

動の重篤な障害を特徴とし主として神経性食
欲不振症（anorexia nervosa, AN）と神経性
過食症（bulimia nervosa, BN）に分類される。
AN の特徴は食事制限、絶食、過剰な運動、
排出行動（自己誘発性嘔吐、下剤等の濫用）
により正常体重の最低限の維持を拒否するこ
とである。BN はむちゃ喰いと体重増加を防
ぐための代償行動（絶食、過剰な運動、排出
行動）を繰り返し著しい低体重は示さない。
思春期・青年期の女性に多く発症する。ED
に特異的な生物学的なマーカーは見つかって
いない。そのため生物学的な発症や病態のメ
カ二ズムの解明が困難である。近年、精神・
神経疾患に関連する可能性のある自己抗体の
存在が相次いで報告されている。ED におい
ても AN および BN 患者において、血清中に 
alpha -MSH、ACTH、LHRH に対する自己
抗体が健常者に比較して高頻度にみられるこ
と（Fetissov SO et al. Proc Natl Acad Sci 
USA 99:17155, 2002）、alpha -MSHやACTH、
oxytocin, vasopressin に対する自己抗体のレ
ベルが健常者の ED に関連する心理行動特性
と相関すること（Fetissov SO et al. Proc Natl 
Acad Sci USA 102: 14865, 2005）が報告され
た。 
２．研究の目的 
本研究ではプロテインアレイを使用した

網羅的自己抗体スクリーニング法によって
ED 患者に特異的な自己抗体を探索すること
を目的とする。自己抗体より同定された抗原
蛋白の機能を解析することにより、ED の病
態メカニズムを解明するのに役立つ。また、
ED に特異的な自己抗体は、ED の発症前や
早期の診断への応用、治療法の開発に役立つ
ことが期待される。 
３．研究の方法 
１）対象者 
摂食障害（ED）および肥満患者、健常対照

者の血清試料と身体計測値、臨床データ、生
化学検査値などの臨床パラメータ、表現型を
収集した。 
２）プレスクリーニング 
ヒト蛋白質発現リソース（ HUPEX ）

（Goshima N et al. Nature Methods 5(12): 
1011-1017 2008）からコムギ無細胞蛋白質合
成系により合成された蛋白約 2 万種を搭載し
たプレスクリーニング用のプロテインアレイ
（C-PAA）を作成した。C-PAA の 1 スポット
にはそれぞれ 10 種の蛋白質が搭載された。次
に 3 人分の血清サンプルのプール血清を 10
グループ作成した。その内訳は AN―制限型 2
グループ、AN―むちゃ喰い／排出型 2 グルー
プ、BN 2 グループ、肥満 2 グループ、健常者
2 グループである。C-PAA による抗原検出は、
希釈プール血清をアレイに添加・反応、洗浄

後、二次抗体を添加・反応、洗浄後、基質を
加え化学発光、イメージアナライザーによる
画像検出、スポットの数値化の手順で実施し
た。各グループ 15～20 の閾値以上の反応を
示すポジティブスポットが検出された。 
３）抗原同定 
陽性スポット上の混合蛋白質を展開した各

グループ 150～200 の抗原と、それに加えて蛋
白の機能から摂食障害と関連する可能性のあ
る候補抗原 185（Pinheiro AP et al. Am J Med 
Genet 153B: 1070-1080）を搭載した抗原同定用
のプロテインアレイ（E-PAA）を作成した。
作成したE-PAAに各プレスクリーニングに用
いたグループのプール血清を反応させたとこ
ろ 355 個の陽性スポットが検出された。 
４）独立サンプルでの抗原確認 

E-PAA で同定された抗原のうち自己抗体と
強く反応する 180 種類の抗原蛋白を選択し、
これらが搭載された確認用のアレイF-PAAを
作成した。この F-PAA を用いて、スクリーニ
ングに用いた 10 グループを構成する 30 サン
プルおよび独立の ED49 例 [AN44 例（うち 9
例はANとBNの両方の既往あり）, BN5例]、
肥満患者 11 例および健常者 12 例の血清サン
プルについて搭載された抗原に対する自己抗
体が存在するか確認を行った。 
４．研究成果 
１）独立血清サンプルでの自己抗体の確認 

AN の独立サンプルで陽性でかつ健常者で
陰性であった抗原数は 47 であり、それぞれの
抗原の陽性率は 32％～2％であった。陽性率
上位の抗原蛋白には細胞内輸送、G 蛋白質シ
グナル伝達調節、消化管機能や食欲の調節、
神経内分泌系のストレス反応に関与する蛋白
やペプチドが含まれていた。 
２）Gene Set 解析 
どのような機能カテゴリーに含まれる遺伝

子が、F-PAA でポジティブな抗原遺伝子とし
て検出される傾向にあるかを調べるため、AN
患者に陽性で健常者に陰性であった 47 抗原
の中で遺伝子のアノテーション情報が
Entrez に登録されている遺伝子名と一致し
た 44 遺伝子を用いて Gene Set 解析を実施し
た。解析対象Gene SetはMsigDB (Molecular 
Signatures Database)に登録されている C2, 
C5 カテゴリーの ORGANISM が ”Homo 
sapience”である Gene Set（全遺伝子数：
20710）を用いた。FPAA 搭載遺伝子数に対
するポジティブ遺伝子の数が有意に高い
Gene Set が存在しているかを調べるため、超
幾何分布を用いた解析を行った。Gene Set 解
析の結果、AN 患者の独立サンプルでポジテ
ィ ブ で あ っ た 抗 原 遺 伝 子 は １ ）
Hormone_Actvity、２）ReactomePepitde_ 
Ligand_Binding_Receptors, 、 ３ ）
Cell_Fraction、４）Receptor_Binding、５）



Reactome_GPCR_ Ligand_Binding (以上 P 
<0.05) 、６） Soluble_Fraction（P<0.1）の
Gene Set に有意に多く含まれていた。 
今後、新たな独立サンプルで再現性の確認

を行い、特異的な抗原を絞り込むことが必要
である。 
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