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研究成果の概要（和文）：近年、急性脳症における抗神経抗体の関与が注目されているが、その検出方法は確立されて
いない。我々は複数の方法で抗神経抗体の検出を試み比較した。自己免疫性機序の関与が疑われる急性脳症16例につい
て、Immunoblot（IB）・ラット脳組織免疫組織染色（ラットIHC）・ヒト脳組織免疫組織染色（ヒトIHC）の3つの方法
で抗神経抗体の検出を行った。IBでは5例、ラットIHCでは11例、ヒトIHCでは10例において、抗神経抗体の存在が示唆
された。それぞれの結果は必ずしも一致するとは限らなかった。今回の結果では、感度ではIHCがIBに優るが、抗神経
抗体の検出には複数の方法を組み合る必要があると思われた。

研究成果の概要（英文）：Autoimmune process is presumed to contribute in acute encephalopathy in children. 
However, the methods for detecting autoantibodies have not been established. We measured serum autoantibod
ies in children with acute encephalopathy using several different methods. The subject of this study is 16
 children with acute encephalopathy suspected to have autoimmune encephalopathy. We measured autoantibodie
s using the following methods: 1) immunoblot using prepared membrane with human brain derived proteins (IB
), 2) immunohistochemical studies using rat brain tissue (rat IHC), 3) immunohistochemical studies using c
ontrol human brain tissue (human IHC). Autoantibodies were detected in 5 children by IB, 11 by rat IHC, an
d 10 by human IHC. The results of examinations were not always consistent among methods of measurement. Ou
r study revealed that IHC will be more sensitive than IB. However, the detection of autoantibody should be
 made in combination of several detection methods.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 自己免疫　抗神経抗体　急性脳症　免疫組織化学染色法　辺縁系脳炎　基底核脳炎

内科系臨床医学・小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 小児の急性脳症は死亡することや重度の
神経学的後障害を残すことが稀でなく、その
病態や治療法を解明することが強く望まれ
ている。小児の急性脳症の発症機構について
は様々な研究がなされてきた。高サイトカイ
ン血症・興奮毒性・自己抗体の産生などの関
与が仮説として提唱され、急性脳症の一部で
はそれを支持する所見が得られつつある。急
性壊死性脳症やインフルエンザ関連脳症で
は、複数の研究者が血清中および髄液中の
IL-6 や TNFの著明な増加を報告している。
これらの結果は急性脳症にいわゆるサイト
カインストームが関与していることを強く
示唆する。二相性けいれんと遅発性拡散脳低
下を伴う急性脳症（AESD）では、発症時の
けいれん重積が特徴的である。また、MR ス
ペクトロスコピーを用いる研究で、脳組織中
のグルタミン酸の上昇が示唆されている。こ
のことは、AESD ではけいれん重積によって
惹起された興奮毒性が二次的に脳障害を起
こすという仮説を支持する。しかし、実際に
は急性壊死性脳症の患者の血清および髄液
中のサイトカイン値は必ずしも著しい高値
を呈するとは限らない。一方、AESD の患児
でも著しい血清サイトカイン上昇を認めた
報告もある。これらの事実は、複数の発症機
序が複雑に関係しながら急性脳症を起こし
ていることを示唆する。このように、現在ま
で小児の急性脳症の発症機構は十分に明ら
かになっておらず、早期診断法も未だ解明さ
れていない。 
近年、自己抗体が関与する急性脳炎・脳症

の研究が進展し、成人においては様々な亢神
経抗体の存在とそれが引き起こす神経症状
との関係が明らかになりつつある。成人の自
己免疫性脳炎では、数週間かけて亜急性に増
悪する意識障害と難治性のけいれんが発症
後早期の特徴的な所見として知られている。
小児においても、同様の特徴を持つ患児が散
見され、成人と同様に自己抗体（抗神経抗体）
の関与が注目されている。頻発する難治性部
分発作を伴う急性脳症（AERRPS）は、亜急
性に発症して急速に増悪する意識障害と薬
剤抵抗性のけいれんが特徴であるが、これら
の臨床的特徴は成人の自己免疫性脳炎との
共通点が多い。また、小児でも精神症状で発
症し徐々に進行する意識障害を伴う急性脳
症の報告が散見されるが、このような特徴は
成人の自己免疫性辺縁系脳炎の特徴と類似
している。これらの事実は小児の急性脳炎・
脳症に自己免疫が関与していることを示唆
する。しかし、現在までのところ小児の急性
脳炎・脳症における自己免疫の研究は十分に
進んでおらず知見の集積が必要である。 
これらの知見から我々は、自己免疫に着目

した解析が小児の急性脳炎・脳症の病態解明
やバイオマーカーの確立に重要であると考
え、研究を行った。 
 

２．研究の目的 
成人では、精神症状・けいれん・記憶障害・

不随意運動などを呈する辺縁系脳炎やその
周辺疾患において自己免疫の関与の報告が
相次ぎ、抗神経抗体の解析が進んでいる。小
児においても、亜急性の経過で意識障害や治
療抵抗性の痙攣を認めたり、先行する精神症
状を伴ったりするなど、成人の自己免疫性脳
炎と類似した症例が散見される。これらの自
己免疫性機序の関与が疑わしい急性脳炎・脳
症は、画像では明らかな異常を認めることは
例外的であり、血液検査における疾患マーカ
ーも現時点では明らかでないため、診断は困
難である。 
したがって、自己免疫性機序の関与を証明

するには、自己抗体の検出が必要である。欧
米では成人の抗神経抗体の検出は cell-based 
assay がスタンダードになっており、それに
基づく診断や病態の解析が進んでいる。しか
し、日本では cell-based asssay を施行できる
施設はほとんどない。また、cell-based assay
は抗原特異的な抗体を検出する方法であり、
標的となるタンパクが同定されていない場
合には、適用することができない。このよう
な状況を考えると、現時点では小児において
は抗神経抗体の検出は極めて困難であると
言わざるを得ない。したがって、cell-based 
assay 以外の抗神経抗体の検出法の確立が必
要である。Cell-based assay に代わる抗神経
抗体の検出法として免疫組織化学法（IHC）、
immunoblot（IB）、cell-based assay などが
知られているが、これらの複数の検出法を比
較した報告はほとんどない。 
我々は、小児における至適な亢進蛍光体の

検出法を明らかにするために、自己免疫性機
序の関与を疑った急性脳炎・脳症において複
数の方法で抗神経抗体の検出を行いその結
果を比較した。 
 
３．研究の方法 
抗神経抗体の関与が疑われた 16 例の小児

の急性脳炎・脳症を対象とした。 
対象となった症例は、以下の条件を満たし

ていた。 
1）精神症状や不随意運動が先行する 
2）治療抵抗性のけいれんを認める 
3）ステロイドパルス療法やガンマグロブリ

ン大量療法により改善する。 
4）頭部 MRI で明らかな病変を認めない 
また、脳血流シンチグラムやポジトロンエ

ミッション CT などの脳機能画像における血
流増加などの炎症の存在を示唆する所見を
数例で認めた。 
これらの臨床経過や検査所見から、臨床的

に自己免疫性機序の関与を疑った 16 症例に
おいて、以下の 3 つの方法で自己抗体の検出
を試みた。 
 
1．ヒト脳組織抽出蛋白メンブレンを用いた
immunoblot（IB） 



ヒト脳抗原を電気泳動させた市販のメン
ブレン（Insta-blot membrane, IMGENEX, 
IMB-124）を使用し、患者血清を 200 倍希釈
して反応させる。ヤギ抗ヒト IgG 抗体に反応
させた後、Streptavidin-HRP に反応させ、
DAB 発色で特定の脳抗原と結合する IgG を
バンドとして描出する。正常コントロールを
同時に反応させ、正常コントロールにみられ
ないバンドが染色された場合を陽性と判定
した。 
 
2．ラット脳組織に対する免疫組織化学染色
法（ラット IHC） 
市販のラット脳切片を使用し、患者血清を

400 倍希釈して反応させる。ヤギ抗ヒト IgG
抗体に反応させた後、Streptavidin-HRP に
反応させ、DAB 発色で特定の脳切片と結合
する IgG を可視化する。染色の有無は目視で
判断した。陽性例を図 1 に示す 
 
3．ヒト脳組織に対する免疫組織化学染色法
（ヒト IHC） 
年齢相当対照ヒト脳切片を使用し、10000

倍に希釈した患者血清を反応させる。ウサギ
抗ヒト IgG 抗体に反応させた後、DAB 発色
で特定の脳切片部位と結合する IgG を可視
化する。染色の有無は目視で判断し、染色さ
れた細胞の種類とその部位を記録した（図 1）。
なお、対照となるヒト脳切片は、中枢神経疾
患以外で死亡した症例のものを用いた。これ
らの脳組織は東京都総合医学研究所に保存
されていたものであり、倫理委員会の承認を
得て用いたものである。 

 
なお本研究では、意識障害の出現前に精神

症状が顕著であった例を辺縁系脳炎と、不随
意運動が顕著であった例を基底核脳炎と分
類した。 
 
４．研究成果 
表 1 に結果を示す。16 例中 15 例でいずれ

かの方法により抗神経抗体の存在が示唆さ
れた。 

 
IB では 5症例に過剰なバンドを認めた。う

ち 4症例では複数のバンドを認めた。染色さ

れたバンドに相当する抗原タンパクの分子
量は 30～45ｋDa に該当するものが多く、共
通の標的分子が存在する可能性が示唆され
た。 
ラット IHC では 11 例で染色を認めた。染

色された構造は、核 8例・ニューロピル 4例・
細胞体 2例であった。辺縁系脳炎では核に加
えてニューロピルが染色されることが多く、
基底核脳炎では核のみが染色されることが
多かった。この結果は、この 2群では標的と
なる抗原タンパクが異なることが示唆され、
その相違が神経症状の相違として表現され
ている可能性があると思われる。 
ヒト IHC では 10 例で染色を認めた。染色

された部位は症例によって様々で、海馬 4
例・基底核 3例・大脳皮質 3例などであった。
辺縁系脳炎では海馬が染色されることが比
較的多く、基底核脳炎では基底核が染色され
ることが比較的多かった。これらの結果は、
抗体の結合部位と神経症状との間に関連が
あることを示唆する。 

図 1 
 
今回の研究では、抗神経抗体の検出法によ

り異なった結果が得られた。この結果は、自
己免疫性脳炎の診断においては、複数の抗神
経抗体測定法を組み合わせて総合的に判断
する必要があることを強く示唆する。 

IBは感度がIHCに比べて低いことが示唆さ
れ、抗神経抗体のスクリーニングには適さな
いと考えられた。前述したように、小児の自
己免疫脳炎・脳症については標的となる抗原
が明らかになっていない。）IB は特定のエピ
トープを標的としないため、未知の標的タン
パクに対する抗体を検出しうる可能性があ
る。また、IBでは抗体が単クローン性なのか、
多クローン性なのかを判別できる可能性が
ある。さらに、免疫組織染色法での抗体の結
合部位や immunoblot で結合したタンパクの
分子量をもとに標的タンパクの同定ができ
る可能性がある。これらの利点があるため、
IB は小児の自己免疫脳炎・脳症においては有
用であると推定される。しかし、IB に使用す
るメンブレンの作成過程で、タンパクを変性
させる処理を行う必要がある。したがって、
抗原分子の立体構造が生体内のそれとは異
なってしまうことにより抗原性が変化し、そ
の結果として抗体の検出感度が劣る結果に
なった可能性がある。より良い条件で抗原タ
ンパクをメンブレン上に展開することが可
能になれば、IB の有用性が増すと思われる。 
IHC は比較的感度が高く、信頼性がある測



定法と思われた。しかし、2 種類の動物種の
脳組織を用いても、抗体を検出できない症例
が存在した。IHC でも IBと同様に組織の固定
の過程でタンパクの変性がおきることは避
けることができない。特に、ヒト脳切片につ
いては組織を得るまでにある程度以上の時
間が必要であり、死後変化を避けることがで
きない。これらの結果から、標的となるタン
パク分子の立体構造が生体内とは異なって
しまうことによって抗原性が失われること
を避けることができない。切片の作成過程の
特性から IHC では IB よりはタンパク分子の
立体構造の変化は軽度であると予想される
が、それでもなお抗原を検出する感度が低下
すると推測される。また今回の検討では、ラ
ットの標本とヒトの標本とを用いた場合で
結果が一致しなかった。種によって脳に発現
しているタンパクに相違があることは、十分
予想できることである。したがって抗神経抗
体の検出のためにIHCを用いる場合には複数
の動物種を用いることが必要であり、可能で
あればヒトの標本を用いることが抗体検出
感度を高めると思われた。 
また、IHC では染色された部位により、病

原性が異なる可能性を念頭に置かねばなら
ない。成人の辺縁系脳炎では抗体はシナプス
が多く集積しているニューロピルに結合し、
細胞体や核には結合しない。これは、成人の
辺縁系脳炎の標的となるタンパクがシナプ
スに発現しており、細胞体や核に発現してい
ないことと合致する。抗神経抗体が血液内で
産生されるのであれば、その標的タンパクが
核や細胞体にあるとは考えにくい。したがっ
て、IHC によって染色された場合でも、それ
が本当に病原性を反映しているか否かにつ
いては、慎重な議論が必要である。一般に、
抗体の振る舞いは生体内と試験管内では異
なっていることが古くから知られている。理
論的な予想と実際に起きる現象とは必ずし
も単純に一致するとは限らないのが、自己免
疫疾患の病態解明の困難さの一因である。 
成人では抗神経抗体の標的となるタンパ

クが複数同定されており、標的タンパクと臨
床症状との関係の解明が進んでいる。抗神経
抗体の標的タンパクが小児でも同じである
かは未だ明らかになっていない。抗神経抗体
のスタンダードである cell-based assay は
標的となるタンパクに特異的な抗体を検出
する方法であるため、未知のタンパクが標的
である場合には適用することができない。し
たがって、小児の急性脳炎脳症においては、
網羅的な抗体の検出を試みる必要がある。今
回我々が施行した方法はそれぞれ長所と短
所とがあり、複数の方法を相互補完的に使用
することが良いと思われる。 
今回の研究では、自己免疫性機序の関与が

推定された急性脳炎の症例において、複数の
抗神経抗体の測定法の比較を行った。IHC は
IB に比べて感度が高くより有用であると思
われた。しかし、それぞれの結果が一致しな

いことも多く、抗神経抗体の検出には複数の
方法を組み合わせて総合的に判断すること
が必要と思われる。 
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