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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症（MS）患者血清中の新規自己抗体の存在を明らかにするために、遺伝子ライブ
ラリーを用いて網羅的に血清中IgGの標的抗原を探査するSEREX法を用いた検討を行った。MS患者血清から複数の自己抗
原候補蛋白質が同定され、AlphaLISA法を用いて多数例での検討を行った結果、MS患者血清中の抗TLN1抗体はオリゴク
ローナルバンドやIgG indexと負の相関を認め、抗TLN1抗体がMSの病態において保護的な因子である事が示唆された。
またSEREX法の血清の代わりに髄液を用いる「CEREX法」を開発し、MSのバイオマーカーとなり得る可能性のある複数の
自己抗原候補蛋白を同定した。

研究成果の概要（英文）：In the pathogenesis of multiple sclerosis (MS), B cell/antibody-related 
mechanisms have recently received attention. To investigate the role of autoantibody in MS, we performed 
SEREX which can identify autoantibody cyclopedically. We identified serum antibodies against cytoskeletal 
protein talin1, and the levels of whom were remarkably higher in 39 MS than 43 normal controls (P <0.01) 
and 35 disease controls (P=0.06), and in MS patients without oligoclonal bands than ones with them. 
Moreover, we found the negative-correlations between serum anti-talin1 antibody and IgG index in MS (P 
=0.03). Anti-talin1 antibody exists in MS patients’ sera, which may have some protective factor.
In addition, we developed "CEREX" using cerebrospinal fluid instead of SEREX using sera, and identified 
several autoantigens which have a potential to be a biomarker of MS.

研究分野： 神経内科
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１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症(Multiple Sclerosis: MS)は中
枢神経に炎症性脱髄性病変を生じ、通常再発
と寛解を繰り返しながら障害が蓄積してい
く神経難病である。有病率は日本では 10 万
人当たり 7人程度だが欧米では 100人を超す
地域もあり、その病態の解明、治療法の開発
は地球規模で希求されている。多発性硬化症
の病態として、ウイルス抗原などで感作され
た活性化T細胞が脳血液関門を通過して脳内
に浸潤し、神経軸索を覆う髄鞘を破壊して多
発性硬化症病理の特徴である「脱髄」をきた
す、という機構が考えられてきた。一方、近
年、B 細胞上に発現する CD20 に対するモノ
クローナル抗体療法が多発性硬化症に極め
て有効であることが明らかになり、B 細胞/
抗体系もその病態に深く関与することが改
めて認識され、注目を集めているが、その標
的抗原は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
遺伝子ライブラリーを用いて網羅的に血清
中 IgG の標的抗原を探査する SEREX
（serological identification of antigens by 
recombinant expression cloning）法により、
多発性硬化症患者血清中の新規自己抗体の
存在を明らかにすることを目的とした。
SEREX 法は癌の診断マーカーの検索に利用
されており、特定の細胞内にある遺伝子をほ
ぼ網羅的に解析できる特徴を有し、未知の抗
原検索において力を発揮する手法である。今
回はさらに同法を応用し、血清の代わりに患
者髄液を用いて行った。これは CEREX(CSF 
analysis of cancer antigens by recombinant 
cDNA expression cloning)法とも呼ぶべき、
新規の方法である。 
さらに、同定された遺伝子の自己抗原候補蛋
白と多数の患者の血清・髄液中 IgG との反応
を見るのに、今回、化学増幅型ルミネッセン
ス プロキシミティホモジニアスアッセイを
用いることとした。これは二つのビーズが近
接したときのみに発する化学発光を捉える
手法で、微量検体で高感度に測定できるシス
テムである。これらの手法を駆使し、MS 患
者血清・髄液の認識する新規自己抗原を検索
した。 
 
３．研究の方法 
(1)：ヒト U-87 MG glioblastoma cell line
から作製した cDNA ライブラリーを用い蛋白
を発現させ、1 名の再発寛解型多発性硬化症
患者血清と反応させる SEREX 法を施行した。 
(2)多発性硬化症患者血清と自己抗原候補タ
ンパクとの反応を多数検体を用いて検証す
るため、recombinant cDNA を用いて組換え
タンパクを発現、精製し、これらを抗原とし
て多数の患者血清を用いてAlphaLISA法で抗
体価を検討した。 
(3)候補蛋白に対する抗体陽性患者の臨床
的・検査上の特徴を解析した。 

(4)SEREX 法を応用し、我々が“CEREX
（cerebrospinal fluid identification of 
antigens by recombinant expression 
cloning）法”と命名した手法を、MS患者 9
名の急性期髄液を用いて行った。 
(5)上記と同様にrecombinant cDNA を用いて
組換え蛋白を発現、精製し化学増幅型ルミネ
ッセンス プロキシミティホモジニアスアッ
セイで多数例での検討を行った。 
(6)候補蛋白に対する抗体陽性患者の臨床
的・検査上の特徴を解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図：Scheme for designing SEREX 
 
４．研究成果 
(1)自己抗原タンパク候補として、Homo 
sapiens talin 1 (TLN1)を含む 3つの蛋白が
同定された。 
(2)抗 TLN1 抗体価は、健常対照群と比較して
MS 群で有意に高値であった（図 A：MS vs NC; 
P=0.002）。 
 
 
 
 

 
(3)抗 TLN1 抗体価は OCB 陽性群に比べて OCB
陰性群で有意に高値であった（図 B：P=0.027）。
さらに抗 TLN1 抗体価は IgG index 高値群に
比べて低値群で高値(P=0.026)であり、また
IgG index と抗体価には負の相関を認めた。 
これらの結果は中枢でのモノクローナルな
抗体産生の抑制を示唆し、これは T/B 細胞の
脳血液関門通過の抑制、中枢での B細胞系の
活性化の抑制が原因として考えられる。よっ
て抗 TLN1 抗体は MS病態において保護的に作
用していることが想定された。さらに抗 TLN1



抗体の継時的変化をみると、抗 TLN1 抗体価
は寛解期より急性期に高く(P=0.051)、かつ
再発直後ではなく数日後にピークとなって
おり、抗 TLN1 抗体が再発後に保護的因子と
して産生される機序を想定した。 

今回同定された talin1 は 
リンパ球に発現する接着因子であるVLA-4や
LFA-1 に働きかけて、脳血管内皮細胞に存す
る受容体との接着(adhesion)を促進する働
きがある。また LFA-1 は、リンパ球の接着だ
けでなく、中枢への移入(migration)に関与
しており、さらに MS のモデルマウスである
EAE の病理において、LFA-1 が脳炎誘発性 T
細胞の表面に存在しており、LFA-1 の関与が
確認されている。 
この点から MS血清中の抗 Talin1 抗体の働き
について、 
①リンパ球の VLA-4 や LFA-1 を介した内皮細
胞への接着(adhesion)を阻害して、中枢へ移
行するのを抑制する作用、また、 
②リンパ球がLFA-1を介して血管内皮細胞を
通り、中枢へ移入(migration)するのを阻害
する作用、をもつことが考えられた。 
また MS の disease modified therapy である
Natalizumab は、ヒトα4 インテグリンサブ
ユニットに対するヒト化モノクローナル抗
体であり、接着因子 VLA-4 と脳血管内皮細胞
に発現する VCAM-1 の結合を介した活性化 T
細胞の脳血液関門通過を阻害するのが主な
作用と考えられている。MSにおける再発抑制
効果は非常に強く、また、これまでに OCB 陽
性患者がナタリズマブ使用後にOCB陰転化す
ること、IgG index 低下をきたす作用などが
報告されている。今回の検討では抗 TLN1 抗
体は OCB 陰性群や IgG index 低値群で高いと
いう結果であり、この事からも、抗 TLN1 抗
体が natalizumab と同様に、T/B 細胞の脳内
侵入を阻止する可能性が想定された。 
 
(4.5)SEREX 法により annexin(ANXA1)を含む
複数の蛋白が同定され、7 つが精製に至った。
髄液抗 ANXA1 抗体価は疾患対照群と比較し
て MS 群で有意に高かった（図 C：P=0.007）。

また、血清抗 ANXA1 抗体価も健常対照群と
比較して MS 群で有意に高かった(P＜0.001)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6)髄液抗 ANXA1 抗体価は髄液蛋白と有意な
相関がみられ(P=0.002)、年齢とも相関する
傾向があった(P=0.07)。また OCB 陽性群は陰
性群と比較し、抗 ANXA1 抗体の髄液抗体価が
高値となる傾向がみられた（P=0.08）。
Annexin はカルシウムおよびリン脂質に結合
するタンパク質ファミリーであり、小胞輸送
やエンドサイトーシス、エキソサイトーシス
などに関与すると報告されている。特に
ANXA1 は中枢神経系組織での発現が従来知ら
れており、さらにマクロファージやリンパ球
などで特に多く発現すること、MS や EAE の脱
髄病変においても高発現していることなど
が報告されている。髄液・血清中の抗 ANXA1
抗体は疾患マーカーの候補であり、また
ANXA1がMS病態においてなんらかの役割を果
たしている可能性があると想定された。 
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