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研究成果の概要（和文）：本研究においては、まず、ループス精神病における抗グルタミン酸レ

セプター（NR2）抗体の役割について検討した。その結果、ループス精神病においては他群に比

し髄液中の抗NR2抗体が上昇しており、これが病態に深く関与するものと考えられた。次に、

中枢神経ループス患者の血清中の抗神経細胞抗体の認識する抗原解析をプロテオミクスの手法

を用いて行った。その結果、ミトコンドリア酵素タンパク質や核酸結合タンパク質などのタン

パク質が抗神経細胞抗体の対応抗原の候補として同定された。最後に、抗神経細胞抗体の1つ

である抗リボソームP抗体は末梢血単球のIL-12産生を増強することによりTh1型の免疫反応

を誘導することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：研究成果の概要（英文）：In the current studies, we first demonstrated 
that cerebrospinal fluid anti-NR2 levels were significantly higher in patients with lupus 
psychosis than in control groups, suggesting that anti-NR2 antibodies might play a pivotal 
role in the pathogenesis of lupus psychosis.  Using a proteomics approach, we next picked 
up several antigens, including peroxiredoxin-4, ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
isozyme L1, splicing factor arginine/serine-rich 3, and histone H2A type 1, as candidates 
for the autoantigens of anti-neuronal antibodies.  Finally, we disclosed that that 
anti-ribosomal P antibodies induced Th1 responses by upregulating the production of IL-12 
by activated monocytes. 
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１． 研究開始当初の背景 
（1）全身性エリテマトーデス（SLE）に伴う
中枢神経病変（中枢神経ループス）は、SLE
の難治性病態でありながらその病因・病態は
おろか診断法・活動性の評価法も不明で治療
を著しく困難にしている。 
 
（2） 一方、SLEでは自己抗体の発現が疾患
のhall markとなっている。中枢神経ループ
スでは髄液中の抗神経細胞抗体が特異的に
上昇し、疾患活動性をよく反映することが、
1981年にBluesteinらによって報告されたが、
その後の追試では一定した見解が得られて
いなかった。しかし、申請者自身が新たに確
立した抗核抗体の混入を排除した特異的な
測定法により髄液中の抗神経細胞抗体と中
枢神経ループスの関係が改めて裏付けられ
た。しかし、その対応抗原（エピトープ）は
未だ十分解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 

本研究においては、全身性エリテマトーデ
ス（SLE）の難治性病態の 1つである中枢神
経ループスの病態形成上重要な役割を果た
すと考えられる抗神経細胞抗体の認識する
エピトープの解析と、各々のエピトープに対
する抗体が神経細胞の機能に如何なる影響
を及ぼすかを解析することを目的とする。さ
らに、神経細胞表面の種々のエピトープに対
する抗体と特定の精神神経症状との間に相
関がないかについても検討を行うことで、新
たな診断法の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）中枢神経ループス患者（1999年のACR
分類により Diffuse 
psychiatric/neuropsychological syndromes 及び
Neurologic syndromes と診断されたもの）、及
び対照群としては非炎症性神経疾患と神経
Behçet患者から得られた髄液と血清中の抗グ
ルタミン酸レセプター抗体測定を行い比較検
討する。グルタミン酸レセプターの主要抗原
決定基のペプチド配列は2001年にDiamondら
のグループにより報告されたものを用いる
（DWEYSVWLSN: Nat Med 7: 1189-1193, 2001）。
ペプチドは合成し、それをヒト血清アルブミ
ン（HSA）にグルタールアルデヒド法で結合し、
これを抗原としてマイクロタイタープレート
に固相化し、酵素抗体法にて抗グルタミン酸
レセプター抗体の濃度を測定する。 
 
 
 

（2） 中枢神経ループスの患者の血清につい
て、抗神経細胞抗体が陽性であるものをスク
リーニングする。この陽性血清よりIgGを精
製し、SK-N-MC細胞とHL-60細胞（対照）の
抽出物を用いて、ウェスタンブロット（一次
元SDS-PAGE、二次元SDS-PAGE）を行う。患
者IgGがSK-N-MC細胞抽出物とのみ反応した
バンドおよびスポットを切り出し、マススペ
クトロメトリーにて質量分析を行うととも
に、アミノ酸分析も行い、蛋白質の同定を試
みる。 
 
（3） 抗グルタミン酸レセプター抗体および
抗体リボソームP抗体が生体内で存在する濃
度において、神経細胞の機能に対して及ぼす
影響について検討することにより、その中枢
神経ループスの病態形成において果たす意
義を明らかにする。 
a. 抗グルタミン酸レセプター抗体・抗リボ
ソームP抗体の精製は、これら抗体の陽性の
血清・髄液よりまずプロティンG-セファロー
スカラムでIgGを精製した後、HSA（ヒトア
ルブミン）－グルタミン酸レセプターペプチ
ド複合体、精製リボソームPO蛋白を結合し
たカラムを用いてアフィニティー精製を行
う。 
b. 種々の細胞を用いて、抗グルタミン酸レ
セプター抗体及び抗リボソームP抗体がin 
vitroでの神経細胞機能に及ぼす影響の検討
を行う。 
 
 
４．研究成果 
（1）ループス精神病における抗グルタミン
酸レセプター（NR2）抗体の役割について、
グルタミン酸レセプターの主要抗原決定基
の合成ペプチド（DWEYSVWLSN）をヒト血清ア
ルブミンに結合したものを抗原とする ELISA
法にて検討した。この検討に用いた抗原でア
フィニテイー精製した抗体はヒト神経芽細
胞腫細胞SKNMCと反応したことから、抗神経
細胞抗体であることが確認された。ELISAを
行った結果、ループス精神病患者３８例にお
いては髄液中抗NR2抗体が、非SLEの対照群
患者２０例および局所神経症状のみを示す
Focal型神経症状を示す SLE患者１８例と比
較して、有意に上昇していた(図１)。しかし
血清中の抗NR2抗体はこれら３群の間では有
意差がなかった。以上の結果より、ループス
精神病においては、髄液中の抗NR2抗体の上
昇が病態に深く関与するものと考えられた。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ループス精神病における髄液抗NR2抗体
の上昇 
Control:非SLE, Focal:局所神経徴候のSLE, 
Diffuse: ループス精神病 
 
 
（2）患者の血清よりアフィニテイー精製し
た抗NR2抗体と抗リボソームP抗体がSKNMC
に対していかなる影響を及ぼすかについて
検討した。しかし、検討した範囲では、この
いずれの抗体もSKNMCの増殖には有意な影響
を及ぼさなかった。抗NR2抗体はマウスの脳
の神経細胞にアポトーシスを誘導すること
が知られている。今後、神経細胞の種類を変
更して検討してゆく必要がある。 
 
（3）抗神経細胞抗体の新たなエピトープを
解明する手始めとして、パラフォルムアルデ
ヒドで固定したSKNMCを用いて抗神経細胞抗
体を精製した。この精製した抗神経細胞抗体
は一次元のウェスタンブロットにおいて
SKNMC由来のいくつかの蛋白と反応すること
が確認されている。そこで、抗神経細胞抗体
がいかなるエピトープを認識するかについ
てプロテオミクスの手段を用いて検討を行
った。具体的には、ヒト神経芽細胞腫SK-N-MC
細胞から抽出したタンパク質を2次元電気泳
動し、複数の中枢神経ループス患者血清を混
合したものを使用してウェスタンブロット
を行い、中枢神経症状のないSLE患者血清と
反応を比較検討した。その結果、健常人血清
でも反応を示したスポットを除いて全体で
数十個の自己抗原スポットを検出した。中枢
神経ループス群のみでみられるスポット、両
群ともに認められるスポット、中枢神経症状
のないSLE群のみで認められるスポットなど
多様であった。これらのスポットからタンパ
ク質を抽出し質量分析を行った結果、中枢神 
 
 

 
経ループスのみで認められたスポットとし
ては、ミトコンドリア酵素タンパク質や核酸
結 合 タ ン パ ク 質 な ど が 同 定 さ れ た
(peroxiredoxin-4, ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase isozyme L1, splicing factor 
arginine/serine-rich 3, and histone H2A type 1)。
これらのタンパク質は抗神経細胞抗体の対
応抗原の候補である。また、神経細胞より抽
出したタンパク質をSDS-PAGEで展開し、IgG
値を補正した患者血清と髄液でウェスタン
ブロットを行った結果、髄液でより強い反応
が認められる抗原タンパク質も存在した。 
 
（4）抗グルタミン酸レセプター(NR2)抗体と
CNSループスの諸症状との関係について、症
例を増やして解析を行った。その結果、抗NR2
抗体は従来の報告どおりCNSループスの中で
ループス精神病患者の髄液中で上昇してい
ることが裏付けられた。さらに、横断性脊髄
炎を示す患者2名の血清・髄液中で抗NR2抗
体が上昇していることが明らかになった。ま
た、抗グルタミン酸レセプター(NR1)抗体に
ついても、ループス精神病患者1名の髄液で
陽性になることが明らかになった。今後、こ
れらの点について明らかにしてゆく必要が
ある。 
 
（5）これまで髄液中のIL-6がCNSループス
で上昇していることが明らかになっている。
我々は、髄液中の IL-8について検討を行っ
た。その結果、髄液中 IL-8はやはり CNSル
ープスにおいて上昇しており、髄液 IL-6と
相関を示した。従って、髄液IL-6とIL-8は
共通の機序によって上昇している可能性が
示唆された。これまでの結果より、IL-8も
IL-6と同様にその産生細胞としては神経細
胞である可能性が考えられる。今後、抗神経
細胞抗体の中にこれらのサイトカイン産生
を増強するものがないか検討する必要があ
ろう。 
 
（6）最後に、抗神経細胞抗体の 1つである
抗リボソームP抗体が免疫反応に及ぼす影響
を検討した。抗リボソームP抗体は健常人末
梢血単核球の IFN-γ 産生を上昇させた（図
２）。このIFN-γ産生の上昇は抗IL-12モノ
クローナル抗体の添加により抑制された。さ
らに、抗リボソームP抗体は末梢血単球によ
るIL-12産生を増強した。以上より、抗リボ
ソームP抗体は末梢血単球のIL-12産生を増
強することによりTh1型の免疫反応を誘導す
ることが示唆された。今後は、このTh1型反
応が如何にして中枢神経病変の発症に関わ
るのかについて検討してゆくことが必要で
ある。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２  抗リボソームP抗体は健常人末梢血 

単核球のIFN-γ産生を増強する 
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