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研究成果の概要（和文）：悪性腫瘍に伴い各種神経障害を来す傍腫瘍性神経症候群を的確に診断

し，早期の治療を開始するために，その病態に関連する抗神経細胞抗体の検出系を確立するこ

とが重要である．本研究では，蛋白細胞生化学と免疫組織化学を組み合わせることで検出力を

高めることが分かった．一方初代神経細胞を対象とした免疫細胞化学では，抗神経細胞抗体が

病態を引き起こすメカニズムの解明に有用な手段である可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Paraneoplastic neurological disorders (PNDs) are caused by, or 
associated with, an underlying neoplasm. It is believed that most are caused by an 
immune response against onconeural antigens. It is important to detect these 
antibodies against neurons and/or glial cells for the diagnosis of PNDs. 
    To establish high-sensitive detection system for paraneolplastic anti-neuronal 
antibodies, patients clinically diagnosed as PNDs were examined using dot-blot kit, 
immunohistochemistry (IHC) on frozen mouse brain sections, Western blot analysis of 
wild-type mouse brain homogenate and immunocytochemistry (ICC) on primary culture of 
mouse fetus brains. The combination of IHC and Western blot analysis is the high-sensitive 
tool to detect anti-neuronal antibodies. ICC is supposed to be useful for detecting how 
antibodies work to cause PNDs. 
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１．研究開始当初の背景 

 傍腫瘍性神経症候群（PNS）は悪性腫瘍患

者に合併する神経障害のうち，腫瘍の転移や

化学療法，放射線療法に伴うもの，栄養障害

などの原因がなく，自己免疫的機序によると

考えられる一群である．PNS は悪性腫瘍全体

の 1%前後に生じる比較的まれな病態と考え

られてきたが，自己抗体の検出方法の進歩や

その概念が広く認知されるようになった現

在，多彩な神経症状を生じうることが知られ



るようになった．抗体が検出されない場合も

多く，実際の頻度はより高いと考えられ，日

常臨床で PNS を理解することはきわめて重

要になってきている． 

 従来 PNS として知られてきた典型例は，

1) 急性に小脳失調が進行する中高年女性で，

血清・髄液中に小脳プルキンエ細胞に結合す

る自己抗体（Yo 抗体）が検出され，ほどなく

婦人科系臓器悪性腫瘍が検出される亜急性

小脳変性症，2) 亜急性感覚性運動失調型ニュ

ーロパチーを呈し，神経細胞の核に反応する

自己抗体（Hu 抗体）が検出される肺小細胞

癌の一群，3) Lamber-Eaton 筋無力症群を呈

し電位依存性カルシウムチャネルに対する

抗体を伴い肺小細胞癌を有する群，4)消化器

癌などを有する高齢男性に多い皮膚筋炎，な

どが代表的と考えられてきた(Graus F et al. 

JNNP 2004)．しかしながら，中枢神経・末

梢神経にわたる広汎かつ多彩な神経症候を

呈する例，運動ニューロン病様の筋萎縮が呼

吸不全を呈する例など一見神経変性疾患と

鑑別困難な臨床経過を示す症例なども報告

されてきており，PNS の診断は難しくなって

きている． 

また神経症候と自己抗体および腫瘍原発

巣との関連も必ずしも一定でない．PNS の

60％以上で神経症状発現時には悪性腫瘍の

存在が捉えられず，数ヶ月から数年を経て初

めて明らかになる例，あるいは剖検で初めて

小さな腫瘍が発見される例もあり，神経疾患

の日常診療上，本症は頻繁に鑑別疾患の対象

に上げられるものである．また本症の診断は

背景に潜む悪性腫瘍の検索に目を向けさせ，

腫瘍早期診断・早期治療に結びつくものであ

ることから，PNS との診断を確定することは

大変重要である． 

PNS 診断には前述した Hu,Yo などの各種

自己抗体の検出がきわめて重要である．我々

は，現在 Milenia biotec 社の Onkoneuronal 

Antigen-antibody 同定キット，およびラット

脳の 4%PFA 固定のパラフィン切片を用いて

各種自己抗体の検出を進めており，具体的に

は前立腺癌に伴う抗 Ma-2 抗体陽性例などを

発見，報告している（Matsumoto et al. Mov 

Disorder 2007）．これらの方法により既知の

抗神経細胞抗体は比較的容易に同定可能だ

が，新規抗体の可能性やチャネルなどの膜蛋

白への適用は困難である． 

従って，PNS を診断するために高感度の

抗神経細胞抗体をスクリーニングするため

の系を確立することは極めて重要である． 
 
２．研究の目的 

マウス脳切片への免疫組織化学および初

代神経細胞系への免疫細胞化学を駆使して，

PNS 患者に出現する抗神経細胞抗体の高感

度スクリーニング系を確立することを目標

とする．未知の抗神経細胞抗体の存在が疑わ

れるケースについてはその抗原蛋白の同定

も目標とする． 
 
３．研究の方法 

本研究の対象となる血清および髄液は東

京大学医学部附属病院神経内科に暗号化さ

れ保管され研究使用に同意を得られたもの

である．すでにキットを用いたスクリーニン

グは終了したもので，既知の抗神経細胞抗体

の存在が確認されたもの，臨床的に PNS が

強く疑われるが，既知の抗神経細胞抗体の同

定に到っていないものの，いずれもが含まれ

ている． 

本研究で用いた各種抗神経細胞抗体同定

のための方法は次の 4 種類である． 

・ドットブロット法 

 ドイツ Alpco Diagnostics 社製の Human 

Anti-Onconeural Antigen Dot Blot Kit を用

いて同社のプロトコールに従い各種抗体（Hu, 

Yo, Ri, Ma1, Ma2, amphiphysin, CPMP5, 



recoverin）を測定した． 

・免疫組織化学（IHC） 

 4%パラフォルムアルデヒドで灌流固定し

た 12 週齢マウス脳を摘出後即座に瞬間凍結

し，クライオスタットで矢状断に薄切した凍

結切片に対して，400 倍に希釈した血清を一

晩室温下で反応させ，型のごとく ABC 法に

より DAB で発色した． 

・ウェスタンブロット法 

 マ ウ ス 大 脳 お よ び 小 脳 を 1%NP40, 

0.5%deoxycholate 入りトリス緩衝溶液でホ

モジェネートしたものを SDS-PAGE の後ウ

ェスタンブロットした．血清は 100 倍希釈で

使用した． 

・免疫細胞化学（ICC） 

妊娠 16 日マウスより胎児をとりだしその

大脳皮質からプライマリーカルチャーサン

プルを用意した．2〜3 週間インキュベーター

の中で維持したのち，培養液中に最終濃度が

500 倍希釈になるよう血清を加え 1 時間反応

させた．続いて，細胞を 4%PFA で固定し，

さらに 0.1% TritonX-100 加 PBS で 2 次抗体

の浸透性を確保した後，Alexa488 結合抗ヒ

ト IgG 抗体を反応させた．親水性封入剤で封

入後，蛍光顕微鏡下で観察した． 

 

 未知の抗神経細胞抗体の抗原同定は，マウ

ス初代神経培養細胞，マウス胎児脳およびマ

ウス成人脳をホモジネートして，Tris 可溶画

分，Triton 可溶画分および Triton 不溶画分， 

SDS-Page の後 Western Blot によりバンド

の同定を試みる．その後患者血清を用いた抗

体カラムを作成し，陽性バンドと判断した蛋

白の精製を行った． 

 

４．研究成果 

 本研究では，臨床的に PNS を疑われた 30

例の血清について検討した．その結果，23 例

でいずれかの方法で陽性所見を認め，同 18

例で 2種類以上の方法で陽性所見が得られた． 

 ドットブロット法で陽性だった 13 例中，3

例ではウェスタンブロット法で対応するバ

ンドが確認されず，このような例はドットブ

ロット偽陽性例とした．残り 10例の内訳は，

Hu抗体 3例，Ma2抗体 4例，Yo抗体 2例，CRMP5

抗体 2例，Amphyphisin 抗体 2例 

（複数の抗体陽性例 3例が含まれる）出会っ

た． 

 IHC ではドットブロット陰性例の約半数で

何らかの染色パターンがみられ，ウェスタン

ブロット法でもなんらかのバンドをみとめ

未知の抗体の存在が示唆されたものは，計 4

例であった． 

 初代神経培養系を用いた細胞免疫染色で

は多くのケースで（非特異的な）グリア細胞

表面へのヒト IgG の沈着が見られたが，疾患

対照群でも 9例中 4例で沈着が確認され，特

異度が低く，スクリーニングには不適と考え

た．一方で，Hu 抗体陽性 3例中，感覚優位の

ニューロパチーを来した Hu 陽性 2 例のみで

神経細胞体内および核内に陽性所見が観察

された．これは Hu 抗体が何らかの方法で細

胞内に取り込まれたことを示唆する所見で

あり，Hu 抗体陽性全例がそうならなかったこ

とを考え合わせると，同じ抗体が陽性でも症

状がことなる原因解明につながる所見と考

えた． 

 陽性コントロールは 1例のみであるが，本

研究に用いたいずれの方法でも，各種抗受容

体抗体が検出されておらず，別の方法でのス

クリーニングが必要である． 

 未知の抗体の存在が示唆された 4例のうち

1 例について患者血清を用いた抗体カラムを

作成し，ある程度の精製レベルのバンドを得

ることに成功したが，そのアミノ酸配列の解

析は今後の課題である． 
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