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Thisisareportortwopatientswithsubacutecerebellardegenerationassociated with

cancerwhoseserashowedantibodyactivitiesagainstnervoustissueelements. Using an

immuno-blotting method,the serum ora 68-year-Old man with subacute cerebellar

degenerationandmalignantlymphomareactedwithratcerebral250-kdand 110-kdand

cerebellar110-kdacidiccytoplasmicproteins. The serum lgG ofthe second patient,a

50-year-oldwoman,whohadsubacutecerebellardegeneration,Lambert-Eatonmyasthenic

Syndromeandsmallcellcancerofthelungshowedantibody activitiestoratcerebraland

cerebellar98-kdneutralcytoplasmicproteinand68-kdmembraneprotein. Theseseradid

notreactwiththeproteinspreparedfrom humanandratbrainobtainedseveralhoursafter

death,whichindicatedthattheseantigenproteinswereeasilydegradedandneededtobe

preparedquicklyafterdeathwithproteaseinhibitors.

Thesepatients′seradidnotreactwithproteinspreparedfrom ratliver,kidney,spleen,

heartmuscleanddiaphragm andtheantigenproteinsreactedwiththeseseramightbebrain

specific. Controlseradidnotreactwithanyofthebrain proteins. Theserum ofeach

patientsrecognizeddifferentantigens. Other reported antigens in the literaturearealso

differentwhichindicatesthoseproteinsreactingwithserum antibodyarevariableindiviaually

amongpatientswithsubacutecerebellardegeneration.
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田中:亜急性小脳変性症における血中抗神経組織抗体の検討

は じ め に

悪性腫癖の患者に脳脊髄炎,亜急性小脳変性症,多発

性神経炎,筋炎,運動ニューロン疾患あるいは視神経炎

などの神経障害を伴 うことがあり,paraneoplastic

syndromeと総称されている1).これらは腫壕の直接

浸潤によるものではないことから腫癌の remoteeffect

と言われ,その病因として栄養障害説,代謝異常説,中

毒説.免疫説など様々な推察がなされてきた.近年これ

らの paraneoplasticsyndromeの患者血清中に,秤

経組織に反応する抗体活性を認めたとの報告がなされ,

また血発交換療法を行なうことにより神経症状の改善す

る例があるなど,本症の神経症状の発現に免疫学的機序

の関与が強く示唆されている.著者は2例の亜急性小脳

変性症の患者について,血清中の抗神経組織抗体の検討

を行なったので報告する.

症 例

症例1 68歳の男性で,昭和46年4月胃癌のため胃亜

全摘術を受けた後は著変がなかった.昭和56年9月より

全身倦怠感,同10月より動揺視,同11月には不安定歩行

となり2週間の間に歩行困難となった.同11月30日当科

に入院したが,一般身体所見に異常は認めず,神経学的

に両眼の外転制限と側方視時の nystagmus,四肢およ

び体幹の小脳性失調,下肢深部胆反射の元進を認めた.

検査成績では,一般血液,尿,生化学的検査で異常所

見はなかったが,髄液中の蛋白が 86mg/dl, IgG が

20.5mg/dlと増加していた.胸部レ線,胃透視は異常

がなかった.頭部 CTでは,脳幹,小脳が萎縮してい

た.Prednisoloneを投与したが,神経症状は徐々に

進行した.昭和57年3月,後腹膜腔癌が発見され鼠践部

でリンパ節の腫大が認められ,リンパ節生検により悪性

リンパ腫 (non-Hodgkin,diffuse,largecelltype)

の診断が下された.性癖は徐々に拡大し,同11月8日死

亡した.剖検にて亜急性小脳変性症であることが確認さ

れた.

症例2 倉橋ら2)の報告した例で,50歳の女性である･

昭和57年9月より四肢の脱力感,ふらつき歩行,吉葉の

もつれなどが出現し,58年2月には独歩不能となった･

神経学的に小脳性失調症,著明な易疲労性を認め,電気

生理学的に Lambert-Eatonmyasthenicsyndrome

(LEMS)と診断された.血焚交換療法により小脳症状

がわずかに改善したものの独歩不能のまま経過し,同年

9月肺小細胞癌が発見された.
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方 法

1. 神経組織抗原の作成

Lewisratをェーテルにて浅麻酔し,断頭後直ちに

大脳および小脳をとり出し,2倍容の 1mM EDTA,

1mM EGTA,1mM phenyl methyl sulronil

auoride,1mM iodoacetoamideおよび leupeptin,

pepstatinをそれぞれ 10/上g/ml加えた水冷 リン酸緩

衝液 rpH7.4)(PBS)の中でホモジェナイズした. 吹

いで 100,00OXgで60分間遠心し上清 (細胞質分画)

と沈痘 (膜成分含有分画)とに分け,後者はホモジュナ

イズと遠心を2度繰り返した後,SDSsamplebuffer

(10% glycerol,5% β一mercaptoethanol,2.3%

SDS,0.0625M Tris-HClpH6.8)3)に溶解 させ,

90oC5分間加熱 しさらに2分間 Sonicationを行なっ

た.各分画につき7.5% SDSポリアクリルアミドゲル

電気泳動および二次元電気泳動を行なった.二次元電気

泳動は 0′Farrellら4)の方法に従ったが,等電点泳

動ゲルの ampholine組成は pH2.5-4を0.2%,pH

3.5-10を1.6%,pH9-11を0.6%とし,ゲルの直径

は3.5mm,長さは60mm とした.二次元目には,一次

元目に同時に泳動したゲル2本を1枚の SDSゲルプレ

ートにのせて泳動した.電気泳動後のゲルは,Towbin

ら5) の方法に従ってニトロセルロース紙に電気的に転

写した (プロット).SDSゲル電気泳動後プロットし

たものは,それぞれの抗原につき1レーンずつアミドブ

ラックで染色L,他は免疫染色に用いた.二次元電気泳

動後プロットしたものは2本の等電点泳動ゲルの一方は

アミドブラック染色,他方は免疫染色を行ない,反応し

たスポットを蛋白泳動図上のスポットと対応させた.

ヒトの脳は死亡後6時間でとり出された,非中枢神経

疾患剖検例を用いた.死後変化を検討する目的で,屠殺

後6時間放置し採取した rat脳も同様に処理した.ま

た,断頭直後の ratから取り出した肝,腎,牌,心筋,

横隔膜も抗原として用いた.

抗原蛋白の神経組織内局在を検討するため,ratの脳

は採取後直ちに ドライアイス･イソペンタン中で凍結し,

クリオスタットにて連続切片を切り出し,一部はヘマト

キシリン･エオジン染色を行ない,他は-30oC 真空吸

引下で凍結乾燥切片とした.凍結乾燥切片は真空下で室

温に戻した後,実体顕微鏡下で染色標本と対応させなが

ら目的とする組織部分を切り分け,SDSsamplebuffer

に溶解 させ加 熱,Sonication後電気 泳動に供 し

た 6)7)81
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抗糠が取乱Lreあ,:,･明細-'.を考え,その活性部位が糖

鎖かベ1+ド郡JJyかを検討するた拙こ,rat脳の細胞質

deglyc()sylとIt･ionを行な･･豆二. すな′卜と)とInisole

250/Ilと tl･･ifluoromt.thanesulronieaci(i50()JLlを

混合し.0¢C に冷即した後,吊混液250/日 に lyo-

philizpした.VJ)画し･')圭酎J"伯 を 1mg溶解 し,30秒 間

窒素ガスを適した後ooCで 3時Fl-り将拝した. 反応液は

倍額の ジェチルエーテルで 希釈 し-40O(Tに冷却後,

等員の5000ピリジン溶液を加:tエーテル屑を分取し･た.

エ-テ′レ摘.L机ま2回繰り返し.抽出液は2mh･.1ピリジン

酢軟緩衝液 (pH5.5)に透析 した後.電気泳動を行な･-)

ナ二.

2.免 疫 染 色

プロット後のニ トtjセILロース紙(･ま.150mM NaC】

と300bovine serum albumin を加えた 10mM

Tris-I.ICl(p1--17.小 (TBSAい いで.室乱 一一枚仮と

(lpeomplemt､-1te(igon上-serum を含む rrtlSAで1()()

倍か｢-1OOO僧に蒋釈し.37oeで3時間反応させた.患肴L/'1

6 名 , 晩 ･発 性小脳萎縮症 2例.すり-71L.橋,小脳萎縮

症 6例.神経症代のなし､悪性 リンパ陣 1‡札 _rf]:hJF-.筋軸力

症 5f札 パーキンソン病などの他の神経疾患8例のIf11清

一… - ･､･ †､･ : 一 ･■ 噺.t･

および IgM,IgF(ab′)i,を 1JLei/mli,71濃F.7㌢ご370(i,

2時間使応させた. tL'5Iのラベル圭主Iod0-gen(1,3,

4,6--Tetrachloro-3α,6α-dipllenylglycolLlril)杏lo
分の 1呑含む ウロロフ寸ルム溶液をエバポレー トし.た後,

Iod0-gel- とその20倍量の抗 ヒト IgG (goat)

'P＼tこく1卜■i～:･一い~L_こ‥lm.t‥､.i_i.＼. ､.'･.

ヒト Igh:IgoatF(ab√)ご(TACO)および 200FLCi

Fig.1 Immunostaingofbrainproteins(autoradiographl.

1{lneS1and3,solut)lp(-ytopl之.lS【11icproteinsofrateerpbclluTnandeeret.)r･um,rpspeCtLivply;lanes2
Rll(ill,(.･yt･oskplt,tonsan(1【11日11bmne-containing fl･呈Ietionofrflti,(,r･et)Pllum llnd cert)hrtlm,
resppetively:lanes5Iln(itう,(..lissolvmirTl-(､Zp-dT･iedtissueofrfltCeI-et)ellarc()rt･exeont･fliningPurkinjeL
(.(,lls吉川(~lthe,otheI･part,1,PSPe(･Livply:andlヱ1neS7llnd8,Solubleeyt･oplaslniLlprOteinsofratand
hu【naneprehellu111,r･psP(?etivply,ohtllinedscvtlrlllhot..ITSafter(.ieath. Thepatientserutn reとIeted
olllywit.h tl柑 11Ok(Ib壬Indofcerchellnr(lanel〕<qnd250kd i一n(i110kdbl~lIldsofcerebral(lane
3)soluhlpc_vto p lasm iぐpI･ottlinspropi.lredquicklywit･hprot･e;一Seinhit)it()rs.IJaneS9to13showthat
the(,ontrolsprllFrom fivenorlllillとtdults(lidnotreact＼vitlltheblotptedcerebellarcytoplasmie
pI･()t･eins()∫rilt.
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レ'〕】'15Ⅰを加え.4LICで2O分間穏やかに指揮 Lたj抽夜を

i-･71いたIn).

肴抗体との反応後ニトu･t,ルU-ス紙は TBSで激し

く振とうし.15/))毎に計6ll】J洗--た.洗浄後LJ_1ニ ト[卜L･

ル=-･ス紙は乾燥させ.lJIくB Ult.ratilm 3H iこ'鰹.'f箸さ

せて -8OoC に 48時間静苗Lた後現像した.

結 果

症例1の血清は ratの大脳および小脳細胞腎分画の

110kdと大脳細胞質分画(]7250kdのバンドに反応し

た.膜lJ)画の蛋白質とは反応せず. ヒト脳および死

後6時間で処押 した rat脳も染色 されなか--)た.凍結

乾燥切片から切F)出した小脳 Purkinje細胞を含む部

分,またその他の部分との反応もふF)わなか･･)た (図 1).

二次元電気泳動後プロ･ソトしたものの免疫染色では 110

kdは酸性の等電点を示Lた.アミドブラックで染色し

た蛋白泳動閲と対応させて入ると.110kd酸性 スポ ･ソ

トに対応するものは含最の少ない minorな蛋白質 と

思われた (図2),

症例 2の血清 IgG は ratの人脳および小脳の細胞
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iIi-/))画に(用守 る 98kdおよび膜/))酢 r71 68 k(l の バ ン

ドと反応した.症例 1と同様,死後敬時FEりを 経 て 凋 軽 さ

flたヒト脳および rat隅とは反応が見t､-Ilなか --)た .

ま十 r王lt.CTl肝.腎,碑.心筋,横隔膜とも反応するバ

ンド(描 ILr'わなか･)た.deglyeosyl11tion後Ll')ベヅチ

ド部分を竃窯も泳動 したものとの反応 も鬼 られなかっ

た し図 3). 二次心も気泳動のプロ-′卜では.98kdは

中性(,7/7.68kdはやや塩凝性の等 電点 を呈 していた

(囲il).一次抗体に髄液を用いた検討では,rat脳の細

胞質および膜/J)画LJlブULソトに反応するバンドは認めら

れなか-つた.また.対照fftl清はいずれも ratの大脳,

小脳の蛋白質とは反応 しなかった.

考 察

paraneoplasticsyndromeの患者血清中に神経組

織に対する抗体活性を認めたとの報告がなされている.

免疫組織化学的 手法で示されているものとしては,

Wilkinsonl--lI)の肺癌に sensorypolyneuropathy

を伴-)た例で.大脳.小脳.育髄の神経細胞の細胞 質が

広範に染色されたという報て!,--カミある. また,Trotter

Fig.2 1m 【nunostainingofbrainproteinsblottedaftertwo-dimensionalgel
electrophoresis.

These21_)blotswerestaine(iwith amido black (left･ltlnd wit･h patielltSerum developed
autoradiographieally(right). Arrowheadindicatestheeounterpart･ofthespotreactedwiththe
patientsertlm. Bloued proteinsweresolublecytoplasmicfractionorrateercbmm. Theone
hundredten-kdacidiespotwasclearlystainedwiththepatientscrum.
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itlt2).Grpenlepド,】〕),JaeekleL､.'14)はそれぞ恒 トジ

キン病.卵巣癌,乳癌など(･こ小脳性失朋症を伴.,た例で

小脳の Purkinje細胞L71胸体が,また (lTrき川SlAl.5'

闇 市癌に sensor.vpolyneuropat恒弓 :HI･-,た例で神

経細胞tJ_li亥が染色されたと報告している. Immuno-

tllotting法で示 しているの(,i(蓑1),Grt川Wald

1､,1fHの報告で,肺癌に視神経炎を伴--.'た2例で旺喝細

胞と網膜の神経細胞の両者で同じバンドが染色されたこ

癖と神経組鱗との共通抗原であろうと推定している.亜

急性小脳変性症をE-!･_Lた例として乱 Bro＼vn ･fllT) の

肺 癌に伴-､た例で 大脳 ･小脳 ･脊髄 に広汎に存在す

る85kdの /ヾン卜が.LIunningh～1.m i､一一糾して1乳癌 ,卵

巣癌にf､【㌦ た7例で甲離 Pullkinjt･細抱の細川包腎に存

在すると62と6Jkdおよび34しヒ38kdの′ヾンドが染色

されたとの報･:I;･がある.若者の 2例でも染色された′ヾン

ドぼこれ らの報告例 と異なっており,本症で 出現す

る抗神経規範抗体が認識する抗原は一棟ではない8

CllIl-1inghanlと̀)18守口~司様に行な一.,た検討で.同し■亜

急性中脳変性症の病後をとりながら肺癌や悪性リンパ腫

小しており.本症でtlli期せる抗体は旺噂し17.1種類により.

また症例により凝なるものかもしれない.また,これら

血中抗体は必ずしも神経症状と対応した部位のみと反応

する甘ではなく,特に immun()blotting法ではよ ;l

広汎侶部位が認識され,:,ことかもし､.immunoblotting

汰では,detPrgPlltを加tて竜!<日永動することにより

insituでLJl立体構造を分離し.隠さかてし､た杭糠か露

廿j-ることも考えL､)か.insituでは標的IIJiJ虹ヒはな主

ないものをこも反応してしまい,免疫組織化学的手法によ

Fig.3 1mmunotrainingorbrainproteins.

Thesecondpat.ients打Ill~llr･eヱ1ぐtt-,(iwit-h O8kde.vt-oplヱISmieand 68kd mELmbraI-eprOtPinsofrとIt
t汀Ilin. I.ElneS1i-1nd2:r壬It･(.PIIPl汀Ell(.yt(叩IL-lS111i(It･in(~lmelllt汀anePrOteins,Ⅰ･esppet･ively,lElneS3
;一n(.卜l:r(lteerebellarLlyt.OPl壬ISmican(1melllbr･anppr(-teins-r(ゝSpectively,lanes5an(16:humanand
T･王ItぐPrebr(llproteiIISPrep;lrP(1sp､でrlllhotll･SヱIrtPr(ipath,respectively.,lane7:deglyCOSylatedrとtt
eeret)mlcytoplasmicprot･eins.lllneS8tt1ll:ho111Ogenとlt･eSOrr･atliver,kidney,spleenandheart
musLlleinor(icr.I_一anes1tollwerere壬ICt.e(iwit.htht?stlt･um ofthepatient. Lanes12t()16:rat
rくさ1,Cl)ellaⅠ･eyLopltlSIllicproteinswereblot′ttldan(1reEユ(:te(.iwit-hthecontrolsera(12and13:sera
()fnormalhc主11t,hyadult-S,lilt.016:set,aoft･hep王1tieI-ItsWithspitヽ(1ccrPbellar(iegeneration).
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Fig･4 Reactionorserum antibodiesinthepatientwithbrainantigens
(two-dimensionalgeleleetrophoresis).

Thescrum ofthepatientreactedwith(a)98kdneutralcytoplasmieand (b)68kdratherbasic
汀le111braneproteinsorratcerebelllll･Tl.

Table1 lmmunologiestudyinparaneoplasticsyndromesint･heliterature･

Grunwald Brown Jaeぐkle/‖lnningham Ourcase1 Ourcase2

Neoplasm lungCa. lunged. OvarianCa.BreastCa, nonHodgkinlymphoma lungCa.

Neurologleal visual ぐer(lbellar ぐerebellar cerebellar cerebellar
manifestation dystunぐtion syndrome syndrome syndrome syndr.ome†LEMS

N umber ofぐaSeS 2 1 7 息 1

lmmunolog1ぐalm ethod1)Histoc.hem istryretinalntさurOntumorcell cytoplasmof neuron cytoplasm cytoplasm

ccr.ebru 十 - -

Cerebellumsplnaleord 十十 purkinje purkirlje

2)Blotting Casel cerebrum Purkinje cerebrum cerebrumretina 62/64kl) 250kⅠ),125kD ceⅠでbellum
65kD,20kD eer(ゝbellllm--85kr) 34′38kl) Cerebellum cytoplasm
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る結果と異なることもありうる.

本症の血中抗体は腫癖と神経系との共通抗原に対する

可能性も考えられるが,腫癌関連抗原として糖鎖が注目

されている.著者症例の血清は deglycosylation後の

ペプチ ド部分との反応は得られず,神経組織より抽出し

た糖脂質との反応は得られなかった (宮谷ら,未発表

データ)ので,糖蛋白の糖鎖に対する可能性が示唆され

た. paraneoplasticsyndromeで血中自己抗体とし

て報告されたものの中に,糖鎖が抗原と同定されたもの

はない. monoclonalgammopathyに神経障害を

伴ったものでは,様々な糖鎖抗原が報告されている.

ⅠgM paraproteinemiaを伴 う polyneuropathyの

例では,sulfated glucuronyl glycolipid19),

disialosylganglioside20),sialosyllactosaminyl

paragloboside21)などの糖脂質やコンドロイチン硫酸

などのムコ多糖 22)に対する抗体が兄い出されている.

また運動ニューロン疾患様の病像を呈し,血清中に

GMlと GDlbに対する抗体が兄い出された例 231もあ

る.これらの症例で,parapLl0teinが神経障害の発現

に関与するとの直接の証明はなされていない.しかし最

近 Haysら24)は,myelin-associatedglycoprotein

(MAG)に対して抗体活性を有する IgM parapro-

teinemiaを伴なった polyneuropathyの患者血清で,

動物に passivetransrerが可能であったと報告してい

る･ paraneoplasticsyndromeでも LEMSでは

患者血清を用いた動物-の passivetransferに成功し

ており25),血祭交換療法を行なった LEMS患者で筋無

力症状に改善がみられる26)など,抗体依存性の組織障

害機序が,種々の神経疾患で関与している証拠が蓄積さ

れている.ただ,著者の症例 1のように,亜急性小脳変

性症例では血中抗体が神経細胞の細胞質に存在する抗原

を認識しており,これらの抗体が細胞障害性に働くため

には,あらかじめ細胞膜を損傷させる別の機序が必要と

思われる.また,これらの例の髄液中に血清にみられた

と同じ抗体が存在することは証明されていない.ただ,

髄液中の抗体含量は微量と思われ この点に関しては更

に鋭敏な方法による検討が必要である.

著者の症例2では,LEMS を伴なっていた.Lang

ら27),Fukunagaら28)は LEMS症例の血清 IgG

が,神経終末のシナプス前膜に対してカルシウム括抗作

用を有することを示している.著者の症例 2の血清は,

横隔膜の筋ホモジェネートに対して反応するバンドは得

られなかったが,筋全体ではシナプス膜蛋白,更にはカ

ルシウムチャンネルの蛋白質含量は少ないためと思われ,

シナプス部を単離精製するなど感度を高める操作が必要

と思われた.

myelin basicprotein,glialfibrillaryacidic

protein,S-100 などその特性がよく判っている神経組

織特異蛋白質が報告されているが2g),症例 1および2の

血清が反応した抗原は分子量などからこれらとは異なっ

ており,今後その特性を明らかにしていく必要がある.

また,患者血清が反応した抗原は死後数時間を経て処

理した場合は反応がみられなくなることより,死後変化

で容易に崩壊するものと思われ,その preparationに

は充分な注意が必要と思われた.

本研究を御指導下さいました新潟大学脳研究所神

経内科宮武正教授に深謝致します.また,御協力下さ

いました新潟大学脳研究所神経化学佐武明教授,新

潟大学脳研究所神経内科佐藤修三講師,田中正美,

山崎元義,豊島至 (現秋田大学第-内科講師),山本

彰夫 (現秋田大学第-内科)先生,弘前大学第三内

科倉橋幸造先生,弘前大学脳研究所神経内科松永宗

雄教授に深謝致します.
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