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Ⅰ. 緒言 

1. 傍腫瘍性小脳変性症とは 

1-1 傍腫瘍性神経症候群 (paraneoplastic neurological syndromes: PNS)と傍 

腫瘍性小脳変性症 (paraneoplastic cerebellar degeneration: PCD) 

 担癌患者に生じる神経疾患で、腫瘍と密接に関連しその発症に免疫学的機序

が関与すると考えられる一群を PNS と称する。PNS においては、小脳変性症、

脳脊髄炎、辺縁系脳炎、後根神経節/末梢神経炎、神経筋接合部疾患, 筋炎など、

神経筋の様々な組織に病変主座を有する病型が認められる。PNS 患者の血清及

び髄液中には、腫瘍細胞と神経細胞に共通に発現する抗原(onconeural antigen)

を認識し標的とした抗神経抗体(onconeural antibodies)が認められ、PNS は神

経抗原を異所性に発現した腫瘍に対する免疫反応が自己の神経組織を傷害する

ことにより発症すると考えられている[1]。また、“抗神経抗体(onconeural 

antibodies)”という用語は、腫瘍/神経共通抗原認識抗体を意味する専門用語とし

て、癌免疫学者によって提唱されたものである[2]。以下本論文では、腫瘍/神経

共通抗原認識抗体を抗神経抗体と呼ぶ。癌患者の 1~25%において何らかの PNS

を合併すると報告されているが、今後癌患者数の増加とともにその罹患数も増

加すると推定される[3]。PNS の 70~80%は腫瘍の発見に先んじて神経筋症状が

現れる。発症早期から、血液・ 髄液中に病型と関連する自己抗体が認められ、

関連自己抗体の検出は、本症の診断および悪性腫瘍早期発見のマーカーとして

も有用である。しかし、既に同定されている PNS 関連自己抗体が検出される症

例は少なく、また PNS のみに特異的に出現する神経症状が存在するわけではな

いことから、早期診断は難しいというのが現状である。近年、抗体検出技術に大

きな進歩が見られ、中枢・末梢神経系の様々な疾患において、診断に有用な自己

抗体 (NMDA 受容体抗体・アクアポリン 4 抗体等)が相次いで発見されている

[4]。これは、従来の免疫組織化学的方法や Western blot による検出に加え、プ

ロテオーム解析手法が導入され、新たな抗原分子の同定が可能になってきたこ

とに起因する。また、細胞表面抗原に対する cDNA を生細胞に発現させること

により立体構造を保ったままで抗原を発現させる手法が導入され、三次元構造

を認識する抗体を検出したり、細胞表面受容体抗体やチャネルに対する自己抗

体がどのように神経細胞の機能を障害するのかを明らかにできるようになって
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きた。生体内で生じる自己抗体は通常ポリクローナルで、同じ抗原を認識する複

数の抗体が混在することも多い。そこで多数の抗体を同時に検出する手法も開

発されてきている。PNS に関連する新たな自己抗体が同定されるにつれて、抗

原の局在による治療反応性の差異や予後の推定が可能になると同時に、神経傷

害機序の解明にも新たな知見が加わった[5, 6, 7]。 

 PCD は、最も頻度の高い PNS の１つであり[8]、全悪性腫瘍患者の 0.2％に小

脳変性症が出現すると報告されている[9]。PCD に随伴する主な腫瘍を表 1に示

す。多くの場合、亜急性に小脳症状が出現し、数週から数ヵ月で症状の悪化を認

め、半年以内で症状は安定する。小脳症状が出現した当初は、悪性腫瘍が見つか

らず、１年以内に悪性腫瘍が発見される場合も多い。PCD であれば、患者血清

や髄液中に抗神経自己抗体が出現している可能性があり、その検出は診断に有

用である。本症における代表的な既知抗体として、Yo 抗体や Hu 抗体などが知

られている。しかし、主要既知抗体が検出される症例は、PCD の約 36%前後と

比較的少なく[10]、本疾患に関連する未知の自己抗体が認識する新規抗原の網羅

的な解析が求められている。 

 

表１. PCD に随伴する主な腫瘍 

卵巣癌、子宮癌、乳癌 

肺小細胞癌、悪性リンパ腫、精巣癌 

胸腺腫、神経芽細胞腫、非小細胞性肺癌、悪性黒色腫 

 

1-2 PCD と自己抗体 

 PCD で出現する自己抗体には表２に示すような抗体が知られており、それぞ

れ特有の悪性腫瘍と関連している。随伴する腫瘍としては、肺小細胞癌や乳癌、

卵巣癌、子宮癌、胸腺腫などが多い。PCD には、小脳症状のみが単独で出現す

るものと、他の神経症状とともに小脳症状が出現するものとがある。小脳症状の

みが出現するものとしては、Yo 抗体、VGCC 抗体、Tr 抗体、mGluR 抗体、Zic

抗体、CARPVIII 抗体などがある。それ以外の抗体が関連する PCD では、小脳

症状に加え、神経・筋症状が出現することもある。以下に PCD に関連する主要

な既知抗神経抗体について概説する。 
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表２. PCD に関連する主要既知抗神経抗体と小脳症状以外の神経症状 

抗神経抗体 抗原 腫瘍 
小脳症状以外の主な神

経症状 

〔細胞内タンパク質に対する抗体〕 

Yo 抗体 CDR2 卵巣癌、子宮癌、乳癌 知られていない 

Hu 抗体 HuD 

肺小細胞癌, 

前立腺癌，副腎癌 

軟骨粘液腫，肺腺癌 

神経芽細胞腫 

感覚性ニューロン障

害，辺縁系脳炎 

自律神経障害 

脳幹脳炎，脊髄症 

Ri 抗体 Nova-1 乳癌 
オプソクローヌス・ミ

オクローヌス 

Tr 抗体 DNER Hodgkin リンパ腫 知られていない 

CV-2 抗体 CV-2 

肺小細胞癌 

皮膚癌，消化器癌 

前立腺癌，乳癌 

リンパ腫 

辺縁系脳炎 

末梢神経障害 

錐体外路症状 

視症状, 脳神経麻痺 

Ma 抗体 
Ma1，Ma2，

Ma3 
精巣癌，肺癌，乳癌 脳幹脳炎 

Ma2 抗体 Ma2 精巣癌，肺癌，乳癌 
辺縁系脳炎 

脳幹脳炎 

Amphiphysin 抗体 Amphiphysin 乳癌, 肺小細胞癌 
Stiff -person 症候群 

辺縁系脳炎 

CKB 抗体 

(本報告) 

Creatine 

kinase, brain-

type 

膀胱癌, 肺小細胞癌,  

悪性リンパ腫 
感覚性ニューロン障害 

〔細胞表面タンパク質に対する抗体〕 

mGluR1 抗体 mGluR Hodgkin リンパ腫 知られていない 

VGCC 抗体 VGCC 肺小細胞癌 
Lambert-Eaton 筋無

力症候群 
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a. Yo 抗体 

Yo 抗体は、PCD のうち、子宮癌や卵巣癌などの婦人科領域の悪性腫瘍や乳癌

を伴う女性患者にみられる抗体である。急性・亜急性の経過で重篤な小脳失調を

呈する。小脳失調は急速に進行し、各種の免疫療法  ( ステロイド , 

cyclophosphamide, ガンマグロブリン, 血漿交換)で症状が改善しないことが多

い。小脳症状は亜急性に進行した後に安定化するが, 癌そのものが予後を左右し、

平均生存期間は乳癌で 100 ヵ月、婦人科癌で 22 カ月と報告されている[11]。Yo

抗体は、免疫組織染色で小脳プルキンエ細胞の細胞質、小脳分子層の神経細胞の

細胞質や脳幹などにある神経細胞の細胞質を強く染め、神経組織以外はほとん

ど染まらない[12]。Western blot では 58 kDa 付近に反応するバンドを認め、Yo

抗体が認識する抗原は CDR2 と呼ばれている[13]。この抗原タンパク質の細胞

内機能については不明な点が多いが、そのタンパク質内に leucine zipper motif

を持ち、転写調節に関わっている可能性が指摘されている[14]。このモチーフを

持つタンパク質は、ヘテロ二量体またはホモ二量体を形成するが、CDR2 は細胞

増殖、癌化やアポトーシスなどに重要な役割をしていることが知られている

PKN、c-Myc や MRGX などと結合することが明らかになっている[15]。これら

のタンパク質も leucine zipper motif を持っており、このモチーフを介して

CDR2 と結合していると考えられる。Yo 抗体が出現した PCD 患者血液中には、

CDR2を特異的に認識する細胞障害性Ｔ細胞が出現することも報告されており、

細胞傷害性Ｔ細胞免疫と病態発症機序との関連も指摘されている[16]。 

 

b. Hu 抗体 

肺小細胞癌に随伴する PCD は 4 種類(Hu 抗体, SOX1 抗体, VGCC 抗体, ZIC4

抗体)を超える抗体が報告されている。その中でも Hu 抗体が最も古くから研究

され代表的な抗体である。Hu 抗原は肺小細胞癌などの癌細胞に発現している。

Hu 抗体陽性患者の多くは、多彩な神経症状を呈し、感覚性ニューロン障害、小

脳変性症、脳幹脳炎や辺縁系脳炎を含む脳脊髄炎、自律神経障害などが組み合わ

さった神経症状を示す。この中で、患者の臨床症状の６割近くが感覚性ニューロ

ン障害、次いで２割に辺縁系脳炎がみられ、小脳変性症はそれに次ぐ。Hu 抗体

が出現する PNS の７～８割が肺小細胞癌を随伴し、そのほか、前立腺癌、副腎
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癌、軟骨粘液腫、肺腺癌、神経芽細胞腫などの報告がある。Hu 抗体陽性患者の

肺小細胞癌は胸郭に限局しており、その進行は極めて遅く、剖検するまで腫瘍の

存在がわからない場合もある。神経障害の範囲や治療の有無が予後と関連し、特

に免疫療法 (ステロイド, cyclophosphamide, ガンマグロブリン, 血漿交換) が

行われた群で有意に予後が良好もしくは不変であったとしている[17]。Hu 抗体

を用いた免疫組織染色では、中枢神経系の大部分の神経細胞の核を強く染める

が、グリア細胞や非神経組織の細胞は染まることはない。Hu 抗体は Western 

blot で 34～43 kDa の複数の抗原を認識する。対応抗原には数種類の isotype が

存在し, Hu family (HuD, HuC/ple21, bet-NI, HuR) をなす。これらの抗原のう

ち、HuR を除く抗原は神経細胞にのみ発現しており、いずれも核に存在してい

る。これらの抗原はいずれも３つの Ribonucleoprotein (RPN) 型 RNA 認識配

列を持つ RNA 結合タンパク質であり、Gap-43、tau タンパク質、neurofilament 

M、p21、TNF-αなどの mRNA の 3’非翻訳配列中の Adenine Uridine (AU)-

rich element に結合し、これら mRNA の安定化に関与することが知られてい

る[18]。上記の多様な mRNA の安定化を介して神経細胞の分化決定に大きな影

響を与え、神経系の発達と維持に重要な働きをしていると考えられている。 

 

c. Ri 抗体 

  PCD の中でも，オプソクローヌス・ミオクローヌスを伴う小脳失調症の患者

には Ri 抗体が出現する。小児ではミオクローヌスとオプソクローヌスを伴う小

脳失調症は神経芽細胞腫と関連して発症がみられ、成人においては乳癌や肺小

細胞癌が主に随伴する[19]。オプソクローヌス・ミオクローヌスでは、亜急性の

体幹失調にオプソクローヌスなどの眼球運動の異常を伴い、めまいや嘔気、嚥下

障害、聴覚障害、近位筋の筋力低下などを呈する。時に自然経過で症状の軽減を

認めることがある。Ri 抗体を用いた免疫組織染色では Hu 抗体での染色パター

ンと類似しており、大部分の神経細胞の核を染色するが、非神経組織及び後根神

経節細胞などの末梢神経の細胞核は染色しない。Western blot では 55 kDa と

80 kDa のバンドが認識される。認識される抗原は神経系に特異的に発現する

RNA 結合タンパク質である Nova-1 である。Nova-1 は主に脳幹や脊髄の神経細

胞に発現しており、大脳皮質や視床の神経細胞では発現が認められない[20]。ま
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た、オプソクローヌスは脳幹の抑制性グリシン作動性神経細胞と、ミオクローヌ

スは脳幹や脊髄のグリシン作動性・GABA 作動性運動神経細胞と関連するとさ

れている。Nova-1 タンパク質は、K type の RNA 結合タンパク質で、グリシン

受容体や GABA 受容体の pre-mRNA のイントロン中の UCAUY配列を認識し

て結合する[21]。Ri 抗体はこの Nova-1 の RNA 結合活性を阻害することが知

られている[22]。このため、Nova-1 は主に、オプソクローヌス・ミオクローヌ

スや小脳失調などの運動性の機能に関与しているとされている。 

 

d. Tr 抗体 

 多くは Hodgkin リンパ腫に随伴し、小脳症状が単独に出現する。Hodgkin リ

ンパ腫が治療されて腫瘍が消失すると、抗体も消失することが報告されている。

この抗体が出現する小脳変性症の 14％に症状の改善がみられることから、小脳

症状が可逆的な障害であることを示唆している[23]。Tr 抗体は小脳プルキンエ

細胞の細胞質を染め、小脳分子層を点状に染める抗体である。対応抗原は、EGF 

関連膜貫通分子 DNER (Delta/Notch-like EGF-related Receptor) であること

が同定されている[24]。 

 

e. CV-2 抗体 

CV-2 抗体は、2001 年に Lennon らのグループによって報告された抗神経抗

体で、主に肺小細胞癌や胸腺腫を随伴する[25]。臨床的には多彩な神経症状を呈

するが、小脳変性症は辺縁系脳炎症状や末梢神経症と並んで頻度が高い。CV-2

抗体陽性の患者には、舞踏病、パーキソニズムやジストニアのような錐体外路症

状や視神経炎、網膜炎、硝子体の炎症性細胞浸潤などの視症状、嗅覚や味覚の異

常や脳神経麻痺など他のPNSではみられない特徴的な症状が出現する[26]。CV-

2 抗体は 66 kDa の抗原を認識し、免疫組織染色では、この抗体はオリゴデンド

ログリアの細胞質と反応する。また中枢神経系では、脳幹、小脳、脊髄の白質、

小脳では分子層が広汎に染色される。CV-2 は、神経細胞の軸索誘導、軸索輸送

亢進、成長円錐の崩壊に重要な役割を果たすセマフォリン sema3A のシグナル

情報伝達を媒介するタンパク質の１つであり、神経細胞やオリゴデンドロサイ

トの分化と軸索や突起の伸長に関連すると考えられている[27]。 
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f. Ma 抗体 

  Ma 抗体は、当初、肺癌や乳癌, 耳下腺癌, 大腸癌に合併した脳幹脳炎の症例

で同定された神経細胞核と反応する抗体で、40 kDa と 42 kDa のタンパク質を

認識する Ma1 抗体と Ma2（Ta）抗体が知られている。 Ma 抗体では、PCD が

最も多く、次いで脳幹脳炎が多い。Ma2（Ta）抗体が出現する場合には、数週か

ら半年程度かけて進行する過眠や高体温などの視床下部症状や辺縁系・上部脳

幹症状を呈する。頭部 MRI では側頭葉内側面や視床下部、基底核、視床、四丘

体領域に異常信号を認め、髄液検査では軽度の細胞増多を認める。辺縁系脳炎が

最も多く、次いで脳幹脳炎が多い。Ma2（Ta）抗体が出現する PNS 患者の場合

にも、約 20％に小脳症状が出現する。Ma 抗体や Ma2 抗体陽性の患者は精巣癌

を随伴することも多い[28]。Ma 抗体は、免疫組織染色で中枢神経系の多くの神

経細胞の核小体と反応する。Ma 抗体は Ma1、Ma2、Ma3 の３つのタンパク質

と反応する抗体であり、一方 Ma2（Ta）抗体は、Ma2 抗原のみを認識する[29]。 

 

g. Amphiphysin 抗体 

Amphiphysin 抗体はシナプス顆粒にある 128 kDa のタンパク質

（Amphiphysin）に反応する抗体で、傍腫瘍性 stiff-person syndrome を呈した

乳癌患者で報告されたが、amphiphysin 抗体陽性 63 例の検討では、11 例で PCD

を呈したと報告されている[30]。Amphiphysin 抗体はヒト大脳の神経細胞や好

中球と反応する。 

 

1-3 PCD の発症機序 

 PCD は、腫瘍に対する抗腫瘍免疫反応により産生された抗体が、神経細胞に

も発現する共通抗原（onconeural antigen）を攻撃する結果発症すると考えられ

ている。これらの抗体の存在は，PCD を診断するうえで有用である。細胞表面

抗原に対する抗体においては、抗体が直接神経細胞表面抗原に作用し発症する

と考えられる。ヒト mGluR 抗体をマウスのくも膜下腔に直接移入すると、移入

した抗体は小脳組織の全ての層に分布し、移入されたマウスは臨床的に失調症

状を示した。あらかじめ mGluR1 抗原で吸収処理された抗体を移入すると失調
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症状は惹起されなかった[31]。mGluR 抗体は in vitro でも in vivo でも小脳プ

ルキンエ細胞に直接作用し、急性の可逆的な障害と慢性の変性を引き起こすこ

とが証明された[32]。VGCC 抗体についても、抗体が直接小脳神経細胞表面の

channel に作用しその機能を阻害し、症状を引き起こさせている可能性が示され

ている[33]。このように、細胞表面の抗原に対する自己抗体は直接小脳変性症の

病態に関与していると考えられる。 

一方、細胞内タンパク質を抗原とする自己抗体が出現する疾患では、病態発症

機序に対する抗体の役割について不明な点が多い。GAD 抗体では、抗体をマウ

スの小脳に直接的に注入することにより、末梢刺激による皮質運動系の増強促

進を抑制することが示され、抗体が直接発症機序に関与している可能性が示さ

れた[34]。また、amphiphysin 抗体においても、実験動物を用いた抗体の受動移

入や能動免疫で、実験動物に対して神経症状を誘発することができたとの報告

がなされている[35, 36]。しかしながら、Hu 抗体や Yo 抗体では受動及び能動免

疫で、実験動物に臨床症状を惹起することはできておらず、また免疫療法がほと

んど効果を示さないことから、抗体単独で病気を発症させる可能性は低いと考

えられている。Yo 抗体が出現する PCD の患者血液で CDR2 抗原を特異的に認

識する細胞障害性Ｔ細胞が出現することが報告されており、CD8 陽性Ｔ細胞が

病因に関与している可能性が考えられている[16]。しかし、マウスに実験的に

CDR2抗原特異的細胞障害性Ｔ細胞を誘導することは可能であったが、CDR2抗

原特異的Ｔ細胞が誘導されたマウスに小脳失調症状は観察されなかった[37]。ま

た、その後のマウスにおける追試では、抗原特異的細胞障害性Ｔ細胞の存在は確

認できていない。Hu 抗体が出現する患者の剖検脳では病変部位に CD8 陽性細

胞が浸潤していること、さらに病変部位に浸潤している CD8 陽性Ｔ細胞のＴ細

胞受容体遺伝子の oligoclonality から、発症機序に対する CD8 陽性Ｔ細胞の関

与が強く示唆されている。また、HuD 特異的 type 2 CD8 陽性Ｔ細胞が患者血

液に存在していることが証明され、この CD8 陽性Ｔ細胞は主に IL5 と IL13 を

産生していることが報告されている[38]。しかし、一方で抗体分子、特に IgG が

細胞内に取り込まれ、神経細胞を障害することが示されている[39, 40]。抗原の

提示条件によっては核内にも入り得ることが自己免疫疾患の抗核抗体免疫染色

にて証明されている。また、抗原の存在部位が細胞内の場合でも、条件によって



9 

 

は抗原が細胞外に表出することも知られている[41]。この過程では細胞表面抗原

に対する抗体産生の場合に比べ、病態発症までにより長い時間を要すると考え

られる。この場合、神経症状発症時点では既に不可逆的な組織傷害が生じている

可能性も考えられ、治療に反応しにくい可能性がある。 

 

 

2. プロテオーム解析による自己抗体の検出 

2-1 プロテオーム解析とは 

 ヒトゲノムプロジェクトが終了しヒトゲノムの全塩基配列が明らかになった 

後、トランスクリプトーム解析と呼ばれる DNA マイクロアレイなどによる

mRNA の網羅的発現解析が盛んに行われてきた。しかし、1) タンパク質が生体

内で実際に作用する機能分子であること、2) 細胞内の mRNA 発現量とタンパ

ク質の存在量は必ずしも比例しないこと、3) タンパク質の機能は、細胞内での

局在化、プロセシングや翻訳後修飾などにより制御されており、mRNA とは別

のレベルで調節されていることなどの理由により、生命科学研究の関心は遺伝

子の機能的翻訳産物であるタンパク質の機能解析に移りつつある。これを受け

て、近年、細胞で機能するタンパク質を網羅的に解析するプロテオーム解析が注

日を浴びている。プロテオーム (proteome) とは、ある細胞がもつ全ての遺伝子 

(gene)の集団 (ome)をゲノム(genome) と呼ぶのに対して作られた、タンパク質 

(protein)の集団(ome) という意味の造語である。具体的には、ある細胞がある条

件下に置かれたときに、その細胞内に存在する全てのタンパク質を意味してい

る。プロテオーム解析はタンパク質の全体像を調べることであり、生命現象や表

現型の違いを、ある細胞が持つタンパク質の全体像の変化として捉え、その背景

にある各タンバク質の機能や各タンパク質が構築する機能ネットワークを明ら

かにする研究手法である。こうして得られた新しい知見は、癌をはじめとする疾

病の早期診断や病態の解明、さらには創薬研究へと応用されている[42]。 

 

2-2 プロテオーム解析における解析技術 

 プロテオーム解析には高性能な分析機器を駆使した多種多様な手法がある。 

中でも二次元電気泳動 (two-dimensional electrophoresis: 2-DE) と質量分析 
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(mass spectrometry: MS) を基礎としたプロテオーム解析 (2-DE/MS) は、現在

比較的よく使われる解析技術である[43]。二次元電気泳動とは、個々のタンパク

質が持つ等電点 (pI) の違いを利用した等電点電気泳動(isoelectric focusing: 

IEF) と、分子量の違いを利用した SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

(SDS-PAGE) を組み合わせることによってタンパク質を分離する方法である

[44]。この手法を用いることにより、数百から数千種類のタンパク質を同時に分

離することが可能であり、個々のタンパク質スポットとして可視化し、ある細胞

集団のタンパク質発現解析を簡便に行うことができる。 

 二次元電気泳動によって、発現変動が認められたスポット中のタンパク質は、

酵素処理によりペプチド化し、得られたペプチド断片の質量を質量分析装置で

決定することで、元のタンパク質を同定することが可能である。具体的には、質

量分析によって、サンプル中に含まれる各ペプチドの質量情報 (MS スペクト

ル) を取得する。この時、各ペプチド断片は、酵素処理により元となるタンパク

質のアミノ酸配列に依存して切断されたものであるので、得られた MS スペク

トルは、タンパク質固有のものとなる。これを、既にデータベース上に登録され

ているタンパク質の MS スペクトルと照合することで、タンパク質の同定をお

こなう (ぺプチドマスフインガープリント法)。さらにタンデムマス質量分析

(MS/MS)装置を用いることで、ペプチド断片の部分アミノ酸配列や翻訳後修飾

の情報まで取得することができ、高精度にタンパク質の同定が可能となってい

る。この MS/MS 装置から得られた MS/MS スペクトルを用いたタンパク質同

定法のひとつとして、タンパク質同定解析ソフト MASCOTTM (Matrix Science)

による MS/MS ion search が挙げられる。具体的には、質量分析で MS スペク

トルを取得する際に、特定の ruiz のイオン(プリカーサーイオン)を選択し、こ

のイオンの衝突誘起解離によって生じるプロダクトイオンの MS/MS スペクト

ルを取得する。次にデータベースに登録されている全タンパク質をサンプルと

同じ酵素で消化した際に得られるペプチド断片の情報を取得し、このペプチド

断片をコンピューター内で断片化させて、仮想 MS/MS スペクトルを取得する。

そして得られた MS/MS スペクトルと仮想 MS/MS スペクトルとの一致度につ

いて統計学的に判断し、同時にペプチドの分子量情報も考慮して同定を行う方

法である[45]。 
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 プロテオーム解析は、PNS における自己抗体に対する新規抗原の探索に有用

であると考えられ、実際近年いくつかの抗神経抗体の検出が報告されている[5, 

6, 7]。また、これまで解明されてこなかった PNS と類似の機構により生じる自

己免疫疾患の抗原の同定にも応用可能であると期待される。 
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Ⅱ. 研究目的 

 PCD において、血清や髄液中に出現する代表的な抗体として、Yo 抗体や Hu

抗体などが知られているが、現在抗原が明らかになっている抗体が検出される

症例は、症候群全体の約 36%前後と報告されている。そのため、未だ抗原未知

の自己抗体が多数存在すると指摘されている。この疾患群では, 神経症状が急速

に進行し, 高度の神経障害に進展することが多く、抗体が見いだされた時点での

血液浄化療法や免疫療法はあまり有効でない場合も多いが、腫瘍の早期治療に

より神経症状の改善が得られることが報告されている。 

新規抗神経抗体の探索は、PCD の病態解明ならびに治療法の確立にとって最

重要課題である。また、抗体の存在を明らかにすることは、臨床のうえで、PCD

だけでなく、広く小脳変性症を鑑別診断するうえで重要な手段となり得る。一方

で, 多様な抗体を選択して検出することには大変な困難を伴うことから、効率よ

く多数の抗体をスクリーニングできるシステムの構築が待たれている。  

本研究では、膀胱癌を発症し、失調等の小脳症状をきたした既知抗神経抗体陰

性 PCD 患者の産生する自己抗体が認識する新規抗原の同定を目的とし、新たな

プロテオーム解析によるアプローチを用いてその同定を試みた。さらに、その新

規抗神経抗体の疾患との関連性を明らかにするために、他の主要既知抗神経抗

体陰性を示す PCD 症例の血清を集積し、今回同定した新規抗神経抗体との関連

性について検討した。 
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Ⅲ. 実験材料および方法 

１．患者及びコントロール検体 

 本症例患者は、自治医科大学付属病院への入院１カ月前に膀胱癌(尿路上皮癌)

と診断された 66 歳男性である。入院時、水平性眼振・構音障害・四肢の失調症

状による歩行困難等の小脳症状が認められた。血算及び生化学検査では、異常な

かった。PNS に関連する血清中の既知抗自己抗体 (Yo, Hu, Ri, Tr, CV2, Ma1, 

Ma2, and amphiphysin 抗体)は、すべて陰性であった。脳脊髄液検査では、細

胞数 29/μL (すべて単核球) , 総蛋白 77 mg/dL, 糖 68 mg/dL で軽度の細胞増

多, 総蛋白増加を認め、ミエリン塩基性蛋白は 132 pg/mLと軽度高値であった。

尿検査では、尿蛋白陽性以外に異常はなく、胸部 X 線写真, 心電図に異常なかっ

た。頭部 MRI では異常なく、 123I-IMP を用いた脳血流シンチグラフイーでも

小脳に血流低下は認めなかった。末梢神経伝導検査では異常はなかった。しかし、

Paraneoplastic Neurological Syndrome Euronetwork で提唱された PNS

の診断基準により、PCD と診断された[46]。泌尿器科で入院約１カ月後、経尿

道的膀胱腫瘍切除術(病理: 尿路上皮癌 G 2 , pTa)を施行したが、小脳性運動失

調は改善しなかった。その後、二重濾過血漿交換療法 (double filtration 

plasmapheresis : DFPP) を 1 回施行したが、明らかな効果はなかった。本症例

患者の血清、髄液及び膀胱癌手術の際に摘出した膀胱癌組織の一部を、患者の同

意のもとに入手した。健常人 10 人及び小脳症状を呈する PCD 以外の患者（急

性小脳炎 2、脊髄小脳変性症 14、小脳梗塞 2、オプソクローヌス・ミオクローヌ

ス 1、進行性核上性麻痺 1）の血清をコントロール検体として用いた。また、Yo

抗体陽性 PCD 患者 3 人の血清もコントロールとして用いた。 

 なお、この研究は、自治医科大学臨床研究倫理委員会の許可を得て行われた。 

 

２．動物組織及び試薬 

 6〜9 週齢の C57BL/6J 雄マウス（日本クレア）を実験に使用した。マウスは

頸椎脱臼にて安楽死させ、小脳と肝臓を摘出した。摘出した組織を液体窒素下で

急速に冷凍した後、使用するまで-80oC にて保存した。動物実験については、自

治医科大学動物実験委員会の許可を得て行った。 

 精製ヒト脳型クレアチンキナーゼ (CKB)、ヒト筋型クレアチンキナーゼ
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(CKM)、抗 CKB 抗体(rabbit monoclonal, ヒト・マウス・ラットの CKB を認識

する)、抗β-アクチン抗体は Abcam (Cambridge, UK)より入手した。免疫組織

染色の際に関連性のないネガティブコントロールとして用いられた抗 HA 抗体

(rabbit polyclonal)は Santa Cruz Biotechnology より入手した。ヒト膀胱癌(尿

路上皮癌)組織アレイスライドは US Biomax, Inc. (Rockville, MD, USA)より、

また、ヒト凍結切片小脳組織スライドは BioChain (CA, USA)より購入した。免

疫組織染色のためのパラフィンマウス脳矢状断切片スライドは Genostaff Co., 

Ltd. (Tokyo, Japan)より購入した。 

 

３．Western blot (WB)及び二次元電気泳動(2-DE) 

 マウス小脳及び肝臓組織抽出液は、プロテアーゼ阻害剤(Protease Inhibitor 

Cocktail Set I, Calbiochem, San Diego, CA)を付加した NP-40 lysis buffer [1% 

NP-40, 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, and 10% 

glycerol]を用いて作製した。抽出液中のタンパク質 (100 μg)を、10%ポリアク

リルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)にて分離し、その後分離されたタンパク

質をニトロセルロース膜 (GE Healthcare)に転写した。患者及びコントロール

血清は、blocking buffer [2% fetal bovine serum (FBS), 0.5% skim milk in 

phosphate-buffered saline with 0.05% Tween20 (PBST)]にて1000倍に希釈し、

ニトロセルロース膜と共に 4℃にて一晩インキュベートした。その後、そのニト

ロセルロース膜を PBST にて洗浄し、500 倍希釈した Horseradish peroxidase 

conjugated anti-human Ig secondary antibody (GE Healthcare) にて室温 1 時

間インキュベートした後、ECL 試薬 (GE Healthcare) を反応させた。化学発光

反応を示したバンドを、LAS mini 4000 (GE Healthcare) を用いて検出した。

コントロールの β-アクチンの検出には、2000 倍希釈の Mouse anti-β-actin 

antibody (Abcam) を用いた。血清中の抗 CKB 抗体の存在は、抽出液の代わり

に精製 CKB タンパク質及び CKM タンパク質を用いて確認した。 

 2-DE については、2 つのゲルを作製し、Mass spectrometry (MS)解析に必要

なスポットの切り出しのために、免疫反応による陽性スポットの検出のために

それぞれ使用した。200μg のマウス小脳タンパク質を、Ettan 2-D Clean-up kit 

(GE Healthcare)を用いて精製・濃縮した。サンプルを Immobiline Drystrips 
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(pH 3–11 NL, 18 cm, GE Healthcare) に加えて、step gradient protocol を使い

(rehydration for 12 h, 500 V for 1 h, 1000 V for 1 h, and 8000 V for 8 h)、Ettan 

IPGphor System (GE Healthcare) を用いて等電点電気泳動を行った。等電点

電気泳動で分離されたタンパク質は、10% SDS-PAGE で二次元展開され、一方

のゲルを FlamingoTM Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA, USA)で染色した。もう一方のゲル中のタンパク質は、PVDF 膜(Millipore, 

Bedford, MA, USA) に転写され、患者血清を用いた WB で陽性スポットを検

出した。 

 

４．MS 分析 

 WB で陽性のスポットと同一のスポットを蛍光色素で染色された 2-DE ゲル

から、2-DE Gel-Picker FluoroPhoreStar 3000 (Anatech, Tokyo, Japan)を用い

て切り出した。切り出されたゲルスポット中のタンパク質はトリプシン (12.5 

ng/μl, Promega, Madison,WI, USA) にて酵素消化された。 

 液体クロマトグラフィー質量分析  (LC-MS/MS) は、FINNIGAN LTQ 

(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) を用いて行った (MS4, AMR

社)。これらの分析結果を MASCOT software program version 2.2 (Matrix 

Science, London UK) と  National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) database を用いた MS/MS ion search で各スポット中のタンパク質を

同定した。なお、同定にあたっては MASCOT score 50 以上を、有意差があるも

のとした。 

 

５．組換え CKB タンパク質による抗体吸収 

 グルタチオン-S-トランスフェラーゼ (GST) と CKB の融合タンパク質を発

現するベクターを作るため、まずヒト CKB cDNA フラグメントを pCAGGS-

hCKB をテンプレートとして Pfu ULTRA DNA polymerase (Agilent, USA)で

増幅し、pGEX-4T-1 の Eco RI と Xho I サイトにサブサブクローニングした

[47]。GST 及び GST-CKB 融合タンパク質を大腸菌 BL21 に発現させ、

glutathione sepharose 4B TM ビーズ(GE Healthcare) を用いて精製した。精製

された GST 及び GST-CKB 融合タンパク質 (50 μg) を、50% glutathione 
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sepharose ビーズ懸濁液 60 μl と共に、4℃で１時間インキュベートした。その

後、ビーズを洗浄液 (20 mM Tris–HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

and 0.5% NP-40) で 3 回洗浄した。ビーズに抗 CKB 抗体陽性 PCD 患者血清 

(20 μl)を加え、4℃で 1 時間インキュベートした後、血清を回収した。その抗

体吸収後の血清 (1000 倍希釈) を、マウス小脳タンパク質 (100 μg) 及び精製

CKB タンパク質(0.5 μg)を用いた WB で使用した。遺伝子組み換え実験につ

いては、自治医科大学遺伝子組み換え実験安全委員会の許可を得て行った。 

 

６．免疫組織染色 

 免疫染色施行前に、パラフィン膀胱癌組織アレイスライドおよびパラフィン

マウス脳矢状断切片スライドは、キシレン及びエタノールによる脱パラフィン

処理及び親水化を行った。PCD 患者膀胱癌の凍結切片スライド及びヒト凍結切

片小脳組織スライドは、PBS で親水化した。その後、0.05% citraconic anhydride 

solution, pH 7.4 (Immunosaver; Nissin EM Co. Ltd., Tokyo, Japan) による抗

原賦活を、98℃で 45 分間行った。PBS で 3 回洗浄し、細胞内のペルオキシダ

ーゼ活性を不活化するために、0.3%過酸化水素水/メタノールで 10 分間処理し

た。切片を 5% FBS/PBS で 1 時間ブロッキングした後、ブロッキング液で希釈

した一次抗体 (rabbit 抗 CKB 抗体；200 倍、ヒト血清；1000 倍、抗体吸収処理

後血清；200 倍)を、4℃で一晩インキュベーションした。また、関連性のないネ

ガティブコントロールとして抗 HA抗体(rabbit polyclonal)を 200倍希釈して使

用した。その後、200 倍希釈のビオチン標識二次抗体 (anti-rabbit or anti-

human Ig, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) を、室温で 30 分

間反応させ、VECTASTAIN ABC 及び DAB Peroxidase Substrate 染色キット

(Vector Laboratories)で発色した。組織学的評価のためにすべてのスライド切片

をヘマトキシリンで染色した。 

 

７．Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による抗 CKB 抗体の定量 

 PCD 患者及びコントロール血清中の抗 CKB 抗体を定量するために、抗原タ

ンパク質として精製ヒト CKB を用いた ELISA を行った。96 穴プレートに、

PBS で 10 μg/ml に希釈した CKB タンパク質を 50 μl ずつ滴下し、1 時間イ
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ンキュベートした。プレートを PBST で洗浄後、各ウェルに 100 μl のブロッ

キング液(2%FBS in PBST)を加え 4℃で一晩静置した。プレートを PBST で洗

浄し、ブロッキング液で 500 倍希釈した血清を 50 μl ずつそれぞれのウェルに

加え、1 時間インキュベートした。プレートを洗浄後、ブロッキング液で 5,000

倍に希釈した二次抗体 (HRP-conjugated anti-human Ig) を加え、30 分間反応

させた。PBST で 5 回洗浄した後、ペルオキシダーゼ活性を検出するため、0.04 

mg/ml の OPD (o-フェニレンジアミンジヒドロクロリド) ペルオキシダーゼ基

質 (SIGMAFAST™ OPD, Sigma) をウェルに 100μl ずつ加えた。30 分反応

させた後、450 nmの吸光度をEnVisionTM 2104 Mutilabel Reader (Perkin Elmer Japan 

Co., Ltd.)で測定した。OD 値の cut-off 値は次の式で算出した。 

Cut-off OD = mean average OD 450 (of 28 control sera) + 2 S.D. 
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Ⅳ．結果 

１．PCD 患者血清中の抗神経抗体の検出 

 まず、本 PCD 患者血清中に PNS に関連した主要既知抗神経抗体が認められ

るかどうかを検討したが、主要既知抗神経抗体 (Yo, Hu, Ri, Tr, CV2, Ma1, Ma2, 

及び、amphiphysin 抗体)は、本患者血清中には認められなかった。この結果は、

新規の抗神経抗体が患者血清中に存在していることを強く示唆していた。そこ

で、膀胱癌を合併した本 PCD 患者血清中に小脳特異的に反応する自己抗体が存

在することを示すために、マウス小脳及び肝臓から抽出した組織抽出液を用い

て WB を行った。その結果、患者血清と特異的に強く反応する 45 kDa 付近の

バンドが、小脳抽出液で認められた (図 1A)。このバンドは健常人コントロール

血清においては認められなかった。以上の結果は、本 PCD 患者の血清中に新規

抗神経抗体が存在し、小脳抽出液中の 45 kDa 付近のタンパク質がその抗原であ

る可能性を示していた。 
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図 1. A. PCD 患者血清中の抗神経抗体の検出。患者血清及び健常人コントロール血清に反応す

るマウス小脳(Ce)及び肝臓タンパク質(Li)を WB (100 μg/lane)で検出した。小脳タンパク質に

おいて、患者血清のみに強く反応する 45 kDa 付近のバンドが認められた。B. 2-DE による標的

抗原タンパク質の分離。二次元展開されたマウス小脳タンパク質を Flamingo 蛍光染色した 

(upper panel)。WB で陽性と判定されたスポットと同一のスポットを 1 から 5 で示した。患者

血清による WB (lower panel)。患者血清に反応する 5 つのスポットが WB で認められ、そのス

ポットを 1 から 5 で示した。1 から 5 に相当するスポットを蛍光染色したゲルから切り出し、

MS 解析を行った。 
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２．プロテオーム解析による PCD 関連新規抗原の同定 

 本 PCD 患者血清に特異的に反応する 45 kDa 付近のタンパク質を同定するた

めに、患者血清を用いて 2-DE 及び WB を行った。WB ではいくつかの弱い反

応性を示すスポットと、１つの強く反応するスポット(No.4) が認められた。MS

解析のために No.4 を含む計５箇所のスポットをゲルから切り出した (図 1B)。

スポット No.4 及び 5 の分子量は、患者血清により一次元電気泳動による WB で

検出された前述のバンドの分子量とほぼ一致していた(図 1A)。特にスポット

No.4 は、患者血清と強く反応し、また分子量も近いことから新規抗原の可能性

が強く示唆された。全てのスポット中のタンパク質に対して MS 解析を行い、

タンパク質を同定した (表 3)。前述のスポット No.4 及び 5 は、同一タンパク質

であり CKB と同定された。推定されるマウス CKB の pI 値は 5.40 で、分子量

は42,713.26であり、2-DEの結果と非常に良く一致していた(ヒトCKB; pI 5.34, 

分子量 42,644)。以上の結果から、CKB がこの患者血清中の自己抗体に認識さ

れる抗原である可能性が最も高いと考えた。 

 

表 3．Protein identification by LC-MS/MS and MS/MS ion search by MASCOT  

Spot 

number 
Protein name 

Protein ID 

(NCBI) 

Nominal 

Mass (Mr) 

Calculated 

pI value 
Score 

Sequence 

Coverage 

1 Serum albumin NP 033784.2 70700 5.75 772 48% 

2 

Dihydrolipoyllysine-residue 

acetyltransferase component 

(E2) 

NP 663589.3 68469 8.81 116 7% 

3 Syntaxin-binding protein 1 NP 117041.1 67829 6.49 129 5% 

4 Creatine kinase B-type NP 067248.1 42971 5.40 366 29% 

5 Creatine kinase B-type NP 067248.1 42971 5.40 134 15% 

Mr: molecular weight, pI: Isoelectric point, Mascot score probability based score used by 

MASCOT program. 

 

 

 



21 

 

３．PCD 患者血清及び髄液中の抗 CKB 抗体の検出 

 今回同定された抗 CKB 抗体が PCD 発症の原因であるあるかどうかを明らか

にするために、更なる検討を加えた。患者血清が本当に CKB と反応するかどう

かを確認するために、精製ヒト CKB 及びヒト CKM を用いて WB を行った。精

製タンパク質 0.5 μgを用いて、10% SDS-PAGEを行い、クマシーブルー(CBB)

染色で狭雑タンパク質が含まれていないことを確認した(図 2A)。これらの精製

標品を用いて抗 CKB 抗体(rabbit)による WB で CKB にのみ反応することを確

認した(図 2A)。患者及びコントロール血清で同様に WB を行ったところ、患者

血清だけが CKB と強く反応した(図 2B)。患者血清は、CKM とも弱く反応する

様に見えたが、同様の反応性は他の健常人コントロール血清においても認めら

れ (結果表示せず)、PCD 患者特異的ではなく、疾患とは関連性がないものと考

えられた。コントロール血清では CKB と反応するものは一つも認められなかっ

た。 

 次に、患者髄液にも抗 CKB 抗体が存在するかどうかを検討した。コントロー

ルの脊髄小脳変性症 (SCD) 患者の髄液では、CKB とは全く反応しなかったが、

PCD 患者髄液は、CKB と強く反応した(図 2C)。以上の結果は、本 PCD 患者の

血清及び髄液中には CKB に対する自己抗体が産生されていることを示してい

た。しかし、同様に小脳症状を呈する SCD 疾患では CKB に対する抗体は出現

していなかった。また、本 PCD 患者でのみで抗 CKB 抗体が髄液中にも特異的

に出現していることが示された。この自己抗体が髄液に出現することにより

PCD が発症した可能性が高くなった。 

 更に、本 PCD 患者血清中の抗 CKB 抗体の特異性を確認するために、GST-

CKB 融合タンパク質を用いた抗体吸収試験を行った(図 2D)。患者血清と強く

反応した 45 kDa マウス小脳タンパク質及び精製ヒト CKB への反応性は、GST-

CKB 融合タンパク質による吸収処理後の患者血清で著しく減弱した。 一方、

GST のみによる吸収処理では、反応性の減弱は全く認められなかった。また、

患者血清で認められた他のいくつかの弱いバンドへの反応性には変化が無く、

45 kDa のマウス小脳タンパク質に特異的であった。以上の結果から、患者血清

に反応した 45 kDa マウス小脳タンパク質は CKB であり、本 PCD 患者血清中

には抗 CKB 抗体が存在すると結論付けられた。 
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図 2. PCD 患者血清及び髄液中の抗 CKB 抗体の検出。WB にて、患者血清及び髄液中の抗 CKB

抗体を検出した。A. CBB 染色により精製タンパク質を確認した (左 panel) 。市販の抗 CKB 抗

体により CKB が特異的に認識されることを確認した (右 panel)。B. 患者血清及び健常人コン

トロール血清を用いて WB を行った。C. 患者髄液及びコントロール髄液を用いて WB を行っ

た。D. PCD 患者血清に対する抗体吸収試験。マウス CKB と考えられる小脳タンパク質 (Ce)と

精製 CKB タンパク質(B)への反応性は、GST-CKB 融合タンパク質による抗体吸収処理後に著し

く減弱した。小脳タンパク質を用いた場合は、インターナルコントロールとして β-アクチンを

検出した。 

 

Ce: mouse cerebellum 

    lysate 

M:  精製 CKM 

B:  精製 CKB 
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４．免疫組織染色によるマウス小脳及び膀胱癌組織における CKB 発現の検討 

 抗 CKB 抗体がマウス小脳組織を認識するかどうかを調べるために、免疫組織

染色法を用いてマウス小脳における CKB の発現を検討した。抗 CKB 抗体によ

るマウス小脳の染色は、神経細胞全体に認められたが、特にプルキンエ細胞及び

顆粒細胞層の細胞質で強く、CKB が発現していると考えられた(図 3A)。抗 HA

抗体を用いたコントロールの免疫染色では、強い染色性は認められず、抗 CKB

抗体による染色性が特異的であることが明らかになった(図 3B)。以上の結果は、

抗 CKB 抗体を有する PCD 患者では、CKB を高発現するプルキンエ細胞など

が自己抗体の標的となり、小脳症状が出現する可能性があると考えられた。 

 次に、本 PCD 患者の膀胱癌組織における CKB の発現の有無について検討し

た。抗 CKB 抗体を用いた免疫染色では、PCD 患者の膀胱癌組織が強く染色さ

れ、患者癌組織で CKB が高発現していることを示していた(図 3C)。癌組織に

おける CKB の発現は不均一で、強く染色される箇所と染色性の弱い箇所が混在

していた(図 3D)。癌の悪性化の過程で CKB の発現量が変化する可能性も考え

られる。以上の結果より、CKB は本患者の癌組織及びマウス小脳の両方に発現

しており、癌と神経の共通抗原であることが示された。 

 

５．膀胱癌(尿路上皮癌)組織における CKB の発現 

 膀胱癌(尿路上皮癌)組織において、どの程度の割合で CKB が発現しているの

かを調べるために、ヒト膀胱癌(尿路上皮癌)組織アレイスライドを用いて免疫染

色を行った。54 膀胱癌組織中 48 組織において強い CKB の発現を確認できた

が、CKB の発現の強さ（レベル）と発現パターンは組織検体において様々であ

った(図 3E および 3F)。発現様式の違いは、癌の悪性度の違いなどに関係する

可能性が考えられる。癌免疫の活性化により膀胱癌組織で発現する CKB により

自己抗体が生産され、その自己抗体が CKB を正常に発現する小脳のプルキンエ

細胞などの神経細胞を攻撃することによって PCD が発症したと考えられた。ま

た、正常膀胱上皮では癌組織におけるような CKB の発現は認められなかった

(0/10 組織)。 
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図 3. 免疫組織染色によるマウス小脳及びヒト膀胱癌組織における CKB の発現。A. マウス小脳

組織において、抗 CKB 抗体による免疫染色にて CKB の発現が認められた。赤矢印で典型的な

プルキンエ細胞を示した。B. 一方ネガティブコントロールの抗 HA 抗体では、ほとんど染色さ

れなかった。C 及び D. 本 PCD 患者膀胱癌組織において、抗 CKB 抗体により CKB の発現が

確かめられた。E 及び F. ヒト膀胱癌組織アレイにおいても、CKB の発現が認められた。54 組

織中 48 組織で CKB 陽性である、その代表例を示した。A, B, 及び D; 200 倍、C 及び F; 100

倍、E; 40 倍。 
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６．患者血清を用いたマウス小脳および膀胱癌組織の免疫染色 

 本 PCD 患者血清が、患者の膀胱癌組織及びマウス小脳と反応するのかどうか

を、免疫組織染色法で検討した。患者血清においては、マウス小脳に反応し十分

な染色が認められたが、健常人コントロール血清では反応せず、染色は認められ

なかった(図 4A および 4B)。マウス小脳における染色パターンは、抗 CKB 抗

体による免疫染色パターンと同様にプルキンエ細胞が特に強く染色された。患

者膀胱癌組織における免疫染色でも、同様の結果で、患者血清による染色は、抗

CKB 抗体による染色と類似していた(図 4E および 4F)。以上の結果より、患者

血清も抗 CKB 抗体と同様に、小脳と膀胱癌組織両方で反応することが明らかと

なった。 

 さらに患者血清中の抗 CKB 抗体と病態発症との関連を明らかにするために、

GST 及び GST-CKB 融合タンパク質による吸収処理後の患者血清を用いて、マ

ウス小脳組織の免疫染色を行った。GST のみで吸収処理された患者血清では、

吸収処理されなかった患者血清と同様にマウス小脳組織が染色された(図 4C)。

一方、GST-CKB 融合タンパク質で吸収処理された患者血清では、著しい染色性

の低下を認めた(図 4D)。この染色性の低下は、プルキンエ細胞で顕著だった。

以上の結果より、患者血清が CKB を高発現するマウス小脳組織の神経細胞（特

にプルキンエ細胞）と強く反応することを示しており、患者血清中に存在する抗

CKB 抗体が PCD 発症の原因であることを強く示唆している。 
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図 4. 患者血清及び健常人コントロール血清による免疫組織染色。患者血清による免疫染色では、

抗 CKB 抗体による染色と同様にマウス小脳組織が染色されたが(A)、健常人コントロール血清

では染色は認められなかった(B)。GST タンパク質による抗体吸収処理後の患者血清においては

未処理患者血清と同様にマウス小脳組織が染色されたが(C)、GST-CKB 融合タンパク質による

抗体吸収処理後の患者血清では染色性が著しく減少した(D)。赤矢印で典型的なプルキンエ細胞

を示した。患者血清による患者膀胱癌組織の免疫染色は陽性であったが(E)、健常人コントロー

ル血清による患者膀胱癌組織は染色されなかった(F)。A, B, C, and D; 200 倍。 
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７．マウス小脳以外の脳組織における抗 CKB 抗体及び患者血清による免疫反応 

 抗 CKB 抗体、患者血清、健常人コントロール血清を用いて、マウス小脳以外

の脳組織における CKB の発現を検討した(図 5)。マウス脳全体の矢状断切片の

抗 CKB 抗体による免疫染色では、海馬、大脳皮質、小脳を含めた脳全体に CKB

の発現が認められた(図 5A)。一方、コントロール抗体では染色されず、染色が

抗 CKB 抗体に特異的であることが確認された(図 5B)。また、患者血清による

免疫染色でも、抗 CKB 抗体と同様の染色結果が得られた(図 5C)。健常人コン

トロール血清では、患者血清と比べ染色が全体的に弱く、また特異的な染色性も

示さなかった(図 5D)。抗体吸収処理後の患者血清による免疫染色に関しては、

GST のみで吸収処理された患者血清では、未処理の患者血清によるものと同様

であったが、GST-CKB 融合タンパク質で吸収処理された患者血清では、健常人

コントロール血清と類似した染色パターンを示した(図 5E および 5F)。 
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 図 5. マウス脳矢状断における抗 CKB 抗体及び患者血清による免疫組織染色。A. 抗 CKB 抗

体による免疫染色では、免疫反応が強く認められた。B. ネガティブコントロールの抗 HA 抗体

による免疫染色では、染色は非常に弱かった。C. 患者血清による免疫染色においては、抗 CKB

抗体と同様の反応が認められた。D. 健常人コントロール血清による免疫染色においては、患者

血清の場合と比較して、染色はかなり弱かった。E. GST タンパク質による抗体吸収処理後の患

者血清による免疫染色では、患者血清同様の染色性が認められた。F. GST-CKB 融合タンパク質

による抗体吸収処理後の患者血清による免疫染色では、染色性は著しく減少し、健常人コントロ

ール血清による免疫染色の結果と類似していた。 
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次に、高倍率で細胞レベルでの染色パターンを比較した(図 6)。Jost et al.等

により報告されたように、抗 CKB 抗体による免疫染色では大脳皮質及び海馬

CA3領域における神経細胞の細胞質において強い染色性が認められた(図 6Aお

よび 6B)[48]。患者血清においても、同様に大脳皮質及び海馬の神経細胞が強く

染色されたが、抗 CKB 抗体による免疫染色と異なり、細胞質だけではなく核周

辺領域も染色された(図 6C および 6D)。健常人コントロール血清による免疫染

色では、細胞質の染色は全く認められず、核周辺領域のみが染まっていた(図 6E

および 6F)。従って、患者血清による細胞質の染色は、患者血清中に含まれる抗

CKB 抗体による可能性が考えられた。GST により吸収処理された患者血清の染

色パターンは、未処理の患者血清による染色パターンとよく類似していた(図 

6G および 6H)。一方、GST-CKB 融合タンパク質で吸収処理された患者血清に

よる染色では、染色性が顕著に低下しており、健常人コントロール血清による免

疫染色パターンと類似する結果を示した(図 6I および 6J)。 
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図 6. 高倍率によるマウス小脳以外の脳組織における CKB の発現検討。A および B. 大脳皮質

(A)及び海馬 CA3 領域(B)において、抗 CKB 抗体は神経細胞の細胞質を強く染色した。C および 

D. 患者血清においても、大脳皮質(C)及び海馬(D)において同様の染色が認められた。E および 

F. 健常人コントロール血清による大脳皮質(E)及び海馬(F)における免疫染色では、核周辺領域

が弱く染色されたが、細胞質染色は認められなかった。G および H. GST タンパク質による抗

体吸収処理後の大脳皮質(G)及び海馬(H)における免疫染色。患者血清と同様に免疫染色された。

I および J. GST-CKB 融合タンパク質による抗体吸収処理後の大脳皮質(I)及び海馬(J)における

免疫染色。健常人コントロール血清による免疫染色と同様に染色され、細胞質染色は著しく減少

した。赤矢印で典型的な細胞質染色された細胞を示した。A, B, C, D, F, F, G, H, I, および J; 

400 倍。 

 

 

８．他の PCD 患者血清を用いた抗 CKB 抗体の特異性についての検討 

 抗 CKB 抗体が他の PCD 患者血清中にも存在するかどうかを調べるために、

前述の PNS の主要既知抗体(Yo, Hu, Ri, Tr, CV2, Ma1, Ma2, and amphiphysin

抗体)が陰性であったこれまでに当院にて集積した 3症例(肺小細胞癌SCLC 2例

及び non-Hodgkin リンパ腫 1 例)の PCD 患者血清について、抗 CKB 抗体の有

無について検討した。精製ヒト CKB を用いた WB で検討したところ、全ての患

者血清に抗 CKB 抗体の存在が認められた(図 7A)。以上の結果は、抗 CKB 抗体

が本 PCD 患者に特異的ではなく、より広く PCD 患者血清中に存在する可能性

があること、また膀胱癌以外の癌を合併した PCD 患者においても抗 CKB 抗体

が認められることから、PCD に関連する抗 CKB 抗体は膀胱癌特有の自己抗体

ではないことを示していた。 

 抗 CKB 抗体が、PCD に特有の抗神経抗体であることを立証するために、PCD

以外の病因で小脳症状をきたした患者血清（急性小脳炎 2、脊髄小脳変性症 14、

小脳梗塞 2、オプソクローヌス・ミオクローヌス 1、進行性核上性麻痺 1）につ

いて精製ヒト CKB を用いた WB で同様に検討したところ、全ての血清において

抗 CKB 抗体は認められなかった。従って、抗 CKB 抗体は小脳変性にともない

産生される非特異的な抗神経抗体ではないことが示された(図 7B)。更に、抗 Yo

抗体陽性であった 3 症例の PCD 患者の血清についても、抗 CKB 抗体の有無を
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確認したところ、抗体は認められなかった(図 7C)。以上の結果も、PCD と抗

CKB 抗体の特異性を強く示唆するものであると考えられる。 

 次に、5 症例の PCD を伴わない膀胱癌患者血清について同様に検討したが、

5 例全ての血清で抗 CKB 抗体は認められなかった(図 7D)。以上の結果は、患

者血清中の抗 CKB 抗体の産生は、PCD 発症と強い相関があり、PCD 発症の原

因となる抗体である可能性を強く示している。 
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図 7. PCDと抗CKB抗体の関連性についての検討。A. 主要抗神経抗体が陰性であった他の PCD

患者 3 症例 (SCLC 2 及び non-Hodgkin リンパ腫 1) の血清による WB。B. 他の小脳症状を

呈する疾患における患者血清による WB。C. HeLa 細胞にマウス CDR2 タンパク質を強制発現

するベクターをトランスフェクションし、細胞抽出液を調整後、SDS-PAGE を施行した。Yo 抗

体陽性 PCD 患者血清による WB では、62kDa の CDR2 が検出された(左 lane)。しかし、Yo 抗

体陽性 PCD 患者血清では CKB および CKM を用いた WB では、バンドは認められなかった(中

央 panel)。一方、抗 CKB 抗体陽性の PCD 患者血清では CKB バンドが検出された(右 panel)。

D. 膀胱癌と抗 CKB 抗体の関連性。PCD を合併していない膀胱癌患者血清中には、抗 CKB 抗

体は認められなかった。B: 精製ヒト CKB, M: 精製ヒト CKM. 
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９．ELISA 法による抗 CKB 抗体の検出・定量 

 患者及びコントロール血清中の抗 CKB 抗体価を定量するために、ELISA 法

による抗体測定系を確立した。様々なグループの血清中の抗 CKB 抗体値を散布

図にて示す(図 8)。WB により確認された抗 CKB 抗体陽性 PCD 患者血清中の

抗 CKB 抗体価は、他のコントロール血清群と比較して有意に高いことが確かめ

られた(P < 0.05, Mann–Whitney test)。今回確立された抗 CKB 抗体に対する

ELISA 法は、自己抗体未知の PCD 患者血清のスクリーニングに有用であると

考えられる。 
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図 8. ELISA 法による抗 CKB 抗体の検出。それぞれの血清中の抗 CKB 抗体の抗体価を OD450

値で示した。Cut-off 値は、方法で示した計算式により 0.06 とした。 
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10．免疫組織染色によるヒト小脳組織における CKB 発現の検討 

  抗 CKB 抗体によるヒト小脳組織の染色は、神経組織全体に認められたが、特

にプルキンエ細胞の細胞質で強く、プルキンエ細胞で特に CKB が高発現してい

ることが解った(図 9A, 9C および 9D)。一方、抗 HA 抗体を用いたコントロー

ルの免疫染色では、染色はほとんど認められず、抗 CKB 抗体による染色が特異

的であることが明らかとなった(図 9B)。マウス小脳ではプルキンエ細胞の細胞

質だけでなく顆粒層の神経細胞質でも CKB の発現が認められたが、ヒト小脳の

場合はプルキンエ細胞の細胞質でより強い CKB の発現が認められた。以上の結

果は、抗 CKB 抗体を有する PCD 患者では、主に CKB を高発現するプルキン

エ細胞が自己抗体の標的となり、小脳症状が出現する可能性を更に強く示すも

のであった。 

 

図 9. 免疫組織染色によるヒト小脳組織における CKB の発現検討。A, C および D. ヒト小脳組

織を用いて抗 CKB 抗体による免疫染色を行った。プルキンエ細胞の細胞質で特に高い CKB の

発現が認められた。B. ネガティブコントロールの抗 HA 抗体では、染色は認められなかった。

赤矢印：典型的なプルキンエ細胞。A および B; 200 倍、C および D; 400 倍。 
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Ⅴ．考察 

 本研究において、プロテオーム解析により PCD 患者の自己抗体に対する新規

抗原として、CKB を同定することができた。また、健常人、小脳症状を呈する

他の疾患患者、PCD を伴わない癌患者等のコントロール血清では、抗 CKB 抗

体が認められなかったことから、抗 CKB 抗体が PCD 患者特有の抗神経抗体で

あることも確認した。さらに、病因になりうる膀胱癌組織および抗体の標的と考

えられる小脳の神経細胞において、CKB が発現することを確認した。以前、PNS

のひとつである傍腫瘍性感覚性ニューロパチー患者血清において、抗 CKB 抗体

の存在が報告された[49, 50]。しかしながら、この論文では CKB の発現が癌組

織でも神経組織でも確認されていないこと、1 症例の報告であったことより、こ

れまで CKB は PNS における神経抗原の候補としては、あまり認知されていな

かった。膀胱癌に伴う PCD の報告は Ri 抗体陽性の 1 例のみであり, 本症例で

は Ri 抗体は陰性であった[51]。抗神経抗体として認められるためには、少なく

とも 2 つの重要な要因がある[52]。第 1 に、これらの自己抗体が PCD による神

経症状を伴っていない癌患者の血清中に存在しないこと、つまり主要な抗神経

抗体は癌患者における腫瘍マーカーでないことである。第 2 に、PCD に関連し

た抗神経抗体に対する抗原が小脳の神経細胞に強く発現していることである。

本研究では、膀胱癌 1 例、SCLC 2 例、non-Hodgkin リンパ腫 1 例の計 4 症例

の PCD 患者において、患者血清中に抗 CKB 抗体の存在を確認し、上記の 2 点

についても詳細に検討された。更に、本研究にて同定された抗 CKB 抗体は、

Paraneoplastic Neurological Syndrome Euronetwork で提唱されている認定基

準の必要条件 (1. 通常の免疫組織学的染色パターンとリコンビナント蛋白を抗

原とする免疫ブロットの両者で特異性が確認できる、2. 腫瘍に関連した多数の

症例報告がある、3. 抗体に関連して特徴的な神経症候がみられる、4. 異なる研

究者間で抗体の同定がなされている等)のほとんどを満たしていた[46]。これら

の結果より、抗 CKB 抗体は PCD 関連抗神経抗体の 1 つとしてリストに加えら

れることは妥当と考えられる。しかしながら、他の主な抗神経抗体と同様に、

PCD 診断における有用なマーカーとして確立されるためには、更なる疫学的サ

ーベイランスが必要である。 

 Yo や Hu や CKB に代表される細胞質内抗原が病因である PCD の病態発症機
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序については、現在のところ不明である。なぜならば、PCD 患者が持つ抗神経

抗体がどの様に細胞質内抗原を認識しているのかを直接的に立証することが難

しいからである。これまで、受動免疫及び能動免疫による PCD 動物モデルの作

製が試みられてきたが、成功例は報告されていない[53, 54]。T 細胞による細胞

性免疫システムが病態発症機序により重要であるという報告や[4, 16, 37, 38]、

細胞内抗原を認識する Yo 抗体において、直接的にプルキンエ細胞に障害を与え

ていることを示唆する実験報告もなされている[40]。以上の様なこれまでの研究

結果にも関わらず、細胞内抗原を認識する主要抗神経抗体の PNS 病態発症機序

における役割は、未だ不明のままである。一方、PCD 患者において約 36%しか

既知抗神経抗体が同定されないという疫学的結果を考慮すると[10]、新規抗神経

抗体の同定は、病態発症機序の解明においても重要であると考えられる[3]。更

に、PNS の治療には腫瘍そのものに対する治療法と自己免疫に対する治療法が

推奨されているが、同様の神経免疫疾患の重症筋無力症のように治療方針が未

だ定まっておらず、効果が定かではないものもある[55]。VGCC 抗体や VGKC 

抗体陽性例など一部の例を除いて、PNS は副腎皮質ステロイド、血漿交換療法、

免疫抑制薬、免疫グロブリン静注療法などの治療に反応せず、神経障害は一般に

急速に進行する[56]。しかしながら、発症から 1 カ月以内の PCD では免疫グロ

ブリン静注療法が有効との報告もあり[57]、また、癌の早期発見、早期治療につ

ながる新たなマーカーとなる可能性もあるので、新規抗神経抗体のさらなる同

定が期待される。また、本研究においては、前述の様にプロテオーム解析を用い

て新規神経抗原を同定することができた。本手法が、今後未知の PCD 関連抗原

を同定するのに有用であると考えられた。 

 クレアチンキナーゼ（CK）は骨格筋，心筋，脳，平滑筋などに多量に存在し，

クレアチンリン酸＋ADP ⇄ クレアチン＋ATP を介してエネルギー代謝上極め

て重要な役割を演じている。CK は、筋肉タイプ（M, muscle）及び脳タイプ（B , 

brain）の 2 個のサブユニットが 2 量体を形成することにより構成されており、

その組み合わせにより細胞質中に 3 つのアイソザイム（CK-MM, CK-MB, CK-

BB）が存在する[58]。CKB は主に、脳及び神経組織において発現し、神経保護

作用があるとされている[48]。マウス小脳においてはプルキンエ細胞及び顆粒層

において CKB がより多く発現しているという Jost et al.らの報告があり[48]、
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本研究においても同様の結果が得られた。また、ALLEN Mouse Brain Atlas にお

ける RNA プローブによる In situ hybridization(ISH)  data においても、CKB 

mRNA がマウス小脳プルキンエ細胞において高発現しているのが認められる(図

10)。PCD の病態発症機序において最も重要な点は、小脳のプルキンエ細胞が傷

害されていることである。PCD 患者の抗神経自己抗体によりプルキンエ細胞が

不可逆的に傷害されると、PCD 患者に深刻な小脳失調症状を呈してくるように

なる[3]。従って、本研究における PCD 患者においては、抗 CKB 抗体が単に

CKB の機能を抑制することにより発症するというよりは、CKB 発現の高いプ

ルキンエ細胞自身が抗自己抗体により障害されたことにより発症したものと考

えられた。 

 今回同定した抗 CKB 抗体は、膀胱癌の症例で同定した。膀胱癌における PCD

併発の例は稀で[51]、当初抗 CKB 抗体は膀胱癌に特有の自己抗体である可能性

が考えられた。しかしながら、PCD を示さない複数の膀胱癌患者血清では抗

CKB 抗体が一般に認められないこと、多くの膀胱癌組織で CKB が高発現して

いることから、膀胱癌組織での CKB 発現レベルの上昇と抗 CKB 抗体の産生と

の間には何らかの Trigger となる因子の存在が考えられた。また、SCLC、乳癌、

前立腺癌、卵巣癌、悪性リンパ腫等において、CKB が高いレベルで発現してい

るという報告がこれまでになされている[59-65]。さらに本研究では、SCLC、悪

性リンパ腫においても抗 CKB 抗体が出現する PCD 症例を報告した。これらの

事実をふまえると、抗 CKB 抗体は、Yo 抗体や Hu 抗体と同様、主要な抗神経

抗体に位置付けられる自己抗体となり得る可能性があると考えられる。 

 最近、CKB が上記の様な様々な癌において高発現しているという報告に加え

て、癌細胞の増殖を促進しアポトーシスを抑制する働きがあることが示され、

CKB を抑制することにより、癌細胞の増殖促進を抑制できるという報告が in 

vitro における実験において報告されている[66]。癌細胞の増殖における CKB の

役割を究明する研究を更に進めることにより、PNS の研究とは別に、抗がん剤

の開発といった CKB に関しての研究の新たな発展の可能性も考えられる。 

 本研究において、いくつかの異なったタイプの癌による PCD 患者に、抗 CKB

抗体が出現していることを示すことができた。従って、抗 CKB 抗体は PCD に

関連した新規抗神経抗体である可能性が十分にあると考えられる。また、本研究
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を通じて、我々の用いたプロテオーム解析による抗原の検出及び同定は有用で

あることが示された。今後、抗 CKB 抗体がどの様に神経障害を引き起こしてい

るのかを解明するために、更なる病態発症機序の解明に対する研究が必要であ

ると考えられる。 

 

 

 

 

 

図 10. In situ hybridization によるマウス小脳における CKB mRNA の発現検出。CKB mRNA

がマウス小脳プルキンエ細胞において高発現していることが解る。A. ISH (CKB mRNA の発

現), B. CKB mRNA の発現強度。ヒートマップ法で発現強度が示されており、CKB mRNA が強

く発現している所は赤色で示されている。 C. Nissl 染色. 矢印：プルキンエ細胞層。（ALLEN 

Mouse Brain Atlas より引用、http://mouse.brain-map.org/experiment/show/393211） 
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Ⅵ. まとめ 

 PCD で神経抗原に対する抗体が同定された症例は約 36％と低い。本研究では

筆者が診断・治療した PCD 患者の自己抗体が認識する新規抗原を検索し、CKB

と同定した。具体的には、まず膀胱癌を発症し PCD を併発した患者の血清、髄

液及び膀胱癌組織を、患者の同意を得て入手した。なお、本患者血清ではこれま

で報告されている主要既知抗神経抗体は認められなかった。WB により、患者血

清だけが特異的に認識する小脳タンパク質を検出した。LC-MS/MS 測定を施行

し、新規抗原タンパク質として CKB (brain-type creatine kinase)を同定した。

免疫組織染色にてマウス小脳、患者腫瘍組織及び、PCD をきたしていない膀胱

癌組織切片に、CKB の発現を認めた。さらに主要既知抗神経抗体陰性であった

PCD 患者他 3 例(肺小細胞癌 2 例、非ホジキンリンパ腫 1 例)の血清中において

も抗 CKB 抗体が検出された。健常人 10 例、脊髄小脳変性症等の小脳失調をき

たす疾患患者 20 例、Yo 抗体陽性 PCD 患者 3 例、PCD を伴わない膀胱癌組織

を呈している患者 5 例の血清中には抗 CKB 抗体は認められなかった。従って、

この新規神経抗原の PCD における特異性が証明された。 

CKB は、主として脳に存在しているが、今回マウス及びヒト小脳（特にプル

キンエ細胞）での高発現が確認され、PCD の小脳症状との関わりが推定された。

一方で CKB は、悪性腫瘍における診断意義が高いとされている。通常成人の血

中には存在しない CKB がある種の癌（乳癌・肺癌など）で血中に出現するとさ

れている。今回、PCD の新規自己抗体を探索した結果、癌組織における CKB

の発現が確認され、自己抗体産生への癌組織の関与が強く示唆された。 

また、我々の用いたプロテオーム解析による抗原の検出及び同定は有用であ

った。今後、抗 CKB 抗体がどの様に神経障害を引き起こしているのかを解明す

るために、更なる病態発症機序の解明にたいする研究が必要であると考えられ

た。 
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