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L a m b e r t - E a t o n 筋無力症候群 (I J a m b e rトE at o n m y a s th e ni c s y n d r o m e , L E M S) は神経筋接合部の 神経伝達 にお ける 自己免

疫疾患 であり
,
運動 神経終末 の ア セ チ ル コ リ ン 量子性遊離量の 減少 を特徴 とする . こ の L E M S で は w - コ ノ ト キ シ ン M V II C

( (u - C O n O t O Xi n M ⅥI C
･
C m 取) で標識 さ れ るP/ Q 型電位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ( v olt a g e - g a te d c al ci u m c h a n n el

,
V G C C ) を認

識す る抗体 が主役を演ず る と さ れ て い る ･ 今回･ L E M S にお ける抗 V G C C 抗体 の 多様性を明 らか にす る た め に
,
V G C C の

C n m 結 合部位 を認識 しう る抗体 を検出する新 し い 免疫濾過法を確立 し た ･ 従来の 免疫沈降法で は V G C C の ト キ シ ン 結合部以

外の 部位を認識す る抗体(結合型抗体) を検出す る
→

方 ･ 新 しい 免疫濾過法 はV G C C の C m 取 結合を特異的 に阻害する抗体 (阻

害型抗体) を識別する こ と が で きる ･ 本研究 で は
, 臨床的, 電気生 理 学的 に診断 した LE M S 2 0 例と 対照20 例 に つ い て

,
阻害

型抗体検出 の た め の 免 疫濾過法 に よ る 測定と
,
結 合型抗体検出の た め の 免疫沈降法 に よ る測定を行 っ た . 抗体 価は 対照 の

豆+ 3S D 以 上 を 陽性 と定義す る と ,
L E M S の 9 例 (4 5 %) で 阻害型抗体 が陽性

,
L E M S 全例で 結合型抗体が陽性 であ っ た . 対照

(2 0 例) は 両抗体価とも陰性であ っ た ･ 両抗 体価に は 相関 を認め な か っ た . 本報は LE M S の 阻害型抗体の 検出法 を初 め て開発

した もの で ある .

E e y w o rd s L a m b e rt - E a t o n m y a s th e nic s y n d r o m e , V Olt a g e
-

g at e d c alci u m c h a n n el , W - C O n Ot O Xi n

M ⅥI C
,
b l o c ki n g a n tib o d y , bi n di n g a n tib o d y

L a m b e rt - E a t o n 筋 無力症候群 ( L a m b e rt - E a t o n m y a s th e n i c

S y n d r o m e , L E M S ) は 運 動 神 経終 末 の ア セ チ ル コ リ ン

( a c e ty 1 c h oli n e , A C h) 量了･性遊離量が減少す るた め
,
全身の 筋力

低下 を起 た す 疾患 であ る
1) :5)

. そ の 病因と し て は
, 約509乙に月】ti

小細胞癌 (s m all c ell l u n g c a n c e r , S C L C) を合併す る 点
･り
,
S C L C

に 電位依存性 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ( v ol t a g e - g a t e d e al c i u m

C a n n el
,
V G C C) が 発現す る点

5)

, 患者血 清が SC L C の 電位依存

カ ル シ ウ ム 流 人 を 阻宮す る ノ甘
i) ･ 7)

, 患 者の 神経終末で V G C C に

相当する清作 l甘粕粒( a c tiv e z o n e p a r ti cl e) が 減少する .

[:､く
パ)

, 患

血清で 動物 へ 疾患移送が 叶能 な一軒 冊 ) ‖)
,
V G C C の 合成 ペ プチ

ド免疫 で動物 に疾患誘導が 可 能 な 点
1 2)
等 よ り , 少 な く と も

S C L C 合併L E M S で は , S C L C に 党規 し た V G C C に 対す る 抗体

が神経終末の V G C C をも障害す る こ と が 直接的に関 わ っ て い る

と考え ら れ て い る1 3) ,

V G C C はL 型
,
N 型 , P /Q 型 , R 型 , T 型の 5 型 に分類され

1 4 卜 的
,

運動神経終末 の A C h 放出の 調節 はP/ Q 型に よ る
1 7卜 2 0)

.
こ の た

め
,
L E M S の 生 化学的指標と して抗 P/ Q 型V G C C 抗体測定法が

開発 さ れ て い る が
,
そ の 抗 体価は必ず しも臨床所見と は･

一

致せ

ず
,
L E M S 患 者の 5 -2 6 % は抗体が 陰性 であ る

21) 2 4)
. 現 行の 測定

法 は
,
P / Q 型 V G C C に 特 異的 に結合 す る `｡ - コ ノ ト キ シ ン

M VII C ( w -

C O n O t O Xi n M ⅥI C
,
C m T x) とV G C C を豊富 に 含む小

脳組織抽出物の 複合体を抗増と し, C m T 文一 V G C C 褐合体に結合

す る抗体 (結合型抗体) を2 抗体免疫沈降法 で検出 して い る .
こ

こ で
,
V G C C の C m T x 結 合部付二を抗原 認識部位と し, V G C C と

C m T k の 結合を桔抗 拙宅サ る抗体( 阻害至酎)t 休) がⅠ一 E M S に お い

て 存在し て い る と仮定 した 場合, 阻害理抗体 はC m T x - V G C C 櫓

合体 を抗 原 に し た 現行の 測定法 で は , 拭 原 結 合闇 位 に 先 に

C m T x が締 合し て い る ため , V G C C に結合 で きず
,
抗V G C C 抗

体 と し て検Ⅲ され ない . こ れ は
, 既〟の 扶 V G C C 拭 休検= は: に

は 限興が あ る こ と を 意味 し
, 従 っ てl凱害型抗体の 存在を証明し,

さ ら に そ の 臨床的意義 を議論す る･た め にも, 阻害型抗体を検出

す る新 しい 測定法が必 要で ある .

本報 で は, L E M S にお け る 阻害型抗体検 = の た め の 新し い 測

定法を考案 した . また
, そ の 測定結束と結合型抗体の 抗体価 と

を比較す る こ と に より
,
L E M S の 病態 に つ い て 若干の 考察を加

える と と もに
, 本方法の 有用性を検討 した .

平成1 0 年11 月1 1 日受付
,
平成1 0 年1 2 月2 1 日受理
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b u n g a r o t o x i n; C m T x , 山 一 C O n O t O X i n M V II C ;
1 2 5
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1 2 5
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-

g at ed c al ciu m ch a n n el
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対象お よび 方法

Ⅰ . 対象(表1 )

金沢大学附属病院神経内科お よ び 関連病院に 入 院 し, 臨床症

状 お よ び 電気生理学的 に診断 した20 例 (41 才一 7 6 才 , 女性4 例
,

男性16イ札 S C L C 合併 11 例 , 悪性腫瘍非合併9 例) の L E M S 患

者 と
, 対照20 例の 血 清を対象と した .

Ⅱ . 抗原 の 調整

1 . P 2 画分 (粗ミ ト コ ン ドリ ア 蘭 分) 分 離
2 5)

肝 細 胞痛 で 死 亡 し た 8 0 才 の 女 性 か ら 小脳を得 , 使 用 ま

で - 70 ℃ で 凍結保存 した . 小脳 皮質 の 湿重量 を測定 し, 9 倍

容の 等張シ ョ 糖 液 を加え, 壷塑テ フ ロ ン ･ ガ ラス ホ モ ジ ェ ナ イ

ザ
ー

で均 質化 し た . こ れ を冷却遠心機 でまず100 0 Ⅹ g , 1 0 分 間

遠心 し
, 得 ら れ た 上 浦を15 ,0 0 0 Ⅹ g , 3 0 分間遠心 した . さ ら に

,

沈睦を等張 シ ョ 糖 液で 2 回洗浄 してP 2 画分を分離 した . す べ て

の 操作 は4 ℃で 行 っ た .

2 . P 2 画分中の トキ シ ン 結合部位確認

P 2 画分 に 小脳皮質1 g あ た り1 0 m l の 0 . 0 5 M リ ン 酸 綬衝液

(p h o s p h at e b uff e r
,
P B ) (p H 7 .0) を加 え懸濁 して , P 2 画分浮遊

液を作製 した ･ 異な っ た量の P2 両分 浮遊液(0 -4 0 /∠l) に
1 25
Ⅰ標識

C m T x (
12 5
ト1 a b el e d C m T x

,

12 5
トC m T x ) (A m e r s h a m I n c ,

B u r m i n gh a m s h i r e , U K) (7 4 T B q / m m ol) を4 .5 -6 f m ol (1 5 0 0 0 -

2 0 0 0 0 c p m ) 加え, 2 時間反応させ た . 次 に
,
反応 液を グ ラ ス フ

ィ ル タ ー

(W h at m a n g r a d e G F / F , Wh a t m a n I n t e r n a ti o n al L td
,

K e n t
,
U K) で 濾過 し, グ ラ ス フ ィ ル タ ー の 放射線 を測定 し た

仏) . 同時に
12 5

トC m T k と グ ラス フ ィ ル タ ー と の 非特異的結合は
,

P 2 画分を含まな い 0 .0 5 M P B に
1 2 5
Ⅰ- C m T k を加え て反 応 させ

,
濾

過 し た後 に フ ィ ル タ ー の 放射線を測定 し た (B) . 各P 2 画分 中の

C 血T ゝ結合量を 仏- B) と して 表現 した .

さ ら に P 2 画 分 浮遊液 2 0 Fl l に , 標 識 し て い な い C m T x

(P e ptid e I n stit u t e I n c , 大 阪) 0 -2 0 0 0 0 p g , ある い は ウ シ血 清 ア ル

ブ ミ ン O ) O Vi n e s e ru m alb m i n e , B S A) を加えて2 時間反応 させ た

後,
1 25

Ⅰ- C 血T x を4 .5 - 6 血 01 (1 5 0 00 -2 0 0 0 0 c p m ) 加え, 2 時間反応

させ た . 反応液 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー

で濾 過 し, フ ィ ル タ ー の 放

射線を測定 した . 実際 に測定 され た計数率か らP 2 画分 を 加え

て い ない ブ ラ ン ク の 計数率を差 し引 い て, 測定値 と した . そ れ

ぞ れ の 測定 は試験管4 本 の 平均 を測定値 と し, す べ て の 操作 は

4 ℃で 行 っ た . な お
, 放射線測定器は オ ー

ト ウ エ ル ガ ン マ シ ス

テ ム A R C -1 0 0 0 N ( ア ロ カ 杜, 東京) (検 出効率 7 5 % ) を使 用 し

た .

X
. 阻害型抗 P/ Q 型V G C C 抗体測定

P2 画分 浮遊液20 FLl に , P B ある い は被検血 清1 /Ll を加え て2

時間反応させ た 後
,

125
I - C m T x を4 .5 -6 f m ol (1 5 0 0 0 -2 0 0 0 0 c p m )

加 え, 2 時 間反応 させ た . 反応液 を グ ラス フ ィ ル タ ー で 濾過 し
,

フ ィ ル タ
ー

の 放射線を測定した . 実 際に 測定 さ れ た 計数率か ら

P 2 画 分を加えて い な い ブ ラ ン ク の 計数率を差 し引 い て , 測定

値 と し た . 阻害型抗 P/ Q 型 V G C C 抗体価 は, 最 裾 二加 えた
1 25
I -

C m T x 結合部位量 に対する , 血清を加えて阻害 され た
1 25
I - C m T x

結合部位量 の 割合 (阻害率) と して表示 した . な お
, 阻害率 が

負に なる 場合は 0 % と し た . また
,
ヒ ト対照お よ び陽性例 の 内

4 例 で は血清 を0 ,5 〃1 , 1 〃1 , 2 〃1 づ つ 加えた 際の 阻害率も測定

した ･ そ れ ぞ れ の 測定 は 試験管4 本 の 平均を測定値 と し
,
す べ

て の 操 作は 4 ℃ で 行 っ た . な お
, 放射線測定器は オ ー

ト ウ エ ル

ガ ン マ シス テ ム A R C -1 0 0 0 N ( ア ロ カ社, 束京) (検出効率 75 %)

を便月] し た .

.Ⅳ . 結合型抗 P/ Q 型V G C C 抗体測定
2 3)

P 2 画分 に小脳皮質1g あ たり10 m l の 0 .32 M シ ョ 糖 , 1 /L M ペ ブ

ス タ テ ン
,
2 /∠ M

ロ イ ペ プ チ ン
,
0 .1 m M 硫化 フ ツ 化 フ ェ ニ ル メ

チ ル と20 〃g/ m l 大 豆 トリ プ シ ン 阻害剤 を含 む2% ジ ギ ト ニ ン加

25 m M 甘i s / 5 m M H E P E S 綬衝 液 b H 7 .4) を加え, 懸濁 した 後,

6 0 分間振返 し, V G C C を 含 む 膜成分 を可溶化 し た . さ ら に
,

1 5
,
0 0 0 Ⅹ g , 3 0 分 間で 遠心 し, 上 浦20 /LI CこP B か 10 0 n M C m T k

を加 え
,
2 時 間反応 させ た .

こ の 後
,

1 25

トC m T x を 4 . 5 T6 f m ｡1

(1 5 0 0 0 -2 0 0 0 0 c p m ) 加え, 2 時間反応 させ
,

125
I - C m T x - V G C C 複

合体を形成 させ た ･ こ れ に
, 被検血 清 を5 /｣ 加え,

→

晩反応さ

せ た ･ さ ら に
,
ヤ ギ 抗 ヒ トI g G 抗 体 ( O r g a n o n T e k ni k a C o r p ,

D u r h a m
,
U S A) を25 0 /L g 加え ,

2 時 間静置 した . 次 に
,
3 0 0 0

r p m で1 0 分 間遠心 し, 沈逢を0 .2 % トラ イ ト ン Ⅹ加0 .0 5 M P B で

2 回洗浄後, 放射線 を測定 した . 抗 体価 は各々 の 計数率か ら 充

分量の 非標識 C m T x で
1 25

I - C m T x - V G C C 複 合体形成を阻害 した

ブ ラ ン ク の 計 数率 を差 し引き
,
血 清1 L が 沈殿 させ う る

Ⅰ2 5

ト

C m T x 結 合部位量を p m ol で 算 出 した . な お
, 抗 体価が 負に な

る場合 は O p m ol/l と した . そ れ ぞ れ の 測定は 試験管3 本の 平均

を測定値 と し
,
す べ て の 操 作は 4 ℃ で行 っ た . ま た

,
放射線測

定器 は オ ー

トウ エ ル ガ ン マ シ ス テ ム A R C -1 0 0 0 N ( ア ロ カ 杜, 東

京) (検出効率 75 % ) を使用 した .

Ⅴ . 統計学的検討

阻害型抗 P/ Q 型V G C C 抗体
,
結 合型抗 P/ Q 型V G C C 抗体と

も抗体価は対照の豆十 3S D を越 える もの を陽性 と定義 し, 両抗

体価の 関連 に つ い て はS p e a r m a n の 順 位相関係数 の 検定 を行っ

た .

成 績

Ⅰ . V G C C 抗原 の調整

P 2 画分中の トキ シ ン 結 合部位確認実験 で は ,
P 2 画分浮遊液

を0 /ノl か ら3 0 〃l まで 増量す る と, 計数率が ほ ぼ 直線的に 上外

した が
,
P 2 両分浮遊液を30 /∠1 か ら40 ′′∠l まで 増量 して も, 計数
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L E M S に お ける 阻害型抗V G C C 抗体
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V ()lu m c ()f C m T x ()r B S A ( p g)

Fi g ･ 2 ･ I n h ib iti o n a c ti vity o f c ol d C m T x a n d B S A a g ai n s t
1 2 5

Ⅰ-

C m T x - V G C C b i n di n g . B S A , b o vi n s e ru m alb m i n ; C m T x , ( ｡
-

C O n O t O Xi n M V II C ;
1 2 5

I - C ITl 取 ;
1 2 5

I l a b ell e d C T x; V G C C
,
V Olta g e

-

g a t e d c al ci u m c h a n n el . 0 , i n h ibiti o n r a te of c ol d C m T x . □
,

i n h ibiti o n r a te o f B S A .

T a bl e l ･ An ti - P/ Q ty pe V G C C a n tib o d y tite r s o f L E M S

P a ti e rlt N O .

Ⅰ

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

1 1

12

1 3

1 4

15

1 6

1 7

1 8

1 9

2 0

C o n t r oI

父
り

1

Q
O

つ
】

つ

J

r

J

1

8

0
ノ

′

D

〔

益

7

′

0

■

Z

7

4

フ
】

2

1

0
0

′

0

4

5

7

4

′

D

5

4
′

b

7

′

0

′

b

ん
U

5

5

7

′

b

4

7
′

b

5 4 9

率は ほ と ん ど変化 しな か っ た (図1) . また , B S A を加 え ても計

数率 は低 下 しなか っ た が , 非標識C m T x をO p g か ら20 0 0 0 p g ま

で加 え る と
, 計数率が42% まで 低 下 した (図2) .
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で あ っ た が
,
L E M S 患者20 例の 内9 例 で は5 .6% を越 える 陽性 を

示 した . 対照は 仝例陰性 で あ っ た . また
,
加え た血 清量 を変 え

て も対照の 阻害率は変化 しなか っ たが
,
陽性 LE M S 患 者血清は

加えた血清量 に依存 して 阻害率が上 昇 した (固3) .

Ⅱ . 結合型抗 P/ Q 型 V G C C 抗体測定(表1)

対照血 清で は結合型抗P/ Q 型V G C C 抗体 の衰+ 3S D が 20 . O

p m ol/1 で あ っ た が ,
L E M S 患者で は全例が20 .O p m ol/1 を越え る

陽性を呈 し た . 対照 は 全例陰性 で あ っ た . ま た 両抗体陽性 の 9

例 で は両抗体価 の 相関係数は
-

0 .1 7 0 で
,
正 の 相 関関係 を認 め

な か っ た (図4) .

考 察

L E M S にお け る抗 V G C C 抗 体の 検出法は 既 に報告 さ れ て い る

が
,
L E M S 患 者の 5 -2 6 % で は 抗体 が検出 され ず, そ の 抗体価も

臨床症状 と は
一 致 し ない 21 卜 24) . こ の よ う な現象を説明す る た

め に は
, 少なく と も カ ル シ ウ ム 依存性A Cb 放 出機構 に関 わり,

か つ 膜外 に露出 して 病原抗体 の 標的 となりう る蛋白質に対す る

抗体, す なわ ち抗 シ ナ プ トタ グ ミ ン抗 体
26)
な どの 存在 や , 現行

の 方法で は 検出され な い 抗V G C C 抗体 の 存在 な どを想定 す る 必

要がある .
こ の た め 本研究 で は ト キ シ ン 結合阻害型抗体 の 存在

を仮定 し, 阻害型抗 P/ Q 型V G C C 抗体 検出法を考案 し, 実際 に

L E M S 患 者血 清中 に阻害型抗体が存在す る こ と を明 ら か に し

た .

こ れ まで L E M S で はV G C C と C m
′

Ⅰセ の 結合を阻害す る抗体検

出法の 報告はなく , 本研究が 最初であ る. しか し重症筋無力症

( m y a s th e n i a g r a vi s , M G ) で は トキ シ ン と 蛋白の 結合阻害型抗体

検出法と して α 一 ブ ン ガ ロ トキ シ ン ( α -b u n g a r o t o x i n , B u T x) と

A C h 受容体 (a c et yl c h o li n e r e c e p t o r , A C h R) との 結合阻害型抗

体の 検出法が報告さ れ て い る
27 卜 2 9)

. これは
, 蛋白 と 被検血清

の 反応 に よ り トキ シ ン ･ 蛋白複合体量が減少す る割合を阻害牢

と して 算出 し た もの で ある ･ こ の ト キ シ ン ･ 蛋白複合体量の 測

定法 に は
,
結 合型抗体を利月= ノ た免疫沈降法に よ る 方法 (免疫

沈降法) , トキ シ ン
･ 蛋白複合体 をカ ラ ム に 吸着する方法 (吸着

法) , ト キ シ ン ∵蛋白複合体を グ ラ ス フ ィ ル タ ー

で 濾過す る 方

法 (濾過法) の 3 種類 が ある .
こ の 中で 免疫沈降法は

, 蛋白の 可

溶化, 被検血 清 と 蛋白の 結合, ト キ シ ン と 蛋白の 結合, ト キシ

ン ･ 蛋 白複合体 と M G 血清 の 反応, M G 血清 と 抗 ヒ トIg G 抗体

の 反応
,
と多く の 反応が介在す る た め, 誤差 が 大きく

,
可 溶化

に伴う蛋白 の ロ ス を生 じる 欠点があ る . こ れ に 対 し, 吸着法は

2 次抗体 の 反応が な い た め
,
理論 的 に誤差 が少 ない と考えら れ

る ･ 濾 過法で は 吸着法と 同様 に2 次 抗体を用 い る必要が なく
,

免疫沈降法 と吸着法に必要 な蛋白 の 可溶化もい ら な い た め
, 理

論的 に は より誤差 が少なく , 可 溶化 に よ る ロ ス も生 じな い . こ

の ため
, 本研究で 阻害型抗 P/ Q 型V G C C 抗体 を検出する にあた

り
, 濾過法を応用 して C m T x ･ P / Q 型 V G C C 複合体量のi則走法

を考案 した .

こ こ で
, 濾過 さ れ る 内容 と量 は, 濾過す る 蛋白の 種類ヤ フ イ

ル タ
ー の 選択 に よ っ て 左右 され る . こ の た め

, 本実験を行うに

当 たり
,
まず抗原精製の 粗 さや フ ィ ル タ ー

を選択する た めの 予

備実験を繰り返 し, 抗 原 に ヒ ト小脳 の P2 画分を
,
フ ィ ル タ ー

に粒子保持能 が0 .7 /∠ m の グ ラ ス フ ィ ル タ
ー

を 選択 し た . 小脳

は P/ Q 型V G C C に富 ん で お り
:30)
, 実 際 に ヒ ト小脳 は結合型抗

P/ Q 型 V G C C 抗 体 検出法 の 抗原 と し て 利用 さ れ て い る
21 卜 24)

ま た
,
P 2 画分 は 神経終末 の み で な く, ミ ト コ ン ドリ ア や ミエ

リ ン を含 む粗 い 画分で あ る た め
:川
, 神経終末の み の 画分よりも

フ ィ ル タ
ー

に 保持 され やす い . グラ ス フ ィ ル タ
ー

の 選択で も,

B u T x
･

A C h R 複 合 体 の 検 出 で 用 い る グ ラ ス フ ィ ル タ
ー

押几a t m a n g r a d e G F / C , Wh a t m a n , K e n t , U K) の 粒子保持能が

1 .2 〃 m で ある の に対 し
2 9)
,
本研 究で 用い た グ ラ ス フ ィ ル タ ー は

粒 子保持能 が0 .7
一
′∠ m で あ る た め , より 細か い 粒子ま で フ ィ ル

タ れ

に保持 さ れ る . 事実, 今回選択 し た抗原と フ ィ ル タ ー

を伴

っ た実験 で , 一
一

定量 の 標識 C m T x に対 して 加えた P 2 画分量に

依存 して , フ ィ ル タ
ー

上 に保持 さ れ る放射活性 が ほ ぼ 直線的に

増加 し (図1) , 本方法 によ っ て トキ シ ン 結 合部位を定量的に検

出でき る こ とを示 した . ま た
,
こ の フ ィ ル タ

ー

ヒの 放射清怖が

P2 画分と 標識C m T x の 複合体で あ る こ と は, 非標 識C m T x を予

め 加 え る こ と で
,
放射活性 の 非標識C m

′

Ⅰゝ 量に 依存 した 減少が

観察でき る こ とか ら (図2) 証明 した .

こ の C rn T x
･

P / Q 型 V G C C 複合体量測定法 を基 に, 阻害型抗

P/ Q 型V G C C 抗体 測定法を考案 し た . まず
,
P 2 画分 と被検fru.

清 の 量と 反応時間を選択す る予備実験 か ら ,
P 2 両分浮遊液を

20
ノ
′∠1
, 被検血 清を1 /ノ1 , 反 応 時間 を2 時 間と した . 特に 陽惟被

検 血清で は血 清量を増やす と, C m T k とP/ Q q V G C C と の 結合

阻害窄も増加 し た こ と よ り, こ の 方 法で 血 清 に よ る C m T x と

P/ Q 型V G C C と の 結合 を 阻害す る割合の 提示が 口J
●

能で ある こ と

を示 し た (図3) . こ の 結果を基 に , 実際 にL E M S 患 者血清 にお

い て 阻害型抗 P / Q 型 V G C C 抗 体 を 測定 し た と こ ろ , 4 5 % の

L E M S 患者 血 清で 阻害型抗体が陽性であ っ た .

一 九 対照血 清

は全例で阻害型抗P/ Q 塑V G C C 抗体が 陰性であ っ た . 以上 よ り,

本方法 に よ るL E M S に お ける 阻害型抗 P/ Q 塑V G C C 抗体測定の

測定感度 は45%
,
特 異度は 100 % で

,
特異度 が高く ,

L E M S の 診

断確定 に有用な検査 となりう る と考えら れ る .

次 に結 合塑抗 P/ Q 塑V G C C 抗 体を測定 し, 阻害 型抗P/ Q 塑



L E M S にお ける 阻害塑抗 V G C C 抗体

V G C C 抗体 と の 相関 を調べ た が , 両抗体価 に は 正 の 相 関 を認め

なか っ た ( 図4) . こ れ は 高い 結合塑抗P/ Q 型V G C C 抗 体価ある

い はV G C C に極め て親和性 の 強 い 抗 体の 存在 に影響を受け2 次

的に阻害型抗体 と して検出さ れ て い る もの で は なく, 結合型抗

体価が低値 でも阻害型抗体 が検出さ れ る こ と か ら, 結合型抗体

の 存在 に依存せず, 阻害型抗体が産生 さ れ う る こ と を示すもの

と思 わ れ た . しか し, 本研 究で は 臨床的 ･ 電気生理学的 に確定

診断さ れ た結合型抗体陰性症例で の 検定 が行え な か っ た た め ,

阻害型抗体 の み が 陽性 に な る症例の 存在を確認でき なか っ た .

こ の 阻害型抗体が チ ャ ネ ル 機能 に与え る作用 に関し て は, チ

ャ ネル に対す る トキ シ ン の 作用 を考慮す る必要があ る. V G C C

にお ける C m T x の 作用機序 は未 だ明 らか に さ れ て い な い が , 本

来C m T x は P/Q 型V G C C を阻害する トキ シ ン と して 発見さ れ た

もの で ある
3 2)

.
こ の C m T x 4 0 〃 g をマ ウ ス に注 入 す る と2 分 後

に は激 し い 呼吸障害をきたす こ と が 報告 され て お り
こぅ2)

, そ の 即

効性か ら C m T x の 作用 はチ ャ ネ ル 蛋白 の 崩壊を介 した 間接的な

チ ャ ネ ル 機能障害 で は なく , 直接 的に チ ャ ネル 機能 に影響する

こ とが 推察 さ れ る . こ れ まで L E M S で は 血 祭交換 によ る即効性

33)
や , 患者 血 清に よ る 動物 へ の 疾患移送 の 即 廿性が 報告 され て

い る こ と か ら
:14)
,
チ ャ ネ ル 蛋白 の 崩壊 を介 さず, 直接的 にチ ャ

ネル 機能 に 影響する抗体の 存在が予測さ れ て い た . 今回検出 し

た阻害型抗体 の チ ャ ネル 機能 に与える作f削ま, 未だ明 らか で な

く今後 の 研究を待 た ね ば なら ない が , C m T x と 競合す る こ と か

ら
,
トキ シ ン 結合部位 ない し はその 近傍 に符合す る可 能性, あ

るい は他 の 部位 に結合 して チ ャ ネ ル 蛋白 の 立体構造変化 を介し

て トキ シ ン 結合 を 阻害す る可 能性があ る と思 わ れ ,
こ れ に伴 い

直接的に チ ャ ネル 機能に影響する可 能性 がある と考 え ら れ た .

L E M S で は
, 結合型抗P/ Q 型V G C C 抗体 を含め 多様な病原抗

体が関与 して い る . 本研究で は 阻害型抗 P/ Q 型V G C C 抗体検出

法を考案す る こ と に よ り, L E M S にお い て 阻害型抗体が存在す

る こ と を 明 らか に した .
こ の 新 し い 抗体 お よ び 抗体検出法は ,

L E M S の 病態 解明
,
診断

,
治療法確立 , あ る い は V G C C 機能の

解析 にお い て 重要な意味 を持 つ , 有朋な 測定法 に な りう ると 考

えられ る .

結 論

抗V G C C 抗 体は L E M S の 病態 に 巨資な役割 を演 じて い るが ,

従来の 測 定法で は 検地不可能なl肝 .隼触批 V G C C 抗 体検 = 法を考

案 し
,
以 下 の 結論 を 得た .

1) 叶溶 化 し な い P 2 分 画 を 用い た 濾過法 に よ っ て , V G C C と

C m T x の 結合を特異的に阻害する , m 害型杭V G C C 抗 体が検 =

可能で ある .

2) 従来法 に よ っ て検川 さ れ る結合型抗V G C C 抗体陽性I J E M S で

の 検討か ら, 本方法に よ る 阻害型抗V G C C 抗体検 = 感度 は45% ,

特異性 は100 % で ある .

3) 阻害型抗 V G C C 抗体 の 検 討はL E M S の 診 断に有朋 であ る だけ

で なく
,
V G C C の 機能 と LE M S 病態解明にも貢献する こ と が 期

待できる.
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