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7 0 4 金沢大 学十全医学会雑誌 第97 巻 第 3 号 7く，4 －71 4 く198 8ユ

ア セ チ ル コ リ ン 受容体合成 ペ プチ ドを用 い た

重症筋無力症 の免疫学的研究

金沢大学医学部付属病院神経 内科 く主任 こ 高守正 治教授1

永 田 美 和 子

く昭和6 3 年 5 月3 0 日 受付I

重症筋無力症抗原決定基 を明 ら か に す るた め， ヒ トの アセ チ ル コ リ ン受容体 くA C h R l a サ ブ ユ ニ ッ

トア ミ ノ 酸残基配列 1 － 2 4 ， 4 0 一犯 5 L－71 ， 7 0 －90 ， 1 2 ト 1 4 7 ， 1 8 3－20 0 を合成 し， 2 0 例の 重症筋無力

症 くM G，患者血清中に 合成 ペ プチ ドを抗原と する抗体の 有無を みた が
， 陽 性と な る もの は な か っ た ． 自己

の A C h R ア ミ ノ 酸残基配列に 対 す る B 細胞 レ ベ ル で の 免疫寛容 の 関与を考 え， ヒ トと は異種 の シ ビ レ エ

イ ぽ 1 8 3
－

2 0 0 ペ プ チ ドを抗原 と して 検定 した と こ ろ
，
2 0 例 の M G 患者血 清中3 例 に 抗体価陽性を見 た．

さ ら に シ ビレ エ イ a 1 83
－

2 0 0 に は
， 抗 ラ ッ ト A C h R －b l o c k in g 抗体上 昇や ， 微小終板電位 くM E P P ト振幅

低下で 示唆さ れる 実験的自己免疫性重症筋無力症 くE A M Gl を発症さ せう る 免疫原性が認 め られ た
．
ま た

シ ビ レ エ イ ぽ 1 8 3
－

2 0 0 免疫 ラ ッ トの 抗 ペ プチ ド抗体 は
，
培養細胞 に お い て A C h R 崩壊促進作用 を示 さ な

か っ た ．
これ らの 結果と， トキ シ ン ．受容体結合阻害活性85 へ 9 7 ％ で 表わさ れ る シ ビ レ エ イ ぽ 18 3 － 2 00 の

トキ シ ン結合能の存在 よ り， a 18 3 －20 0 は A C h 結合能を有 する 領域 で あ り， m ai n i m m u n o g e n i c r e gi o n

くM 工即 で はな い こ と を示 し てい る．

K e y w o r d s m y a s th e ni a g r a vis ， a C e t y l ch oli n e r e c e p t e r ， S y n t h eti c p e p tid e ， a －

b u n g a r o t o xi n b i n di n g sit e ， a n tib o d y

神経 筋 シ ナ プ ス 後 膜 の ア セ チ ル コ リ ン 受 容体

くa c h e t yl c h o li n e r e c e p t o r ， A C h Rl に 対 す る 抗体 に

よ っ てひ き お こさ れ る自己免疫疾患と され て い る重症

筋無力症 くm y a sth e n i a g r a vi s ， M G l の 研究は ， A C h R

が コ
ー

ド され た遺伝子座や り
， 各サ ブ ユ ニ ッ トの ア ミ

ノ酸配列
21 が 明 ら か に さ れ て新 し い 展 開 を見 せ て い

る． A C h R は 4 種 の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 り3I ， 各 サ ブ ユ

エ ッ トの 1 次構造 と， 膜外 ． 貫通 ． 膜内部配列の 推定

が行なわ れ た4 川 ．

一 方 M G 患者 の A Cb R 抗体 は多様

であり 叫
1 り
， その 抗体が A Ch R の どの 領域 を抗原と し

て い る か は M G の病態解明の 上 で 大切 で あ る
． 特 に

M G 抗体の 50 ％以 上 が 標的 と し て い る A C h R a サ ブ

ユ ニ ッ ト の な か の m ai n i m m u n o g e n i c r e gi o n

くM I Rl 1 2 卜 1 5I
，
と ア セ チ ル コ リ ン くa c e t yl c h oli n e ，

A C hJ 結合部1 の川 が どの 領域 に 相当する か が 重要 で あ

A b b r e vi ati o n s こ A C h
，
a C et y l c h olin e i A C h R ，

る
． 最近 で は M I R は

，
B a r k a s ら に よる と A Ch R a サ

ブ ユ ニ ッ ト残 基番号 6 か ら 85 の 領 域 内 に 刷
，
L in d ，

St r O m ら は a 46 か ら 12 7 に 湖
，
アセ チ ル コ リン 結合部

は
，
ジ ス ル フ ィ ド結合 抑 を形成 す る ぽ 19 2 と 19 3 21 切

近傍 に あ る とさ れ て い る
．

本 研 究 で は， こ れ ら の 領 域 に 注目 し， ま ず と 卜

A C h R の ア ミ ノ 酸配列 に 従 い a l か ら a 2 0 0 の 間の

6 領域の ペ プ チ ド を合成 し， M G 患者血 清中に これ ら

を抗原決定基とす る抗体の 有無を見た が， い ずれも有

意 な抗体上昇 を見な か っ た ． そ こ で 免疫寛容の 関与
32，

を 考 え て， ヒ ト に と っ て は 異 種 の シ ビ レ エ イ

くT o r p e d o c alif o r n i c al の アミ ノ 酸 配列 を とり あけ，

ま た抗原性 を も つ 立体構造 用 と ア セ チ ル コ リ ン 結合磯

城
2 3I の 可能性 の 観点か ら シ ビ レ エ イ 丑 1 8 3叩2く10 を合

成 し て検討 し， 患者抗体検定， 動物モ デ ル 作製上出航

a c et yl c h olin e r e c e p t o r ニ a － B u T x
，
a

－b u n g a r o
一

t o x in ニ B S A ， b o vi n e s e r u m alb u mi n i E A M G ， e X p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y a st h e ni a g r a v is こ

I g G ， i m m u n o gl ob u lin G 三 M E P P ， m i ni a t u r e e n d p l a t e p o t e n ti al i M G ， m y a St h e n i a g r a vis こ

M I R ， m ain i m m u n o g e n ic r e gi o n ．



重症筋無力症 とア セ チ ル コ リ ン受容体合成 ペ プチ ド

原性， 免疫原性 に つ き 有意の 結果を得た の で 以 下に 報

告する．

材料お よ び方法

L ペ プ チ ド合成

ペ プチド合成は ヒ ト
51
と シ ビレ エ イ

2I A C h R a サ ブ ユ

ニ ッ トペ プ チ ド
マ ッ プ に 照合 して， ヒ ト ぽ 1

－

2 4
，
ヒ

ト げ 40
－ 60

，
ヒ ト ぽ 5 1 －71 ， ヒ ト げ 7 0

－

9 0 ， ヒ ト

ぽ12 5
－ 1 4 7 ， ヒ ト ぼ 1 8 3 －20 0 ， シ ビ レ エ イ ぽ 18 3 － 2 0 0

個 1 J を固相法 で 行 な い 逆相高速液体 ク ロ マ トグ ラ

フィ
ー に て 精製

24I
， 日本 電子 製 H X － 1 0 0 に よ る fi el d

d e s o r p ti o n くイ オ ン化方掛 マ ス ス ペ ク トル で確 認し

た
．
尚， 各ペ プ チ ド は可溶性 を得る た め N 端 に L y s －

L y s ま たは L y s
－ L y s

－ G l y ， C 端 に Gl y ま たは L y s － L y s －

G ly を連結 した．

工工 ． 免疫ラ ッ ト作製

ペ プチ ドの 免疫 に は 8
－
v lO 遇齢雌 ル イ ス 系 ラ ッ ト

10 匹 くシ ビ レ エ イ 庇 1 8 3 － 2 0 0 免疫 用 に 7 匹， 対照用

に3 匹j を用 い た ．
0 ． 1 M リ ン酸綬衝液 くpfi 7 ． 0う に

溶解し た合成ペ プチ ド く各 75 ノJ gl を完 全ア ジ エ バ ン

トととも に ， ジ エ チ ル エ
ー テル 麻酔下 に 足底部に 皮下

往く全量 0 ， 3 m り し
，
2 過後と 4 週後 に 等量 を追加免

疫した． 対照 ラ ッ トに は等量の ア ジ ュ バ ン ト を注射 し

た． 初回の み百 日咳死 菌 ワ ク チ ン 0 ． 5 X l O
l O

個 く0 ． 25

m lJ を背部に 4 ケ所に 分 けて 皮下 注 し た． 2 過 ごと採

．

1
t

Q r t I e d く 氾 1 8 3－20 0

1 日 3

70 5

血 し， 初回 免疫後 8 週日 に屠殺， 抗体検定， 電気生理

学的解析 に 供 した．

1II ． ラ ッ ト， ヒ ト， シ ビレ エ イ由来 A C h R の 抽出
2 5I

雄ウイ ス タ
ー

系 ラ ッ トの 両足大腿部 で坐 骨神経を切

除後10 へ 1 4 日目 に 下 肢筋 を取り出し細切 した．
こ れ に

4 倍 量 の 緩 衝 液 A くN a C l ， 0 ．1 M i p h e n yl m e th yl

s ulf o n yl fl u o rid e ， 1 m M ニ N a N 3 ， 0 ．02 ％i t r a S y r O1

25 0 ul m l を含 む 0 ． 0 5 M T ri s － H C l ， p H 7 ． 41 を加 えて

ホモ ゲナイ ズ し， 10 ，00 0 r p m で 3 0 分間遠心した ． 沈さ

を緩衝液 A で 2 倍 に 希釈 して T rit o n X －1 0 0 で 最終濃

度 1 ％に な る よう に 加 え， 4
0

C で 1 晩捷拝 し， 10 ，0 0 0

r p m で 3 0 分間遠心 して得 られ た上 清を A Ch R 分画 と

し た．
ヒ ト A C h R は剖検時 に 得た骨格筋 を， シ ビ レ エ

イ A C h R は 日本近海産 シ ビ レ エ イ くN a rk e j a p o n i c a

l か ら採取 した電気器官を材料 と し， ラ ッ トの 場合 と

同様 に 抽出した ．

I V ． 2 抗体免疫沈殿 法

1 ． 抗ペ プチ ド抗体価

合成 ペ プ チ ド に ク ロ ラ ミ ン T 法26I で 以 下 の よ う

に
1 25
I を標 識 し た．

ま ず0 ． 05 M リ ン 酸綬衝液 くp H

7 ．01 に 溶か した 合成 ペ プチ ド く0 ． 5 m gノm り 1 0 ノJl と

N a
1 2 5I く1 m ci1 1 0 JLl くA m e r s h a m P r o d u c t s l n c ．，

C a r diffl に ク ロ ラ ミ ン T 溶液 く5 m gl m l ， 0 ．05 M リ ン

酸緩衝液フ10 ノJl を加えた ． 2 2
0

C で 1 分間携拝し た後，

ピ ロ 亜硫酸ナ トリ ウム 溶液 く0 ． 6 m gl m l ， 0 ． 05 M リ ン

2く10

l E－t ．y S－l ．y s－くil v－
．

l
．

rr 卜 I ．y s－Ili s－
．

r r l卜 V a l
J
r
．

y r
ノ
r y r－

．

rh r欄t二y s－C y s－P r o－A s p－
I

rh rT P r o一
一

ry r－1． く，l 卜 A s p－1－y S－L y 5－G l y－O ll

I l lj 川 とI Il d l B 3－2 0 0

1 8 3 2 0 0

I ト1 ．y s l － y S－G l yq T r l ，－t ．y S－11i sT S e r－V a l－
．

r h r－
．

r y r－S e r－C y s－C y s－P r o－A s p
J

n l r－P r o－T y r－l ．e uT A s I I－L H y－Oll

l h jm ヱ11 1 a 1 2 5－1 4 7

1 2 5 1 4 7

tト l ．y s－l ．y s－G l y－l ．y s－S H r ノ l
－

y r－C y s－く3l u－H e－I I c－V a ト T h r，lIi sd l
l h rl－7 1 r or r l h e一八 s l一－G I uA G l nr 八S l 卜 く二y s－Se r l 肌 1 t

－L ．y s－Le u－tヨ1 yp O IL

ll lJ m り 11 0 7 ぐト ミ10

7 0 9 0

1 卜l －y S－1 ．y s一八S r l一八引 卜
一

r y r－く1 1 y－くil y，V a 1 1 ．y s－Ly s－t l e－11i s－I l eL l
，
r o－S o r－t3l ud L ．y s－1 l e－

．

r rl い 八 r g－L
，
r o－A s p－l ．e l 巨 G l y－O IL

l l ll 111 乙I 11 Q 5 1－71

5 l 7 l

l 卜 Ly sL l ． y s－
J

r h r l l l r一八s n V a ll A r g l．
飢 l－t． y S－G l n－く1l n－

．

r ll ，－V 王l 卜 A s p－T y r一八s nMl ．e u－l ．y s－
－

l
l

rl 7一八 s l い l
l
r o一八s p－A s p儀一H y l m

l l l ln lf H l n 4 0－－う0

4亡l 6 0

l卜 L ．y s－1 ．y s－l ． 侶 巨 I I Llu A s l 卜 V zi l－1t s p－Cil uL V Ll ト 八 s l い G L n－I l e－V z L 卜 T h rJ
J
l
－

h rp A s n－V a 卜 八r g－l ． e l 卜 I ．y s－くu n－G l n－
，

r r l－r L y s－l ，y S－G l y－OIl

l h l n a ll 凸 1－2 4

2 4

l 卜 S tl r－く1l u l l i s－G l u J l
－

t l r一八 r g－I ．t lu－V il l－A l a l ． y s－l，e u－1
J
h e－L y s－A s p－T y r－S e r－S o r－V a l－V a l－A r g－l

，

r o－V 8 ト G I u－A s p－G l y－011

Fi g ． 1 ． A m i n o a c id s e q u e n c e s o f s y n th e ti c p e p tid e s u s e d a s a n ti g e n s ． T o p r o m o t e

t h e s ol u b ility ， p e ptid e s w e r e a tt a c h e d a d d iti o n al s e q u e n c e s L y s
－ L y s o r L y s

－L y s
－ G l y

a t N －t e r m i n al a n d G l y o r L y s－L y s － G l y a t C － t e r m i n al ， r e S p e C ti v el y ．



7 06 水

酸横衝液， p H 7 ． 01 20 0 ノバ を加 え反 応を止 め， さ ら に

1 ％ ヨ ウ化 カ リ ウ ム 溶 液200 ノノ1 と 1 ％牛血 清ア ル ブ

ミ ン くb o v i n e s e r u m alb u m i n ， B S A l 加0 ． 0 5 M リ ン

酸緩衝液 くp H 7 ． 0ン 50 0 メイl を 加 え た． 反 応液全体 を

S e p h a d e x G
－1 5 く0 ． 9 X 2 5 c m l カ ラ ム に の せ ，

1 ％

B S A 加0 ． 0 5 M リ ン 酸緩衝液で ゲ ル ろ過 し， 放射能 の

ピ ー

ク を とり 4
0

C で 保存 した．

血 清 1 検 体 に つ き 試験管 5 本 用 意 し， 緩 衝 液 B

く0 ． 2 ％ T rit o n X －1 0 0 を 含む横衝液 Al で 1 0 0 倍希釈

し た被検血清500 ノJl を 5 本に 分注 した．
う ち 3 本 に は

50 倍希釈 した 1 2 5ト合成ペ プ チ ド 50 ノノ1 を各々 加 え， 残

り 2 本 に は プ ラ ン タ と し て抗 ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン G

くi m m u n o gl o b uli n G ，l g G l 抗体 くH o e c h st ， M a r b u r gl

又 は 抗 ラ ッ トI g G 抗 体 くC a p p el L a b o r a t o ri e s ，

P e n n s yl v a ni a1 2 5 JLl を各 々 加 え， 4
Q

C で 鵬 晩置 い た

後， 測定用 に は同上 の 抗体 25 声1 ， ブ ラ ン クに は
1 25
ト合

成 ペ プ チ ド 50 ノJl を加 え た． さ ら に
一 晩 置 い た 後

3
，
0 00 r p m ， 20 分間遠心 し， 上 清を捨 て， 沈さ は緩衝液

B 2 m l で 2 回 洗浄後， 12 51 一 合成 ペ プ チ ドーヒ ト又 は

ラ ッ トI g G
．抗 ヒ ト又 は抗 ラ ッ ト1 g G 抗体 の放射活性

を測定した ． 抗ペ プ チ ド抗体価 は 3 本 の 被験血 清の 放

射活性の平均値か ら 2 本の ブ ラ ン クの放射活性の 平均

田

値 を差 し引 い て算出し た． 負の 傾が 出た場 合 に は
， 非

特異的結合に よる も の と し て O c p m と し た ．

2 ． 抗 ラ ッ トお よ び と 卜 A C h R 抗体価

1 2 5I －L 3，－ ブ ン ガ ロ ト キ シ ン くa ．b u n g a r o t o x i n ． a
．

B u T x H A m e r s h a m P r o d u c ts I n c ．
，
C a rd iffj で 標識

し た A Cb R 2 00 声1 に 1 00 倍 希釈 し た 被験血清50 声1

を加 え， 一 晩 4
0

C に 放置．
これ に 抗 ヒ ト工g G 抗体又は

抗 ラ ッ ト工g G 抗体 を加 え， さら に
一 晩置い た後

，
3

，
500

r p m で 10 分間遠心 して 沈さ の 放射活性 を測定 した．

こ れ を同 じ放射活性 を し め す
1 2 5
I － a － B u T x l m l あた

りの p m ol 数で 表わ した くp m o ll m lj ．

V
． トキ シ ン

■

受容体結合阻害活性測定法 くコ ンカ

ナ バ リ ン A 法ン

1 p m oll m l に 調整 した A C h R 2 5 0 J Ll に ， 抗 ヒ ト又は

抗 ラ ッ ト A C h R b l o c k i n g 抗体価測定時に は被験血清

50 ノノl を加 え， ト キ シ ン ．受 容体結合 に 対す る合成ペ プ

チ ド阻 止 能 を見 る場合に は 合成ペ プ チ ド く5 0 ノJ g 又は

250 月 g を含有 した緩衝液 即 50 声1 を加 え， －一
一 晩4

日

c

下 で反 応さ せ た． こ れ に
12 5
I － a－B u T x O ．3 p m o l を加

え 4
0

C 下 に 放置 し た 後， コ ン カ ナ バ リ ン A ． セ フ ァ

ロ
ー

ズ カ ラ ム くP h a r m a c i a F i n e C h e m i c al s ，

U p p s al al を通し て コ ン カ ナ バ リ ン A に A C h R を吸着

T a b l e l ． A n ti ．h u m a n A C h R a n tib o d y a s s a y s i n p a ti e n t s wi th m y a sth e n i a g r a vi s

N o ． of C li ni c al B i n di n g a n tib o d y B l o c k i n g a n tib o d y

p a ti e n ts si v e ri ty
．

くp m oll m lJ く％l
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重症 筋無力症と ア セ チ ル コ リ ン 受容 体合成 ペ プ チ ド

させ て カ ラ ム の 放射活性 くR A Mくil を測定し， 正常血 清

又は緩衝液 B 添加時の 測定値 くR A c 。 n t r 。．1 を測定 し，

後者に 対 する減少率

く
担 遮 王立 d 建 址 x lO Oう
R A

c o n．r o t

から阻害活性 くbl o c k i n g a c ti vi ty l を求 め た．

Vl ． 電気 生 理 学的 検 査

シ ビ レ エ イ 戊 18 3 －200 で 免疫 し た ラ ッ f l か ら 8 週

目に横隔膜神経筋標本 を切 り出し微小 電極 に よ り 立 ち

上が り 時間0 ． 6 m s e c 以 内 の 自発性微 小 終板電位

t m i ni at u r e e n d pl a t e p o t e n ti al ， M E P P l の 振幅 を測

定し， 平衡電位－15 m V ， 標準静止膜電位
M 7 5 m V と

して補正 した
161

．
1 匹 に つ き筋線推20 本で 測定し た．

対照ラ ッ トも 同様に 筋線維20 本 に つ い て 測定 した．

用 ．
A C b R 崩壊半減 期

胎生18 仙 20 日目 の ウ イ ス タ
ー 系 ラ ッ ト胎児の 下 肢

筋を取り 出 し細切 ル 3 ％トリ プ シ ン処 理 に よ り単細胞

浮遊液を作 っ た ．
こ れ を プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 に 分注

し2 4
一
－ 48 時間培養 した後， 再び トリ プ シ ン く仇03 ％う

70 7

処理 に よ り単細胞浮遊液と した ． 筋芽細胞と線維芽細

胞の 底面付着速度の 差 を利用 して線維芽細胞を選択的

に 除 去 す る た め に
．

プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ皿 中 に て

15 へ 3 0 分 間培養 し， 筋芽細胞 に 富ん だ 上 浦を 採取 し

た
．
こ れ を プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿 に 分注 し， 発育増殖

さ せ 7 日 目 に 1 2 5エー 改 し B u T x で 標識 し た． 標識 さ れ た

A Ch R は細胞内 へ 取り 込 ま れ代謝 を受 け た後， 1 25I － チ

ロ ジン と して 細胞外 へ 放出され る の で， 培養液の 放射

活性を経時的に 測定す る こ と で A C h R 崩壊速度 を間

接的に 測 定で き る
2 7 ト 291

．

1 2 5
工で 2 時間標識し た後，上 清

を捨て 3 回 洗 浄， こ れ に 非働化 く56
0

C 3 0 分間う し た

ラ ッ ト血 清 を15 ％含む培養液を加え， さ ら に 2 時間培

養 した． 培養は す べ て 37
O

C ， 5 ％ C O 2 ， 9 5 ％ a i r 下 に

て 行な っ た ． 各区間時間に 採取 し た培養液の それ ぞ れ

に つ い て放射活性 くR A m e d － い 諾 1 ．2 ． ． ． ． ．

， 恒
帖

． nン を測

定 し， 最後の ペ トリ皿 に 付着 して い る細胞を集 めて 放

射活性 くR A c el lンを測定 した．
あ る 区間時間に 崩壊 した

A C h R の 全培 養骨格筋 A C h R 量 に 対 す る 割合 くF D －

I k J お よ び あ る 区間終 了時 に お け る A C h R 残 存 率

T a bl e 2 ． A n ti － p e P tid e a n tib o d y a s s a y s i n p a ti e n t s w ith m y a s th e ni a g r a vi s

N o ． of

p a ti e n t s

A n tip e ptid e a n ti b o d y tit e r s くc p m l

H しI n l a n
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7 0 8

くF R －1 k l は 次の式よ り算出 した．

F D － I kく％うニ
R A m e d － k

－X l OO

水

23 R A m 。d － I ＋ R A c el l
l こ I

F R － I kく％1 ニ 1 0 0 二 引 F D －

I り

用 ． M G 患者血 清

血清を本研究 に 供し た M G 患者 は， 臨床的重症度分

類 くO s s e r m a n ．良 G e n ki n s 分類3 011 でII a 8 例
，
II

b l l 例， Ill l 例， 計20 例か ら な り く表 1 う， 抗 ヒ ト

A C h R b i n di n g 抗 体 価 お よ び bl o c k i n g 抗 対 価 く表

い ，
エ ド ロ ホ ニ ウム テ ス ト， 誘発筋電図で そ の 診断が

確認さ れた も の であ る． 治療 中の 場合の検体採取 は，

投薬 く抗 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ剤 ま た は副腎皮質 ス テ ロ

イ ドJ 中止 48 時間後 に 行な っ た ．

朕
． 統計学的処理

得 ら れ た デ ー

タ は平均値 士標準偏差 くM e a n 士S D

l で 表わ した．
2 変量間の相関性 の分析に は P e a r s o n

の 相関係数を求 め， 多群間の 平均値 の差の検定 に は分

散分析後 D u n n ett 法 を用 い た． 又
， 異常値の 検出に は，

T h o m p s o n の棄却検定法 を用い た． 以 上 す べ て 5 ％未

満の 危険率を も っ て 有意と した ．

成 績

工 ． M G 患者血 清中の 杭 ペ プチ ド抗体価

表 1 に 示 した全身型 M G く軽症II a
， 中等症工I bl 又

は
， 急性激症型 M G く工工Iう患者 20 例 に つ い て， ま ずヒ

ト ぽ 1
－

2 4
，
ヒ ト ぽ 4 0 － 6 0

，
ヒ ト 皮 5 1 － 7 1

，
ヒ ト

庇 7 0
－

9 0
，
ヒ ト ぽ 125

－

1 4 7
，
ヒ ト ぽ 18 3 －20 0 に 対 する

抗 ペ プ チ ド抗体価を測定 した 結果を表
．
2 に 示 す ．

い ず

れ も有意な抗体価上昇を見な か っ た ． 次 に ヒ トに と っ

て は異種の シ ビ レ エ イ ぽ 18 3 －

2 00 に つ い て 同様 に 抗

体価検定 を した と こ ろ表 2 の よ う に 20 例申 3 例 に 抗

体価 上昇を認 めた
．
こ の 3 例の う ち最も 抗ペ プチ ド抗

体価 の高か っ た の は 臨床重症度工I a の 軽症 全身型で

あ り， 重症度1H の 急性激症 型 例は有意な抗ペ プチ ド抗

体価上昇 を見な か っ た ．
庇 1 8 3 － 2 0 0 は A C h 結合領域

の 可能性が あ る た め ， 表 1 の 抗 ヒ ト A C h R bl o c ki n g

抗体価 と， 表 2 の シ ビ レ エ イ ぽ 1 8 3 － 20 0 に 対 する抗
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重 症筋無力症 と ア セ チ ル コ リ ン 受 容体合成 ペ プ チ ド

ペ プチ ド抗体価 との 相関を見た と こ ろ， r ニ ー 0 ．0 19 で

正の 相関はな か っ た ．

I工． シ ビレ エ イ 仔 1 8 3
－

2 0 0 免疫 ラ ッ トの 検討

1 ． 抗 ペ プチ ド抗体価 の 経時的変化

シ ビレ エ イ ぱ 1 8 3
－

2 0 0 を 2 遇 お き に 3 回 免疫 し た

ラ ッ ト での シ ビ レ エ イ ぽ 18 3
－

2 0 0 に 対 す る 抗 ペ プ チ

ド抗体価を図2 に 示 す ． 抗体価 は， 6 週 目 ま で は経時

的に 上 瓢 以後 pl a t e a u また は
一

部に 低下 傾向を示 し

た． 各ラ ッ トの 8 週目屠殺時の 抗ペ プ チ ド抗体価 は表

3 に 示す．

2 ． 抗ラ ッ ト A C h R 抗体価

シ ビ レ エ イ ぽ 1 8 3 －20 0 免疫 ラ ッ ト で は 表 3 で 示 す

ように 7 匹中4 匹 に bl o c k i n g 抗体 陽性 で あ り， bi n d －

i n g 抗体はす べ て 陰性 で あ っ た ．

3 ． 電気生理学的検査

シ ビ レ エ イ 此 1 8 3
－ 2 0 0 免疫8 週 目屠殺時 の 各 ラ ッ

トの M E P P 振幅 を測定 した 結果 を表 3 に 示 す． 臨床

像に 明ら か な変化はな か っ たも の の ，
M E P P 振幅低下

で 示 唆 さ れ る 実験 的自 己 免疫性 重 症 筋無 力症

くe x p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y a s th e ni a g r a v i s ，

E A M G l の 発症 を認め た もの が， 免疫 ラ ッ ト 7 匹 中4

匹あり ， これ ら はす ぺ て 抗 ラ ッ ト A C h R bl o c k i n g 抗

体陽性例で あ っ た ．

4 ． A C h R 崩壊半減期

抗 A C h R 抗 体 価 と M E P P 振 幅 低 下 の 評 価 で

E A M G の 発症 と 考 え ら れ る シ ビ レ エ イ a 1 8 3－20 0

免疫ラ ッ ト 4 匹 の プ
ー ル 血 清と対照 ラ ッ ト3 匹 の プ ー

ル 血清を培養液に 添 加後， 培養骨格筋細胞内の A Ch R

残存率の 変化を図3 に 示 す． 培 養30 時間後 に お い て

も， 免疫ラ ッ ト血 清の 方が対照よ り残存率 が少な い と

い う こと はな か っ た ．

土工1 ． トキシ ン ． 受容体結合 阻害活 性 か ら み た合成 ペ

プチ ド
ー

ト キシ ン結 合 能

抗A Ch R b l o c k i n g 抗体価測定時の 被験血清の か わ

り に シ ビ レ エ イ 此 18 3 仙20 0 を 5 0 ノノ g な い し 25 0 声g ，

コ ン カ ナ バ リ ン A ． セ フ ァ ロ
ー ズカ ラ ム に 添加 し た結

709

果 を 表 4 に 示 す．
シ ビ レ エ イ ぽ 1 8 3－20 0 ， 5 0 月 g は

85 へ 8 9 ％の 阻止 率 で ト キ シ ン と受 容体の 結合 を阻ん

だ． 合成 ペ プ チ ド量 を 5 0 ノノg か ら 25 0 ノJ g に 増加す る

と阻止 率は 高く な っ た が 柑7 ％ン， A C h R の 種 類を と

卜 又 は シ ビ レ エ イ に 変 えて も
，
阻止 率 に 差 を認 め な

か っ た
．

考 察

M G 患者血 中に あ る A C h R に 対 す る 抗体
1 OIl りの 抗

原決定塞が どの 領域で あ るか は， な お 議論の 多い と こ

ろ で あ る
．
A C h R a サ ブ ユ ニ ッ トの

一 部に 属 し， A C h

結合 能 は な い も の の 50 ％ 以 上 の 抗 体 が 認識 す る

M 工R
1 2 ト 用 に 関し て ， N o d a ら 抑 が初め に 親水 性の 観点

か ら提唱し た a 16 1－16 9 や， M c C o r mi c k ら
3 11の 提唱

に よ る 庇 1 5 9－16 9 は ， 現在 で は そ の 領域 は膜貫通部
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71 0 水

に ある とさ れ 否定的で あ る
4 けほ 2I

．
ぽ 12 8

，
1 42 問の ジス

ル フ ィ ド結合を含 む げ 12 5 －

1 4 7 は
，
L e n n o n ら に よ っ

て
，
その 抗体 に は本痛の 主 因の 1 つ と され る A Cb R 崩

壊促進作用 が あ る こ と か ら重 要な病原性領域 の 一

つ で

ある こ とが 示 唆さ れ た3 3I ． し か し
，
n a ti v e A C h R の

M I R に 対 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 は こ の ぽ 1 2 5 －14 7

と反応 し な い 弼 の で
，
こ の 領域 は こ こ で 論 じ て い る

M I R で はな い よう で あ る． 又 こ の 領域の す べ て は膜表

面 に 露呈 して い な い と の 反 論も あ り351
，
最近 B a r k a s

ら
瑚
は
，
E ． c oli の e x p r e s si o n cl o n i n g の 手法に よ っ

て
，
M I R は ば 6 －85 の 間に 少な く と も 2 つ あ り ， その

1 つ は a 3 7 － 8 5 の 中に 含ま れ る と して お り
，
R a t n a m

ら
9I
は げ 4 6

－

1 27 を
，
H a r c o u 止 ら は ぽ 6 6 －

7 0 お よ び

ぽ 12 －30 を含 む領域 を M I R と 示 唆 して い る 抑 ． しか

しい ずれ に し て も尚 一 層 の つ め が 必 要で あ る と と も

に
，
抗原抗体反応の 成立の た め に は 一 定の 立 体構造が

必 要とす る議論も ある 用
．

一 方 M G 抗体の 重要な標的 の 一 つ で あ り
，
受 容体構

造， 機能の 面か ら も注目さ れ る の は
，

J丑 サ ブ ユ ニ ッ ト

A C h 結合部が どの領域に あ る か とい う こ と で あ る． ト

キ シ ン結合部 と A Cb 結合部が 共 通の 領域 に あ る
2 3I と

す れ ば
，
a

－ B u T x を用 い て A C h 結合部 を推定で き る
．

シ ス テ ン 残基間の ジ ス ル フ ィ ド結合形成近傍 に A Cb

結合部が存在す る 抑 こ と か ら ， は じ めは 甜 12 8 － 1 42 間

ジス ル フ ィ ド結合 を 含 む領域
3 7 ト 3 9
鳩 る い は 丑 1 28

，

14 2
，
1 9 2

，
1 9 3 で 2 重 ジス ル フ ィ ド結合が想定 され る領

域 刷 4 りが
，
こ の 機能 を担う可能性の ある もの と して検

討さ れ て き た
．
しか し

， 既述 の 庇 128 ， 1 4 7 間 ジ ス ル

フ ィ ド結 合 を 含 む 庇 12 5 －

1 4 7 で 免 疫 し て 成 立 し た

E A M G の抗体は， A C h 結合部 を標的と し てお ら ず
331
，

ジス ル フ ィ ド結合 を解 い た合成 ペ プチ ド欄 あ る い は
，

ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 ま な い ぽ 1 3 1 － 14 7 で も

E A M G の成立を見て い る
2 2J

． ま た ヒ ト a 1 2 5 －14 7 を

抗原 と し て 免疫 し発症 し た E A M G ラ ッ ト の 血 清抗

ラ ッ ト A C h R 抗体は， m O d u l a t in g a n ti b o d y で あ っ

た
叫

． ま た N e u m a n n ら は， L2 1 2 8
，
14 2 の シ ス テ ン は

容体内で 192
，
1 9 3 の シ ス テ ン と ジ ス ル フ ィ ド結合 を形

成 して い な い と報告 した431 ． 最近隣接す る シ ス テ ン 聞

く皮 19 2 －

19 3つ に も ジ ス ル フ ィ ド結合が 成立 し う る こ

とが 明 ら か に され る
2 りと と も に

，
こ れ を含 む ぽ 17 3－

20 4
瑚

，
仔 1 85 － 1 9 6

2 31 4 31
， ぽ 18 2 －1 9 8

4 引
，
ぽ 16 0 － 2 16 2 01

，

の 領域の 中に A C h 結合部が存在す る と 示 唆さ れ て い

る
．

以 上 の 諸報告 を ふ ま え， 本研 究 で は ま ず M IR と

A C b 結合 部 に 関連 す る と 推定 さ れ る ぽ 1 －

2 4
，
仔

40 － 6 0
， 仔 5 1

－ 7 1 ， ぽ 7 0
－

9 0
，
此 1 2 5 － 1 4 7

，
仔 1 8 3

－

2 0 0

の 6 領域を選 びペ プ チ ド を合成 し た． M G 患者血清中

田

に これ ら に対 す る抗体が存在 する か 否 か を見る ため
，

合成 し た 6 種 の ペ プ チ ド を抗原 と し て検定 し たが20

例 の M G 血清の い ず れ に も有 意な抗体上 昇 を認 める

こ と は で き な か っ た く表2 う． そ こ で免疫寛容
22
切 関与

を考 えて ， ヒ ト に と っ て は異種の シ ビ レ エ イ の アミノ

酸配列 を と りあげ， ま た A C h 結 合部 の 可能性 の 高い

ぽ 1 8 3 －200 を選 ん で 合成 し， 上 述 の 20 検体 を検定し

た と こ ろ3 例 に その 抗体価上昇を認 め た．
ヒ トと シ ビ

レ エ イ 庇 18 3
－

2 0 0 で こ の よう な差異が生 じ た理 由と

して は
， 図1 で 示 す よ う に ア ミノ 酸 の 種類が残基番号

187 ， 1 8 9 ， 1 9 1 の 3 ケ所 で と 卜 と シ ビレ エイ では異なるこ

と が あ げ られ る ．

一 般 に 生 体内で 抗原 と し て 認識され

抗体 と蛋白が結合 す る に は 6 へ 7 残基が 必要と され

る
瑚 4 7I

， ぽ 1 8 3 －20 0 の 1 8 残基 中 庄 18 7 u 19 1 間の 3 残

基 の 違 い は 大 き い と 考 え ら れ る
． 本 報 の 結 果 は

，

L e n n o n ら
3 別の 免疫実験 で ， ヒ トの A C h R で 免疫した

ラ ッ トの 抗体 は ヒ トや ラ ッ ト な どの 哺乳類 の A Cb R

よ り シ ビ レ エ イ の A C h R と よ く 反 応 した と い う現象

と も 共通す ると こ ろが あり ， 同種抗原 よ り も異種抗原

に 対 す る B c ell レ ベ ル で の 低 い 免疫寛容の 関与が考

え ら れ る． ま た天 然の A C h R の それとは異なる立

の ペ プ チ ド を 抗原 と し て測定 して い る 方法上 の 限界

や， ク ロ ラ ミ ン T で 標識す る こ と に よ る構造的修飾な

ども考慮 に 入 れ る べ き で あ ろう
．

M G 患者血 清中に 抗 ペ プ チ ド抗体陽性 を見た シ ビレ

エ イ 庇 18 3 －20 0 を抗原 と し た免疫 ラ ッ ト実験 に て7

匹 中4 匹 に 抗 ラ ッ ト A C h R 抗体陽性， M E P P 振幅低

下 を きた す よ うな E A M G 発症を み
，
発症 した E A M G

血 清 に は bi n di n g 抗体 は証明され ず， b l o c k i n g 抗体の

み 陽性 で あ っ た ． また 発症 した E A M G 血 清に A C h R

崩壊促進作用 を認め な か っ た こ と よ り， 庇 1 8 3 －200 は

M I R で は な く
，
A C h 結合部 を含 む領域 で あ ると の間

接証拠と考 え られ る．
こ の こ と は

，
トキ シ ン と A C h R

との 結合 を本 ペ プ チ ドが 有意に 阻止 したi n vi t r o 実験

の 直接証拠 に よ っ て 確か とな っ た
．
す な わ ち M G 患者

血清 と反 応 す る 抗原 性 を持 つ シ ビ レ エ イ 戊 18 3欄20 0

は A C h 結合能 を担 い ， ラ ッ トに E A M G を誘導 する免

疫原性 を有す ると考 え ら れ る
．

結 論

M G 抗体 の 標的 で ある A C h R の ア ミ ノ 酸配列の う

ち
，
ヒ ト 庇 1

－ 2 4 ， ヒ ト ぽ 4 0
－

6 0
，
ヒ ト 庇 5 1－71 ， ヒ

ト ぽ 7 0 －90 ， ヒ ト 甜 1 2 5 －1 4 7 ， ヒ ト 庇 18 3 －20 0 ， シ ビ

レ エ イ ぽ 1 8 3 －20 0 を合成 し， M G 患者 血 清と の 反応

性， A C h R の 構造と機能 の 検討， 動物モ デ ル の 作製等

に供 し以 下 の 結論 を得た ．

1 ． M G 患者血清 に ヒ ト 戊 1 －

2 0 0 間 の 6 種 の ペ



重 症筋無力症と ア セ チ ル コ リ ン受 容体合成 ペ プ チ ド

プチ ドに 対する 抗体 は検出され な か っ た ． しか し
， 異

極の シ ビ レ エ イ 葺 1 8 3－20 0 に 対す る 抗体 は 20 例 中

3 例に検出され た． こ の こ と か ら異種抗原と免疫寛容

の関係， 抗原 に 用 い る合成 ペ プチ ドの 立 体構造， 抗原

の標識法に つ い て の 配慮の 必要性が考 え られ た．

2 ．
シ ビ レ エ イ 庇 18 3

－

2 0 0 免疫 ラ ッ ト実験 に お い

て， 7 匹 中4 匹 に 抗 ラ ッ ト A C h R 抗体陽性， M E P P 振

幅低下で 示 唆 さ れ る E A M G の 発 症 を 認 め た． 発症

ラ ッ トの 抗ラ ッ ト A C h R 抗体 はbl o c k i n g 抗体で あ る

ことよ り
，
こ の 領域が A C h 結合部で あ る こ と を 間接

的に示 した．

3 ． シ ビ レ エ イ ぽ 1 8 3
－

2 0 0 免 疫 ラ ッ ト 血 清 に

A Cb R 崩壊促進作用 は な か っ た こ と よ り
，
ぽ 1 8 3

－

2 0 0

はM G 抗体の 50 ％以 上が 標的 と し て い る M I R で は

ない こ とを確認し た．

4 ．
シ ビ レ エ イ ぱ 18 3

－ 2 0 0 は ， ト キ シ ン ．受 容体結

合阻害活性が高く ， こ の 領域 に A C h 結合部 を有 す る

もの と推察さ れ た．
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O r g a n i z a ti o n o f th e p ol y p e pti d e c h ai n ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A ， 8 0 ， 2 0 6 7 － 2 07 1 く19 8 3ン．

8 I F i rL e r － M o o r e ， J ． 鹿 S t r o u d
，
R ． こ A m p h i p a thi c

a n al y si s a n d p o s sib l e f o r m ati o n o f th e i o n c h a n n el

i n a n a c e t yl c h o li n e r e c e p t o r ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S c i ．

U S A
，
81
，
1 5 5 －1 5 9 く19 8 41 ．

9 I R a t n a m ， M ．
，
N g u y e n ， D ． L ．

，
R i v i e r

，
J ．

，

S a r g e n t ， P ． B ． 皮 Li n d st r o m
，
J ． 二 T r a n s m e m b r a n e

t o p o g r a p h y of ni c o ti n i c a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r ニ

I m m u n o c h e m i c a l t e s t s c o n t r ad i c t th e o r eti c al

p r e di cti o n s b a s e d o n h yd r o p h o b i cit y p r ofil e s ．

B i o c h e m i s tr y ， 2 5 ， 2 6 3 3
－ 2 64 3 く19 8 軋

1 0I C o n ti － T r o n c o n i ， B ．
，
T z a r t o s

，
S ． 鹿

Li n d s t r o m
，
J ． こ M o n o cl o n al a n tib o di e s a s p r o b e s of

a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r s t r u c tu r e ． 2 ． B i n d i n g t o

n a ti v e r e c e pt o r ． B i o c h e m i st r y ， 2 0 ， 21 8 1
－2 1 9 1 く19 8 11 ．

11J Y o s h id a ， M ． M ． 鹿 L e n n o n
，
V ． A ． 二 P u rifi c a ．

ti o n a n d b i o c h e m i c al ch a r a c t a ri z a ti o n o f ni c oti n i c

a c e tyl ch oli n e r e c e pt o r s o f h u m a n m u s cl e ． J ． B i ol ．

C h e m ．
，
2 5 7

，
12 7 5 7 －1 2 7 64 く19 8 2I ．

1 21 T 2Ia r t O S ， S ． J ． 也 Li n d s t r o m
，
J ． こ M o n o cl o n al

an tib o di e s u s e d t o p r o b e a c et yl c h o li n e r e c e pt o r

St r u Ct u r e l o c ali z a ti o n of th e m a i n i m m u n o g e n ic

r e gi o n a n d d e t e cti o n o f si mi 1 a riti e s b e t w e e n s u b
－

u n it s ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
77
，
7 5 5 －7 5 9 く19 8 0I ．

1 3I T z a r t o s ， S ． J ．
，
R a n d

，
D ． E ．

，
E i n a r s o n

，
B ．

E ． 8 E L i n d s t r o m
，
J ． M ． 二 M a p p l n g O f s u rf a c e

St r u Ct u r e S Of el e c t r o p h o r u s a c e t yl c h ol in e r e c e pt o r

u si n g m o n o cl o n al a n ti b od i e s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 56

，



7 1 2 水

86 3 5 －8 6 4 5 く19 8 11 ．

14I T 2Z a r t O S ， S ． J ．
，
S e y b ol d ， M ．

E ． 良 L i n d s t r o m
，

J ． M ． こ S p e cifi siti e s．
o f a n tib o di e s t o a c et yl c h oli n e

r e c e p to r s i n s e r a f r o m m y a s th e n i a g r a vi s p a ti e n t s

m e a s u r e d b y m o n o cl o n al a n tib o d i e s ． P r
．

o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A
，
7 9

，
1 8 8 － 1 9 2 く19 8 2J ．

15I T z a r t o s ， S ． J ．
，
L a n g e b e r g ， L ．

，
H o ch s c h －

W e n d e r
， S ． 也 I ．i n d s t r o m

，
J ． こ D e m o n s tr a ti o n o f a

m ai n i m m u n o g e n i c r e g l O n O n a C e t yl ch oli n e r e
－

C e p t O r S f r o m h u m a n m u s cl e u s l n g m O n O Cl o n a l

a n tib o d i e s t o h u m a n r e c e pt o r ． F E B S L e tt ． ，1 5 8 ， 1 16
－

1 1 8 く19 8 3I ．

16I T a k a m o ri ， M ．
，
O k u m u r a

，
S ． 鹿 Y a s u d a ， A ． こ

P r e s y n a pti c m o d ifi c a ti o n o f n e u r o m u s c u l a r t r a n s
－

mi s si o n b y a n ti a c e t yl c h o li n e r e c e p t o r an tib o d y ニ

M y a sth e mi c s e r u m a n d m o n o cl o n a l a n tib o d y

p r o d u c e d b y t r a n s f o r m ed l y m ph o c yt e s ． N e u r ol o g y ，

3 6
，
9 4 2 － 9 4 7 く198 61 ．

17I G o m e 21 ， C ． M ． 皮 R i c h m a n
，
I L P ． こ A n ti －

a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r a n tib o d i e s d i r e ct e d a g ai n s t

th e a －b u 甲 a r O t O X i n b i n d i n g sit e i n d u c e a u n i q u e

f o r m of e x p e ri m e n t al m y a s th e n i a ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A
，
80
，
4 0 8 9 －4 0 9 3 く19 8 31 ．

18I B a r k a s ， T ． ， M a u r o n ， A ．
，
R o t h

，
B ．

，
A lli o d

，
C ．

，

T ヱa r t O S
， S ． J ． 鹿 B alli v e t

，
M ． こ M a p p l n g th e m ai n

i m m u n o g e n i c r e g l O n a n d t o x i n
－ b i n d in g sit e o f th e

ni c o ti ni c a c e tyl c h oli n e r e c e pt o r ． S ci e n c e ， 2 3 5 ， 7 7
－8 0

く19 8 7I ．

1 9I Li n d st r o m ， J ．
，
C ri a d o

，
M ．

，
R a t n a m

，
M ．

，

W h iti n g ， P ．
，
R a l st o n

，
S ．
，
R i vi e r

，
J ．， S a ri n ， V ．

S a r g e n t ， P ． こ U si n g m o n o cl o n al a n tib o d i e s t o

d e t e rm i n e th e st r u c t u r e s o f a c et yl c h oli n e r e c e p t o r s

f r o m el e c t ri c o r g a n s ， m u S C l e s ， a n d n e u r o n s ． A n n ．

N e w Y o r k A c a d ． S ci ．
，
5 0 5

，
2 0 8 －2 2 5 く19 8 7ナ．

2 0I N o d a ， M ．
，
T a k a h a s h i

，
H ．

，
T a m a b e

，
T ．
，

T o y o s a t o ， M ．
，
F u k u t a ni

，
Y ．

，
IIi r o s e

，
T ．

，
A s ai

，
M ．

，

I n a y a m a ， S ．

，
M i y a t a ， T ．

及 N u m a
，
S ． こ P ri m a r y

St r u C t u r e O f a －

S u b u n it p r e c u r s o r o f T o r p e d o

C al if o r ni c a a c e t yl c h o l in e r e c e p t o r d e d u c e d f r o m

C D N A s e q u e n c e ． N a t u r e くL o n 亡り， 2 9 9 ， 7 9 3 －7 9 7 く19 8 2I ．

2 1I E a o ， P ． N ． 息 R a rli n
，
A ． こ A c e tyl c h oli n e

r e c e pt o r bi n di n g sit e c o n t ai n s a di s ulfid e c r o s s
－

1i n k i n g b e t w e e n a dj a c e n t h a lf c y s ti n yl r e sid u e s ． J ．

B i o l ． C h e m ．
，
2 6 1

，
80 8 5 －8 0 8 8 く19 8 61 ．

2 2I I ．e rL n O n ， V ． A ．
，
G ri e s m a n n

，
G ． A ．

，

M c C o r m i c k ， D ． J ．
， H u a f e n g ， Z ． H ．

鹿 L a m b e r t ， E ．

H ． こ D ef in iti o n of m y a sth e n o g e ni c si t e s o f th e

h u m a n a c e tyl c h oli n e r e c e pt o r u s l n g S y n th etic

p e p tid e s ． N e w Y o r k A c a d ， S c i ．
，
50 5

，
4 3 9 －4 49 く1 9 勒 ．

2 3I N e u m a n n ， D ．
，
B a r c h a n

，
D ．

，
F ri d k i n

，
M ．

F u c h s
，
S ． こ A n al y si s o f li g a n d b i n d i n g t o th e

S y n th e ti c d o d e c a p e ptid e 1 8 5 － 19 6 0 f th e a c e tyl T

C h o li n e r e c e p t o r a s u b u n it ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci
．

U S A
，
8 3

，
9 2 5 0 －9 2 5 3 く19 8 6J ．

2 4I M e r rifi eld ， R ． B ． ニ A u t o n a t e d s y n th e si s 。f

P e ptid e s ． S oli d － P h a s e p e pti d e s y n th e si s ， a Si m pl e

a n d r a pid s y n th e ti c m e th o d ， h a s n o w b e e n a u t。．

m a t e d ． S i e n c e
，
1 50

，
17 8－18 5 く19 6 5I ．

2 5ナ 太 田光黙， 松 原 史 よ， 西 谷 胤 林 恭三 二 抗ア

セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ
ー 抗体． 臨床免疫， 13 ， 2 12 ，2 17

く19 8 り．

2 6I J uill e r a t ， M ． A ．
，
B a r kn s

，
T ． 及 T z a r t o s

，
S ． J

． ニ

A n ti g e n i c sit e s o f th e n i c o ti n i c a c etyl ch olin e

r e c e pt o r c a n n o t b e p r e d i c t e d f r o m th e h y d r o
l

ph ili ci ty p r o fil e ． F F B S L ett ．， 1 6 8 ， 1 4 3
－1 4 8 く1 9 瑚 ．

2 7I F a m b r o u g h ， D ． M ． こ C o n tr o l o f a c e tyl c h oli n e

r e c e p t o r s in sk el et al m u s cl e ． P h y si ol ． R e v ．
，
5 9

，
1 65 ．

2 2 7 く1 9 79J ．

2 8I D e v r e o t e s ， P ． N ． 及F a m b r o u g h ， D ． M ． ニ

A c e tyl ch oli n e r e c e p t o r t u r n o v e r i n m e m b r a n e s of

d e v el o pi n g m u s cl e fib e r s ． J ． C ell B i ol ．
，
65
，
3 35 －358

く1 9 7 51 ．

2 9I M e rli e ， J ． P ．
，
C h a 且 g e u X ， J ． P ． 良 G r o s

，
F ． 二

A c e tyl ch oli n e r e c e p t o r d e g r a d a ti o n m e a s u r ed b y

p ul s e c h a s e l a b elli n g ． N a t u r e ， 2 6 4 ， 7 4
．7 6 く1 9 761 ．

3 0I O s s e r m a n ， E ． E ． 鹿 G e n k i n s
，
G ． ニ S t u d ie s i n

m y a sth e ni a g r a v i s ニ R e v i e w o f a t w e n ty y e a r

e x p e ri e n c e i n o v e r 1 2 00 p a t e n t s ． M t ． S i n a i ，J ． M e d ．，

3 8
，
4 9 7－53 7 く19 7い ．

3 11 M c C o r m i c k ， D ． J ．

，
Le n n o n

，
V ．
A

．
及 A t a s si

，

M ． Z ． 二 S y n th e si s o f a n a n ti g e n i c sit e of n ati v e

a c e tyl ch oli n e r e c e p t o r p e p tid e 1 5 9
－ 16 9 0f T o r p e d o

a c e tyl c h oli n e r e c e pt o r a
－

C h ai n ． B i o c h e m ． J ． ， 226 ．

19 3 －1 9 7 く19 8引．

3 2I Li n d st r o m ， J ．
， C ri a d o ， M ． ，

H o c h s c h w e n d e r ，

S ．
，
F o x

，
J ． L ． 及 S a ri n

，
V ． 二 I m m u n o c h e mi c al te st s

O f a c e tyl ch oli n e r e c e p t o r s u b u n it m o d el s ． N a t u r e ．

3 1 1
，
5 7 3 ．5 7 5 く19 朗ユ．

3 3I Le n n o rL ， V ． A ．
，
M c C o r m i ck

，
D ． J ．

，
l ．a m b e r t，

E ． H ．
， G ri e s m a n n

，
G ． E ． 及 A t a s si

，
M ． Z ． こ R e gi o n

O f p e pti d e 12 5
． 1 47 0 f a c e tyl ch oli n e s u b u nit ． t u b u

nit

i s e x p o s ed a t n e u r o m u s c u l a r j u n c ti o n a n d i n d u c e s

e x p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y a s th e n i a g r a vis ，
T－

C e11 i m m u nit y ， a n d m o d ul a ti n g a u t o a n tib o di e s ．
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P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ， 8 2 ， 8 8 0 5
－ 88 0 9 く19 8 5I ．

瑚 M c C o r m i c k ， D ． J －
，
G ri e s m a n n

，
G ． E ．

，
H u a n g ，

Z ． 盈 L e n n o n ， V ． A ． ニ S y n th e ti c a s u b u n it p e ptid e

12 5 ．1 4 7 0 f h u m a n n i c o ti ni c a c et yl c h oli n e r e c e pt o r

in d u c e s a n tib o d i e s t o n a ti v e r e c e pt o r ． F e d ． P r o c ．

A b s tr ． ， 4 5 ， 91 9 く19 8 6l ．

瑚 C ri a d o ， M ．

，
S a ri n

，
V ．

，
F o x

，
J － L ． 息

Li n d s t r o m ， J ． こ E v i d e n c e th a t th e a c et yl c h oli n e

bi n di n g sit e i s n o t f o r m e d b y th e s e q u e n c e a 12 7
． 1 43

0f th e a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r ． B i o ch e m i st r y ， 2 5 ，

2 839－28 4 6 く19 8 軋

36J H a r c o u r t ， G ． 及 J e r m y ， A ． こ M a p pi n g th e

a ut oi m m u ni zi n g e pit o p e s o n a c e tyl c h oli n e r e
－

c e pt o r s ． I m m u n ol o g y T o d a y ， 8 ， 3 1 9
－3 2 1 く19 8 71 ．

371 M c C o r m i c k ， D ． J ． 皮 A t a s si
，
M ． Z ． こ L o c a ti o n

a nd s y n th e si s o f th e a c e tyl c h oli n e
－ b in di o g sit e i n

th e a －

Ch ai n o f th e T o r p e d o c alif o r n i c a a c et yl
－

ch oli n e r e c e p t o r ． Bi o ch e m ． J ．
，
2 24

，
9 95 －1 00 0 く198 41 ．

三糊 S m a r t ， L ．
，
M e y e r s ， H ． W ．

，
H il g e n f eld ， R ．

，

S a e n g e r ， W ． 8 t M a eli c k e ， A ． 二 A s t ru Ct u r e m O d el

f o r th e li g a n d b i n d i n g sit e s a t th e n i c o ti ni c a c et yl
－

Ch oli n e r e c e p t o r ． F E B S L e tt ． ， 1 7 8 ， 6 4
， 6 8 く19 8 41 ．

卿 M ul a c －J e ri c e vi c
，
B ．

，
K u ri s a k i

，
J ． 鹿 A t a s si

，

M
．
Z ． こ P r o fil e o f th e c o n ti n u o u s a n ti g e n i c r e g l O n S

O n th e e x t r a c ell ul a r p a rt o f th e a c h a i n o f a n

a c et yl ch oli n e r e c e pt o r ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ，

弘 36 3 3 －3 63 7 く19 8 7J ．

叫 K a o ， P ． N ．
，
D w o r k

，
A ． J ．

，
K al d a n y ， R ． J ． ，

Sil v e r
，
M ． I J ．

，
W i d e m a n

，
J ．
，
S t ei n ， S ． 鹿 K a rli n

，
A ． 二

I d e n tifi c a ti o n o f t h e a －

S u b u n it h a lf － C y Sti n e

SP e Cifi c all y l a b el e d b y an a ffi n ity r e a g e n t f o r th e

a c et yl ch oli n e r e c e p t o r b i n d i n g si t e ． J ． B i o l ． C h e m ．
，

259
，
11 66 2 －1 16 6 5 く19 8 41 ．

叫 B o ul t e r ， J ．
，
L u yt e n ， W ．

，
E v a n s

，
K ．

，
M a s o n

，

P －
，
B alli v et

，
M ．

，
G old m a n

，
D ．

，
S t e n g eli n ， S ．

，

M a r ti n
，
G ．

，
H ei n e m a n n

，
S ． 鹿 P a t ri c k

，
J ． こ I s ol a －

71 3

ti o n of a cl o n e c o d i n g f o r th e a
－

S u b u nit o f a m o u s e

a c e t yl c h o li n e r e c e p t o r ． J ． N e u r o s ci ．， 5 ， 2 5 4 5 －2 5 5 2

く19 8封．

4 2I M c C o r m i c k ， D ． J ．
，
G ri e s m a n n ， G ．

E
．
，
H u a n g ，

Z ． X ．
，
I ． a m v e r t ， E ． H ． 鹿 Le rL n O n ， V ． A ． こ

M y a st h e rr o g e n i ci t y o f h u m a n a c e t yl c h oli n e

r e c e pt o r a
－

S u b u n it s y n th e ti c p e p tid e 1 2 5
－1 4 7 d o e s

n o t r e q ui r e i n t r a m ol e c ul a r di s ulfid e c y cli z a ti o n ． J ．

I m m u n ol ．
，
1 3 9

，
2 61 5 －2 61 9 く1 98 71 ．

4 3I N e 11 m a n ll ， D ．， B a r e h a n ， D ． ， S 乱f r a n ， A ．
，

G e r 畠h o n i
，
J ． M ． 及 F u c h s

，
S ． ニ M a p pi n g o f th e a

－

b u n g a r o t o x i n b i n d i n g sit e w i thi n th e a s u b u n it o f

th e a c e tyl c h o li n e r e c e p t o r ． P r o c ． N atl ． A c a d ． S ci ．

U S A
，
8 3

，
3 0 0 8 t3 0 1 1 く19 8即．

44 I W ill s o n ， P ． T ．
，
Le n t 2l

，
T ． L ． 良 H a w r o t

，
E ． 二

D e t e r m i n a ti o n o f th e p ri m a r y a r n i n o a cid s e q u e n c e

S p e Cif yi n g th e a
－b u n g a r o t o x i n b i n d i n g sit e s o n th e

a s u b u ni t o f th e a c e t yl c h o li n e r e c e pt o r f r o m

T o r p ed o c alif o rn i c a ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ，

8 2
，
8 7 9 0 － 8 7 94 く1 9 8引．

4 5I M u l a c － J e ri c e v i c ， B ． 皮 A t a s si ， M ． Z ． こ
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