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重 症 筋 無 力 症 の 病 因 に 関 す る 研 究
一

抗アセ チル コ リ ン受容体抗体 の

多様性に つ い て の解析を中心 に －

金沢大学医学部付属病院神経内科 く主任 二 高守正治教授1

安 田 厚 子

く昭和6 1 年 2 月 4 El 受付1

本研究 は， 異な る抗原決定基を標的 とす る 多様な抗 ア セ チ ル コ リ ン受容体くa c e t yl c h o li n e r e c e pt o r ，

A C h Rl 抗体サ ブ クラ ス の， 重症筋無力症 くm y a sth e ni a g r a vi s ， M G l 発病及 び病態 に 関す る役割 を調べ

る こ と を目的と した。 M G 1 7 症例 か ら得た 45 検体の血清抗 A C h R 抗体 を3 つ の 免疫学的測定法 く抗I g G

を用 い た 二 抗体免疫沈殿法， コ ン カ ナ バ リ ン A を用 い た トキ シ ン ．受容体結合阻害活性測定法， A C h R 崩

壊半減期測定法う で測定 し， 臨床的重症度や経過， 血奨交換療法の効果 と比 較検討 した． ニ抗体免疫沈殿

法， トキ シ ン ．受容体結合阻害活性測定法 は ラ ッ ト除神経骨格筋由来 A Ch R を抗原と して用 い ， A C h R 崩

壊半減期測定法 は， ラ ッ ト骨格筋培養系に 補体 を不清化 した M G 血清 を添加 して A C h R の 半減 期を 測定

し， 抗原修飾活性を算出した 0 疾患検出率 は， 二 抗体免疫沈殿法 93 ． 2 ％， ト キ シ ン ． 受容体結合阻害活性

測定法84 ． 0 ％， A C b R 崩壊半減期測定法 73 ． 9 ％で あ っ た 0 臨床 的重 症度と の 相関性 く10 症例， 2 8 検体I

は
，
二 抗体 免疫沈殿法 で は軽症群 と重症群， 中等度症群 と重症群， A C b R 崩壊半減期測定法で は軽症群と

重症群 の間 に認 め られ たが
，
ト キ シ ン ． 受容体結合阻害活性測定法で は 有意 な相関は認 め られ な か っ た 0

個々 の 症例で は， 6 例中5 例 で 3 指標 は臨床的重症度と ほ ぼ対応 した経時的変化 を示 した が ，
1 例 で は こ れ

らの 間に 対応は認め ら れ ず， 3 指標間に 優劣は つ け難か っ た 0 血 奨交換療法 の効果 と 3 指標 の 変化の 関係

を検討し た 7 例 のうち
，
これ らす べ て に 対応が認 め られ た の は 3 例の み で あっ た 0 従っ て， 本研究で 測定

した 3 指標だ け で は M G の病 態 を完全 に 説明で き な か っ た 。 M G 患者 末梢血 リ ン パ 球 に E p st ei n
－ B a r r

v i m s を感染 させ形質転換す る 方法で， 4 種類の モ ノク ロ ー

ナ ル 抗体 を得 た． その 1 つ は
，
ラ ッ ト除神経骨

格筋 A Ch R に 対 し高t l ト キ シ ン ． 受容体結合阻害活性を示 し， 二抗体免疫沈殿法 で も検出され た が A Ch R

の 有意な崩壊促進 をお こ さず， 結合阻害型抗体と考 えら れ た． 本抗体 5 m g く非結合阻害型抗体 と して 25

p m ol e s t o x i n b i n d i n g sit e s l を雌 ル イ ス 系 ラ ッ トに 静注 した と こ ろ， 数時間目よ り筋力低下が 出現 し，

以後持続 した 0 こ の ラ ッ トを 3 日目に 屠殺 し， 実験 に供 した0 横隔膜神経筋標本 を用 い た電気生 理 学的検

索 仁細胞内微小電極射 で は， 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 n i a

g r a vi s ， E A M G ト煩似 の神経筋伝達障害 の 存在が確認さ れ たが ， 電顕に よ る神経筋接合部の 検索で は， 補

体介在性 の 急性期 ラ ッ ト E A M G 類似 の 形態学的変化 は認め ら れ ず
， 非結合阻害型 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体に

よる 動物 へ の 疾患移送実験 の 報告と異 っ て い た 0 こ れ ら の 所見 は， A C h R の アセ チ ル コ リ ン 結合部 また は

その 近傍 を標的とす る 結合阻害塾抗体単独 で 筋無力症様病態 を発現 せ しめ得 る こ と を示 して お り， こ の 種

の抗体が M G の 病像 を修飾 した り， 一 部の 症例や ある病期で は主 要 な病因と な っ てい る可能性が あ る0

K e y w o r d s m y a s th e ni a g r a vi s ， a n ti－a C et y l c h oli n e r e c e p t o r a n tib o d y ， h e t e r o －

g e n eit y ．

A b b r e vi a ti o n s ニ A C h ， a C et y l ch olin e ニ A C h R ， a C e t y lc 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 －

t o x i 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 s th e n i a g r a v is ニ E B V ， E p st ei n
－ B a r r vir u s ニ

E LI S A
，
e n Z y m e li n k ed i m m un O S O r b e s t a s s a y ニ E P P ， e n d p l a t e p ot e n ti al ニ F B S ， f et al b o vi n e
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重症筋無力症 と抗 アセ チ ル コ リ ン 受容体抗体

神経筋シ ナ プス の 情報伝達障害に よ る骨格筋脱力や

易疲労性 を主 な症状と する重 症 筋無力症くm y a s th e ni a

g r a v i s ， M G l の 研 究は， ニ コ チ ン性 アセ チ ル コ リ ン受

容体 くa c e t yl c h o li n e r e c e pt o r ， A C h Rl と の み 特異 的

に 結合す る a－ブ ン ガ ロ トキ シ ン くa －b u n g a r o t o x i n ，

ぱ
－ B u T 幻 に 代表され る蛇毒 の 発見

り
や
，
電気 ウナ ギ

，

シ ビ レ エ イ 等の 魚類電気器官 か ら A Cb R が 多量 に 得

られ る よう に な っ た こ と
2I
に よ り飛躍的 な進歩を遂 げ

てき た ． 電 気器官か ら抽出し精製 し た A Cb R で動物

を免疫す る と M G 類似 の 実験的自 己免疫性重 症筋無

力症 くe x p e ri m e n t a l a u t o i m m u n e m y a sth e n i a g r a v i s

，
E A M G l を作製 し得る こ と

3 ト 51
， M G 患者や E A M G

動物血 清中に 抗 A Cb R 抗体 が 高率 に 検 出さ れ る こ

と
4 州

， M G ， E A M G の 血 清や免疫グ ロ ブ リ ン で 動 物

を受動免疫 す る と M G 類似 の 病 態 が 出 現 す る こ

と
7 ト朝

，
M G

，
E A M G の 神経筋接合部の 電顕像で は終板

膜側 の 形態変化 と抗体， 補体 の 沈 着別，
1 0I
や 接 合 部

A Cb R 密度の 減少が み ら れ る
川
こ と な どか ら

，
現在，

M G は神経筋 シ ナ プ ス 後膜の A C h R に 対 す る抗体 に

よ っ て 引き起 こ さ れ る自 己免疫性疾患と され て い る．

抗 A C h R 抗体の 主 な作 用機序 は， 抗原 修飾くa n ti g e ni c

m o d u l a ti o n l に よ る A C h R 崩壊促進
1 2 ト 川 や 補体介在

性終板膜破壊 糊 一
期 誹 に よ る A C b R の 減少， 直接的 ま

たは受容体 の立 体構造 を変化さ せ る こ と に よ る アセ チ

ル コ リ ン くa c e t yl c h oli n e ， A C h H 結合 阻害
1 7J とさ れ て

い る
．
しか し

，
個々 の 症 例 で こ れ らの 作用 が どの 程度

M G の 発現や病態 に 関与 し て い るか に つ い て は必 ずし

も明ら か で は な い ．
近年

，
A C h R に 対す る モ ノ ク ロ

ー

ナル 抗体が 作ら れ るよ う に なり ， その 方法に は， 魚類

電気器官由来 の A Ch R で 感作 し た ラ ッ ト牌細胞 と マ

ウ ス 骨髄月重細胞 刷 ま た は M G 患者 末棉 血 リ ン パ 球 と

ヒ ト骨髄腫細胞
1 9I
を融合さ せ る ハ イ ブ リ ド ー

マ 法と ，

K a m o ら
2 Ol の M G 患者胸腺 リ ン パ 球 に E p s t ei n－B a r r

V i r u s くE B V l を感染さ せ る方法の 2 種類が あ る． 現 在

で は
，
こ れ を用 い て A C h R の 構造や機能

2 り．2 2 I
，
A C h R

の サ ブ ユ ニ ッ トの 違 い 231 や 種差2 4I に よ る抗 原性の 遠

い
，
リ ガ ン ドの 結合部位

25I 等の 研究， M G 患者血 中の

多様な抗体 サ ブク ラ ス の 解析
7l ．2 6 I な どが行わ れ る よう

に なり ， 本病の 病態解明 に－一偏 の 進展 が み られ つ つ あ

る
．

本研究 で は
，
M G 患者血 清中の 抗 A C h R 抗体 を抗

免疫 グ ロ ブ リ ン G くi m m u n o gl ob uli n G ， I g G l 抗体 を

用 い た 二 抗体免疫沈殿法， コ ン カ ナ バ リ ン A－セ プ ア

17 1

ロ
ー ス カ ラ ム くc o n c a n a v ali n A－S e p h a r o s e c ol u m nl

を用 い た ト キ シ ン ． 受 容体結合阻害活性測定法， 骨格

筋培養系 へ 抗体 を添加 し て A Ch R 代謝 回転速度 へ の

影響 をみ る半減期測定法の 3 つ の 免疫学的方法で抗原

決定基を異 に す る抗体 を定量 し， それ ぞ れ を臨床的重

症度や経過， 血 焚交換療法の 効果 と比較検討 した．
さ

ら に
，
M G 患者末棺 血 リ ン パ 球の E B V 感染 に よ る形

質転換法で抗 A Cb R モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 を作製 し， 上

述の 3 つ の 免疫学的指標測定 に よ る抗原決定基解析 や

動物 へ の 受 動免疫に よ る疾患移送実験 を行 い ， 多様 な

抗 A C h R 抗体サ ブク ラ ス の M G 発現 機序や病態 に 関

る役割の 解明 を試み た．

対象お よ び方法

工 ， 杭 A C b R 抗体価
6I ． 抑

1 ． ラ ッ ト除神経骨格筋， ヒ ト骨格筋， シ ビ レ エ イ

電気器官由来 A Ch R の 抽出

雄 ウイ ス タ
ー くW i st a rl ラ ッ トの 両側大腿部 を切 開

し， 坐骨神経 を1 c m 以上 切 除 した．
10 一 り 1 4 日後， 下肢

筋を取 り出 し細切 した後， 約4 倍量の 綬衝液 くN a Cl ，

0 ． 1 M ニ ph e n yl m e th yl s ulf o n yl 月u o rid e ， 1 m M i

N a N 3 ， 0 ． 0 2 ％i t r a S y r O 1 2 5 0 U l m l を 含 む 0 ． 05 M

T ri s
－

H C l
，
P H 7 ．4j を加え て ホモ ゲ ナイ ズ し， 1 0 ，0 00

r p m で 30 分間遠心 した ． 沈漆 を緩衝液で 2，倍 に 希釈

し て T ri t o n X－10 0 く和光純薬ン を最終濃度1 ％ に なる

よう に加 え， 4
q

C で
一 晩獲拝 した． こ れ を 10

，
0 0 0 r p m

で 3 0 分間遠心 して 得 た 上 滞 を ラ ッ ト除神経骨格筋

A C h R 分画と し
，
抗体価測定 の た め の 抗原 と して用 い

た．
ヒ ト骨格筋 A C b R は胸部外科手術時に 採取 し た と

卜肋間筋を， シ ビレ エ イ電気器官 A Cb R は 日本近海産

シ ビレ エ イ 仏 払如 力卯 粛正 か ら採取し た電気器官

を材料と し， ラ ッ トの 場合と 同様， 脂肪や結合組織 を

除去 した後 ホ モ ゲ ナイ ズ し
，
T rit o n X

－

1 00 で抽 出し

た
．

2 ． 二抗体免疫沈 殿法

1 25
I－a－B u T x くA m e r s h a m P r o d u c t s I n c ．1 で 標識

し た A Cb R 2 00 ル1 に 10 0 倍 希釈 し た 被検 血 清50 声1

を加え， 一 晩4
0

C 下に 放置し た． 抗 ヒ トI g GくH o e c h s tl

を加え て さ ら に
一

晩 4
D

C 下 に 置 い た後， 3 ，5 0 0 r p m で

1 0 分間遠 心 し， 沈殿 し た 1 25 ト a－B u T x
－

A C h R
． 抗

A C h R 抗体 ． 抗 ヒ トI g G 複合物 の 放射活性 を測定 し，

同 じ放射活性 を 示 す
1 2 5
ト庄一B u T x l m l あ た り の

p m o l e 数で 表 わ した くp m ol e t o x i n b i n d i n g si t eノm l ，

S e r u m 三I g G ， i m m u n o g l o b ulin G ニ M E M ，
m i ni m u m e s s e n ti al m e di um i M E P P ， m in i at u r e

e n d p l a t e p ot e n ti al 三 M G ， m y a S t h e n i a g r a vi s ニ P B S ， p h o s p h a t e b u ff e r ed s al in e 三 p m Ol e t ． b ． s ．
，

p m ol e t o xi n b i n di n g sit e i T P A ， 12－0
－

t et r a d e c a n o y lp h olb o ト13
－

a C et at e ．



1 7 2 安

p m ol e t ． b ． sノm ll ． 金 沢 大学付属病院神経内科 に お い

て 測定し た正 常人 40 人 の 抗体価あ平均値 士標準偏差

くM e a n 士S Dl は 0 ． 7 2 士0 ． 0 8 p m ol t ．b ． s ．l m l で ， 0 ． 8

p m ol e t ．b ．s J m l くM e a n ＋ 1 S D l 以 上 を異常と した．

3 ． 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1

1 p m ol e t ．b ．s J m l 前 後 に 緩 衝 液 で 調 整 し た

A C b R 2 5 0 〆H こ被検血清5 0 ノバ を 添加 し，
一

晩 4
0

C 下

で反応さ せ た．

1 2 5I－a －

B u T x O ．3 p m o l e を加 えて 4
0

C

下 に 放置 した 後， コ ン カナ バ リ ン A－セ フ ァ ロ
ー ス カ

ラ ム くP h a r m a ci a F i n e C h e mi c a l sl を通 して コ ン カ

ナ バ リ ン A に A C h R を吸 着 させ て カ ラ ム の放射活性

くR A Aイd を 測 定 し
，
正 常 血 清 添 加 時 の 測 定 値

くR A 00 仙 加刷 に 対す る減少率

く
J 卿 x l O Ol か ら阻害惰性 くbl o c k i n gR A c o 調 f r ロJ

a c ti vi t yl を求 め た． 正 常血清の本法測定値 の平均 を

0 ％と定 め， 金 沢大学付属病院神経内科 に お け る 正 常

人 25 人 を対象 と した測定値 の 標準偏差の 2 倍 川 ＋2

S Dう， す な わ ち 10 ％以 上 を異常 と した．

I工 ． A C h R 崩壊半減期

1 ． 骨格筋養田胞培養1 2 ト 川 く図 い

胎生 1 8 〆 － 2 0 日目 の ウ イ ス タ ー 系 ラ ッ ト胎児の 下肢

筋 を無菌的に 採取 し， 結合組織や血管 を除去後， 締切，

0 ． 3％ トリ プ シ ン くt r y p si n ，1 こ 2 5 0 ， D if c o L a b o r a t o ri ．

e sう 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 くC o r ni n g G l a s s w o r k sI に 分注 し，

2 4
ノ1
－ ノ4 8 時間培養 した後

，
3 回洗浄 して 赤血球 を除去 し

た ． 再 び トリ プ シ ン く0 ． 0 3 ％ン 処理 に よ り単細胞浮遊

液と した後
，
筋芽細胞 と線推芽細胞の 底面付着速度の

差 を利用 して緑綬芽細胞 を選択的 に 除去す る た めに
，

d i s s e ct c alf m u s cl e s

f r o m 1 8 t o 2 0 d a y old W is t a r r a t e m b r y o s

土
mi n c e in t o s m all p l e C e S

l
t r y p si ni z a ti o n く0 ．3 ％I
上

pl a t e f o r 2 4 t o 4 8 h r t o r e m o v e r e d b l o o d c ell s

i
く3 r C

，
5 ％ C O 2 ， 9 5 ％ a irl

t r y p si ni z a ti o n く0 ．0 3 ％I
l

p r e pl a t e f o r s el e cti v e r e m o v al of m y o b l a st s
f r o m fi b r o b l a st s t3 7

．

C ， 5 ％ C O 2 ， 95 ％ ai rJ
上

C O ll e c t m y o bl a st s

上
pl a t e o n F a l c o n pl a sti c p e tri di s h e s

3 x l O
6
c ell s f o r 6 0 m m d i sh e s

I x l O
6
c ell s f o r 3 5 m m d i sh e s

F i g ． 1 ． C ul t u r e m e th o d f o r p r l m a r y r a t S k e l e t al

m u s cl e c ell

プ ラ ス チ ッ ク ペ ト リ皿 中 に て15 へ 3 0 分 間培養し筋芽

細胞 に 富ん だ上 清 を採取 し た． 最後 に こ れ を プ ラ ス

チ ッ ク ベ トリ皿 に 分 注 し
，
発育 ． 増殖さ せ て A C h R 崩

壊半減期の 測定 に 供 した． 各 ベ トリ皿 に 分 注す る細胞

数は ， 直径 60 m m の ベ ト リ皿 で は 3 X l O 6 個
， 直径35

m m の 場合 は 1 X l O 6 個 と した
． 培 養液 は牛胎児血 清

くf et al b o vi n e s e r u m
， F B S ， 和光純薬1 10 ％， ペ ニ

シ リ ン くp e n i c illi n ， P－L B i o c h e m i c al s I n c ．1 1 万単

位， ス ト レ プ ト マ イ シ ン くs t r e p t o m y c in ， S i g m a

C h e m i c a l sJ l O m g l d l を 含 む E a g l e の M E M

くm i n i m a l e s s e n ti a l m e d i u m
，
G I B C O D i a g n o sti c

L a b o r a t o ri e sl を用 い た ． 培養 は 37
O

C ， 5 ％ C O 2 ， 95 ％

ai r 下で 行 い ， 2 へ 3 日お き に 培養液を交換 した ．

3 ． A C b R 崩壊半減期測定 く図2フ

12 5
I－L r B u T x で 標識 さ れ た 細胞表面 の A Ch R は

，

細胞内 へ 取り込 まれ 代謝を受 けた 後，
1 25
1 t 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 に よ り A C b R 崩壊速度 を間接的

に 測定 で き る2 引 へ 抑 ． こ の測定 に は5 へ ノ7 日目の 骨格筋

培養細胞 を使用 した． 培養液 に 4 n M の 1 2 S ト a －

B u T x

を入 れ
，
2 時 間培養 し て A Ch R を

1 2 5
I で 標識 した 後

，

上 帯 を捨て ， 培養液で 3 回洗浄 して A Cb R と結合して

い な い
1 2 5
ト庇 － B u T x を 除去 した ． 次 に M G 患 者ま た

は正 常者の 血清 を 15 ％含む培養液 を加 え， さ らに 2 時

間培養 した ． 被検血清 はす べ て 56
0

C で 3 0 分間加熱 し，

補体 を失治さ せ て実験 に供 した． 以後， 一 定時間ごと

に 培養血 中の 培養液 をす べ て採取 し， 代 り に 被検血 清

を含 ま ない 新 しい 培養液を 入れ て 培養を続 けた ． 培養

は す べ て 37
0

C
，
5 ％ C O 2 ， 9 5％ a i r 下 に て 行 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 椚 e d－オ
，
ダニ J

，之 ． ． ．
り 丸 ． ． ．

り
乃う を測定 し

， 最後

に 細胞 に 結合 し た ま ま残 っ て い る 1 2 5 トぽ－B u T E 量 を

調 べ る ため に
，
ベ ト リ皿 に 付着 して い る す べ て の細胞

を r u b b e r p oli c e m a n で 集 めて放射活性 くR A c elll ％

測定 し た．
ある 区間時間くIkl に 崩壊 した A Ch R 量 の

全培養骨格筋 A Ch R 畳 に 対す る割合C F D －I k l お よ び，

ある 区間時間 く工kl 終了 時 に お け る A Ch R の 残存率

くF R
一

王ゐう は次 の 式よ り算出した ．

F D一工点く％1 ニ
R A ナ柁 e d一点

ヨR A 椚 e オブ ＋ R A c e g7
ど ご 1

X lO O

F R一工克く％1 ニ 1 00 一三 け D－い

さ ら に ， 崩壊半減期は A Cb R 残存率 を片対数 グラ フ上

に 経 時的 に 記入 し て求 め， 抗原 修飾活性 くa n ti g e ni c

m o d u l a ti o n a c ti vi t y ま た は A C h R 崩壊促進活性l を

次式 よ り算出 した．
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a n ti g e n i c m o d ul a t
i o n a c ti v ity く％1

H
－ L c o 乃チアoノー H －L ムーG
H－L r 亡川 け 0 7

X l O O

但し，H
－ L c o n t r ol ， 正 常血清添加時の A C h R 崩壊半

減期I H－L M G ， M G 血 清添加時の A Ch R 崩壊 半減

期．

なお ， 培養系 へ の 抗体添加量と A C h R 崩壊 へ の影響の

関係をみ る時 は， 0 －1 5 ％， 1 ．5 ％， 15 ％， 3 0 ％と異 なる

濃度の被検血清 を含む培養液を各検体 ごと に 作り， 既

述の 被検血清 15 ％を 含む 培養液の 代 り に 使 っ て 同様

の 方法で A Ch R 崩壊半減期を動乱 抗原修飾活性を算

出した． 崩壊測定開始時に お ける培養系の骨格筋細胞

表面 A Cb R 量 を， 全培養時間の培養液の 放射活性と細

胞 に 残 存 し た 放射 活 性 の 合 計 く
三 R A ，乃 8 かざ十
ょこ 1

R A c elll t 同 じ 放 射 活性 を 示 す
1 25
I－a

－

B u T x の

p m ol e 数 で表わ し くp m o l e t ．b ．s ．l ， こ れ に 対す る こ 抗

体免疫沈殿法 で 測定 した添加抗体量 くp m ol e t ．b ．s ．1 の

割合を抗原修飾活性と 比較 した．

以上 の 実験は， d u pli c a t e か t ri pli c a t e で 行い ，
放射

活性の測定 に は オ
ー

ト ウ ェ ル タ イ ブ y カ ウ ン タ
ー げ

ロ カ A R C 5 0引 を使用 した．

m ．
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体

1 ． モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体作製 く図3う

M G 患 者 末 梢 血 約 1 0 m l か ら Fi c o l 卜p a q u e

tp h a r m a ci a F i n e C h e m i c al sl に て リ ン パ 球約1 X

lO
7

個 を 分離 し， E B V くB 9 5－81 培 養 上 清 くEl e c t r o

－

n u Cl e o n i c s L a b o r a t o ri e s I n c ．1 5 m l を加 えて 1 時間

心
付 凋 u n g a r o t o x－n

w 8 S h 3 tI m らS
M t j P a t 帽 r

遺二還違ウニニごニVこ 叫 辿

In c u b a t e f o r 2 h rs

く3 7tニ，5 ％ C O ．
，
9 5 ％ a けI

1 7 3

培養後， 細胞数 2
－ 4 x lO

6ノm l に調整， 随時培養液 を更

新しな が ら組織培養フ ラ ス コ くN u n c P r od u c t sl 中で

約1 ケ月 間培養 した． 培養 は37
0

C ， 7％ C O 2 ， 9 3 ％ ai r

下 に て 行 い ， 培 養 液 は T P A く12
－

0
－

t e tr a d e c a n o yl
－

p h o r b o 卜1 3
－

a C e t a t e
，
L ． C ． S e r v i c e 1 0 ． 5 n gl m l ，

F B S 1 5 ％を 含 む R P M ト16 4 0 くGI B C O D i a g n o s ti c s

L a b o r a t o ri e sl を使用 した．
シ ビレ エ イ 電気器官 また

はラ ッ ト除神経骨格筋由来 A Cb R を抗原と して ， 培養

上 帝中の 抗体 を酵素免疫 吸 着法 くe n z y m e li n k e d

i m m u n o s o r b e n t a s s a y ， E L I S A l で検出し， 抗体産生

細胞 を選出した ．
マ ウス 胸線細胞く5 X lO

5ノw elり を供

給細胞と し， 限界希釈法 に て増殖， ク ロ
ー ニ ン グを繰

り返 し
，
3 へ 5 週 間後， ク ロ ー ン 上清中の 抗体 を E LI S A

法 く抗原 二 同上1 に て再検 し， 本研究 に 適す る も の を

選ん だ．
こ れ ら の ク ロ

ー ン 上 清を集め， 硫酸 ア ン モ ニ

ウム 法で免疫グ ロ ブ リ ン を分離， さ らに 抗 ヒ ト工g G
－

セ

フ ァ ロ
ー ス ．

ア フ ィ ニ チイ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ くa n ti

－ h u m a n I g G－S e ph a r o s e a 缶 n it y c h r o m a t o g r a p h yl

に て1 g G を精製 した後， 凍結乾燥して保存， 実験 に 供

した． 対照と して， 正 常 ヒ ト血清か ら同様の方法で 王g G

くポ リク ロ ー ナ ル1 を精製 した．

2 ． E L IS A 法
3 11

マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ
ー

トに シ ビ レ エ イ電気器官また

は ラ ッ ト 除神経骨格筋由来の A C b R を加 え， 室 温で

30 分間放置 して プ レ ー ト壁 に A C b R を付着さ せ た．

さ ら に F B S を 5 ％含 む リ ン酸緩衝食塩水 で プ レ
ー

ト

を満た し室温 で 30 分間放置 して， A C b R が 付着 し な

S 8 r u m O f

M G p a tl らn t O r n O r m aI e o n tr ol

C O 11 e c t －れ e 即 u m －

ヰ
d 叫

I r e s h c ultu r e m e dl

W lth o LJt M G s e r u

． u ．

ー ー う と二ニヨ ー ニこ青
－

ニニす福っ
く3 7 七，5 ％q q ，

9 5 ％ a けI 塩 J
a t I n t e r v al s

th e m e dl u m w a s r やP暮a c e d b y

fr e s h c uIt u r e m e dlu m wlth o u t a n tlb o d y

a n d r a dI o a c tI vlty w a s d e t e r rnin e d

F i g ． 2 ． M e a s u r e m e n t of t h e e ff e ct o f M G s e r u m o n th e d e g r a d ati o n o f c ult u
r e d r a t s k el e t al

m u s cl e A C h R ．



1 74 安

bl o o d f r o m M G p a ti e nt く10 m ll
上

C Olle c t l y r n p h o c yt e s u si n g Fi c oll
－ P a q u e

上
a d d 5 m l o f c ult u r e 8 u id f r o m B 9 5 －8 c ell s くE p st ei n － B a r r vi r u sI

l
i n c ub a t e a t 3 r C f o r l h r

l
i n c ub a t e く37

．

C
，
7 ％ C O 2 ， 9 3 ％ ai rl i n R P M I ， 15 ％ F B S ， a n d T P A く0 ．5 n gノm lJ

l ．ym Ph 。C P e s s t a ，t t 。 p ，。．if e r a t e c 。n S豊
t

芸三三
0

芸ご慧
ノm l，

a s s a y f o r a n ti
． A C h R a n tib od y i n c ult u r e 月．uid u si n g a n E LI S A

＋

a n d s el e c t p o siti v e c u ltu r e s

I
Cl o n in g b y li m ti n g d il u ti o n く0 ．5－5 c e11 s i n O ．2 m ll w elll

i n c u b at e く3 アC ， 7 ％ C O 2 ， 9 3 ％ ai rI i n R P M I J，F B S I T P A
W ith f e ed e r c ell s く5 x l O 5 c ell s JI w ellJ

C Ol o n i e s b e gi n t o a p p e a r

a s s a y f o r a n ti
－ A C h R a n tib od y i n c ul tu r e 且uid u si n g a n E LI S A

．

a n d s el e c t p o siti v e w e11 s

l
S C a l e u p k e e p a t

－ 7 0
8

C

上
C O11 e ct s u p e r n a t a n t s o f cl o n e d c ell

l
p r e p a r e th e i m m u n o gl o b ul in f r a c ti o n s b y p r e cipi t a ti o n w ith a m m o ni u m s ulf a t e ，
th e n di al y z e a g ai n s t P B S

l

i s ol a t e th e h u m a n I g G b y a 銃ni ty c h r o m a t o g r a ph y wi th
－h u m a n I g G

－

S e P h a r o s e ，
th e n di al y z e a g ai n st H 2 0

F i g ． 3 ． P r e p a r a ti o n o f m o n o cl o n al a n ti
－ A C h R an tib o d y 士r o m p e rl p h e r a 1

1 ym p h o c yt e s of M G p a ti e n t b y E p st ei n
－ B a r r v i r u s in f e c ti o n ． T P A

，

1 2 － 0 ．t e tr a d e c a n o yl ph o rb ol
－1 3 － a C e t a t e ニ F B S ， f e t al b o vi n e s e r u m こ

P B S
， ph o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e 三 E LI S A ， e n Z ym e li n k e d i m m u n o －

S O r b e n t a s s a y ．
ヰ

，
T h e a n ti g e n u s e d w a s A C h R o b t a i n e d f r o m eith e r

th e el e c t ri c o r g a n of N h P o n i c a o r d e n e r v a t e d r a t sk el e t al m u s cl e ．

か っ た壁面を F B S 蛋白で埋 め た．
こ れ に M G 患者 リ

ン パ球培養上清液50 声1 を 入 れ， 4
0

C で 1 6 時間反 応さ

せ た． 次 に ビ オ テ ン 化 抗 ヒ トIg G くbi o ti n y 卜 an ti

－

h u m a n I g G ， V e ct o r L a b o r a t o ri e s I n c ．1 を 1 0 JL gl

m l 含 む F B S 含有 リ ン 酸緩衝食塩水 を加 え室温 で 1

時 間放置 した 後， 1 声gノm l の ワ サ ビペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ
ー

ア ピジ ン D くh o r s e r a d i sh p e r o x id a s e
－

a V idi n D
，

V e c t o r L a b o r a t o ri e s I n c ．1 を含む トリ ス 塩酸食塩水

を加 えて 10 分間放置 し， こ れ に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 基

質溶液を室温 で 15 分間反応 さ せ
，
4 1 4 11 m の 吸光度 を

測定 した ．

3 ． 3 つ の 免疫学的指標の 測定

各モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を リ ン 酸緩衝食塩水で 1 m gノ

m l に調整 し
，
ラ ッ ト除神経骨格筋， ヒ ト骨格筋由来の

A Ch R を抗原 と して既述の 如 く ， 二抗体免疫沈殿法，

トキ シ ン ． 受容体結合阻害活性測定法 で抗体価 を測定

した． A C h R 崩壊半減期測定 は， 被検血清含有培養液

の代 り に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 0 ． 2 m gノm l 含有 培養液

を用 い ， 既述の 如 く行 っ た ．
3 法の正 常対照に は， それ

ぞれ 等量 の正常 ヒ ト工g G を用 い た ．

4 ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よる疾患移送

ル イ ス くL e w i sl 系雌 ラ ッ トく8 週令l に 生理的食塩

水 に 溶解 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 5 m g を静 注 し， 3

日目に 横 隔膜神経節標本 を摘出， 神経節接合部の 電気

生理学的 く微小電極法1 お よ び形態学的 く電顕う検索

を行 い ， 等量 の 正 常 ヒ ト王g G を含 む生理 的食塩水静注

ラ ッ トく1 匹ンを対照 と して 比較 した ． 電 気生理 学的検

索に は
，
左横隔膜筋 を用 い ， 5 ％ C O 2 混 合の 0 2 を気泡

化 して吹込 ん だ 37
0

C の リ ン ゲ ル 液 くN a Cl ， 1 2 2 m M こ

K Cl
，
4 ．7 m M ニ N a H C O 3 ， 1 55 m M i M g C 1 2 ， 1 ．2 m M ニ

K H 2 P O ．， 1 ．2 m M i C a C1 2 ， 2 ．6 m M ニ gl u c o s e ， 11 ．5

m M 三 P H 7 A l で潜流中， 3 M K C l を充填 した ガ ラ ス

微小 電極く5 － 7 M 創 に て 観察 した ． 自発性微小終板電

位 くm i n i a t u r e e n d pl a t e p o t e n ti a l ， M E P P l は立ち

上 り 時間 0 ． 6 m s e c ．以 下 の も の を と り 上 げ
，
n O n

－

1i n e a r s u m m a ti o n 補正 や静止膜電位補正 に 採用 する

平衡電位 は－15 m V ， 標準静止 膜電位 は － 7 7 m V と し

た
．
A C h 量子 性遊離量 くA Ch q u a n tu m c o n t e n tl は ，

濯 流 液 中 に d－ツ ボ ク ラ リ ン くd－t u b o c u r a ri n e

C hl o rid e ， 和光純薬l を添加 し
，
1 H z の 反復電気刺激
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中に 記録 され る終板電位くe n d p
l a t e p o t e n ti al s ， E P P s こ

6 0 発目
付 10 9 発 削 振幅の平均値 く両頭り お よ び標準

偏差くS D E P Pう か ら次式 に よ り算出 した
3 2ユ

．

A C h q u a n t u m c o n t e n t
ニ くE P PI S D E P P1

2

神経節接合部の電顕観察 に は右横隔膜筋 を用
い
， 伸展

位に 保 ち 4 ％
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド， 2 ． 5 ％グ ル タ ル

ア ル デ ヒ ド固定液 く0 ． 1 M カ コ ジ ル 酸緩衝酎 に て

2 ル 3 時間前固定 した 後， 緩衝液で洗浄 した． 神経筋接

合部 を含 む小 切片 を切 り出 して 1 ． 5 ％オ ス ミ ウ ム 酸

肛 1 M カ コ ジル 酸級衝掛 に て 2 時間固定後， 常法

に 従い ア ル コ
ー ル 脱水 し， エ ボ ン 812 に 包埋 した． 超

薄切片 を作製 し， 酢酸 ウ ラ ニ ル お よぴ ク
エ ン 酸鉛で電

子染色後， 電顕観察 に供 した．

N ．
ヒ ト対象 く表 い

抗体活性の 検討 に は ， M G 患者 17 人く各患者 か ら時

期を異に して採取した 試札 総計で 45 検体う， 対照と

して 健康成人 4 人く4 検 附 の血 清を用 い た ．
こ の う ち

M G 患者 10 人 く表 1
－ A

，
症例 ト 10うの血清く28 検 僻

の抗 A Cb R 抗体活性 に つ い て臨床的重症度や臨床経

T a bl e l ． M G p a ti e n t s w h o s e s e r a w e r e st u d
i ed

くAl

1 7 5

過と の対比 を行 っ た ． 臨床的重症度は D r a c h m a n ら
331

の 基準 に 準 じ， その Cl a s s 5 を重症， Cl a s s 4
． 3 を 中等

度症， Cl a s s 2 ．1 を軽症と した．
また

，
血簗交換療法 を

受 けた 7 人 く表 1 － B ， 症例 11 句 1 71 の 治療前後の 血 清

に つ い て
， 治療の 効果と 3 つ の 免疫学的指標の 変化の

関係 を調 べ た． 血 祭交換 は B a g
－

S y St e m で 1 シ リ
ー

ズ
，
2 へ 1 0 回行 い ， シ リ ー

ズ開始直前お よびシ リ
ー

ズ の

最終回 に 得た 試料を本研究 に供 した．

V
． 推計学的処理

得ら れた デ
ー

タ は平均値士標準偏差くM e a n 士S Dう

で表わ した ． 平均値間の有意差 は分散分析後 D u n c a n

の多重比較法 によ り検定し， 相 関係数の有意性の検定

に は S t u d e n t の t 検 定を用 い， い ずれ も 5 ％未満の危

険率 をも っ て有意と した ．

成 績
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1 ． 二 抗体免疫沈殿法
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1 7 6

正 常対照者4 人 の 抗体価 く検体数 4う は， 全例0 ． 8

p m ol e t ．b ．sノ m l よ り低か っ た ．
M G 患者17 人 の 血清

45 検体の 抗体価 は0
－

2 5 0 p m o l e t ．b ．sノ m lく平均 27 ． 0 士

4 9 ． 6 p m ol e s t ．b ． sノm ll で 異常検出率 は 93 ．2 ％ で あ っ

た
．

2 ． ト キ シ ン ． 受容体結合阻害活性測定法

正常対照者 は4 人 と も 10 ％よ り低か っ たが ， M G 患

者血 清 45 検 体 の 阻害活性 は 0 〆 － 5 8 ％ く平均21 ． 2 士

1 5 ． 4 ％I で， 異常検出率は 84 ． 0 ％で あ っ た ．

工I ． A C b R 崩壊半減期 測 定法

1 ． 正 常対照者 く図 41

1 5 回の 実験 シ リ ー

ズ に
，
正常血清 4 検体の 一 部を供

し， 合計22 回 の 対照測定と した．
こ れ らの A C b R 残存

率の経時的変化 は， い ずれ の 実験 シ リ
ー

ズ や血清 で も

片対数 グ ラ フ 上 ほ ぼ
一 直線 と な り， 崩 壊半減期 は

1 3 ． 2 旬 1 9 ． 5 時間く平均16 ． 0 4 士1 ． 70 時間， 乃 ニ 2 2うで ，

既報の ラ ッ ト骨格筋 e x t r aj u n cti o n al A C h R の 崩壊半

減斯 細 則 と 一 致 する結果 で あ っ た ． 同 一 シ リ
ー ズ で 3

人 の 正 常血 清く3 検体さに つ い て 崩壊半減期 を測定 した

と こ ろ
，
そ の変異係数くC V ％コ は 5 ． 2％ で あ り， 抗原

修飾活性の 正 常範囲を 士15 ％と し た．

2 ． M G 血 清 に よ る A Ch R 崩壊 へ の 影響 く図

M G 血清 を添加す る と後述 す る よ う に 34 検 体 で

種々 の 軽度の A C b R 崩壊促進が認め られ たが， 有意な

崩壊促進作用 を 示 した検体 で は A C b R 残存率 の 経時
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仁
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的変化 は片対数 グ ラ フ 上 2 相性 を示 した．
す な わち

，

前半， A C h R 崩壊は著明 に 促進され たが ， 後半は遅く

な り， 同 一 シ リ ー ズの 正 常血 清添加例と ほ ぼ等し い 崩

壊速度 と な っ た ． 従 っ て ， 前半の 崩壊速度 の 速い 部分

は抗体 に よる修飾を受 けた A Ch R の 崩壊 を示 し
， 後半

は 修飾 を受 け な か っ た A C b R の 崩壊 を 示 し て い る と

思 わ れ た．

3 ． 添加抗体量 と の 関係 く図 6う

M G 血 清8 検体く8 症例1 に つ い て調 べ た ． 培養系へ

の 添加濃度 が高い ほ ど崩壊 は促 進 さ れ る傾向に あ っ

た
． 培養骨格筋 A Ch R 量 に 対す る 添加抗 A C h R 抗体

量 の 比 が 1 二1 前後 か ら A Cb R 崩壊 の 促進が 認め られ

る よう に な り
，
少な く と も 500 ニ1 まで は抗体 が多く

な るほ ど崩壊促進 は著明 と な っ た ．
1 検体く図 6， 症例

6うで は 10 二1 ま で増量 して も崩壊促進 は出現 しなか っ

た ．

4 ． 異常検出率

M G 血清 45 検体く17 症例うのう ち抗原修飾活性が正

常照の 15 ％以 上 で あ っ た の は 34 検体 く1 1 症例う で あ

り
， 本法 に よ る異常検出率は 73 ． 9 ％で あ っ た ．

m
． 3 つ の 免疫学的指標相互 の 関係 く図 7 －

a カ，eI

M G 血清 43 検体く17 症例1 に つ い て 調べ た， 抗原修

飾活性 と 10 を底 と す る常 用対数で表 わ した 二 抗体免

疫沈殿法 に よ る抗体価 と の 間に は 有意 の 相関くr こ

0 ． 7 62 ， p く0 ． 0 11 が認 め られ た く図 7－aうが， 抗原修飾

1 0 2 0 3 0

T i m e くh r I

F i g ． 4 ． A C h R d e g r a d a ti o n i n vi t r o くn o r m a l c o n t r oI sI ， T w e n t y－t W O C O n t r O l m e a s u r e m e n t s

w e r e d o n e i n d u pli c a t e o r t ri pli c a t e b y u si n g th e s e r u m f r o m f o u
r n o r m a l s u bj e c t s ．

D iff e r e n t s y m b o I s i n di c a t e di ff e r e n t s u bj e c t s ．



重症筋無力症 と抗ア セ チ ル コ リ ン 受 容体抗体

活性 と トキ シ ン
． 受 容体結合阻害活性 の 間に は有意の

相関は認め ら れ なか っ たく図7－bう． 常用 対数で 表わ し

た二抗体免疫沈殿法に よ る抗体価と トキ シ ン
． 受容体

結合阻害活性 の 間に は， 有意の 相関 くr
二 0 － 49 5 ， p く

0 ．0 い が認 め られ た く図 7
－

Cう．

1V ． 臨床的重 症 度と 3 つ の 免疫学的指標

く図8 －

a
，
b
，
eフ

M G l O 症例 く28 検 附 の う ち重症は 4 例 く9 検榊 ，

中等度症は 4 例く10 検 附 ， 軽症は 5 例く9 検 僻 で あ っ

た ． 各重 症度ご との 二 抗体免疫沈殿法 に よ る測定値の

平均は ， 中等度症群く12 ． 2 4 士 13 ． 7 6 p m o l e s t ．b ．s ．J m ll

と 重 症群 く76 ． 32 士8 3 ． 2 8 p m ol e s t ．b ． s ．l m ll ， 軽 症群

く8 ． 4 9 士7 ． 8 9 p m ol e s t ．b ．s ．l m り と重症群の 間に 有意

差 く両群間 と も 0 ．0 1 く p く0 ． 05う が 認 め ら れ た く図

8
－

aう． 抗原修飾活性 は， 軽症群く平均 1 1 ．9 7 士 1 1 ．3 0 ％っ

と重症群く平均38 ． 0 士11 ．5 5 ％うの 間に 前法 の場合よ り

著明な有意差くp く0 ． 0 11 が認め られ た く図 8
－

bう が ，

1 7 7

トキ シ ン
．

受 容体結合阻害活性測定法で は各重症度間

に 有意差は認め られ なか っ た く図 8
－

CI
．

V ． 個 々 の 症例 に お け る 臨床的重症 度と 3 つ の 免疫

学的 指標 の 経時的 変化 く図 9 こ 表 い

個々 の 症例 に お い て は， 3 つ の 免疫学的指標は 6 例

中5 例 く図9 こ 表 1 ， 症例 1 句 3 ．5
．

8う で ほぼ 同じよ う

な経時的変化を示 し， それ ら は臨床的重症度の 変化に

ほぼ 対応 した が ，
1 例 く図9 こ 表1 ， 症例 6う で は こ れ

ら の 経時的変化に 対応は認め られ な か っ た ．

こ の よう

な傾向に は， 胸腺腫 の 有無， 疾患重症度， 性， 年令等

に よ る影響 は な い と 思わ れ た く表1 参照1 ．

V l ． 血 祭交換療法 の 効 果 と 3 つ の 免疫学的指 標

く図10う

血賛交換前後の 3 指標 の 変化を図10 く図中の症例番

号は表 1 に 対 尉 に 示 す ． 本治療 を受 けた 7 例中6 例

で 臨床症状の 改善 が認 め ら れ た ． 血 簗交換有効 3 例

く図1 0 こ 表1 ， 症例 15 へ 17う， 無効 1 例 く図 10 こ 表1 ，
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1 7 8

症例 1 い で は， 治療後， 3 種類 の 抗体活性は種 々 の程

度 に 低下 した． 2 例 く図 10 こ表 1 ， 症例 13 ． 14コ で は

治療 に よる臨床症状 の改善が認 め ら れ た に もか か わ ら

ず， 治療後， トキ シ ン ． 受容体結合阻害活性が 上 昇し

た． 症例 13 で は抗原修飾活性， 二 抗体免疫沈殿法に よ

る抗体価 は治療前後で ほ と ん ど変化せず， 症例 14 で は

両者 の低下 が認 め られ た． 1 例く図 10 こ表 1
，
症例 121

の 3 指標 はす べ て治療前 か ら正 常範囲内に あり， 治療

後 も ほ と ん ど変化 は認め られ な か っ た が， 臨床像は 治

療 に 良く反応 した． す な わ ち
，
血襲交換療法の 効果と

3 指標そ れ ぞれ の 間に 関係 は認 め られ な か っ た ．

耶王
．
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体

3 人の M G 患者末棉血 リ ン パ 球 の E B V 感染 に よる

形質転換細胞 ク ロ
ー

ン上 溝か ら， 4 種類の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を得 た． 表2 に ， そ れ ぞ れ の抗体に つ い ての

3 つ の免疫学的指標の測定値 を示 す．

1 ． 3 つ の 免疫学的指標 く表 2う

m A b
－ 2
， m A b

－

3 ， m A b
－

4 は ラ ッ ト や ヒ ト 由来 の

A C b R を抗 原と した 二 抗体免疫沈殿法 で検出さ れ ず，

ラ ッ ト A C h R の 崩壊促進も お こ さ な か っ た が， トキ シ

t
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ン ． 受容体 くラ ッ ト
，
と り 結合阻害活性測定法で は

抗体活性が証明 さ れ た． m A b
－

1 は ラ ッ ト A C h R を抗

原と した 二 抗体免疫沈殿法で検出さ れ たが， 培養系へ

の 本抗体添加 に よ り有意 な抗原修飾活性 は認め られ な

か っ たく4 － 3 ％う． 本抗体 を 0 ，2 m gノm l の 濃度 で添加し

た 場合 の 培養骨格筋 A C b R 量 に 対す る抗体量の比 は

6 こ1 で あっ たが
，
さ ら に 抗体濃度を 0 ． 5 m gノm lく添加

抗体量ノ培養 A C b R 量 ニ 1 3 こ1うと して も抗原 修飾活性

の増加 は認 め られ な か っ た ト 2 ．2 ％う． 本抗体は ラッ

ト A Cb R を抗原 と して 高い トキ シ ン ．

受 容体結合阻害

活性 く5 2％コ を示 した ．

2 ． ラ ッ ト へ の疾患移送

ラ ッ ト A C b R を抗原と した測定 で 高い トキ シ ン ． 受

容体結合阻害活性を示 した m A b－1 抗体 く表 2う を用い

て， ル イ ス 系雌 ラ ッ トへ の 疾患移送実験 を行 っ た． 注

射後数時間目 には す で に 臨床上活動性の 低下 が認めら

れ た が
，
3 日 臥 な お筋力低下が続 い て い る時点く写真

卜別 で屠殺 した ． 横 隔膜神経筋標本 を取り出 し電気生

理学的解析 を行 っ た と こ ろ
，
M E P P 振幅の 低下が認 め

られ た く表 3 － Bl が ， 静止膜電位
，
A C h 量子 性遊離量

0 ． Q l こ1 0 ．1 ニ1 1 こ1 1 0 三1 1 0 0三1 5 0 0 こ1

A n t 卜 A C h R a n t 拍 O d y ノA C h R

F i g ． 6 ． E ff e c t o f d iff e r
－

e n t C O n C e n t r ati o n s of m y a s th e n i c s e r u m o n A C h R d e g r a d a ti o n s ．

T h e a m o u n t o f a n ti － A C h R a n ti b o d y a d d ed t o th e c u lt u r e m e di u m くd e t e r mi n e d b y th e

i m m un O p r e Ci pit a ti o n a s s a ylIth e a m o u n t o f A C h R o n c ult u r ed m y o t u b e s w a s pl o tt e d

a g a i n st th e a n ti g e n i c m o d u l a ti o n a c ti vi t y ． A n ti g e ni c m o d u l a ti o n a c ti v it y く％1
こ

H － L c 8 乃 如 上 H
－ L 朗 G

H l 相 加 血
X l O O H I L c o n t r ol

，
h a lト1if e o f A C h R e x p o s e d t o c o n t r oI s e r u m ニ

H －L M G ， h al ト1if e o f A C h R e x p o s e d t o M G s e ru m ．

T h e i n t r a －

a S S a y C O e ffi ci e n t o f v a ri a ti o n f o r c o n t r o I s e r a w a s 5 ．2 ％ ． S e r a f r o m M G

p a ti e n t s th a t i n d u c e d a n ti g e ni c m o d u l a ti o n a cti v it y a b o v e 1 5 ％ o f c o n t r oI w e r e c o n si d e r e d

p o siti v e － T h e n u m b e r s n e x t t o th e ei gh t s y m b oI s c o r r e s p o n d t o th e c a s e s d e s c rib e d in

T a b l e l ．
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に は 対 照 と の 間 に 有 意差 は な く， E A M G 類似 の 所

見
3 51 で あ っ た ．

しか し
， 神経筋接合部の 電顕像 は， 対

照 く写真2－Aン と比 べ て 変化は認 め られ な か っ た く写

真2一別 ．

考 察

A C h R の 構造や 機能 に つ い て の 研 究 は 主 に 魚類電

気器官由来の A Ch R で な され て お り， 4 種類の サ ブ
ユ

ニ ッ トく2 腋 ， 月， y ， 如 か ら成 る分子 量約 250 ，0 0 0 の

糖蛋白で ある
3 6，

． 哺乳類の 骨格筋 A C h R も ほぼ 同様 の

構造 をし て い る と考 えら れ
36 ト 3引

，
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体

を使 っ た検索で は， M G 患者血中に こ れ らす べ て の サ

ブ ユ ニ ッ トの 種々 の 部位 に対 する抗体が認め ら れ てい

る
抑 －
381

．
M G 患者血 清中の 抗体 は a

－

B u T x の A C h R

へ の 結合 を阻害する
r
結合阻害型J と ， 阻害 しな い

r
非

結合阻害凱 に 大別さ れ， 測定の 方法 に よ っ て A C h R

上の 抗原決定基を異 に す る抗体サ ブ ク ラス を分 けて 定

量す る こ と が で き る． 結合阻害型抗体 は ト キシ ン
．

受
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容体結合阻害活性測定法で検出さ れ， 公
一 サブ ユ ニ ッ ト

の A C h 結合部 ま た は その 近傍 を標的と し て， 競合 的

あ る い は立 体構造を変化 させ る こ と に よ り A Ch の 結

合を阻害し て神経筋伝達障害を お こ す
1 7 潮

． 本研究 で

行 っ た コ ン カ ナ バ リ ン A 法 は， こ の 種の 抗体の 他 に

A Ch R の 糖 鎖に 対す る 抗体 を も同時に 検出す る 可能

性も理 論的に はあり うる が
2 7 冊

， 糖鎖結合抗体 に M G

発現性が ある と い う報告 はな い ．

一 方 ， 非結合阻害型

抗体は 二 抗体免疫沈殿法 で 検出され く糖鎖結合性抗体

も検出さ れう るう， ト キシ ン 結合部以外の ぽ ま た は他

の サ ブ ユ ニ ッ トと結合す るが， その 多く は 此－サ ブ ユ

ニ ッ ト上 の
t t

m ai n i m m u n o g e n i c r e gi o n ， M I R
，，

を標 的

と し
紺
，
A C b R 崩壊促進作用 を有す る抗体や補体介在

性膜破壊 をお こ す抗体と され て い る
川

．
ま た

，
一灯 以 外

の サ ブ ユ ニ ッ トを標 的と す る 抗体 の 少 なく と も
一 部

は ， A C b R の もう
一 つ の 機能と して知 られ るイ オ ン 透

過性制御機構障害 をも た らす作用が あ る
4 い

． 非結合阻

害型抗体 と A Cb R の結合に は 3 つ の 型が あり ， 2 価抗

3
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－
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ニ 0 ．02 2 8 X 十O 14 3 04

，
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ニ O A 9 5 4

， p く0 棚 ．

T h e b l o c k i n g a c ti v it y of t h e a n ti
－ A C h R a n tib o d i e s w a s e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e of th e

i n h ibi ti o n i n p r o d u ci n g th e A C h R
－ 1 2 5
I－a－B u T x c o m pl e x a b s o r b e d i n t h e c o n c a n a v ali n A

－

S e p h a r o s e c ol u m n c o m p a r e d t o th e c o n tr o
I s ．
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Fi g ． 9 ． T h e th r e e i m m u n ol o gi c al d e t e r m i n a ti o n s o f th e M G s e r a i n r el a ti o n t o th e c
li ni c a l

c o u r s e o f th e p a ti e n t ． ．
一

．
，
ti t e r s of a n tiw A C h R a n tib o d y m e a s u r e d b y th e i m m u n o

－

p r e ci pit a ti o n a s s a y ニ 0 －－－，－－0 ， b l o c k i n g a cti vi ti e s 三
ロ M 臼

，
a n ti g e n i c r n o d u l ati o n a c ti v i

－

ti e s ． S h a d e d a r e a s i n d i c a t e th e cli n i c a l s e v e rit y b a s e d o n D r a ch m a n
，

s cl a s si丘c a ti o n ． C a s e s

l a n d 2 くAI w e r e th ym e Ct O m y Z e d b ef o r e th i s st u d y ． C a s e s 3 ， 5 ． 6 ， a n d
8 くBI w e r e f o 1l o w e d

f r o m th e p r e－t O th e p o st
p

th y m e c t o m y p e ri o d ■ D et ail s o f e a ch c a s e
a r e gi v e n i n T a bl e l ．
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A n tl g e nl c m o d ul a tl o n 8 C tlvIty BI o c kl n g a c tI vIty

P r e － P P h i p o s ト P P h P r e － P P h 室P O S ト P P h p r e
－ P P h 竜 P O S ト P P h

Fi g ． 1 0 ． I m m u n ol o gi c a l d e t e r mi n a ti o n s m e a s u r e d b ef o r e a n d a ft e r pl a s m a ph e r e si s ． E ff e c t

O f pl a s m a p h e r e si s くP P hJ こく啓一， e X C ell e n t 川 針 ，
m O d e r a t e i くO l ， m ild こくA J ， n O t e ff e c ti v e ．

T h e n u m b e r s n e x t t o th e s y m b o I s c o r r e s p o n d t o c a s e s li st e d in T a bl e l ． H a t c h e d a r e a s

i n di c a t e n o r m a l r a n g e s ．

P h ot o ． 1 ． C li ni c al f e at u r e of th e r a ts at 3 rd d a v

a ft e r i nj e c ti o n of eith e r 5 m g o f n o r m a l

h u m a n I g G くAンo r 5 m g o f m o n o c l o n al a n ti
－ A C h R a n tib o d y くm A b－1 ， f o r d e t ail s s e e

T a b l e 2 H Bl ． T h e r a t i nj e c t e d w i th m A b－1

Sh o w e d m ild g e n e r a li z e d w e a k n e s s ， a n d it

W a S e a Sil y d r a w n a p a rt f r o m th e f e n c e o f

th e c a g e ．

体 で 2 つ の 受 容 体 を c r o s s －1i n ki n g す る
tt

i n t e r m ol e－
C u l a r t y p e

，，

の 結合は ， 受容体 の 細胞内へ の 移 行くin t e r－
n ali z a ti o nl を速 め崩壊 を促進す るが

2 61 ．4 2I
， 他の 2 つ の

型 の 結 合 す な わ ち
t t

o n e－Sid e b i n d i n g
，，

と
l －

i n t r a ．

m o l e c u l a r c r o s s－1i n k i n g
，
，

は A C h R 崩壊促進をお こさ

な い
． 少 な く と も 一 部 は 重 複 す る も の の

，
A C b R 上

の 抗原決定基 と作用機序 を異 に す る抗体 を定量的に 表

現 す るも の と して本研究 で 取 り上 げ た 3 つ の 免疫学的

測定法 に よ る 抗体検 出率 は ， 二 抗 体 免疫沈 殿 法

93 ． 2％ ， トキ シ ン ■ 受 容体結合阻害 活性測定法 84 ．0 ％ ，

A C b R 崩壊半減期測定法 73 ． 9 ％ で あ っ た ．

二 抗体免疫沈殿法は， A p p el ら
4 3， や L i n d st r o m ら

6，

に よ っ て確立 され て 以 来
，
抗 A C h R 抗体の 最もw

血

般的

な測定法と な っ て い るが ， その 検 出率 は 7 3 へ 9 0 ％ と報

告 に よ っ て か な りの 開きが あ り 相
，
これ は 使用 す る抗

原 の 種 や測定法の 違 い ， 対象患者の 選 び 方等 に よ ると

思 わ れ る． 測定用抗原の 種の 遠 い は測定結果 の 評価に

お い て は 特 に 留意 す べ き 点 で
，
た と え ば動物モ デル

くラ ッ ト E A M G l か ら得た 抗体 は， ラ ッ ト骨格筋， ラ ッ

ト除神経骨格筋両者由来の A C h R と 同程度 に 反 応す

る が
4 5l
，
ヒ ト抗体 は後者に 比 べ 前者由来の A Ch R との

免疫反 応性が弱く
461
，
ま たモ デ ル 作製の た め の 免疫に

用 い た抗原， す なわ ち シ ビ レ エ イ 由来の A Ch R に 対す

る 抗体価 は， 発 症し た臨床像 と は相関性 が な い と い わ
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れる
3 5，

．
さ らに T z a r t o s ら

4 7
恨

，
M G に お け る自己免

疫反応 は ウ イ ル ス の よ う な 異物
に 対す る抗体 と ヒ ト

A C h R との 交叉 反 応に よ るも の で はな く ，
ヒ ト A C h R

その も の の 刺激 に よ り誘発さ れ た も の で あ る
と 報告

し， G a rl e p p ら
48， は

t 異な る種由来 の A Ch R と M G 患

者抗体 との 交叉反 応性 は各症例 ごと に 異な る様式 をと

る と報告して い る ． 従 っ て ， M G の 免疫学的評価に は

と 卜由来 A Ch R を抗 原と し て 用 い る の が 理 相的で あ

るが，
一 般 に は本研究 の 如く， 入 手が 容易な ラ ッ ト除
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神経骨格筋由来 A C h R が用 い ら れ て い る
．
また

， 本法

に よ る抗体価 は， 上 述の疾患検出率ば か りで な く臨床

的重症度と の 相関性 に も 問題が ある と さ れて お り 欄
，

こ れ は 本法 で は A C h 結合 性 仔
－

サ ブ ユ ニ ッ ト以 外の

複数の 部位 を標的とす る多様な抗体 サ ブ グラ ス を 一

括

して検出し て い る た めと思 わ れ る
． 本研究 で は

，
二 抗

体免疫沈殿法 に よ る抗体価 と臨床的重症度と の有意の

相関は
，
重症群 と 中等度症群 お よ び重症群 と軽症群

各々 の 間に の み認 めら れ た
．

非結合阻害型 で M G 発症 に 重 要 な役割 を演ず る抗

体の活性を表わ す と され る A C h R 崩壊速度促進く抗原

修飾活性う の測定は， 疾患検出率は 3 法の う ち 最も低

く ， 臨床的重症度と の相関性 で は こ抗体免疫沈殿法 と

優劣つ け難 か っ た ． 本法に よる疾患検出率 に つ い て は
，

Li n d st r o m ら 叫 は抗 原修飾活性 の正 常 上 限 を 15 ％ と

して 66 ％の症例 で上昇が認 め られ た と報告， 著者も 同

様の 結果 を得 た が， D r a c h m a n ら 細 は 91 ％と き わ め

て 高い 検出率 を得， さ らに 臨床的重症度と強い 相関性

が あ っ た と報告 して い る． しか し
，
本研究で 血寮交換

療法の前後 で得た 試料 に つ い て測定 した本法の結果 と

治療効果の間に 対応 が認め ら れ な い 症例が あ っ た こ と

や
， 図 9 の症例 6 の よう に ， 明 ら か な 臨床症状の あ る

症例の血清抗体 を充分量培養系に 作用 させ た に も か か

わ らず崩壊促進が認 め られ な か っ た 例も ある こ と は
，

従来か ら本病主因と して提唱され て い る抗原修飾に よ

る A Ch R 崩壊促進だ けで M G 発病の 全貌 は必ず し も

把握で きな い こと を示 唆 して い る．

二抗体免疫沈殿法に よる抗体価と抗原修飾活性の 間

に は
， 有意の相関性 が認め ら れ た．

こ れ は， 培養系 へ

の 添加血 清浪度 が増加 す る ほ ど A Ch R 崩壊 が 促進 さ

れ る の と
一 致す る 結果で あ り

，
さ らに

，
ニ 抗体 免疫沈

殿法で検出す る複数 の抗体 の 多くが ， 抗原修飾活性 を

有す るも の で ある こ との反 映 で あ ろう
．

個々 の症例 ごと に
， 臨床的重症度 の 変遷と 3 つ の 免

疫学的指標 それ ぞれ の 推移 を追 っ て み る と
，
ほ とん ど

の 症例 で， い ずれの 指標 も ほぼ平行 し た経時的変化 を

示 した ．
T z a r t o s ら

4 71
は
，
全抗 A C h R 抗体 に 対 す る

種々 の 抗 A C b R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 の 都合 の経時的

変化を 1 症例 に おい て 調 べ ， こ れ らが 臨床像や全抗体

量の 変化 に も か かわ ら ずほ ぼ 一

定で あ っ た と報告 して

い る．

本研 究で E B V 感染 に よ る形質転換細胞 か ら得 た 4

種類の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を解析 す る と， m A b － 2
，

m A b
－

3
，
m A b

－

4 の 3 つ は ラ ッ ト お よ び ヒ ト 由来

A Cb R の ぽ－サ ブ ユ ニ ッ トの ト キ シ ン 結合部 くす な わ

ち A Ch 結合部， ま た は その 近傍 を標的 とす る結合阻

害型抗体である と思われ ， さ ら に ， 種の 違い を越 え た

田

交叉反 応性も 示 さ れ た ． m A b
－

1 は ラ ッ ト A C h R を抗

原と した コ ン カ ナ バ リ ン A 法 で 高い 結合阻害活性を

示 す こ と が 特徴 で あ っ た ． 本抗体 は， 非 トキ シ ン結合

部 と の 反 応 も 示 し た が
， 培 養系 へ 充分 童 添 加 し て も

A C h R 崩 壊 の 異 常促進 は起 こ さ な か っ た ． C o n ti
－

T r o n c o n i ら
2 61 は モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を用 い
， a と

斤， y と ざ の サ ブ ユ ニ ッ ト間に 共通の 抗原性 が ある こ

と を証明 して お り， モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 が複数の 部位

を抗原決定基 と して 認識 して も矛盾は な い ．

モ ノ ク ロ ー

ナ ル抗体 に よる 動物 へ の 疾 患移送実験 に

つ い て の 報告 は， 今ま で に い く つ か な さ れ て い る
．

T z a r t o s ら
5 01
， L e n n o n ら

5 1l t 5 21
，
B u r r e s ら

5 3I
や G o m e z

ら瑚 は
， 非結合阻害型 の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 で ラ ッ ト

を受動免疫 し筋無力症類似 の症状が出現 した と報告し

て い るが ， こ れ ら のう ち病理 所見に つ い て記載の ある

例で は， す べ て ， 神経筋接合部の マ ク ロ フ ァ ー ジ浸襲，

終板膜破壊等， ラ ッ ト急性期 E A M G く抗体依存性補体

介在性細胞性反応 囲う 類似の 形態学的変化が認め られ

て い る
．

一

方， G o m e z ら
5 5I
は結合阻害型 モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗体 を ニ ワ トリ に 静注 し， 筋無力症様症状 の 発現を

礁床的， 電気生理学的に 確認 した が
， 神経筋接合部に

形態学的変化 を認め なか っ た
． 著者 の ラ ッ ト A C h R に

対 し高い ト キ シ ン ． 受容体結合阻害括性 を 示 す m A b

－1 抗体 は， その 静注 に よ っ て ラ ッ トに 臨床的筋無力症

様症状 を もた らす と とも に
， 微小電極法 に よる電気生

理学的解析 で も 筋無力症 に 矛盾 し な い M E P P 振幅低

下を認 めた ． しか し
， 神経 筋接合部の 電顕像で は正常

ヒ ト工g G 静注 の対 照 ラ ッ トの そ れ と 変 ら ず， 急性期

E A M G 様の 形態変化 は伴 っ て い な か っ た ． 従 っ て
，
こ

の ラ ッ トは 晴乳動物 で成立 し た免疫薬 理学的伝達 ブ

ロ ッ クの 貴重な動物モ デ ル と い う こ と が で きる ． 本研

究 に お い て 受動免疫の た め に 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル抗

体工g G は 5 m g 俳 結合阻 害塾 抗体活性 と して は2 ．5 X

lO
－ 1 1
m ol e s t ．b ．s ．J で ， 投与量 に 問題 が あ る可 能性も否

定 で き ない か も しれ な い ． しか し
，
L i n d st r o m ら

71
は正

常 ラ ッ ト骨格筋含有 A Ch R 量の 20 ％ く1 x l O
－ 1 1
m ol e s

t ．b ． s ．1 の ポ リク ロ ー

ナ ル I g G の 静注で疾患の 移送 を成

立 させ てお りくこ の 場合は 急性期 E A M G 病態l ， 著者

の m A b－1 抗体 投与後 3 日を経 て も運動終板膜 に 形態

学的変化 を認 め な か っ た の は
，
注入量 が不 足だ っ たた

め で は なく ， む しろ抗体の 病原 性作用 の 特異性を示唆

す る もの と 考 えられ る ．

S i m p s o n
5 61 の 仮説以 来， M G 患者血清中に 存在 する

と 考 え られ る A C h と A C h R の 結 合 を 阻害 す る物質

くお そ ら く 抗体う に 関 心 が 持 た れ る よ う に な り，

A l m o n ら
5 71 に よ っ て 本病患者血清中に 最初 に 検出さ

れ た抗体 は結合阻害型抗体 で あ っ た ． しか し
，
彼ら の



重症筋無力症と抗 ア セ チ ル コ リ ン受 容体抗体 185

用 い た セ フ ァ デ ッ ク ス くS e p h a d e xl 法 で の 検 出率 はわ

ずか に 33 ％ で ， ヒ ト A C h R を抗原 と し た Li n d s t r o m

ら
8コ の それ も 38 ％で あ っ た ．

その 後， 結合阻害型抗体

の測定法が検討さ れ ，
B e n d e r ら

5 8，
は ヒ トの 生検筋 を

用 い た酵素抗体顕微鏡法 で 68 ％ ， M itt a g ら
4 0，
， 大 田

ら
2 71 は ラ ッ ト A C h R を抗原と し た コ ン カ ナ バ リ ン A

法で検出率を それ ぞ れ 67 ％， 7 0 ％と報 告した が ， 著者

らと 同様， 臨床的重症度 との 相関性は認め なか っ た ．

W h iti n g ら
591 は

，
a－B u T x で 飽和 した ヒ ト A C h R ア

フ ィ ニ チ イ カ ラ ム を用 い て 伊
－ B u T x 結合部 を標的 と

する特異的な抗体 を M G 患者血 清か ら分離し， 少な く

とも
一 部の 症例で は結合阻害型抗体が本症発病 に 重 要

な役割 を果 た し て い る 可能性 を示 し た が ， V i n c e n t

ら
細
ら の報告と 同隠 その 全抗 A C b R 抗体中 に 占め る

割合は低 い 症例が 多か っ た ． 従 っ て ， ウサ ギ E A M G に

ぉ い て血 清の 結合阻害塾抗体と非結合阻害型抗体を経

時的に 測定 し， 前者 の 方が臨床的変化 に 良く対応 して

い た とす る Z u r n ら
611 の 報告はある も の の ，

鵬 般的に

は， A C h R の トキ シ ン 結合部くA C h 結合部ま た は その

近イ削 を標的とす る 抗体 の M G 発症に か か わ る 意義 を

無視 す る考 え が 大勢 を占 めて い た ． と こ ろ が 近軋

D r a ch m a n ら
3 31
は ラ ッ ト培 養骨格筋細胞 を 用 い て

M G 血 清中の 結合型阻害抗体 を測定 し， 高い 検出率と

とも に 臨床的重症度 と強い 相関性 が あ る こ と を報告し

た
．
ま た

，
M itt a g ら

6 2J は
，
二 抗体免疫沈殿法で 抗体が

検出 さ れ な か っ た 4 8 症例 の M G 患者血清 の う ち 29

例で 結合阻害塾 抗体が検出さ れ たと し， M G 発病機序

に お け る こ の 種 の抗体の 役割が再注目さ れ つ つ あ る．

本研究で は， トキ シ ン ． 受容体結合阻害活性測定法に

ょ る疾患検出率は従来の 多くの 報告 と同様， 二 抗体免

疫沈殿法よ り低く ， 後者の 方法で陰性 の も の が本法で

陽性で あ っ た症例は な く， 本法と 臨床的重 症 度との 相

関性も認め られ なか っ た ． しか し， 本法 で 強 い 活性 を

示す モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ る ラ ッ ト ヘ の 疾患移送実

験は， こ の 種の 抗体が 単独 で M G 様症 状を発 現 せ しめ

得る こ と を示 した． S o u r o uj o n ら
6 31 は

， 結合阻害型抗

体 に も抗原修飾 に よ る A Ch R 崩壊促進作用 を認 め た

と報告し て お り， 本 抗体 の 作用 機序 に は A Ch と 受 容

体と の 免疫薬理学的な結合阻害だ け で な く， こ の よう

な機序も関与し て い る 可能性も ある ．
ま た

，
T a k a m o ri

ら
641 ，6 51 は E A M G お よ び M G で 抗 A C h R 抗体 に よ る

前シ ナ プ ス A C h R 修飾作用 を電気生 理 学的に 調べ ， 神

経 終末 か ら の A C h 量 子 性 遊離 に 対 す る n e g a ti v e

f e e d b a c k が 抗体に よ っ て 開放さ れ る こ と ， こ の 現象は

抗体の トキ シ ン ー 受 容体結合阻害活性 と正 の 相関性 を

示 す こ と を報告した ．
す なわ ち

， 結合阻害塾抗体は シ

ナプ ス 後膜 に 対し て は A Ch R の 生 理 痛性 を阻害す る

方向 に， シ ナ プ ス 前膜 に 対し ては神経終末か らの A Cb

遊離 を促進 して 後 シ ナ プス 惟 ブ ロ ッ ク を補償す る方向

に動く 二 面性 を持 っ て い る こ と が示 唆され た．
こ の よ

う に 抗原決定基 を異に する抗体サ ブ ク ラ ス は それ ぞ れ

異な る作用機序 を持つ ば か り で は な く， 1 つ の 抗体 が

M G の 病 像成 立 に 多様な作用 をも たら す 可 能性 が あ

り， T z a rt o s
J Tl
ら は， M G はあ る特定の病原性作用 を持

っ モ ノ ク ロ
ー

ナル 抗体 に よ っ て の み特異的 に引 き起 こ

され る もの で は ない と して い る ． 本研究は，
一 時 は疎

外祝さ れ て い た 結合阻害型抗体が M G の 病像 を修飾

した り， さ ら に
一 部の 症例 で は 主要な病因とな っ て い

る 可能性を示 し， 本症の 発病機序や病態解明の た め に

は こ の 種の抗体の評価も必要 で ある こ と を示唆 した ．

結 論

M G 患者 17 人 か ら得た血 清 45 検 軋 本症患者 リ ン

パ 球の 形質転換細胞 ク ロ
ー ン か ら得た 4 種類の モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗 A Ch R 抗体 を対象 と し て 抗 A Ch R 抗体括

性を測定し， 臨床的所見 と対比 ， さ ら に モ ノ ク ロ
ー

ナ

ル 抗体の 1 つ で 動物 へ の 疾患移送実験 を行 っ た ． 抗

A C b R 抗体活性の 測定は， 理論 的に異な る種類 の 抗体

活性を検出す る 3 つ の 方法， す なわ ち， 抗工g G を用 い

た 二 抗体免疫沈殿寺島 コ ンカ ナ バ リ ン A を用 い た ト キ

シ ン ． 受容体結合阻害活性測定法， A C b R 崩壊半減期

測定法で 行 い ， 前2 法は抗原と して ラ ッ ト除神経骨格

筋由来 A Ch R を用 い ， A C h R 崩壊半減期測定法 はラ ッ

ト骨格筋培養細胞を用 い た ．

1 ． 疾患検出率は， 二 抗体免疫沈殿乱 トキ シ ン
ー

受容体結合阻害活性測定法， A C b R 崩壊半減期測定法

の 順 で 高か っ た ．

2 ． 臨床的重 症 度と の 相関性 は， 二 抗体免疫沈殿

法， A C h R 崩壊半減期測定法 で認 めら れ たが， ト キシ

ン ．受容体結合阻害活性測定法で は認め られ なか っ た ．

3 ． 個 々 の 症例の 臨床的経過と 3 指標の 経時的変化

の 間 に は 多くの 場合対応が認 め られ た が， 3 指標 間に

優劣はな か っ た ．

4 ． 血 柴交換 に よ り 3 指標の 改善が 認めら れ た に も

関ら ず臨床的に は無効 で あ っ た例， 治 療前か ら 3 指標

が陰性 で あ っ た に も 関らず血 梁交換療法が有効で あ っ

た例等が あり ， 3 指標だ け で 本治療法の 適応の 決定， 効

果 の 予 測や説明 は で き な か っ た ．

5 ． 4 種壌の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体は ラ ッ ト除神経骨

格筋由来の A C h R に 対し ト キシ ン
．

受 容体結合阻害活

性測定法 で 高 い 値 を示 し， 結合阻害型抗体と考え られ

た．

6 ． 高 い ト キ シ ン
．

受容体結合阻害活性を示 す モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に よ る疾患移送実験 で は， 臨床像お よ
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び 微小電極法に よ る電気生理学的解析 で筋無力症類似

の 病態を認め たが ， 神経筋接合部の電顕学的形態変化

を伴わず， 結合阻害塾抗体単独で M G を発症せ し め得

る こ と を 示 した ． 本病の発病機序 や病態の解明 に は，

こ の種の 抗体の 関与 に 注目す る必要の あ る こ と を強調

した
．
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n a ti v e r e c e p t o r ． B i o h e m i s tr y ， 2 0 ，
2 1 81－2 19 1 く1 9 8 1l ．

2 7I 大 田光照， 西 谷 手札 松 原史 よ こ 抗ア セ チル コ リ

ン レ セ プタ
ー 抗体． 臨床免疫， 12 ， 75 ト75 8 く198 01 ．

卿 D e Y e r O t e S ， P ． N ． 鹿 G a m b r o u g h ， D － M ． こ

A c e tyl ch oli n e r e c e p t o r t u rn O V e r i n m e m b r a
n e s o f

d e v el o pi n g m u s cl e 血 e r s ． J ． C ell B i ol o g y ， 6 5 ， 3 3 5

－ 3 5 8 く1 9 7引．

2 91 M e rli e ， J ． P ．
，
C h a n g e u x ， J ． P ． 鹿 G r o s ， F ． 二

A c et yl c h oli n e r e c e pt o r d e g r a d a ti o n m e a s u r e d 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 ， 74
－

7 6 く19 7 61 －

3 0I F a m b r o u gh ，
D ． M ． こ C o n tr ol o f A c et yl c h olin e

r e c e pt o r s i n s k el e t al m u s cl e ． P h y si ol － R e v ．
，
5 9

，
1 6 5

－

2 2 7 く19 7乳

31ナ G n e s d o n ， J ． し T e r 叩 n Ck ， T ． 庇 A Y r a m e a S ，

S ． ニ T h e u s e of a vi di n
－ bi o ti n i n t e r a c ti o n i n

ir n m u n o e n z y m ati c t e ch ni q u e s ． J ． H i st o c h e m ． C yt o
－

c b e m
リ
27
，
1 1 3 ト11 3 9 く19 7 91 ．

3 2I C u lトC a n d y ， S ． G ．
，
M il ed i

，
R － ，
T r a u t m a m n

，

A ． 鹿 U c h it el
，
0 ． D ． こ O n th e r el e a s e o f tr a n s m i tt e r

a t n o rm al
，
m y a Sth e n i a g r a v i s a n d m y

a s th e n i c

s y n d r o m e a ff e ct ed h u m a n e
n d

－

pl a t e l J ■ P h y si o l ． ，

2 99
，
6 2 ト63 8 く198 01 ．

3 31 D r a cb m a n ， D ． B
り
A d a m s

，
R ■ N ．

，
J o 眉i f e c

，
L ．

F ． 鹿 S el f
，
S ． G ． 二 F u n c ti o n al a cti v iti e s of a u t o

－

a n tib o di e s t o a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r s a n d th e

cli ni c al s e v e rit y o f m y a sth e ni a g r a v i s ． N ． E n gl － J ．

M e d ．
，
3 0 7

，
7 69

－ 7 7 5 く19 8 2ン．

瑚 C o n ti
－ T r o n c o n i

，
B ．
，
B ri g o n zi ， A ． ， F u m a g al 1i ，

G ．
，
S h e r

，
M －

，
C o si ， Y ．

，
P i c c ol o

，
G ． 鹿 C l e m e m ti

，
F ． こ

A n tib o d y－i n d u c e d d e g r a d a ti o n of a c e tyl ch oli n e

r e c e pt o r i n m y a st
h e n i a g r a v is こ C li n i c al c o r r el a

－

ti o n s a n d p a th o g e n e ti c si g n ifi c a n c e ．
N e u r ol o g y ， 3 1 ，

14 4 0
－ 14 44 く19 80I ．

3 51 Li n d st r o m ， J ． M ．
，
L e n n o n

，
V ． A ．

，
S e y b o ld ， M ．

E ．
，
W h itti n g h a m ， S ． こ E x p e ri m e n t al a u t o i m m u n e

m y a s th e n i a g r a
vi s a n d m y a s th e ni a g r a v i s こ B

i o －

l o gi c al a n d i m m u n ol o gi c al a s p e ct s ． A n n ． N － Y ．

A c a d ． S ci ．
，
2 7 4

，
2 5 4

岬

2 7 4 く19 7 6l ．

3 6I C o n t トT r o n c o ni ， B ． M 一 息 R a f t e r y ， M ． A － ニ

T h e n i c o ti n i c c h oli n e r gi c r e c e p t o r 二 C o r r el a ti o n o f

m ol e c ul a r st r u c t u r e w ith f u n c ti o n al p r o p e r ti e s ．

A n n ． R e v ． B i o ch e m ．
，
5 1

，
4 9 l－53 0 く198 01 ．

3 71 L i n d s t r o m ， J ． M ．

，
W al t e r

，
B ． 良 E i n a r s o n ，

B ． 二 I m m u n ol o gl C al si mi 1 a riti e s b e t w e e
n s u b u n it s o f

a c et yl c h oli n e r e c e pt o r s f r o m
T o r p e d o ， El e ct r o

－

p h o r u s ， a n d m a n m ali a n m u s cl e － B i o c h e m i s t r y ， 1 8 ，

4 47 0
－ 4 4 8 0 く19 7 91 ．

呵 Y o si d a M o m oi ， M ． 鹿 L e n n o m
，
Y ． A ． ニ



1 8 8

P u rifi c a ti o n a n d bi o c h e m i c al 七h a r a c t e ri z a ti o n o f

n i c o ti ni c a c e tyl ch oli n e r e c e p t o r s of h u m a n m u s cl e ．

J ． B i ol ． C b e m ．
，
25 7

，
1 2 7 5 ト12 7 6 4 く19 821 ．

3 9I F r o e h rL e r ， S ． C ．
，
D o u vi11 e ， K ．

，
K li n k

，
S ． 及

C ul p ， W ． J ． こ M o n o cl o n al a n ti b o di e s t o c y t o pl a s m i c

d o m a i n s o f a c et yl ch ol in e r e c e p t o r ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

25 8
，
7 1 1 2

－

7 1 2 0 く19 8 31 ．

40I M it t a g ， T ． ， E o r n f eld ， P ．
，
T o r m a y ， A ． 及 W o o

，

C
． こ D e t e c ti o n o f a n ti－a C et yl ch oli n e r e c e pt o r f a ct o r s

i n s e r u m a n d th y m u s f r o m p a ti e n t s w i th

m y a s th e n i a g r a vi s ． N ． E n gl ． J ． M e d ． ， 29 4 ， 6 9 1
－

6 9 4

く19 7 6I ．

4 11 L i n d s t r o m ， J ． ， A rLh ol t
，
R ．

，
E i n a r s o n

，
B ．

，

E n g el ， A ．
，
O s a m e

，
M ． 鹿 M o rL t a l

，
M ． 二 P p u riff c a ti o n

O f a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r s ， r e C O n Sti t u ti o n i n t o li pi d

V e Si cl e s
，
a n d st u d y o f a g o n i st

－ i n d u c e d c a ti o n

Ch a n n el r e g ul a ti o n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 55

，
8 3 4 0

q

8 3 50

く19 8 01 ．

4 2I D r a c h m a n ， D ． B ．
，
A n g u s ， C ． W ．

，
A d a m s

，
R ．

N ．
，
M i e b モ1 s o n

，
J ． D ． 鹿 H a ぼ m a n

，
G ． J ．

，
こ

M y a s th e ni c a n ti b o d i e s c r o s s－1i n k a c et yl ch oli n e r e －

C e p t O r S t O a C C el e r at e d e g r a d a ti o n ． N ． E n gl ． J ． M ed ．
，

2 98
，
1 1 1 6

－

11 22 く197 引．

4 3I A p p el ， S ． H ．
，
A l m o n

，
R ． R ． 良 L e v y ， N ． こ

A c e t yl c h oli n e r e c e p o o r a n tib o d i e s i n m y a st e n i a

g r a vi s ． N ． E n gl ． J ． M e d ． ， 2 9 3 ， 7 6 0
－

7 61 く19 7 51 ．

4 4ナ 0 0 S t e r h ui s ， H ． J ． G ． 臥 こ M y a s th e n i a g r a v i s ，

p ． 1 0 8－11 2 ． C h u r c hill Li vi n g st o n e ， E d in b u r gh ． 1 9 8 4 ．

4 5I W ei n b e r g ， C ． B ．
，
鹿 H all

，
Z ． W ． こ A n tib o di e s

f r o m p a ti e n t s wi th m y a s th e n i a g r a v i s r e c o g n l Z e

d et e r m i n a n t s tl n l q u e t O e X t r aj u n c ti o n al a c et y ト

C h oli n e r e c e pt o r s ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A ．
，
7 6

，

5 04 － 5 0 8 く19 7 9I ．

4 6ナ B r o c k e革， J ． P ． 及 h al 1
，
Z ． W ． こ A c et yl c h oli n e

r e c e pt o r s i n n o rm al a n d d e n e r v a t e d r a t d i a p h r a g m

m u s cl e ． II ． C o m p a ri s o n o f j n u n c ti o n al a n d e x t r a
－

j u n c ti o n al r e c e pt o r s ． B i o c h e m i st r y ， 1 4 ， 2 1 00
－

2 1 0 6

く1 97 5J ．

4 7I T z a r t o s ， S ． J ．
，
S e yb ol d ， M ． E ． 8 乙 L i n d s t r o m

，

J ． M ． こ S p e cifi ci ti e s o f a n tib o d i e s t o a c e t yl c h o li n e

r e c e p t o r s i n s e r a f r o m m y a st h e n i a g r a v i s p a ti e n t s

m e a s u r ed b y m o n o cl o n al a n tib o di e s ． P r o c ． N a tl ．

A c a d ． S ci ． U S A ．
，
7 9

，
1 8 8－19 2 く19 8 21 ．

4 8I G a rl e p p ， M ． J ． H ．
，
k a y ， P ． H ．

，
I h w k i rL S

，
R ．

L ．
，
l h c k n al 1 ， R ． C ． 及 E e m p ， A ． こ C r o s s て e a C ti v ity

O f a n t 卜a c e t yl c h o li n e r e c e pt o r a u t o a n ti b o d i e s ．

M u s cl e a n d N e rv e
，
4
，
2 8 2 － 2 8 8 く19 8 11 ．

4 9I Li m b u r g ， P ． C ．
，
T h e

，
T ． C ．

，
C u m m e トT a p p el ，

E ． 良 0 0 St e r h ui s
，
H

． J ． G ． I7 ． こ A n ti－a C e t yl ch oli n e

r e c e p t o r a n tib o d i e s i n rn y a Sth e n i a g r a v i s こ P a r t l ．

R el a ti o n t o cli n i c al p a r a m e t e r s i n 25 0 p a ti e n t s ． J ．

N e u r ol ． S ci ． ， 5 8 ， 3 5 7
－

3 7 0 く19 83l ．

5 0I T z a r t o s ， S ． J ． 鹿 L i n d s t r o m
，
J ． 則巨 M o n o －

Cl o n a l a n ti b o di e s u s e d t o p r o b e a c e t yl c h oli n e

r e c e p t o r s t r u c t u r e ニ L o c ali z a ti o n o f th e m ai n

i m m u n o g e n i c r e gi o n a n d d e t e c ti o n o f si m il a riti e s

b et 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 01 ，

5 り L e n n o n ， Y ． A ． 鹿 L a m b e r t
，
E ． C ． こ

M y a s th e n i a g r a vi s i n d u c e d b y m o n o cl o n a l a n ti
．

b o d i e s t o a c e t yl c h o li n e r e c e p t o r s ． N a t u r e ， 2 85 ， ， 23 8

－ 2 4 0 く1 9 8 01 ．

52I L e n n o n ， V ． A ． 鹿 L a m b e r t
，
E ． H ． ニ M o n o －

Cl o n a l a n tib o d i e s t o a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r s ニ

E vi d e n c e f o r a d o m i n a n t i d i o t y p e a n d r e q u ir e m e n t

O f c o m pl e m e n t f o r p a th o g e n i cit y ． A n n ． N ． Y ． A c a d ．

S ci
リ
3 7 7

，
7 7

－

9 6 く1 9 811 ．

53I B u r r e s
，
S ． A ．

，
C r a y t o n ， J ． W ．

，
G o m e 22

，
C ．

加L 一良 Ri c h m a n
，
D ． P ． ， こ M y a s th e n i a i n d u c ed b y

m o n o cl o n al a n t 卜a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r a n tib o d i e s 二

Cli n i c al a n d el e c t r o ph y si o l o gi c a l a s p e c t s ． a n n ．

N e u r ol ．
，
9
，
5 6 3

－

5 6 8 く19 8 1I ．

54I G o m e z ， C ． M ．
，
R i c h m a n

，
D ． P ． ， B ll r r e S ， S ．

A ． 鹿 A r n a s o n
，
G ． W ． こ M o n o cl o n al h y b rid o m a a n ti

－

a C et yl c h o li n e r e c e p t o r a n tib o d i e s 二 a n ti b o d y

S p e Ci ff ci t y a n d e ff e c t o f p a s si v e t r a n sf e r ． A n n ． N ．

Y ． A c a d ． S ci ．
，
3 7 7

，
9 7－10 9 く19 8 1l ．

5 5I G o m e z ， C ． M ． 良 R i c h m a n
，
D ． P ． こ A n ti

－

a C e t yl c h oli n e r e c e p t o r a n ti b o d i e s di r e c t e d a g ai n st

th e a －b u n g a r o t o x i n b in di n g sit e i n d u c e a u ni q u e

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

A c a d ． S ci ． U S A ．
，
8 0

，
4 0 8 9－40 93 く19 8 3J ．

5 6I S i m p s o n ， J ． A ． 二 M y a sth e n i a g r a vi s ． A n e w

h y p o th e si s ． S c o tt ． M ed ． J ． ， 5 ， 4 1 9－4 3 6 く1 96 0J ．

5 7I A l m o rL ， R ．
R ．

，
A n d r e w

，
C ． G ．

，
及 A p p el ， S ．

I7 ． こ S e r u m gl o b u li n i n m y a sth e n i a g r a v i s ニ I n h ibi
．

ti o n of a
－

b u n g a r o t o x i n b i n di n g t o a c e t yl ch oli n e

r e c e p t o r s ． S ci e n c e ， 1 8 6 ， 5 5－5 7 く1 9 7 4J ．

5 8I B e n d e r ， A ． N ．
，
R i n g el ， S ． P ． 鹿 E n g el ， W ． E ． こ

T h e a c et yl c h oli n e r e c e pt o r i n n o r m a l a n d p a th o－

l o g l C St a t e S ニ I m m u n o p e r o x id a s e vi s u ali z a ti o n of

al p h a
－

b u n g a r o t o x i n b i n di n g a t a li gh t a n d el e c t r o n

－

m i c r o s c o pi c l e v el ． N e u r ol o g y ， 2 6 ， 4 7 7－48 3 く19 7 6J ．

5 9I W h i ti n g ， P ． J ．
，
V i n c e n t

，
A ． 鹿 N e w s o m



重 症筋無力症 と抗ア セ チ ル コ リ ン受容体抗体

一D a vi s ， J ． こ A c e t yl c h oli n e r e c e p t o r a n ti b o d y

ch a r a c t e ri s ti c s i n m y a st h e ni a g r a v i sニ
F r a c ti o n a －

ti o n o f a
－ b u n g a r o t o x i n b i n di n g sit e a

n tib o d i e s a n d

th ei r r el a ti o n s hi p t o I g G s u b cl a s s
． J ． N e u r o ．

i m m u n Ol ． ， 5 ， 1－9 く19 8 31 －

6 01 V i n c e n t ， A ． 皮 N e w s o m
－

D a v i s
，
J ． こ A c et y ト

c h oli n e r e c e p t o r a n tib o d y c h a r a c t e ri s ti c s i n

m y a sth e n
i a g r a v i s ． I ． P a t

i e n t s w it h g e n e r ali z e d

m y a sth e n i a o r d i s e a s e
r e st ri c t ed t o o c ul a r m u s cl e s ．

C li n ．
e x p ． I m m u n ol ． ，4 9 ， 2 5 7－26 5 く1 9 821 ．

61J Z u r n ， A ． D ． 鹿 F u l pi u s ， B ． W 一 二 S t u d y of t w o

diff e r e n t s u b p o p u l a ti o n s of a n t 卜 a c e tyl ch oli n e r e
．

c e pt o r a n tib o di e s
i n a r a b b it w i th e x p e ri m e n t a l

a u t o i m m u n e m y a Sth e ni a g r a vi s ．
E u r ， J ． I m m u n ol ． ，

8
，j5 29

－ 5 3 2 く19 叩 ．

62I M it t a g ， T ．
W ．

，
X u

，
X ． M o s h o yi a n n i s ， H ．

，

K o r n f el d
，
P ．
及 G e n k i n s

，
G ． 二 A n al y si s o f f al s e

n e g a ti v e r e s ult s i n th e i m m u
n o a s s a y f o r a n ti

－

a C e t yl c h o li n e r e c e p
t o r a n tib o d i e s i n m y a sth e ni a

1 8 9

g r a vi s ． C li n I m m u n o l ． I m m u n o p a t h ol ． ， 3 1 ， 1 9
1－20 1

く19 8 41 ．

6 31 S o u r o uj o n ， M ． C ．
，
M o c h I y

－

R o s e n ， D ．
，

G o r d o n
，
A ． S ． 鹿 F u c h s

，
S ． 二 I n t e r a cti o n o f m o n o

－

cl o n a l a n tib o di e s t o t o r p e d o a c et yl ch oli n r e c e p t o r

w ith t h e r e c e pt o r o f s k el e t a l m u s cl e ．
M u s cl e 8t

N e r v e
，
6
，
30 3

－

3 1 1 く19 8 31 ．

641 T a k a m o ri ， M ．
，
S a k a t o

，
S ． 鹿 O k n m u m ， S ． こ

P r e s y n a p ti c f u n c ti o n m o di ff ed b y a c et yl c h oli n e

－

r e C e p t O r i n t e r a c ti o n i n e x p ri m e n t al a u t o i m m u
n e

m y a s th e n i a g r a v i s ． J ． N e u r o l ． S ci ． ， 6 6 ， 2 4 5
－

2 5 3

く198 41 ．

65I T a k a m o ri ， M ．

，
Y a s u d a

，
A ．

，
O k u m u r a －

，
S ．
鹿

T a rLi h a r a ， M ． ニ P r e s y n a p ti c m o di負c a ti o n b y a n ti

－

a C et yl c h oli n e r e c e p to r a n tib o d y i n n e u r o m u s c u l a r

t r a n s m i s si n o n こ S t u d ie s o n m y a s th e ni c s e r a a n d

m o n o cl o n al a n tib o d y p r o d u c e d b y t r a n sf o r m e d

l ym ph o c yt e s ． N e u r o
l o g y ， 3 6 ，く19 8 6 川 n p r e s sl ．

st u d y o n th e P a th o g e n e sis o f M y a st h e
nia G r a vi s － A n aly sis of th e H e t e r o g e n o u s A

n ti － a C et y l
－
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