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重症筋無力症 に お ける抗リ ア ノ ジ ン 受容体抗体 に つ い て

465

金沢大学医学部医学科神経内科学講座 (主任: 高守iE 胎教授)

岩 佐 和 夫

40 名 の 重症筋 無力症 ( m y a sth e ni a g r a vi s
,
M G ) ,

12 名の 疾 患 コ ン ト ロ
ー

ル
,
8 名の 健康正常 人に串い て

, 横紋 筋構成成

分蛋白 に対す る自 己抗体 の 有無 に つ い て E LI S A
, イ ム ノ ブ ロ ッ ト

, 間接蛍光免疫染色法を 開い て 検討 した . こ れまで M G で報

告 さ れ て い た 抗横紋筋抗体が 陽性 で あ っ た M G 患 者は23 名お り
,

そ の 内18 名に て抗 リ ア ノ ジ ン 受容体 ( r y an O di n e r e c e pt o r
,

R y R) 抗体 が認 め ら れ た . R y R c D N A を組み 込み R y R を発現 させ た細胞 (C l 1 4 8 細胞) を用い て
,
抗R yR 抗体価を測定 した と

こ ろ
, 抗横紋筋抗体価と 抗R y R 抗体価 は有意な相関が認め られ ( r

= 0 .6 5
, p < 0 .0 0 5)

,
抗横紋 筋抗体の 主抗焼 の 一

つ と して新 た に

恥R が 考えら れ た . 1 8 名の 抗 恥 R 抗体 陽性 M G 患者の うち15 名は胸 腺腫 を合併 して おり
,
抗 恥 R 抗体と 胸腺腫との 関連 が示

唆 さ れ
,
抗 R y R 抗体 産生 の 免疫学 的機序に 胸腺腫 が 関連 し て い る こ とが 考え られ た

.
M G で は興奮収縮連 関に異常 を来す症例

が い る こ とが 知 ら れ て お り
,

興奮 収縮連関お い て 重要な 役割を担 っ て い ろ 勒 R に対 する抗体が M G にて 認め ら れ た こ と は
,

抗 R y R 抗 体陽性 M G で は抗A C h R 抗 体 によ る 神経筋伝達障害だ けで は なく , 抗R y R 抗体 によ る 興奮収縮連 関障害も病態に 関与

して い る可能性が 示唆 され た
.

E e y w o r d s m y a sth e nia g r a vi s
,
a n tトr y a n o din e r e c e p t o r a n tib o d y ,

th y m o m a
,

S tri ati o n al a n tib o die s
,

e x cit atio n - C O n t r a Cti o n c o u plin g

重症筋無 力症 ( m y a s th e n i a g r a vi s
,

M G) は 神経 筋接 合部に

存在 す る ニ コ チ ニ ッ ク ア セ チ ル コ リ ン 受容 体 ( n i c o ti n i c

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

A C h R ) に 対する 自己抗体 に より神経筋

伝達が 障害 され
,

そ の 結 果筋力低下 を来す自 己免疫性疾患で あ

る . 胸腺腫 を合併する M G 患 者で は抗 A C h R 抗体の 他 に し ば し

ば横紋筋構 成蛋白に対 する抗横紋 筋抗 体も検出 され る
1‥■ 8 ■

. し

か し
, 胸腺腫 合併 M G に抗横紋筋抗体が 出現 する理 由

,
抗横紋

筋抗体産生 に至 る メ カ ニ ズ ム
,
ま た抗横紋 筋抗 体の 機 能に つ い

て は不明で ある . ま た
,

M G の
一 部症例で は興奮収縮連 関に異

常を来す こ とが 以 前か ら報告さ れ て い る が
リノ 12 }

,
そ の 原因に つ

い て も明ら か に さ れ て い な い
. 興 奮収 縮連関は 神経筋伝達 が行

われ た 後の 筋細 胞膜電位 の 変化を T チ ュ
ー ブ に存在する ジ ハ イ

ドロ ビリ ジ ン 受容体 ( di h yd r o p y rid i n e r e c e p t o r
,

D H P R ) 型カ

ル シ ウム チ ャ ネ ル が 感知 し,
D H P R 型 カ ル シ ウム チ ャ ネル と連

動 して い る フ ー ト構 造 つ まり リ ア ノ ジ ン 受容 体 ( r y a n o d i n e

r e c e p to r
,

R y R ) に そ の 情 報が 伝え ら れ
, 筋小胞体 内に 貯蓄さ

れ てい た カル シウ ム イ オ ン が R y R より筋細胞内 に放出さ れ斉別丈

縮が起 こ る こ と を い う
1:t い 1 郁

. 本研 究で は 興奮収縮連 関に 必要

不可欠 で ある R y R に 注目 し
,

M G にお ける抗 R y R 抗 体の 有無,

胸腺腫非合併例お よ び合併例を含 む M G にお ける抗横紋筋抗体

と抗 町R 抗体 と の 関係
,

抗横紋筋抗体 の 認識抗原 に つ い て 検討

した .

材料 お よび方法

.
l . 対 象

M G 患 者40 例 ( 男性13 例
,

女性27 例 ; 平均年齢4 6 .2 歳) の

患 者血 清を便明= / た . 胸腺腫合併 M G は1 締り( 男性8 例, 女性

1 0 例 ; 平均年齢51 .7 歳) , 胸腺順 非合併 M G は 22 例 ( 別件5
,

例女性17 例 ; 平均 年齢41
,7 歳) であ っ た . M G の 診断 は

, 筋

易疲労性, 反複 神経刺激 によ る 誘発電位の 減衰応答,
テ ン シ ロ

ン テ ス ト陽性 , 抗A C h R 抗体陽性 に より行 っ た
17

. M G O ) 病臥

重症度 分類 は O s s e r m a Il の 分類 ( O s s e r m a n
F
s cl a s sin c a ti o n ) に

よ っ た
は

.
っ ま り

,
Ⅰ 型は眼 筋型

,
] a 型 は 韓度全身型, Ⅲ b

型 は中等令身型,
Ⅲ型は 急性劇症哩

,
Ⅳ型 はl晩期重症型 を 表す .

胸膜腫 は胸腺摘出術 を行 っ た後
,

組織病稗学 的に 診断 し た . コ

ン ト ロ
ー ル 1 虹清 と し て

,
正常健康 人8 例, 他 の 神経疾患12 例

( 筋萎 縮性 側裳碩化症7 例, 多発性 筋炎3イ札 L a m b e rt - E at o n 筋

無ノ｣ 症候群2 例) の 血清を使用 した .

1l . A C b R の 注出

骨格 筋周囲の 膿瘍摘出 時取 り出 され た正 常部 ヒ ト骨格筋を抗

原 と して 用 い た . 以 下 の 操作 はす べ て4 ℃以 下 の 温度 卜で 行 っ

た . 骨 格筋を小片 に刻ん だ後 ,
3 倍量の 均 質化嬢衝液 Ⅰ(0 .01 M

l) ン 酸緩衝食塩水 ( p h o s ph a t e
-b u ff e r e d s al in e

,
P B S ) , pI1 7 .4

,

5 0 m M N a C l
,
1 m M フ ツ 化 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル

平成 9 年 7 月 3 0 日受付
,

平成 9 年8 月2 9 日受理

A b b r e vi ati o n s :
12 5

Ⅰ-

α

1

- B t x
,

1 25

I -

α
pb u n g a r ot o xi n ; A C h R

,
a C e t yl ch o li n e r e c e p t o r ; D H P R

,
dih y d r o p y ridi n e

r e c e p t o r ; M G
,

m y a S t h e n i a g r a vi s ; P B , p h o s p h a t e - b u ff e r ; P B S
, p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e ; P M S F ,

p h e n yl m eth yl s ul fo n yl fl u o ri d e ; R y R
,

r y a n O di n e r e c e p t o r



4 6 6

( p h e n yl m e th yl s u lf o n yl fl u o rid e
,

P M S F) ( Si g m a
,
S t L o u i s

,

U S A ) ,
1 カリ ク レ イ ン 阻害単位 ( K a11ik r e i n I n h i b it o r U n it

,

K I U ) / FL l ア ブ ロ チ ニ ン ( B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,
M a n n h ei m

,

G e r m a n y) ,
0 .1 FL g/ m l ペ プ ス タチ ン A (Si g m a)) に い れ ,

ワ

ー

リ ン グブ レ ン ダ
ー ( W ar i n g p r o d u ct

,
U S A) に て均 質化 した .

3 0
,
0 0 0 × g ,

3 0 分 遠沈 し た後, 沈液を取り 出 し
, 再度3 倍量 の

均 質 化績 衝 液Ⅰ に い れ
,

ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ
ー

( W a ri n g

p r o d 11 C t) に て均質化 した . 3 0
,
0 0 0 × g ,

3 0 分 速沈 した後 沈泣を

取りだ し
,
1 倍量の 均 質化媛衝液 Il (0 .0 1 M P B S

, p H 7 .4
,
2 % ト

ラ イ トン Ⅹ-1 0 0 (T rit o n X - 1 0 0) (S ig m a) ,
5 0 m M N a C l

,
1 m M

P M S F
,
1 KI U / m l ア ブ ロ チ ニ ン

,
0 .1 FL g/ m l ペ ブス タチ ン A) の

申 に い れ
一 晩撹拝 を行 い

,
翌 日10 5

,
0 0 0 × g , 6 0 分 遠沈を行 っ

た . 上清を取り出 し ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に通 した後, 分注 し液体

窒素 にて 凍結 した
19) 2 0)

. 注出 し たA Cb R は使用す るま で
-

7 0 ℃

以下 に保存した . 取 り出 したA C h R は2 .8 n M で あ っ た .

Ⅱ . 坑A C h R 抗体測定

精製 した A C h R l m l に1 × 1 0~
7

m ol/1 ,
20 -2 4 FL C i/1 の 濃度 に

調整 した
125

Ⅰ-

α バ ン ガ ロ トキ シ ン (
125

Ⅰ-

α
-b u n g a r o to x i n

,

1 2 5

Ⅰ-

α
-

B T k) ( Am e r s h am
,
B u c ki n gh am Sh i r e

,
U K ) を17 0 FL l 加 え

,
室

温で1 時間
,

4 ℃で 一 晩静置 した . 1 検体あたり2 本 の 試験管を

用意 し
,

血 清5 /上 = こ対 し4 × 10~ 14
m ol に調 整 した

125
ト α

- B T x 標

識A C b R を加 え, 室温で 1 時間,
4 ℃ で

一

晩静置 した . 測定 限

界を超える もの に つ い て は血清を10 倍 ,
1 0 0 倍 ,

1 0 0 0 倍 希釈 し

測定 し た . 2 次抗 体 と して ヤ ギ抗 ヒ トI g G ( H + L) ( C a p p e l
,

D u r h a m
,
U S A ) を10 0 FL l (I g G 量 と して 1 .O m g) を加え

, 室温

に て 3 0 分 反 応 さ せ た 後,
2 0 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ

ー ル

( p ol y e th カe n e gl y c ol
,

P E G) ( 和光
,

大阪) 20 F l l を加え室温 に

て15 分反応 させ
,

さ ら に4 ℃
,
6 0 分反応 させ た . 形成 され た沈

殿物を2 回洗浄後
,

ガ ン マ
ー カ ウ ン タ ー ( ア ロ カ

,
東 京) にて

cp m を測定
■
した . 4 × 1 0. 14

m ol に調整 した
1 25
Ⅰ- a - B T 又 も同時 に

測定 し得 られ た c p m 値 よ り血清11 あ た りが 沈 降 しう る
125
Ⅰ- α -

B 取 標識 A Ch R 量を定量 し
, 抗 A C h R 抗体価 と した

19) 20 )

Ⅳ . 横 紋筋構成成分注出

ヒ ト骨格筋を小 片と し た後, 均 質化綬衝液Ⅲ (0 .0 1 M リ ン 酸

横衝液 (ph o s p h at e b u ff e r
,

P B )
,
0 .0 1 m M P M S F (Si g m a)) に

い れ
,

ワ
ー

リ ン グブ レ ン ダ
ー ( W a ri n g p r o d u ct) に て 均質化 し

た . 3 0 分室温 に放 置 し た後4
,
5 0 0 × g ,

1 5 分遠沈 し沈薩 を取り

だ した . 沈直 に均 質化緩衝液 Ⅳ ( 0 .6 M E Cl
, p H 7 .5) を加 え均

質化 し
,

6 0 分放置 した 後再度12
,
0 0 0 × g ,

1 5 分遠沈 した . 上清

を取り だ し
,

8
,
00 0 M W カ ッ トオ フ の 透析 膜 (S P E C T R U M

,
L o s

An g el e s
,
U S A) の 中 にい れ

, 均質化緩衝液 Ⅲの 中で
一

晩透析 を

行 っ た . 透析を行 っ た 上清は 液体窒素 に て凍結 し
, 使用す る ま

で -

7 0 ℃以 下に保存 した
2〉 6)

.

Ⅴ . 抗横紋筋抗体測定

抗原を蛋白濃度0
.
6 m g/ m l にな る よう に0 .0 1 M P B p H 7 .5 に て

調整 し
,
9 6 穴E L IS A プ レ ー ト ( N u n c

,
R e s ki dl e

,
D e n m a r k) に

1 0 0 /ノ 1 づ つ 分 注 し た . 4 ℃
一

晩静 置 し
,

1 0 % 正 常 ヤ ギ 血 清

(Gib c o B R L
,
N e w Y o Iも U S A) を含む カ ル シ ウ ム ー マ グ ネシ ウ

ム 不 含リ ン 酸 援衝 液 食塩水 [ P B S -

C al ci u m m a g n e si u m f r e e

(C M F )] ツ イ ー ン2 0 に て ブ ロ ッ ク した 後, 洗浄緩衝 液 ( 2 %

正常 ヤ ギ血 清を 含むP B S - C M F ツ イ ー ン 2 0) に て洗浄
,

6 0 倍 か

ら768 0 倍 に希釈 した血清 を分注 し
,
3 7 ℃

,
1 2 0 分 で静覆 した 後

4 ℃ 一 晩さ ら に 静置 した ･ 洗浄後
,

ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ∵ゼ 結

合抗 ヒ トI g G ( C a p p el) を加え37 ℃
,
6 0 分静覆 し

,
基質 とし て

p ニ トロ フ ユ ニ ル リ ン 駿ニ ナ トl) ウ ム (Si g m a) を い れ 反応さ

せ た の ち波長405 n m にて 吸光度を測定 した . 同
一

プ レ
ー

ト上 に

て 測定 した標 準 コ ン ト ロ ー ル 血 清3 検体 の 平均 +2 .5 S D 以 上 を示

した倍率を も っ て抗横 紋筋抗体価 と した . 7 6 8 0 倍 を超 えたもの

は 血 清 を更 に希釈 し最終抗体価 を求め た . 検体 は2 回以上 測定

し
, 個 々 の 検体 の 再現性を確認 した

2) 7)
.

Ⅶ . 】恥R (筋/J＼胞体) 成分精製

ウ サ ギ 骨 格 筋 を 取 り だ し
, 小 片 に し た 後均 質 化 繚衝 液 Ⅴ

(5 m M イ ミ ダゾ
ー ル 塩酸 (i m id a z ol e

- H Cl) ( 和光) ,
0 .3 M 庶糖

(s u c r o s e) ( 和光) ,
0 .3 m M P M S F ( Si g m a) ,

1 K I U / m l ア ブ ロ

チ ニ ン ( B o e h ri n g e r M a n n h e i m ) ,
0 .1 m g / m l ペ プス タ チ ン A

(S i g m a) , 0 .5 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸 ( E D T A) (Si g m a)
,

p H 7 .4) に い れ
,

ワ ー

リ ン グ ブ レ ン ダ ー ( W a ri n g p r o d u ct) に

て 均質化 した . 7
,
7 0 0 × g に て2 0 分遠沈 した 後沈 渡を再度均質

化 し同様 に 遠沈 した . 上 清 をチ ー ズ 漉 し布 ( c h e e s e cl o s e) に

通 した 後,
1 1 0

,
0 0 0 × g に て12 0 分速沈 し た . 沈渡を取り だ し均

質化 緩衝 液 Ⅴ に 溶 か し た 後, 庶糖 に て 2 7 %
,

3 2 %
,

3 8 %
,

4 5 % の 濃度勾 配を作成 した 遠心 管に 入 れ
,
7 0

,
0 0 0 × g に て16 時

間遠心 し た . 分 画 され た フ ラ ク シ ョ ン を5 m M イ ミ ダ ゾ
ー

ル 塩

酸緩衝液 ( p H 7 .4) にて 2 倍量 に し
,

1 2 5
,
0 0 0 × g にて 12 0 分速

沈 し た
. 沈達を均 質化緩衝液Ⅴ に て 溶解 した 後

,
液体窒 素に て

凍結 し
- 70 ℃ 以下 に保存 し た

8) 21) ぺ 3)

Ⅶ . イ ム ノ ブロ ッ ト

抗原 と して 横紋 筋構成成分,
ま た は R y R ( 筋小胞体) 成分を

使用 し
,

7 .5 % ま た は 4 -2 0 % S D S - P A G E に て 電 気 泳動 し た の

ち
24)

,
ポ リ 弗 化 ビ ニ リ デ ン (p ol y vi n yl d e n e d ifl u o rid e

,
P V D F )

膜 ( ア ト
ー

, 東京) に 転写 し た
25)

. 各レ
ー

ンを短冊状 に 切断 し
,

3 % ウ シ ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m al b u m i n
,

B S A) (Si g m a)

に て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . M G 患者 血清
,

マ ウス 抗 R y R モ ノ

ク ロ ー

ナ ル 抗 体 ( 束京 都精神 神経研 究所 竹 島活博 士 より供

与) , ラ ッ ト抗 R y R ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( 東京 都精神神経研究

所 竹 島浩博士 よ り供与) ,
マ ウ ス 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗体 (Si g m a) ,
マ ウ ス 抗 ナ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (Si g m a)

を4 ℃ 一

晩反 応 させ た . R y R は こ れ まで に3 タ イ プ の 受容体 が

報 告さ れ て い る が
26) 2 7 )

,
こ こ で 使用 し た モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体,

ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体は ウサ ギ 骨格筋 タ イ プ ( R y R l) に 対する

もの で ある . そ れ ぞ れ の 一 次抗体 に対す る 二次抗 体 ビ オナ ン標

識 ヤ ギ 抗 ヒ トI g G ( C a p p el)
,

ビ オ ナ ン 標識 ヤ ギ 抗 マ ウ スI g G

( C a p p el)
,

ピ オナ ン標 識ヤ ギ抗 ラ ッ トIg G ( C a p p el) を反応さ

せ
,

ア ピ ジ ン ー H R P ( B I O - M
,

栄京) を反応 させ た . 最後

に ジア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ( di a m i n o b e n zidi n e ,
D A B ) (S i g m a) に

過酸化水素 を加 えふ10 分 間発色さ せ た
8)

.

Ⅶ . 間接免疫蛍光 法に よ る抗体価測 定

C H O (C hi n e s e h am St e r d v a r y) 細胞 に R y R c D N A を組 み込み ,

R y R を発現 させ た細胞 C l1 4 8 細胞 (束京都精神神 経研究所 竹

島浩博士 よ り僕与) を使用 し
,

間接 免疫 蛍光法 にて 抗 恥 R 抗体

価 を測定 した . C l 1 4 8 に発現 さ れ た 恥R は 抗原性
,
分子サ イ ズ

,

リ アノ ジ ン との 結合性
,

カ ル シ ウ ム 放出チ ャ ネ ル と して の 機能

は 骨格筋 に発 現 して い る R y R と 同様 で あ る こ と は確認 され てい

る
28) 2 9)

. c l 1 4 8 細胞 を5 % 牛 胎児血 清 ( Gib c o) を含 ん だ最小基

礎 培 地 ア ル フ ァ 培 地 ( M i n i m u m E s s e n ti al M e d i u m A I p h a

M e di u m
,

M E M ) 培地 ( Gib c o) を用 い て37 ℃
,

5 % C O 2 イ ン

キ ュ ベ ー

タ
ー

内に て2 日 間ス ライ ドガ ラ ス 上 で培 養 した 後,
ア

セ ト ン にて 固定 した . M G 患者血清 ,
FI T C 標 識ヤ ギ 抗ヒ トIg G
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(E J Y L a b o r a to ri e s
,
S an M at e o

,
U S A) を 反応 さ せ た後 , 蛍光顕

微鏡 ( オ リ ン パ ス
, 東京) に て検鏡 し た . 抗 R y R 抗体価 は 40

倍希釈以 上 の 希釈率にて 陽性で あ っ たも の 陽性 と し最大陽性希

釈率 をその 抗 体価 と した .

成 績

Ⅰ . 抗A C h R 抗体

二 抗体免疫沈 降法 に て測 定 され た 抗A C b R 抗体 は
,

正 常健康

人の 平均 +2 .5 S D が0 .1 7 FL M で あっ た . M G 患 者で は 仝例陽性

であ っ た が , 疾 患 コ ン ト ロ
ー ル で は 全例 陰性 で あ っ た ( 表1) .

重症度と抗体価 と の 間に相 関は認め られ な か っ た .

Ⅰ . 抗横紋 筋抗体

正常健康人
, 疾患 コ ン ト ロ ー ル 全例で 抗横紋筋抗体 は陰性で

あっ た . M G 患者で は40 例 中23 例 (57 .5 % ) で 陽性で あ っ た .

胸腺膿を伴 っ た M G 患者で は18 例中18 例 (10 0 % ) で 陽性 と な

り, 胸腺腫を伴 わ な い M G 患者22 例 中5 例 (22 .7 % ) で 陽性 で

あ っ た ( 表1) . 横紋 筋成分 を使 用 し た イ ム ノ ブ ロ ッ トで は
!

抗横紋筋抗体陽性 M G 患者血清 は20 0 -4 0 0 k D の 広 い 範囲の 蛋白

と反応 を示 した . こ れ らの蛋白 は コ ン トロ ー ル 血清や 抗償紋筋

抗体陰性 M G 患者血清と は 反応 しなか っ た ( 図1) . また
,

この

位置の 蛋白は 抗 ミオ シ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体, 抗ナ チ ン モ ノ ク

ロ ー

ナ ル 抗体と は反応せ ず
, 抗R y R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体
,
抗

R y R ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体が反 応す る バ ン ドと 同位置 に あ っ た

( 図2) .

Ⅱ . 抗 R y R 抗体

R y R (筋小胞体) 成 分を抗原 と したイ ム ノ ブ ロ ッ トに よ る検

出で は
,

M G 患者の うち18 名 (45 % ) に て約400 k d の 蛋白と反

応す るI g G 抗 体 が確認 さ れ た ( 表1) (図3) . こ の 費白 は抗

Ry R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体,
抗R y R ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体と 反応 し

た が
,

抗 ミオ シ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体,
抗チ テ ン モ ノ ク ロ ー ナ
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Fi g . 1 . I m m u n o b l o t s a n al y si s of m y ofib ri all y p r o t e i n s w ith

m y a s th e n i a g r a v i s ( M G ) s e r a . l a n e s l - 4
,

S e r a f r o m M G

p a ti e n ts
,

C a S e n O .2
,
3

,
5

,
1 1

,
W ith a n ti - S tri a ti o n al a n tib o di e s;

1 a n e 5
,

S e r a 色
･

O m n O r m al c o n t r o l
,
1 a n e s 6 -7

, S e r a f r o m M G

p a ti e n ts
,
C a S e n O . 3 5

,
3 7

,
wi th o u t a n ti -

S tri a ti o n al a n tib o d i e s .

Fi g ･ 2 ･ I m m u n o b l o t s a n al y si s o f m y o fib ri all y p r o t ei n s w ith

m o u s e a n ti -

r y a n O di n e r e c e p t o r (R y R) m o n o cl o n al a n tib o d y ,
r a t

a n ti - R y R p ol y cl o n al a n tib o d y a n d s e r u m f r o m m y a sth e ni a

g r a v i s ( M G ) p a ti e n t w ith a n ti -

S t ri a ti o n al a n tib o d i e s . S t
,

S t a n d a rd ; 1 a n e l
,

m O u S e a n ti - R y R m o n o cl o n al a n tib o d y; 1 a n e 2
,

r a t a n ti - R y R p o ly c l o n al a n tib o d y; 1 a n e 3
,

S e r u m f r o m M G

P ati e n t , C a S e n O . 2
,
wi th a n ti-

St ri a ti o n al a n tib o di e s .

ル 抗体と は 反応 せ ず,
R y R と 同定 した . 胸腺腫 を伴 っ た M G 患

者で は18 名の うち15 名 (83 .3 % ) に て 抗R y R 抗 体が 陽性 であ

っ た . 抗横紋 筋抗体 が 陽性 で あ っ た M G 患者 で は2 3 名中18 名

( 78 .2 % ) に て 抗 R y R 抗体 が 陽性 と な っ た . 1 7 名 の 抗横紋筋抗

体陰性 の 重症 筋無力症患者血 清,
コ ン トロ ー ル 血 清は こ の 蛋白

と 反応 は し な か っ た (表1) .

Ⅳ . C l 1 4 8 細胞 の 間接 免疫蛍光 法

イ ム ノ ブ ロ ッ ト にて R y R と反応 した 血 清は 全例C l1 4 8 細胞 に

対す るI g G 抗 体を有 して い た .
こ の 細胞 は抗R y R モ ノ ク ロ ー

ナ

ル 抗体 , 抗 R y R ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体 と反応 した . しか し
,

この

細胞 は イ ム ノ ブ ロ ッ ト にて R y R と反応 し な か っ た血 清や コ ン ト

ロ
ー

ル 血 清, 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体
,
抗 チ チ ン モ ノ ク

ロ ー

ナ ル 抗体 , 抗A C b R モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と は反応 し なか っ

た ( 図4) . こ の 細 胞を用 い て 測定 し た抗 R y R 抗 体価 は表 に示

した (表1) .

Ⅴ . 抗R y R 抗体価 と 抗 A C b R 抗 体価 , 抗横 紋筋抗 体価 との

相関に つ い て

抗 R y R 抗 体価 と抗 横紋筋抗 体価 は
,

両抗体 が 陽性 の 1 8 例 に

つ い て 検討 し た と こ ろ 有意 な 相関を示
■
した ( r = 0 .6 5

, p < 0 .0 0 5)

( 図5) . 抗R y R 抗体と抗A C h R 抗体 は
,

両抗体が 陽性 の 18 例に

て 検討 した と こ ろ
,

や は り有 意な 相 関が 認 め られ た ( r
= 0 月8

,

p < 0 .0 0 5) ( 図6) .

Fi g . 3 . I m m u n o bl ot s a n al y si s of r y a n o d i n e r e c e pt o r (R yR) wi th

m o u s e a n ti - R y R m o n o cl o n al a n tib o d y ,
r at an ti - R Y R p ol y cl o n al

a n tib o d y a n d s e r a 血
･

O m m y a S th e n i a g r a vi s (M G ) p ati e n t s .1 a n e

l
,

a n ti - R y R p ol y cl o n al a n tib o d y; 1 a n e 2
,

a n ti - R y R m o n o cl o n al

a n tib o d y; 1 an e S 3 -5
,

S e r a 血
･

O m M G p ati e n t s
,
C a S e n O . 5

,
1 4

,
16 ,

wi th th y m o m a; 1 a n e 6
,

S e r u m fr o m M G
,

C a S e n O . 3 5
,
wi th o ut

th y m o m a; 1 an e 7
,
S e r u m かo m n o r m al c o n tr ol .
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F ig . 4 . I n d ir e ct e d i m m u n o fl u o r e s c e n c e s tu d y o f th e C l 14 8 c ell s . (刃 S e ru m fr o r n m y a sth e ni a g r a vi s (M G ) p ati e n t
,

C a S e n O .2
,

W ith a n ti -

r y a n o d in e r e c e p t o r (R y R) a n tib o d y . (B ) S e ru m 血
･

O m C O n tr Ol . (C) M o n o cl o n al an tib o d y a g ai n st th e s k el e t al m u s cl e R y R . ( D) M o n o cl o n al

a n tib o d y a g ai n s t th e a c e tyl c h oli n e r e c e p to r . S c al e b a r s
,
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考 察

こ れまで M G で 認 め ら れ る抗横紋筋抗体が 認識す る抗原 と し

て ミ オ シ ンや チ チ ン が提 唱さ れて き た
-) 5) 7)

. しか し
, 本研究 の

横 紋筋成分 を使 用 して 得 られ た イ ム ノ ブ ロ ッ トで は
,

抗横紋筋

抗 体陽性 の M G 患者血清 は ミ オ シ ン や チ チ ン と異なる 蛋白と反

応 し
, 抗 R y R 抗 体 にて 染色され る 蛋白と 同じ電気泳動位 置 にあ

っ た . この 蛋白を同定す る ため に
,

R y R を豊富に 含む 筋小胞体

分画の 蛋白を使 用 しイ ム ノ ブロ ッ トを行 っ た と ころ
, 抗横紋筋

抗体陽性 M G 患者2 3 名の うち1 8 名 に て
, 約40 0 k d の 黄白と 反

応する抗体 が認 め られ た . こ の茸日は抗 町 R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗

体
,

抗R y R ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体 と反応す る蛋白と 同様 の 泳動位

置 にあり
,

R y R と 同定 した . 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体
,

抗 チ テ ン モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体は こ の 40 0k d の 蛋白 と は全く 反応

を示 さな か っ た . さ ら に
, 抗 R y R 抗体 を有 した M G 患者血 清

は 全例,
R y R c D N A を組 み込み 本受容体を発現させ た Cl1 4 綱田

胞 と 反応 し
,

こ の 間凍 蛍光免疫染色法か ら得 られ た抗 R y R 抗 体

価 は抗横紋筋抗 体価 と有意な相 関を示 した . 従 っ て
,

R y R は抗

横紋筋抗体 の 主抗原 の 一

つ で あると考えら れ た .

胸腺鷹合併重症筋無力症 で は
,
抗 チ テ ン抗体 の 存在 が報告 さ

れ て きた
1) 7)

. しか し
,

M a Ⅸ ら は チ チ ン は正 常胸腺上 に は発 現

して い るが
, 胸腺腫 で は発現 してい な い こと を報告して い る

30)

.

今 回の 検討 で は
! 抗 R y R 抗体陽性18 例 のうち15 例 は胸 腺贋 を

合併 してお り
, 胸腺腫 と抗R y R 抗体 との 関連性が 強く考 えら れ

た .
この こ と は M y gl a n d ら に よ っ て も報告され て お り

3】 4) 3一)
,

さ ら に Ry R の 膜貫通部位 の ペ プチ ドを抗原 と して 作成 した モ ノ

ク ロ ー

ナ ル 抗体 に よ る検討で
,

胸腺腫上皮細胞が 染色 さ れ た と

す る報告もある
31】

.

本研究昼抗 Ry R 抗 体価は 抗A Cb R 抗体価と も相関す る こ と を

示 したが
, 抗R y R 抗 体は A Ch R の 一 部を認識して い る可能性 も

否定で きない
. 事実, 恥 R の M 2 - M 3 領域 ( ア ミノ 酸残基462 8 -

4 8 6 1) は A C h R の M 2 - M 3 領域 ( ア ミ ノ酸残基231 -3 0 1) と類似

し て い る ことが才旨摘 さ れ て い る
29)

. また 抗R y R 抗 体は 胸腺膿 と

の 関連性が 高い こ と を示 した . 胸腺腫 が発生 した 際 に腫場化 し

た 胸腺上皮細胞 内に お い て 町R 蛋白が発現 され抗原 と して提示

され るとと も に
,

リ ン パ 球を活性化 させ る免疫学的 メ カ ニ ズ ム

が働 き抗 勒R 抗体産生が 誘導さ れ た可 能性が あ る
一

方 , 同様 の

メ カ ニ ズ ム が 抗A C h R 抗体産生 に関る 免疫系を刺 激 して い る可

能性 も考えら れ る .

骨格筋に お ける 興奮収縮連 関は
, 神経筋伝達後の 筋細胞膜 の

興奮が , T 管 にお け る D ⅢP R 型カ ル シ ウム チ ャ ネル を 介し 恥R

に伝 わ り, 筋小胞体 に 蓄えられ た カ ル シ ウ ムイ オ ン が ,
カ ル シ

ウ ム 遊離チ ャ ネル と も別称 され るR y R より放出 され る こ と に よ

りそ の 機能 が 開始す る
13 ト 16)

. M G の 骨格筋 の
一

部で は で は こ

の 興 奮収縮連 関が障 害さ れて い る こ とが 報告され て い る
9 ト 12)

さ ら に
, 抗 恥R 抗 体を持っ た M G 患者血清 は

,
培養筋細胞 の 小

胞体 か ら の カ ル シウ ムイ オ ン放 出を抑制す る こ とも我々 は確認

して い る
32)

.

M G で は 筋力 が急激 に低 下 し
, 呼吸 困難, 礁下困難

,
な どを

呈 す る ク リ
ー ゼ と言 わ れ る 臨床症 状 が 起 こ る こ と が あ る が

,

抗 R y R 抗体を持 っ て い る M G 患者で は この ク リ
ー

ゼ に傾く傾 向

が ある
ヰ) 33)

. 我 々 は以 前
,

胸腺 腫を伴い 抗横 紋筋抗体 が 陽性 の

3 例 に ク リ
ー ゼ を認 め ,

こ の 抗横紋 筋抗 体価 は抗 A C b R 抗体価

とと もに クリ
ー ゼ 時 に更 に上昇 し

,
また 臨床症状 と関連 して い

た こ と を報告 した
34'

. この こ と は ク リ
ー

ゼ の 際に は 両抗体価を

上 昇 させ る 免疫学 的な異常 が 背景 にあ る こ とを伺わ せ る . 本研

究で 抗横紋筋抗体 の主抗体 が抗 R y R 抗体 で あ る こ とを示 した こ

と より
,

ク リ
ー ゼ 時 に は抗 A C b R 抗体 に よ る神経 筋伝達障害に

抗 取 R 抗体 に よ る興奮収縮 連関障害が 加重し
, 臨床 的悪化をも

た ら して い る 可能性が 示唆 され る
4) 8) 9) 1 0 ) 盟)

R y R は細胞 内に 存在する 蛋白 で あり
,
細胞外 の 抗体が い か に

して R y R と 反応す る の か が 疑問と して残 る
. しか し

,
細胞外の

Ⅰ塵G が 運動神経紳 胞内 に取 り込まれ
, 細胞 内蛋白 と反応す るこ

とを示 した 報告 が あり
35) 3 6 )

, 抗R y R 抗体 も同様 の メ カ ニ ズ ム が

働 い て い る可 能性 は 否定で きない
.

結 論

M G 患者40 例 につ い て
,

二 抗 体免疫沈降法 に て抗 A C h R 抗体

測定,
E u S A 法 に て 抗横紋筋抗体測 定

,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法お よ

び R y R c D N A を組 み込 み R y R 蛋白を発現 させ た細胞を用 い る間

接 蛍光免疫染 色法 に て抗 R y R 抗 体測 定を行い
, 以下 の 結論を得

た .

1 . M G 患者で は胸腺鹿 を伴 っ た患者の 100 % で 抗横紋筋抗体

が 認め ら れ その 83 .3 % で 抗 R y R 抗体 が 陽性で あ っ た . 抗 恥R 抗

体と胸腺腫 と の 関連性が高く
,
胸腺腰 内で抗 R y R 抗体産生の免

疫 学的メ カ ニ ズ ム が働 い て い る こ とが 示唆され た .

2 . 抗 横紋 筋抗 体価 と抗 R y R 抗体価 は有 意な相 関を示 し
, 抗

横紋筋抗体 の 主抗 原は R y R で あ る こと が 示唆 され た .

3 . 抗 A C b R 抗 体価 と 抗 R y R 抗体価 は 両抗体 陽性 の 症例 で 有

意な相 関を示 し
, 両抗体産 生に お い て 同様な免疫学的 メ カ ニ ズ

ム が働 い て い る こ と が 示唆 され た .

4 . M G に お け る抗 R y R 抗 体が 興 奮収 縮連 関を障害 する こ と

に より
,

本来神経筋伝達障 害の 疾患で あ る M G の 病態を複雑化

して い る可能性 が 考え られ た .
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