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緒　　言

　急性の運動麻痺優位の末梢神経障害であるギラン・バ

レー症候群（Guillain－Barr6　syndrome；GBS）では，多くの

場合消化器感染や呼吸器感染が先行する．これらの感染

によって免疫システムに対する何らかの刺激が，神経組

織に対する自己免疫機序を引き起こし，末梢神経の障害

をきたすものと考えられている．細胞性免疫および液性

免疫の両方の関与が考えられるが，血漿交換療法の有効

性は，末梢神経の構成成分に対する自己抗体を含む液性

免疫の重要な役割を示唆している．

　GBSの急性期血清中の末梢神経に対する自己抗体に

ついては，現在まで多くの検討がなされてきたが，特に

細胞膜表面抗原である糖脂質に対する抗体価の上昇は，

自己免疫性末梢神経障害に特徴的な所見であり，GBSにお

ける抗体陽性率も高いことから最近注目されている1例

糖脂質のなかでもシアル酸を糖鎖に含むものであるガン

グリオシドは，神経系に多く分布しており，GBS血中抗

体の抗原となることが多い3’4）．特に，シアル酸を4個含

むガングリオシドであるGQlbに対するIgG抗体は，眼
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筋麻痺・失調・腱反射消失を三徴とするGBSの亜型で

あるフィッシャー症候群に特異的に，しかも90％以上の

陽性率で認められ，有用な診断マーカーとして用いられ

ている5・6・7）．またGQIbは眼球運動を支配する脳神経

である動眼神経・滑車神経・外転神経の刺激伝達にとっ

てきわめて重要な部位である傍絞輪部ミエリンに局在し

ていることから，眼筋麻痺の発症に直接関わっているこ

とも推察されている6・7）．この抗GQIb　IgG抗体につい

ての結果は，自己免疫性ニューロパチーにおける抗糖脂

質抗体を含む自己抗体検討の重要性の一例を示すもので

ある．

　これまで，われわれは11種類の糖脂質（GM　1，　GM2，

GM3，　GDla，　GDlb，　GD3，　GalNAc－GDIa，　GTlb，　GQlb，

galactocerebroside，　GA　1）を抗原としてGBS血中抗体を

スクリーニングしてきた．その結果，約60－70％の急性期

GBS患者血中に何らかの抗糖脂質抗体の上昇が認めら

れている，一方，残りの症例においても未だ同定されて

いない何らかの抗原に対する抗体が上昇している可能性

が考えられた．

　そこで，今回われわれは末梢神経に対する免疫組織化

学的検討をおこなって血中抗体の検出を試みることにし

た．しかしながら，ヒトの抗体でヒトの神経組織を染色

することは，非特異的反応が強く評価が難しいため，ウ

サギ末梢神経を用いて行った．さらに，何らかの抗糖脂
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質抗体の上昇がみられた症例では，免疫組織染色の染色

性と血中抗糖脂質抗体との関連にっいて検討を行った．

　　　　　　　　　　　方　法

1）免疫組織染色

　ウサギ後根神経節を液体窒素で急速凍結し，Cryostat

を用いて10μmの切片を作成，風乾後アセトンで5分

間固定し，再び風乾する．その後，10％ヤギ血清（goat

serum，　GS）を含むphosphate－buffered　saline（PBS）で30

分間処理して非特異的結合をブロックした．PBSで洗浄

後，10％GS　in　PBSで100倍稀釈した患者血清と4℃で一

晩反応させた．その後，0，01M　PBSで5分間の洗浄を3

回繰り返し，二次抗体として10％GS　in　PBSで500倍稀

釈したペルオキシダーゼ標識抗ヒトIgG抗体およびペ

ルオキシダーゼ標識抗ヒトIgM抗体と室温で2時間反

応させた．その後0．01M　PBSによる5分間の洗浄を繰

り返し3回行い，3，3’－diaminobenzidine　tetrahydrochloride

（DAB）を0．5mg／m1含むPBSに0．Ol％となるようにH、0、

を添加した溶液で発色させた．対照として，25例の正常

人血清を同様に反応を行った．

　さらに，陽性反応のみられた患者血中抗体の標的抗原

については，それが糖蛋白質成分か糖脂質成分かの推定

をおこなうため，ウサギ後根神経節組織の凍結切片をア

セトンで固定後，メタノールに5分間あるいはクロロフォ

ルム：メタノール（C：M）1：1溶液に2分間浸し，その後

上記と同様の方法で反応させた．またウサギ後根神経節

切片をlo％Gs　in　PBsで10倍稀釈した抗GDIbモノク

ローナル抗体（GGR12）および200倍稀釈した抗SGPG

IgM蛋白を含む患者血清と反応させ，それぞれ500倍稀

釈したペルオキシダーゼ標識抗マウス免疫グロブリン抗

体およびペルオキシダーゼ標識抗ヒトIgM抗体を二次

抗体として用いて，組織染色を行った。

　一部の患者血清にっいては，ウサギ脊髄との反応性に

っいても検討を行った．

2）Enzyme－linked　immunosorbent　assay（ELISA）による

　　抗糖脂質抗体測定

　既報告の方法に基づき，患者血中の抗糖脂質抗体の測

定を行った3’4）．

　GM1，　GM2，　GM3，　GDla，　GDlb，　GD3，　GalNAc－GDla，

GT　lb，　GQ　Ib，　GA　1，　galactocerebrosideの11種の糖脂質抗

原を用いた．すなわち，96wellのpolystyrene　microtiter

plate（Linbro）の各wellに糖脂質抗原をそれぞれ200ng

常法に従って装着ざせた．その後，1％bovine　serum　al－

bumin（BSA）in　PBSを各weUに50μ1ずつ入れて30分

間反応させることによって，非特異的結合部位をブロッ

クした．その後反応溶液を除去してPBSで洗浄し，1％

BSA　in　PBSで40倍に稀釈した患者血清を一次抗体と

して各wellに50μ1ずつ添加して，15時間反応させた．

反応後，0．1％BSA　in　PBSにより3回繰り返して洗浄

し，次に1％BsA　in　PBsで500倍に稀釈したペルオキ

シダーゼ標識抗ヒトIgG抗体あるいは200倍に稀釈し

たペルオキシダーゼ標識抗ヒトIgM抗体を二次抗体と

して，各we11に50μ1ずつのせ，1．5時間反応させる．そ

してo，1％BSA　in　PBSにより3回繰り返して洗浄し，

40mg／mlのo－phenylenediamine　dihydrochloride（OPD）in

phosphate－citrate　buffer（O．Ol％H，O，を含む）を基質とし

て発色させ，2分後に8Nの硫酸を加えて反応を停止さ

せた．ELISA　Plateリーダーで492　nmの吸光度で測定

し，対照wellの吸光度の値を差し引き，その値が0．1を

越えたものを陽性と判定した．

　なお一部の血清については，SGPGとの反応性も検討

を行った．

結果

　GBS急性期の75例の患者血清を用いて，ウサギ後根

神経節を免疫組織染色を行った結果，多くの例で軸索や

シュワン細胞がさまざまな程度に染色された．しかし，

正常ヒト血清の場合でも，これらの組織に反応が認あら

れる場合があったため非特異的反応の可能性も考えられ

意義づけが困難であった．一方5例のGBS患者血清IgG

では，ミエリンに強い染色が認あられた（図1）．

この反応性は正常ヒト血清では認められなかった。また，

この5例の血清IgGでウサギ脊髄を免疫染色を行った

結果，脊髄内に有意の染色は認められなかった．

　陽性反応の認あられた患者血清にっいて，メタノール

またはC：Ml：1で前処理した組織について，同様に反応

させたところ，この反応性は保持されていた（図2）．

　75例のGBS血清中で，47例に何らかの糖脂質に対す

る抗体が認あられた．上記のミエリンを免疫染色する抗

体を有する5例のうち3例は，抗糖脂質抗体はいずれも

陰性であった．残る2例では，1例に抗GMI　IgM抗体

と抗GAI　IgM抗体が，もう1例では抗GM21gM抗体

と抗GalNAc－GD　l　a　IgM抗体が認あられたが，　IgG抗体
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図1　GBS患者血清IgGによるウサギ後根神経節の免
　　　疫組織染色
　　　（a）ミエリンの染色がみられる　Bar＝0．2mm

　　　（b）ヘマトキシリンで対比染色後　BaFO」mm
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図2　メタノール処理後のウサギ後根神経節の

　　　GBS患者血清IgGによる免疫染色
　ミエリン部分の染色が保たれているBaFO．lmm

はいずれも陰性であった．またSGPGに対する抗体は，5

例のいずれにおいても陰性であった．抗GDlb抗体は14

例で陽性であったにもかかわらず，それらを用いた免疫

組織染色では，後根神経節神経細胞体の染色は認められ

なかった．

　マウスモノクローナル抗GDlb抗体（GGR12）を用いて，

ウサギ後根神経節を免疫組織染色した結果，従来の報告と

同様に後根神経節の神経細胞体の染色が認められた．（図3）
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マウスモノクローナル抗GDlb抗体（GGR12）によ
るウサギ後根神経節の免疫組織染色

神経細胞体の染色がみられる． Bar－O．1mm

一方ニューロパチー患者から得た抗SGPG抗体活性を

もつヒト血清IgMをウサギ後根神経節に反応させたが，

有意の染色は得られなかった

考　察

　GBS患者血清をウサギ後根神経節と反応させて，血中

抗体の組織結合性を検討した結果，75例中5例にウサギ

末梢神経ミエリンを染色するIgG抗体活性が認められ

た．脊髄内には有意の染色がみられないことから，この

反応は末梢神経のミエリンに特異的なものであると考え

た．これら5例の血清中には，今回検討したガングリオ

シドやSGPGを認識するIgG抗体の上昇はみられず，こ

の反応性は既知の抗ガングリオシド抗体や抗SGPG抗

体によるものではないことが確認された．メタノールあ

るいはC．M　1・1で処理した後の組織にも，上記ミエリン

の染色が保たれていたことと考え合わせると，この抗体

の標的となる抗原物質は糖脂質成分ではなく糖蛋白質成

分であると推定された

　既に報告されているように刷抗GDIbモノクローナ

ル抗体（GGRI2）によりウサギ後根神経節の神経細胞体が

強く染色されたが，GBS患者血清で抗GDIb抗体活性を

有するものでは，同様の染色が見られなかった．患者血

清から抗GDlb抗体を精製した後に反応させる，あるい

はさらに稀釈度を下げて抗体価の高い状態で反応させる

などの検討が将来必要であると考えられた．またヒト抗

GDlb抗体はマウスモノクローナル抗GDIb抗体（GGRI2）
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とfine　specificityが異なる可能性も考えられた．

　ヒト末梢神経のミエリンは，抗SGPG抗体で特異的に

染色されることが知られているが，ウサギ末梢神経では

この染色は認められなかった．SGPGを含めて糖脂質の

組織分布には種差が認められていることより，ウサギの

末梢神経ミエリンにはSGPGが少ないことが示唆され

た．

　今回GBS患者血清が反応することが示されたミエリ

ンの抗原を同定することによって，GBSの動物モデルの

作成や病態解明と治療法の開発にっながることが期待さ

れた．
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Abstract

　To　investigate　presence　of　antibody　against　peripheral　nerve　in　the　acute　phase　sera　of　Guillain－Barr6

syndrome（GBS），　immunohistochemical　study　was　performed　on　the　rabbit　dorsal　root　ganglia．　Serum　IgG

from　50ut　of　75　acute　phase　GBS　patients　specifically　immunostained　peripheral　nerve　myelin．　The　stain－

ing　was　not　abolished　by　the　prior　treatment　of　the　tissue　with　methano1，0r　chloroform：methano11：1，　in－

dicating　that　the　target　mo1ecule　is　not　lipid　but　protein　component．　Since　GBS　is　primarily　a

demyelinating　disease，　those　antibodies　specific　to　peripheral　nerve　myelin　may　be　involved　in　the　patho－

genesis　of　GBS．　Future　study　is　needed　to　identify　the　target　molecule，　which　may　be　useful　to　obtain　an

animal　model　of　GBS　and　may　be　a　clue　to　clarify　the　pathogenetic　mechanism　and　develop　an　effective

treatment．
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