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緒　　言

　末梢神経障害（ニューロパチー）は，病因，臨床経過，

障害部位（軸索障害か脱髄か），病理像等により様々に

分類されている，そのうち，上気道感染や消化器感染等

の先行感染に引き続き急性に発症し，運動障害優位の病

像を呈する多発性末梢神経障害をギランバレー症候群

（以下GBSと略す）という．このGBSの約半数は，消

化器感染を先行感染とすること，またその症状の重篤性

を考えると，その病態の解明は食品化学的見地からも非

常に重要であると考えられる．

　GBSは，自己免疫的機序による末梢神経系の炎症性

脱髄性疾患で，下肢から上行する運動麻痺を主症状とし

ている，人口10万人に対して1年間に1．6人の発生がみ

られ，神経内科領域では重要な疾患の1つである．初発

症状は両下肢遠位部の運動障害，異常感覚を呈すること

が多く，1～2週間のあいだに下肢全体から上肢，さら

に呼吸筋や咽頭筋麻痺まで進行することがある．しかし

ながら運動麻痺に比べて感覚障害は軽いものである．そ

の他，自律神経障害として高血圧，頻脈，発汗異常を伴

うこともある．検査所見として髄液の蛋白細胞解離（蛋

白量は増加するが細胞数は増加しない）を特徴としてい

る．GBSの診断は比較的容易であるが，病態機序は未

だ完全には解明されていない．

　GBSの治療としては，血漿交換療法が有効であるこ

とから（1，2），自己抗体を含む何らかの液性因子の

病態への関与が推定される．そこで血中の自己抗体の検

索がなされてきたが，近年，特に糖脂質に対する自己抗

体が頻度が高く検出されることが報告されている（3－

8）．

　糖脂質抗原はモノクローナル免疫グロブリン血症を伴

う末梢神経障害で，異常免疫グロブリンが結合する抗原

としても知られており（9），抗糖脂質抗体の解析は末

梢神経障害の病態解明の手がかりとして注目されている．

我々は，いままで細胞表面に存在していて，構造の明ら

かになっている比較的主要な糖脂質を抗原として検索し

て，GBSの約60％に陽性所見を見てきている．そこで，

本研究では，未同定の微量糖脂質抗原に対する抗体の検

出とその抗原の生化学的解析を行った．
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＊東京大学付属病院神経内科

実験方法

1．粗ガングリオシドの分画

　牛脳粗ガングリオシド（Sigma，　St．　Louis，　USA）50

㎎をクロロフォルム：メタノール1：1（C：M＝1：

1，v／v）5m4に溶解し，アセチル化したDEAE－

Sephadex　A－25カラム（約20mのにのせ，　SOmeのC：

M＝1：1と50meのメタノールでカラムを洗浄した．そ

の後，各SOmeの0．05M，0．1M，0．2M，0．4M酢酸アンモ

ニウムーメタノール溶液で，ガングリオシドを溶出した．

得られた各画分をロータリーエバボレーターを用いて溶

媒を留去したのち，蒸留水に再溶解して24時間蒸留水に

対して透析を行った．透析終了後，トルエンを添加して

ロータリーエバボレーターを用いて水を留去して乾固さ

せた．それぞれの画分を3　meのC：M＝1：1に溶解し，

シリカゲル薄層クロマトグラフィー（Merck社製，

HPTLC）でC：M：0．2％塩化カルシウム（50：45：

10，v／v／v，以後溶媒Aと略す）溶液を展開溶媒とし

て展開を行った．糖脂質の確認は，オルシノール発色法
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によって行った．

2．薄層クロマト（TLC）免疫染色

　糖脂質をプラスチックプレート（Machery　Nage1，

Duren，　Germany）にプロットして，展開溶媒として

溶媒Aを用いて分離を行った．展開後，充分乾燥させ，

ポリマー　（0．4％　Polyisobuty1－methacrylate　in

hexane）に1分間浸漬した後，30分間室温に放置する．

1％牛血清アルブミン（BSA）を含んだ0．1Mリン酸緩

衝液（PBS，緩衝液A）を薄層の展開面にのせ，30分

間室温で非特異的結合部位をブロックした．ブロッキン

グ終了後，リン酸緩衝液で洗って乾燥させた．そして，

緩衝液Aで40倍に希釈した患者血清をのせ，90分間反

応を行った．反応終了後，リン酸緩衝液で充分洗い，乾

燥させた．更に，緩衝液Aで希釈したペルオキシダー

ゼ標識抗ヒトIgM（Cappel，　USA，100倍希釈）また

はIgG（Cappel，　USA，200倍希釈）をのせて90分間

反応させた．反応終了後，リン酸緩衝液で充分に洗浄し，

ジアミノベンチジンで発色させた．

　HPTLCガラスプレートで展開したものについても，

上記と同様の方法によって免疫染色を行った．

3．シアリダーゼ処理した薄層クロマトの免疫染色

　糖脂質を前記と同様にプラスチックプレートを用いて

展開，分離を行った後，よく乾燥させ，ポリマーに1分

間浸漬し，30分間放置した．この後，Clostridium

perfringens由来のシアリダーゼ溶液（0．1単位／m4，酢

酸緩衝液pH5．0に溶解）を展開面にのせ，37℃，2時間

反応させ，反応終了後リン酸緩衝液で洗浄，乾燥して，

緩衝液Aで30分間ブロッキングを行った．ブロッキン

グ終了後，リン酸緩衝液で，充分洗浄，乾燥した後，緩

衝液Aで希釈した患者血清（1：40）をのせ90分間反

応を行った．反応終了後，リン酸緩衝液でよく洗い，乾

燥させて，緩衝液Aで希釈したペルオキシダーゼ標識

抗ヒトIgM（1：100）またはIgG（1：200）をのせ

て90分間反応させる．リン酸緩衝液でよく洗った後，ジ

ァミノベンチジンで発色させた．対照としてシアリダー

ゼを含まない酢酸緩衝液のみと反応させたものを用いた．

4．牛脳ガングリオシドのシアリダーゼ処理

　クロロフォルム：メタノール　1：1（C：M＝1：

1，v／v）溶液に溶解したガングリオシドは，窒素エバ

ボレーターで溶媒を除去し，Clostridiumperfringens

由来のシアリダーゼ溶液（0．1単位／m6，酢酸緩衝液pH

5．0に溶解）を添加して，溶解後，37℃，2時間反応さ

せた，反応終了後，蒸留水に対して透析を行って脱塩し

た，トルエンを添加して減圧・濃縮・乾固して，もとの

C：M＝1：1（v／v）溶液に溶解して用いた．

5，牛脳ガングリオシドの弱アルカリ処理

　ガングリオシド画分を，0．5N　NaOH・メタノール溶

液に溶解して，37℃，1時間反応させた．終了後，1M

酢酸・メタノール溶液で中和し，減圧・濃縮・乾固して，

蒸留水に溶解後，蒸留水に対して透析を行った．脱塩後，

トルエンを添加して減圧・濃縮・乾固して，もとのC：

M＝1：1（v／v）溶液に溶解して用いた．

6．微量糖脂質抗原の精製

　患者血清を用いて免疫染色によって検索された微量糖

脂質抗原（抗原X）が，ジシアロガングリオシド画分

（0．1M酢酸アンモニウムーメタノール溶出画分）に検出

されたので，構造解析を行うためにこれを精製した．

　牛脳粗ガングリオシド画分1SOmeを15m2のC：M＝1：

1（v／v）に溶解し，DEAE－Sephadex　A－25（60mの

カラムにのせ，0．05Mと0．45Mの酢酸アンモニウムを含

むメタノール溶液によって，濃度勾配を形成して吸着さ

れたガングリオシドを溶出した．溶出された溶液は，各

フラクションIOmeずつフラクションコレクターで分取し

た．

　分画された各フラクションをガラス薄層クロマトプレー

ト（Merck社，　HPTLC）にプロットして，溶媒Aを

展開溶媒として分離し，乾燥後，オルシノール法で発色

して各フラクションの確認を行った．同時にTLC免疫

染色にて，陽性血清のIgG抗体が認識するバンドを含

むフラクションを調整しそれを分画した（分画Y）．得

られた分画Yを前述の方法によってシアリターゼ処理

を行った後，蒸留水に対して透析を行って脱塩後，水を

除去して，3．5m2のC：M＝1：1溶液に溶解した．こ

の画分を再度DEAE－Sephadex　A－25カラム（20mの

にのせ，SOrneの0．05Mの酢酸アンモニウムを含むメタノー

ル溶液でモノシアロガングリオシド画分を除いて80meの

0．2M酢酸アンモニウムを含むメタノール溶液で溶出し，

メタノールをエバボレーターで除去して蒸留水に溶解し，

一晩透析を行った．その後トルエン添加して，ロータリー
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エバボレーターで濃縮・乾固し，3．5m4のC：M＝1：

1に溶解した．この試料溶液をHPTLCガラスプレー

トにプロットして，展開溶媒として溶媒Aを用いて展

開しオルシノール法で発色して確認を行った．確認後，

この試料溶液を窒素下で乾固させ，少量のクロロフォル

ムーメタノールー水（C：M：W＝55：45：2，v／v／

v）に溶解した．そして，試料溶液を同様の溶媒で平衡

化したイアトロビーズ（Iatron）カラムにのせ，　C：M：

W－55：45：2とC：M：W＝30：70：2による濃度勾

配をかけて溶出した．溶出液は，各フラクション10meづ

っ分取した．分取した画分は，HPTLCガラスプレー

トで前記と同様に展開し，オルシノール法で発色させた．

同時に陽性血清を用いたTLC免疫染色により目的の抗

原Xを含む画分を同定した．この画分をロータリーエ

バボレーターを用いて濃縮・乾固して3並のC：M＝1：

1に溶解した．この試料溶液をHPTLCガラスプレー

トで再び展開して，オルシノール法とレゾルシノール法

によって発色させた，更に，TLC免疫染色により，陽

性血清との反応も確認した．

7．精製した微量糖脂質の定量

　精製した抗原X溶液のシアル酸濃度をレゾルシノー

ル法によって以下の様に定量を行った．

　アシストチューブに標準シアル酸100，200，400，800

ngを含む溶液と精製した画分6μ1を採取し，凍結乾

燥を行った．その後，レゾルシノールー塩酸試薬40μ1

と蒸留水40μ1を加え100　で30分間加熱し，20μ1の酢

酸ブチルーブタノール（85：15，v／v）を加えて撹搾し，

2，000rpm，4分間遠心分離を行った．その上澄液を15

μ1を採取して，超ミクロセル（幅2mm，光路長10　mm）

を用いて580nmで吸光度を測定した．標準シアル酸溶

液の吸光度により作成した検量線を用いて試料溶液中の

シアル酸量を測定した．

8．精製した微量糖脂質の糖鎖構造の解析

　精製した抗原Xの糖鎖構造を解析するため，日本電

子㈱製　質量分析計HX－100によって分析を行った．

得られたマススペクトラムから糖鎖構造を推定した．

結　　果

1．牛脳粗ガングリオシドの分画

　分画した牛脳粗ガングリオシドのHPTLCパターン

を図1に示した．0．05M酢酸アンモニウム画分ではG

M1ガングリオシドが，　O．IMの画分ではGDlaガング

リオシドが，0．2Mの画分ではGDlaをはじめGDlb，

GTlb等が，0．4Mの画分ではGTlb以下のポリシアロ

ガングリオシドがそれぞれ主成分であることが判明した．

（図1）

2．薄層クロマト（TLC）による免疫染色

　分画した牛脳ガングリオシド画分をプラスチックTL

Cプレート上で患者血清を用いて免疫染色した結果を，

図2に示した．50例の急性期GBS血清の中で5例が，

0．1M（抗体価の強いものは0．2Mでも検出）酢酸アンモ

ニウムを含むメタノール溶媒で溶出される画分のTLC

上でGDlaの直下に位置するバンド（抗原X）と反応

するIgG抗体が検出された（図2）．正常対照（16例）

と疾患対照（136例）血清では，同抗体は全て陰性であっ

た．

3．酵素処理後の薄層クロマト（TLC）による免疫染色

　Clostridium　perfringens由来のシアリダーゼで処

理を行なったものと，対照として酢酸緩衝液中で同様の

処理を行った画分を免疫染色を行い反応性の比較を行っ

たところ，GDlaガングリオシドの直下に位置するバ

ンド（抗原X）の反応性には変化が無いことが明らか

になった（図3）．

4．牛脳ガングリオシドのシアリダーゼ処理

　牛脳ガングリオシドをClostridium　perfringens由

来のシアリダーゼで処理を行うと，牛脳に多量に存在す

るGDlaガングリオシドは端末のシアル酸が脱離して

GM1ガングリオシドに変化してTLC上で移動度が上

昇するが，抗原Xは標準のGDlaガングリオシドの直

下の位置に変化しないでそのまま存在し，患者血清との

反応性も変化しなかった。このことより抗原Xは，

Clostridium　perfringens由来のシアリダーゼには感

受性を持たないことが確認された．しかしながら，抗原

Xはレゾルシノール試薬との反応によって発色するこ

とから，シアル酸を含有した糖脂質（ガングリオシド）
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図1　牛脳ガングリオシドのDEAE－Sephadex　A－25カラムから
　　溶出された画分のHPTLCパターン（オルシノール発色法）

Lane　1；0．15M　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分

Lane　2；0．1M　Ammonium　acetate　in　Methano1溶出画分
Lane　3；0．2M　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分

Lane　4；0．4M　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分
Lane　5；1．OM　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分

Lane　6；Standard　Ganglioside　from　Bovine　Brain
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図2　TLC（MACHERRY－NAGELプラスチックプレート）上での患者血清による免疫染色

A；急性期GBS患者血清にて免疫染色
B；オルシノール発色
Lane　1；0．05M　Ammonium　acetate　in　Methano1溶出画分

Lane　2；0．1M　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分

Lane　3；O．2M　Ammonium　acetate　in　Methanol溶出画分

Lane　4；0．4M　Ammonium　acetate　in　Methano1溶出画分

Lane　5；Standard　Ganglioside　from　Bovine　Brain
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図3　抗原Xを含む画分のシアリダーゼ処理後のTLC（MACHERRY－
　　　NAGELプラスチックプレート）上での患者血清による免疫染色

Lane　1，2；患者血清にて免疫染色

Lane　3，4，5；レゾルシノール発色

Lane　1；シアリダーゼ処理
Lane　2；無処理

Lane　3；シアリダーゼ処理
Lane　4；無処理

Lane　5；対照

であることが確認された．（図3）． グリオシドであることが判明した．

5．試料の弱アルカリ処理

　試料液中に，リン脂質混入の可能性が考えられたため，

試料を弱アルカリ処理を行った後，TLC免疫染色を実

施した．その結果，抗原Xのバンドの位置及び患者血

清との反応性に変化は認められなかったので，この抗原

Xは，リン脂質ではないことが判った．

6．微量糖脂質抗原の精製

　DEAE－Sephadex　A－25カラム，イアトロビーズカ

ラムによって調製された抗原Xを，精製された標準の

牛脳ガングリオシドとHPTLCによって比較した．図

4に示すように，抗原XはHPTLC上で1スポットを

示したことにより，2種類のカラムクロマトによって精

製されたことが確認された．更に，標準のガングリオシ

ドと移動度を比較すると，GDlaガングリオシドより

僅か下に位置し，GDlbガングリオシドより上部に位

置することから，標準物質に含有されないタイプのガン

7．抗原X中のシアル酸量の定量

　精製した抗原Xのシアル酸量を，標準シアル酸の吸

光度より検量線を作成し，抗原X溶液のシアル酸量を

求めた．その結果，抗原X溶液のシアル酸濃度は0．076

μ1／μ1であり，150㎎の牛脳粗ガングリオシドからカ

ラムクロマトによって精製された抗原Xのシアル酸量

は，0．507㎎であった．

8．精製した抗原XのFAB－MSによる糖鎖構造の解析

　抗原XをFAB－MSによるマススペクトラムを図5

に示した．このマススペクトラム及び標準ガングリオシ

ドのそれと比較しながら抗原Xの糖鎖構造を解析する

と，抗原Xの糖鎖構造は次の様に予測された．

HexNAc－wex－HexNA・“〒・x－H・x－Ceramid・

　　　　SA　　　　　　SA

（Hex：hexose，　HexNAc：N－acety1－hexosamine，　SA：

sialic　acid）

（15）



有田　政信・有澤　和子・舘　朝子・楠　　進

考　　察

レ

啄

轟

一一fM1

蠣一fDI　a
　　　　　・－GDlb
，、翻｛くこGTl　b

　　　　　魯

1　2
GQIb

図4　精製した抗原XのHPTLC

Lane　1；精製抗原X
Lane　2；牛脳からの標準ガングリオシド

　GBS患者の血清50例中6例において薄層クロマト

（TLC）免疫染色で，　GDlaガングリオシドの直下に存

在するバンド（抗原X）が認められた（図2－A）．こ

のバンドは，レゾルシノール試薬に対しても反応するこ

とからシアル酸を含有する糖脂質，即ちガングリオシド

であると考えられた．更に，牛脳粗ガングリオシドの

DEAE－Sephadex　A－25カラムクロマトによって，こ

の抗原Xが0．1M酢酸アンモニウムを含むメタノール画

分に溶出されることから，抗原Xは1分子中にシアル

酸を2分子含有しているものと考えられた（図2－B）．

更に，抗原XはClostridium　perfringens由来のシア

リダーゼ処理後におけるHPTLCのバンドの位置及び

免疫染色による反応性に変化が認められなかったことか

ら，ガングリオシド系列の基本糖鎖の端末以外の糖にシ

アル酸が1分子ずっ結合したジシアロガングリオシドで

あると考えられた（図3）．

　牛脳ガングリオシド画分には，GalNAc－GDlaが存
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図5　抗原XのFAB－MSスペクトラム
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ギランバレー症候群の病態解明のための血清中抗微量糖脂質抗体の検索と抗原の解析

在することがすでに報告されており（10），このガング

リオシドのTLC上での位置及びシアル酸結合位置が，

本結果の「シアル酸2個が基本糖鎖の端末以外の部位に

1個ずつ結合したジシアロガングリオシドでGDlaガ

ングリオシドの直下に移動度を有する」条件と合致して

いること，更に抗原XのFAB－MSスペクトラムによ

る糖鎖構造の解析の結果，抗原XがGa1NAc－GDla

の糖鎖構造と同一のフラグメントイオンが認められるこ

とから，ここで精製された抗原Xは，GalNAc－GDIa

であると結論された．

　シアル酸定量結果から，牛脳粗ガングリオシド150㎎

中の抗原X（Ga1NAc－GDla）の量を換算すると，約

2．7㎎であった．更に，精製した抗原X（GalNAc－

GDla）と急性期GBS患者血清との反応は，　Enzyme－

Linked　Immunosorbent　Assay（ELISA）において

も陽性であることが確認された．

　この抗原Xに対する抗体を持つ症例は，消化器症状

を先行感染としており，電気生理学的にいわゆる軸索障

害型のパターンを呈していた．この抗体が神経症状の発

症とどのように関わっているかについては，今後免疫組

織学的検討および動物実験などによって検討をすすめる

必要があると考えられる．また，GalNAc－GDla以外

にも微量の未同定の糖脂質で，患者血清より認識される

物も存在することが推定されるため，更にこれらの点に

ついて今後の検討が必要であると思われた．

　ギランバレー症候群における抗糖脂質抗体は先行感染

時に抗原に感作されて産生するか，あるいは，病原体の

表面の糖鎖抗原に感作されて産生される可能性もあるが，

詳細は未だ不明である．ギランバレー症候群に見られる

抗糖脂質抗体の出現は，消化器感染後に産生されるため

食物の関与の可能性も否定できず，栄養学的にも重要な

課題であると考えられる．
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Abstract

Antibody　activity　in　sera　from　Guillain－Barr6

syndrome（GBS）against　minor　ganglioside

antigen　was　examined．　Crude　bovine　brain

ganglioside　fraction　was　fractionated　using

DEAE　Sephadex　A－25　column　eluted　by　O．05M，

0．1M，0．2M　and　O．4M　ammonium　acetate　in

methanol．　Serum　antibody　against　a　minor

antigen　in　the　O・1】V　fraction　migrating　just

below　GDla　on　the　thin－layer　chromatogram

was　detected　in　6　0f　50　patients　with　GBS．

The　antigen（antigen　X）was　resistant　to

sialidase　treatment　and　stained　with　reso－

rcinol．　Antigen　X　was　purified　using　two　gra－

dient　columns，　DEAE　Sephadex　A－25　column　and

Iatrobeads　column．　From　the　carbohydrate

sequence　determined　by　FAB／MS，　antigen　X　was

considered　to　be　ganglioside　GalNAc－GDla．　All

the　patients　with　anti－GalNAc－GDla　antibody

experienced　　gastrointestinal　infection　　before

affected　with　GBS．　Pathophysiologic　signifi－

cance　of　this　antibody　　activity　　should　　be

investigated　in　the　future　study．

（17）


