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A：研究目的 

 封入体筋炎（sIBM）は高齢者に頻発する進行

性筋疾患であるが、今日まで有効な治療法はな

く、15年程度で車椅子生活になる難治性疾患で

ある。特異的な診断方法はなく、臨床症状や筋

病理所見、電気生理検査所見より総合的に診断

されるため、確定診断の時点で既に進行期に達

していることも少なくない。したがって、早期診断

に有用なバイオマーカーの開発が不可欠と考え

られる。 

 sIBM のバイオマーカーに関する新たな発見と

して、2013 年に Larman ら、Pluk らの 2 つの

異なるグループより sIBM 患者血清において

Cytosolic 5’-nucleotidase 1A（NT5C1A）に対

する自己抗体が存在するとの報告がなされた。

LarmanらはDot blot assay法を用いた抗体測

研究要旨 

【目的】孤発性封入体筋炎（sIBM）は難治性筋疾患であり、その病態には蛋白分解機構
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血漿中に cytosolic 5'-nucleotidase 1A (NT5C1A)に対する自己抗体の検出が報告された。
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した。また in vitro および in vivo 受動免疫モデルにおいて、本抗体の病態に及ぼす影響
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【結果および考察】同一 45 例の解析では CBA 法の感度 45％、特異度 96％であった一

方、ELISA 法での感度は 45％、特異度は 88%であった。in vitro モデルでは、本抗体陽

性の sIBM 患者 IgG を添加した細胞で p62 の発現が増加し、p62 陽性の凝集を有する細

胞が増加した。in vivo モデルでは、本抗体陽性の sIBM 患者 IgG を接種されたマウス筋

線維内に p62 陽性の凝集を認め、マクロファージの浸潤を伴った。 

【結論】CBA 法は、ELISA 法と同等の感度を有し、sIBM 診断に有用と考えられた。本

抗体は筋線維内の蛋白分解機構に影響する可能性が示された。 
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定を行い、カットオフ値を 10IU と定めた場合の

sIBM診断の感度は 34%、特異度は 98%である

と報告した。抗NT5C1A抗体測定はその特異性

の高さから sIBM の診断に非常に有用である可

能性がある。一方で、本抗体は sIBM のみなら

ず、筋疾患を有さない全身性エリテマトーデス

（SLE）やシェーグレン症候群（SjS）の患者にお

いても検出されることが報告された。すなわち、

本抗体が病原性を有するか否かは未解明である。 

 本研究の目的は、我々が新たに開発した cell-

based assay（CBA）法の有用性を検証すること

と、in vitroおよび in vivo 受動免疫モデルを用

いて本抗体の病因的意義を解明することである。 

 

B：研究方法 

1) 抗 NT5C1A抗体測定における CBA法と

ELISA法の比較.  

 CBA 法は COS7 細胞に GFP 標識

NT5C1A 発現ベクターを遺伝子導入後、一

次抗体に患者および健常者血清、二次抗体

に Alexa594 標識抗ヒト IgG 抗体を用い、蛍

光顕微鏡観察にて定性的に評価した。

ELISA 法は、抗 NT5C1A 測定 ELISA キ

ッ ト  (Cat. No. EA1675-4801G, 

EUROIMMUN AG, Lübeck, Germany)を

用いた。同一検体 45症例（sIBM患者 20例、

多発筋炎 11例、皮膚筋炎 7例、非炎症性筋

疾患性のミオパチー6 例、健常者 1 例）につ

いて、CBA 法および ELISA 法両者で本抗

体を検出し、それぞれの sIBM 診断の感度

および特異度を算出した。 

2) 抗 NT5C1A抗体の in vitro受動免疫モデ

ルの評価.  

 抗 NT5C1A 抗体陽性および陰性患者、健

常者各 3 例より IgG を抽出し、ヒト横紋筋肉

腫細胞である RD 細胞の培地中にそれぞれ

7 mg/mlの濃度で添加し、ⅰ）MTSアッセイ

による細胞生存性、ⅱ）抗原である NT5C1A 

蛋白と、LC3 および p62 などのオートファジ

ー関連蛋白の発現を免疫染色およびウェス

タンブロットにて比較した。 

3) 抗 NT5C1A抗体の in vivo受動免疫モデ

ルの評価. 

 抗 NT5C1A 抗体陽性および陰性患者、健

常者各 3 例より抽出した IgG（10 mg）を、そ

れぞれ 3 匹ずつの C57BL/6J マウスに腹腔

内投与し、経時的に体重推移、ロータロッドテ

ストおよびメッシュハンギングテストによる運動

機能評価を行った。また投与後4週の段階で

筋病理学的評価を行い、p62 および IgG、

CD68の発現を比較した。 

（倫理面への配慮） 

 本研究の実施にあたっては、熊本大学大学院

生命科学研究部等疫学・一般研究倫理委員会

で審査を受け、承認された（倫理第 937、1124

号）。 
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C：研究結果 

1) 抗 NT5C1A抗体測定における CBA法と

ELISA法の比較.  

 ランダムに選択した 45 例の解析では CBA

法の感度 45％、特異度 96％であった一方、

ELISA 法での感度は 45％、特異度は 88%

であった（図 1）。 

2) 抗 NT5C1A抗体の in vitro受動免疫モデ

ルの評価.  

 本抗体陽性および陰性 sIBM 患者、健常

者より抽出した IgG を添加後 24 時間および

48 時間後に、MTS アッセイを用いて細胞生

存性を評価したが、明らかな細胞毒性は見出

されなかった。しかし、本抗体陽性患者 IgG

添加細胞では p62 の発現が増加し、

NT5C1A の発現が低下していた。p62 抗体

による免疫染色では、抗体陽性患者 IgG 添

加細胞では p62 のドット状の凝集が見られた

（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

3) 抗 NT5C1A抗体の in vivo受動免疫モデ

ルの評価. 

 本抗体陽性患者および陰性患者、健常者

由来 IgG を投与されたマウスにおいて、体重

推移、ロータロッドテストおよびメッシュハンギ

ングテストによる運動機能に有意差はみられ

なかった。しかし、本抗体陽性患者 IgG 接種

マウスでは、p62 陽性凝集筋線維が有意に

増加し、CD68 陽性のマクロファージ浸潤を

伴っていた（図 3）。 

 

D：考察 

1) 抗 NT5C1A抗体測定の感度・特異度 

 我々が新たに開発した CBA 法は、従来の

スタンダードと考えられる ELISA 法と同等の

感度を有する一方、ELISA 法よりもさらに高

図 2 
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い特異度を有する可能性が示された。本研

究での抗 NT5C1A 抗体測定の sIBM 診断

における感度、特異度は、dot blot assay を

用いた Larman ら、免疫沈降法を用いた

Pluk らの既報告の感度、特異度とほぼ同程

度であり、診断に有用と考えられる。一方、

Greenberg らは sIBM患者血清中には IgG

型抗体のみでなく、IgA、IgM 型抗体も存在

すること、IgG、IgM、IgA 型の 3 つのサブタ

イプの抗 NT5C1A 抗体測定の併用により

sIBM 診断感度を 76%まで高めることができ

ることを報告している。今後 sIBM の診断精

度向上に対する抗 NT5C1A 抗体測定の有

用性を確立するために、IgG、IgM、IgA 各ク

ラスの測定を含め、抗体測定の標準化が不

可欠と考える。 

2) 抗 NT5C1A抗体の病原性 

 我々の in vitroおよび in vivo受動免疫モ

デルでは、抗NT5C1A抗体陽性 IgGがp62

の筋線維内凝集を誘導する可能性が示され

た。また同抗体陽性患者骨格筋において

NT5C1A抗原の発現が低下していたことは、

本抗体が筋変性に影響することを示唆してい

る。筋萎縮や蛋白分解経路の双方と関連が

報告されている活性型 AMP activated 

kinase (p-AMPK)の発現量を抗体陽性と陰

性例で比較したところ、抗体陽性例で蛋白発

現量が高い傾向がみられた。Kulkarni らは

NT5C1A の発現抑制が AMPK を活性化さ

せると報告しており、また p-AMPK は筋萎縮

を誘導するマイオスタチンの発現を上昇させ

るとの報告もある。またAMPKはオートファジ

ーを負に制御する mTOR を抑制することが

知られている。すなわち NT5C1A の機能低

下や発現量低下はp-AMPKを介して筋萎縮

や蛋白分解経路に関連する可能性があると

考えられる。 

 

E：結論 

 CBA 法は、ELISA 法より高い特異度を有し、

sIBM 確定診断に有用と考えられた。本抗体は

筋線維内の蛋白分解機構に影響する可能性が

示された。 
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