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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、今日まで有効な治療法はない。

近年 sIBM 患者血清において cytosolic 5’-nucleotidase 1A（cN1A）に対する自己抗体が同

定され、本疾患の病態における鍵を握る抗体として注目されている。本研究では cN1A ペプ

チド能動免疫マウスを作成し、sIBM の病態解析および治療法開発研究のツールとしての有

用性を検証した。 

【方法】抗 cN1A 抗体のエピトープ部位を含むペプチド 3 種類を作成し、C57B6 マウスを

用いて、コントロール群および cN1A ペプチド 1 群、cN1A ペプチド 3 群、cN1A ペプチド

5 群の各群 5 匹ずつに対して、ペプチド群では各ペプチド+完全アジュバント混合液を皮下

接種するとともに百日咳毒素を腹腔内に単回投与し、ペプチド免疫を１週毎に 3 回反復し

た。コントロール群ではアジュバント溶液と百日咳毒素のみ投与した。経時的体重測定、ト

レッドミルテスト、血清学的および分子病理学的手法により表現型を解析した。 

【結果および考察】cN1A ペプチドを能動免疫したマウスの全例で血清中に抗 cN1A 抗体が

検出され、一部のペプチド免疫マウスで運動機能が低下した。病理学的解析では、コントロ

ールマウスにおいても結合組織での炎症細胞浸潤はみられたが、ペプチド免疫マウスで高頻

度に直接的な非壊死線維への炎症細胞浸潤を認めた。さらに一部のペプチド免疫マウスにお

いて、p62 発現量および LC3-Ⅱ/Ⅰの比が上昇した。 

【結論】cN1A ペプチド能動免疫マウスは sIBM の病態の一部を再現しており、病態解析お

よび治療法開発研究のツールとして有用である可能性がある。 



 
 

 

 

A：研究目的 

 孤発性封入体筋炎（Sporadic inclusion 

body myositis: sIBM）は、「炎症」と「蛋白分

解機構の障害」が関与する難治性筋疾患であ

り、今日まで有効な治療法は開発されていな

い。sIBM の治療法開発のための問題点とし

て、「炎症」および「蛋白分解機構の障害」の

双方を再現する病態解析や治療研究に有用な

動物モデルが存在しない点が挙げられる。 

 2013 年 Larman らと Pluk らの 2 つのグ

ループは、sIBM 患者血清中に見出されてい

た自己抗体の標的抗原が Cytosolic-5’ 

nucleotidase 1A (cN1A) であることを報告

した。cN1A は分子量 41,000 の細胞質蛋白

であり、骨格筋に多く発現し、アデノシン一

リン酸（AMP）を分解し、細胞質内での核

酸代謝に関与することが報告されている。 

 我々は sIBM の病態における抗 cN1A 抗体

の病原性を明らかにするために、in vivo 受

動免疫モデルを作成し、p62 陽性凝集筋線維

の増加と筋内鞘へのマクロファージ浸潤を明

らかにした（Tawara, Yamashita et al., Ann 

Neurol. 2017）。しかしながら本モデルを

sIBM モデルとして応用することの問題点と

して、1) 体重や運動機能に影響しないこ

と、2) 種々の解析に際して抗 cN1A 抗体陽

性患者血清が多量に必要となること、3) 自

己抗体以外のリンパ球などの細胞性免疫の関

与について解析できないことなどが挙げられ

る。そこで本研究は、cN1A ペプチド能動免

疫マウスを作成し、sIBM の病態解析および

治療法開発研究のツールとしての有用性を検

証することである。 

 

B：研究方法 

1）cN1A ペプチドの作成 

 既報告における抗 cN1A 抗体のエピトープ

部位として、Pluk らは aa25-aa50 と aa221-

aa243、aa341-aa368 領域を、Larman らは

aa30-aa65 と aa59-aa94、aa204-aa239、

aa334-368 領域を報告している（Pluk et al., 

Ann Neurol. 2013 、 Larman et al., Ann 

Neurol. 2013）。我々はこの 2 つの報告で重複

していた 3 部位から、それぞれ 20 アミノ酸

のペプチド 3 種類を作成した（ペプチド 1、

ペプチド 3、ペプチド 5 と定義）。 

2）ペプチド免疫方法 

 13 週齢雌の C57B6 マウスを用いて、コン

トロール群および cN1A ペプチド 1 群、cN1A 

ペプチド 3 群、cN1A ペプチド 5 群の各群 5

匹ずつに対して、コントロール群は完全 

Freund アジュバント (CFA：M. tuberuclosis 

400 μg＋IFA 100μl) のみを接種し、ペプチ

ド群では初回は 1 匹あたり各ペプチド+CFA

混合液 200μg/200μl を後肢の両足底、尾根

部に 1/3 ずつ皮下接種するとともに百日咳毒

素 350 ng を腹腔内に単回投与した。免疫は 1

週毎 3 回、1 匹あたり各ペプチド+CFA 混合

液 200μg/200μl を尾根部に皮下接種した。 

3）表現型の評価方法 

 表現型の解析として、経時的体重測定、ト

レッドミルテスト（exercise capacity test）に

よる運動機能、血清学的評価として Dot blot

法による抗 cN1A 抗体の有無、分子病理学的

評価として HE 染色による炎症細胞浸潤の有

無、ウエスタンブロットによる p62 および

LC3 発現量を検討した。 

 



 
 

（倫理面への配慮） 

 本研究の実施にあたっては、熊本大学動物

実験等に関する規則第 11 条第 2 項の規定に

基づいて熊本大学学長より承認を受けた

（C29-177）。 

 

C：研究結果 

1）体重変化の推移 

 各ペプチド投与群とコントロール群で経時

的体重変化を比較したところ、ペプチド 3 群

のみがコントロール群に比較して、体重が減

少する傾向を示したが有意差はなかった。 

2）運動機能評価（トレッドミルテスト） 

 各ペプチド投与群とコントロール群でトレ

ッドミルテスト脱落速度を比較したところ、

ペプチド 3 群およびペプチド 5 群で有意に脱

落速度が低く、運動機能の低下が示唆された。 

3）血清学的評価 

 各マウス血清中におけるペプチド 1 および

ペプチド 3、ペプチド 5 に対する抗 cN1A 抗

体の有無を検討したところ、コントロール群

ではいずれのマウスにおいても自己抗体は検

出されなかったが、ペプチド投与群では全て

のマウスにおいて投与された cN1A ペプチド

に対する自己抗体を検出した。 

4）筋病理学的評価 

 HE 染色によって炎症細胞浸潤の有無を評

価したところ、コントロール群では血管周囲

や間質の一部に炎症細胞浸潤を認めるのみで

あったが、ペプチド 1 群では非壊死線維を包

囲する炎症細胞浸潤がみられ、ペプチド 3 お

よび 5 群では非壊死線維内部への炎症細胞の

迷入像を認めた。すなわち結合組織および血

管周囲の炎症細胞浸潤はコントロール群、ペ

プチド群双方で認めたが、非壊死線維への炎

症細胞浸潤はペプチド 3 群で高頻度であった

（図 1）。また内在核を有する筋線維を各群で

比較したところ、腓腹筋ではコントロール群

に比較してペプチド 3 および 5 群で有意に増

加し、また前脛骨筋ではコントロール群に比

較してすべてのペプチド群で有意に増加した。 

 

5）分子病理学的評価 

 各ペプチド投与群とコントロール群で p62

および LC3 の発現量を比較したところ、ペ

プチド 1 群において p62 発現量と LC3-Ⅱ/Ⅰ

比が有意に上昇し、他のペプチド群において

もコントロール群より発現が亢進している傾

向がみられた。 

 

D：考察 

 本研究結果において、cN1A ペプチドを能

動免疫したマウスの全例で血清中に抗 cN1A

抗体が検出され、一部のペプチド免疫マウス

で運動機能が低下する可能性が示された。病

理学的解析では、コントロールマウスにおい

ても結合組織での炎症細胞浸潤はみられた

が、ペプチド免疫マウスで高頻度に直接的な

非壊死線維への炎症細胞浸潤を認めた。さら

に一部のペプチド免疫マウスにおいて、p62

発現量および LC3 Ⅱ/Ⅰの比が上昇してお

り、蛋白分解機構への影響が示唆された。す

なわち cN1A ペプチド能動免疫マウスは、抗

cN1A 抗体を有し、運動機能低下、病理学的



 
 

な筋炎所見、p62 および LC3 の発現変化を

伴う点で sIBM の病態の一部を模倣すると考

えられる。 

 今後の課題として、マウス MHC classⅠ

染色や p62、LC3、TDP-43 免疫染色、コン

ゴレッド染色等のさらに詳細な病理学的解析

が不可欠である。また抗 cN1A 抗体の病原性

を検証するために、能動免疫マウス由来 IgG

を健常マウスに移入することで表現型の再現

を確認する実験が必要と考えられる。さらに

自己抗体のみならず、cN1A 抗原により感作

されたリンパ球の病原性について解明するた

めに、cN1A 抗原特異的リンパ球の移入実験

も検討すべきである。 

 

E：結論 

 cN1A ペプチド能動免疫マウスは sIBM の

病態の一部を再現しており、病態解析および

治療法開発研究のツールとして有用である可

能性がある。 
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