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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアDNA (mtDNA) は自然免疫を活性化することが知られているが、本研究
ではアクアポリン４抗体陽性視神経脊髄炎（ＮＭＯ）において髄液中のmtDNAとその放出機構、病態への関連に
ついて検討した。NMO急性期における髄液mtDNAはNMOSD寛解期、MS急性期、その他神経疾患群と比較してそれぞ
れ有意に上昇していた。またNMOSD患者血清をアストロサイト培養に添加したところmtDNAは増加した。NMOSD急
性期では髄液mtDNAは増加し、炎症性サイトカインの産生を促進する可能性が示唆された。NMOSDにおいて、
mtDNAが炎症の促進など病態に関与している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Mitochondrial DNA (mtDNA),one of damage-associated molecular patterns, has 
been reported to stimulate innate immunity. Recent studies suggest that activation of innate 
immunity occurs in the acute phase of NMOSD. We measured mtDNA levels in cerebrospinal fluid of 
NMOSD and compared to these of multiple sclerosis and other neurological diseases (ONDs) using 
quantitative PCR. We stimulated mouse primary astrocyte cultures with AQP4-Ab and measured the level
 of mtDNA in the supernatant. We added DNA fraction from the culture supernatant to microglia 
cultures, and measured IL-1β in the supernatants. The level of mtDNA was significantly higher in 
patients with acute NMOSD than remission NMOSD, acute MS, and ONDs. mtDNA level was increased in the
 supernatant of astrocyte cultures stimulated with AQP4-Ab. We also demonstrated that mtDNA promoted
 IL-1β secretion from microglia. 
AQP4-Ab promotes mtDNA release from astrocytes. Our results suggests that mtDNA might be involved in
 NMOSD pathogen
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１．研究開始当初の背景 

 

 

近年ミトコンドリアDNAが炎症機転に関与す

ることが明らかになってきている。ミトコン

ドリア DNAは核 DNAと異なりメチル化されて

いないため細菌やウイルスの DNA と同様に

Toll like receptor 9(TLR9)や cGAS—Sting

などの自然免疫系の受容体により認識され、

炎 症 を 引 き 起 こ す ( West et al. 

2015,Nature)。これまで外傷や心不全でミト

コンドリアDNAが炎症機転に関与し病態を悪

化させること、オートファジー障害が炎症を

促進することが報告されてきたが(Ota et al. 

2012, Nature, Saito et al. 2008, Nature)

その詳細なメカニズムは明らかではなく、ま

た神経系での関与は報告されていなかった。

申請者らはミトコンドリア呼吸鎖阻害剤で

あるロテノンで、マウスのニューロン及びア

ストロサイト初代培養にミトコンドリア障

害を誘発したところ、細胞死が起きていない

条件にもかかわらずミトコンドリアDNAが培

養上清中に大量に放出されることを見出し

た。ミトコンドリア障害依存性のミトコンド

リア DNA 放出はマウス胎児線維芽細胞（MEF）

や HEK293 細胞、COS 細胞、ヒト末梢血単核球

では観察されず、神経系細胞特異的な現象と

考えられる。さらに興味深いことにアストロ

サイトが自己免疫のターゲットとなり、視神

経と脊髄に激しい炎症が起きるNMO患者の急

性期脳脊髄液においてミトコンドリアDNAの

定量 PCR をおこなったところ、他神経疾患に

比べて顕著な増加を認めた。NMO では髄液中

の IL-1βが増加している一方で(Kitic et al. 

2013, Acta Neuropathol Commun)、ミトコン

ドリアDNAはインフラマゾーム活性化を通じ

て活性化 IL-1βの産生を促進すると報告さ

れている(Nakahira et al. 2011, Nature 

Immunology) 。したがって申請者らは中枢神

経系でもミトコンドリアDNAが炎症環境下で

細胞外に放出され、インフラマゾーム依存性

に活性化型 IL-1βの産生を促進していると

予測している。 

 

２．研究の目的 

 

 

近年炎症機転をミトコンドリア DNA が促進

することが明らかになってきている。ミトコ

ンドリア DNA は重篤な外傷が起きたときに

血液中に放出されて免疫細胞を活性化し、病

態を重症化することが報告されている

(Zhang et al. 2010, Nature)。これまで申請者

はミトコンドリアの選択的なオートファジ

ーであるミトファジーに関する基礎研究を

行ってきたが、研究の過程でミトコンドリア

障害を誘発したニューロンやアストロサイ

トからミトコンドリア DNA が放出されるこ

と、更にこの炎症機転はミトファジー促進因

子Parkinにより抑制されることを見出した。

また代表的な中枢神経炎症性疾患である視

神経脊髄炎(neuromyelitis potica, NMO)患

者の急性期脳髄液でミトコンドリア DNA が

増加していることも見出している。本研究で

はこれらの知見に基づき、中枢神経系におけ

るミトコンドリア DNA 放出とその炎症への

関与に焦点を当て、NMO をはじめとする中

枢神経疾患における新たな炎症機転の解明

を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

 

NMO ではアストロサイトに発現するアクアポ

リン 4に対する自己抗体（AQP4 抗体）により,

アストロサイトに対する補体依存性細胞障

害(CDCC)と抗体依存性細胞障害(ADCC)が起

きている。まず補体存在下及び非存在下でマ

ウスアストロサイト初代培養に AQP4 抗体を

加えてミトコンドリアDNAが培地に増加する



か検討する。補体存在下ではネクローシスが

起きるため増加が予想されるが ADCC によっ

てもミトコンドリア障害が誘発されて増加

する可能性を考えている。また AQP4 抗体と

補体のマウス線条体内注入によりNMO患者で

認められる IL-1β の増加、アストロサイト

障害及びニューロン障害が再現できるが

（Saadoun et al. 2010 Brain）、ASC KO、

MyD88/TRIF KO、TLR9 KO、Parkin KO マウス

で脳内注入モデルを作成し、IL-1β、APP 及

び GFAPの免疫染色を行いIL-1βの増加とニ

ューロン及びアストロサイト障害が改善す

るかどうか検討する。最終的には NMO 患者の

髄液のミトコンドリアDNAが含まれる分画を

単独あるいは AQP4 抗体と共に脳内注入し、

NMO の病態が再現できるかどうか検討する。 

 
４．研究成果 
 
 

急性期 NMO 患者髄液中でミトコンドリア DNA

が増加していることを見出した。ミトコンド

リア DNA はアストロサイトあるいは AQP4 強

制発現 HEK293 細胞に AQP4 抗体を添加した際

に培地中に増加した。また NMO 髄液中の DNA

分画はミクログリアからの IL-1 βを増加さ

せること、その増加はインフラマゾームの阻

害剤で阻害されることを見出した。NMO にお

いては AQP4 抗体が中枢神経系でミトコンド

リア DNA を増加させ、インフラマゾームの活

性化を介して中枢神経系の炎症増幅に関与

している可能性が推定される。 
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