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研究成果の概要（和文）：以前、私たちは多発性硬化症などの中枢神経系脱髄疾患の病理組織の検討で、疾患活
動性が高い患者の巨大病巣においてコネキシン（Cx）蛋白が広範に脱落していることを見出した。
本研究では、マウス培養細胞を用いてグリア細胞のCx蛋白の減少機序を検証した。結果、Th1細胞が産生するIFN
γがミクログリアを活性化し、IL-1βなどの炎症性サイトカインを産生し、それがアストロサイトに作用しCx43
発現を減少させることを解明した。Cx蛋白の脱落は細胞間のシグナル伝達をつかさどるギャップ結合の破綻を招
き、グリア間で維持されているホメオスターシスを障害し、中枢神経系脱髄疾患の病態を増悪させると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：We previously reported early and extensive loss of astrocytic connexin 43 
(Cx43) in acute demyelinating lesions of multiple sclerosis (MS) patients. Because it is widely 
accepted that autoimmune T cells initiate MS lesions, we hypothesized that infiltrating T cells 
affect Cx43 expression in astrocytes. In this research, primary mixed glial cell cultures prepared 
from newborn mouse brains were used. We showed that Th1 cell-conditioned medium decreased Cx43 
expression in mixed glial cell cultures and interferon-γ (IFNγ) activated microglia to release 
interleukin (IL)-1β that reduced Cx43 gap junctions in astrocytes. Thus, Th1-dominant inflammatory 
states disrupt astrocytic intercellular communication and may exacerbate the inflammatory processes 
in demyelinating disorders. Moreover, IFNγ and Th1-prone conditions can be important targets to 
prevent development of extensive demyelinating lesions.

研究分野：神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症（multiple sclerosis; MS）
は、中枢神経髄鞘抗原を標的とする T細胞が
起こす自己免疫疾患と考えられている。とこ
ろが私たちは MS の最重症亜型で脱髄層と非
脱髄層が交互に同心円状に配列する巨大病
巣を呈するBaló病の病理学的検討において、
病巣の leading edge で脱髄に先行してまず
アストロサイトのコネキシン（Cx）43 が広汎
に脱落し、次いでオリゴデンドロサイトの
Cx32 や Cx47 が脱落し、最後に髄鞘蛋白が脱
落することを見出した。同様の Cx 群の広範
な脱落を、MSや視神経脊髄炎の急性期病巣で
も認めた。Cxは細胞間で接合してギャップ結
合（gap junction; GJ） channel を形成する。
グリア細胞は、GJ により巨大なシンシチウム
を形成し、GJ channel を介した種々の物質の
出入により情報やエネルギーを伝達する。そ
れ故、私たちは病巣形成早期からのグリア細
胞間の機能的連絡障害（グリアシンシチウム
の破綻）がヒト脱髄性疾患の病態進展に極め
て重要であることを指摘した。しかし、この
Cx 群の脱落がどのような機序で起こるのか、
またどのような機構で脱髄性疾患の病態を
悪化させるのかは全く不明である。 
一方、MS では、T細胞が炎症のトリガーと
して病態の鍵を握ると考えられている。実際、
私たちは Cx 群の脱落がみられた MS 病巣で T
細胞の血管周囲浸潤が強いことを示した。こ
のことから、本研究では T細胞およびその産
生因子がアストロサイトのCx発現を抑制し、
それが脱髄性疾患の発症を誘導もしくは重
症化させるとの仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
(1) 脱髄に先行して最初に脱落するアスト
ロサイトの Cx（特に Cx43）の発現に影響を
与える主要な炎症性サイトカインが何かを
in vitro で検証する。また実際に T 細胞が
Cx 発現を抑制するのか、その機序を含めて解
析する。 
 
(2) Cxの脱落が実際に多発性硬化症を悪化さ
せるのか、種々の Cx 発現をノックアウトし
たマウスを作製し、同マウスに MS の動物モ
デルとされる実験的自己免疫性脳脊髄炎
（EAE）を誘導し、その影響を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 新生児 C57BL/6マウス脳から初代混合グ
リア細胞培養を樹立し、さらにミクログリア
を抗 CD11b 抗体結合磁気ビーズで分離し、ア
ストロサイト単独培養およびアストロサイ
ト・ミクログリア混合培養を作製した。これ
らの培養細胞を、様々な炎症性サイトカイン
で刺激を行い、Cx43 の発現変化を、western 
blot 法、免疫細胞染色法、リアルタイム PCR
等で検討した。また GJ 機能の変化を scrape 
loading/dye transfer assay という方法を用
いて評価した。 

 また同マウスの脾臓細胞からナイーブT細
胞を分離し、各種ヘルパーT 細胞へ分化誘導
を行った。その培養上清を用いてグリア培養
細胞を刺激し、Cx43 発現の変化を評価した。 
 
(2) Cx30 ノックアウトマウス、灰白質のアス
トロサイト特異的 Cx43 コンディショナルノ
ックアウトマウス、オリゴデンドロサイト特
異的 Cx47 コンディショナルノックアウトマ
ウスを作製し、ミエリンオリゴデンドロサイ
ト糖脂質ペプチド（MOG35-55）で免疫を行い EAE
を誘導した。その重症度および病理学的変化
を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 新生児 C57BL/6マウス脳から初代混合グ
リア細胞培養を樹立し、この培養細胞のうち、
アストロサイトが Cx43 を発現していること
を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．混合グリア培養細胞の免疫染色による
アストロサイトにおける Cx43 発現の確認 

（GFAP/Cx43/DAPI） 
 
この混合グリア細胞をT細胞関連の炎症性
サイトカインで刺激したところ、インターフ
ェロン（IFN）γ刺激でアストロサイトの Cx43
の減少がみられた。アストロサイトのみを直
接IFNγで刺激してもCx43の減少は見られず、
ミクログリアとの共培養においてのみ Cx43
の減少および GJ 機能低下がみられた（図２）
ことから、IFNγがミクログリアの活性化を
介してアストロサイトの Cx43 を減少させる
ことが示唆された。 

 
図２．IFNγによる Cx43 減少（western blot） 
a. アストロサイトのみを IFNγで刺激、b. 
アストロサイト・ミクログリア混合培養を
IFNγで刺激 
 



次にミクログリアを IFNγで刺激し、その
培養上清でアストロサイトを刺激しても同
様にアストロサイトの Cx43 の発現が低下し
たことから、ミクログリア由来の液性因子が
アストロサイトに作用していると考えられ
た。この IFNγでミクログリアを刺激した培
養上清中には様々な炎症性サイトカインが
増加していたが、そのうちインターロイキン
（IL）-1βがアストロサイトの Cx43 を減少
させることを見出した（図３）。 

 
 
 
 
図３．IL-1βによる Cx43 減少（western blot） 
 
最後にマウス脾臓細胞からナイーブT細胞
を分離し、各種ヘルパーT細胞（Th1, Th17, 制
御性 T（Treg））へ分化誘導し、その培養上清
でグリア混合培養を刺激したところ、IFNγ
を産生するTh1細胞のみがアストロサイトの
Cx43 発現を低下させることが示された（図
４）。 
 

 
 
 
 
図４．Th1 細胞上清による Cx43 減少
（western blot） 

 
以上より、多発性硬化症において中枢神経
系に浸潤する Th1 細胞が産生する IFNγがミ
クログリアを活性化し、IL-1βなどの炎症性
サイトカインを産生し、それがアストロサイ
トに作用し Cx43 発現を減少させることを解
明した。Cx 蛋白の脱落は細胞間のシグナル伝
達をつかさどるギャップ結合の破綻を招き、
グリア間で維持されているホメオスターシ
スを障害し、中枢神経脱髄性疾患の病態を増
悪させると考えられる。 
  
(2) また実際に Cx の発現変化が多発性硬化
症の病態を悪化させるのか検証するため、ま
ず Cx30 ノックアウトマウス、タモキシフェ
ン誘導の灰白質のアストロサイト特異的
Cx43 コンディショナルノックアウト
（Glast-CreERT2:Cx43fl/fl）マウス、オリゴデ
ンドロサイト特異的 Cx47 コンディショナル
ノックアウト（Plp-CreERT:Cx47fl/fl）マウスを
作製した。これらのマウスに対し MOG35-55で免

疫を行い EAE を誘導した。アストロサイトの
Cx30 ノックアウトマウスでは、慢性期の EAE
が軽症化したのに対し、オリゴデンドロサイ
ト特異的 Cx47 コンディショナルノックアウ
トマウスでは EAE が重症化した。灰白質のア
ストロサイト特異的 Cx43 コンディショナル
ノックアウトに対するEAEの効果についても
現在検証中であるが、アストロサイトの Cx
とオリゴデンドロサイトの Cx では、EAE 重症
度に与える影響が異なる可能性が示唆され
る。現在、その機序について検証中である。 
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