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研究成果の概要（和文）：ヒト健常者および多発性硬化症(MS)患者の末梢血単核細胞において、Mincleの発現は
確認されなかった。ナイーブC57BL/6マウスの脳組織では、ミクログリアと少数のオリゴデンドロサイトにのみ
発現していた。EAEによる麻痺がピークの時期にはミクログリアに加えて、オリゴデンドロサイトや血管周囲に
浸潤した炎症細胞へ、EAE慢性期にはオリゴデンドロサイト、ミクログリア、血管周囲の炎症細胞細胞へ発現す
るようになった。MS患者剖検脳標本では、脱髄病変周囲に広範に、形態上オリゴデンドロサイトに発現が確認さ
れた。2D2マウスを用いた受動的EAEは解析を継続中である。

研究成果の概要（英文）：We could not find any expression of Mincle on peripheral blood mononuclear 
cells of multiple sclerosis (MS) patients and healthy controls. The pathological analysis of 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)-induced mice showed that Mincle was expressed mainly
 on microglia and oligodendrocytes in part in naive C57BL/6 mice and that the expression changed 
over time after the induction of EAE. The expression of Mincle was increased on microglia, 
oligodendrocytes and infiltrating cells around vessels at the peak disease phase of EAE. 
Subsequently, the expression was decreased at the chronic phase of EAE. The pathological 
investigation using postmortem brain sections revealed the weak expression of Mincle on 
oligodendrocytes around vessels. The immunological analysis using passive EAE is currently ongoing. 

研究分野：神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 視神経脊髄炎(neuromyelitis optica, NMO)
では、抗 aquaporin 4 (AQP4)抗体が補体介在
性にアストロサイト障害を惹起するとの機
序が提唱されている。一方、私たちは多発
性硬化症(mutltiple sclerosis, MS)の最重症亜
型である Baló病の脳病巣では、抗 AQP4抗
体陰性で免疫グロブリンや補体沈着がなく
glial fibrillary acidic protein (GFAP)が保たれ
ているにも関わらず、AQP4が脱髄巣でも
非脱髄巣でも広汎に脱落していることを報
告した(Masaki et al. Acta Neuropathol 2012)。
さらに日本人MS及び NMO剖検例でも、
抗体非依存性に AQP4やグリアのコネキシ
ンが広汎に脱落していることを見出した
(Matsuoka et al. Brain Pathol 2011)。このこと
からは抗 AQP4抗体非依存性の未知なグリ
ア障害機序の存在が示唆された。 
 そこで私たちはパターン認識受容体を介
した自然免疫に着目した。特定の蛋白や抗
原を認識して記憶する獲得免疫と異なり、
パターン認識受容体は病原体関連分子パタ
ーンあるいは自己組織損傷により遊離され
るダメージ関連分子パターンを普遍的に感
知するもので、Toll様受容体、Nod様受容
体、RIG様受容体、C型レクチン受容体の
存在が知られている。このうち C型レクチ
ン受容体 macrophage inducible C-type lectin 
(Mincle)に注目した。なぜならMincleノッ
クアウトマウスはMSモデルである実験的
自己免疫性脳脊髄炎(experimental 
autoimmune encephalomyelitis, EAE)を全く
発症しないからである(Ishikawa et al. J Exp 
Med 2009)。Mincleは Fc受容体γ鎖と会合
し、死細胞から分泌される核蛋白 SAP130
を特異的に結合し、損傷自己組織を認識し
て炎症性サイトカインの産生を促し、好中
球遊走を起こすことが示されていた
(Yamasaki et al. Nat Immunol 2008)。 
EAEには、中枢神経抗原を免疫賦活物質と
懸濁して免疫して起こす能動的 EAEと、中
枢神経抗原に対して活性化したリンパ球を
移入することで誘導する受動的EAEがある。
上記の報告は、能動的 EAEについての成績
であり、これは、末梢での獲得免疫成立段
階で、Mincleが免疫賦活物質に含まれる結
核死菌のトレハロースジミコール酸を認識
するためであるが、同報告では、中枢神経
炎症・脱髄のエフェクター相における役割
については検討していない。多発性硬化症
では、既に自己反応性 T細胞が出現した状
態にあるため、このエフェクター相におけ
る役割の解析がより重要であり、これを選
択的に評価できる受動的EAEによる解析が
必要となる。そして最近、重要なことにマ
ウス脳梗塞モデルの虚血部にてCD11b陽性
細胞にMincleが発現し、その病態形成に関
与していることが報告された(Suzuki et al. 
Sci Rep 2013)。したがって、末梢血由来の単
球あるいは中枢神経に常駐するミクログリ

アの何れかあるいは双方にMincleが発現し、
中枢神経脱髄の病態に関与している可能性
が高い。また、今まではこれら 2種類の細
胞を明確に区別することは困難であったが、
私たちのグループは Ccr2rfp::Cx3cr1gfpダブ
ルノックインマウスにより単球とミクログ
リアを明確に区別し、EAEの脱髄病変にお
いて異なる役割を果たすことを報告してお
り(Yamasaki et al. J Exp Med 2014)、このマウ
スを用いることでさらに深い病態解明が可
能となる。 
 以上より、私たちはヒトの中枢神経脱髄
疾患、MSと NMOに共通する機序として、
Mincleにより自己組織損傷が感知され、炎
症が増幅され、アストロサイト障害や脱髄
に重要な役割を果たすという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多発性硬化症(MS)と視神経
脊髄炎(NMO)の病態における、損傷した自
己組織に対する自然免疫の役割を C型レク
チン受容体を解析することにより明らかと
し、病因解明と新規治療の確立を目指す。
本研究ではMS、NMO患者において、(1) 末
梢血の単球・マクロファージへの C型レク
チンの発現、(2) 剖検脳での C型レクチン
の発現パターンを解析すると共に、(3)マウ
ス実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)モデル
を用い、中枢神経内の単球、ミクログリア
における C型レクチン受容体の発現と病態
への関与を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
<MS患者および健常対照群の末梢血単核細
胞におけるMincle発現＞ 
MS群、および健常対照群の末梢血から単核
細胞を分離し、多重蛍光染色フローサイト
メトリー解析によって、リンパ球および
CD14陽性単球計細胞上のMincle発現を検
討した。 
 
＜剖検脳におけるMincle発現＞ 
MS患者剖検脳切片およびその対照として、
中枢神経に異常がないとされる重症筋無力
症の脳切片を利用してMincleの免疫染色を
実施した。 
 
＜マウス実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)
におけるMincle発現とその役割の解析＞ 
MOG35-55ペプチドを用いた EAEにおいて、
経時的に脳および脊髄切片を作成し、経時
的にMincle発現の変化を検討した。 
 
＜2D2マウス由来 CD4 T細胞を用いた受動
的 EAEによるMincleの役割解析＞ 
MOG35-55ペプチド抗原特異的 T細胞受容体
を有する 2D2マウスの脾臓からセルソータ
ーを用いて naïve CD4 T細胞を単離し、in 
vitroにて様々なサイトカイン存在下で刺激
した後にWTあるいはMincleノックアウト



マウスに移入し、麻痺スコアの推移、経時
的な中枢神経浸潤細胞の変化を検討する。 
 
４．研究成果 
 まず、ヒト健常者およびMS/NMOSD患
者の末梢血におけるMincle発現を様々な抗
体を用いて検討したが、発現は確認されな
かった。 
 マウス中枢神経における発現は、MS動物
モデルである EAEを用いて、病理学的な検
討を行った。様々な抗体の染色性評価の結
果、ウサギポリクローナルMincle抗体を用
いることによってMincleの発現が明らかと
なった。ナイーブ C57BL/6マウスではミク
ログリアと少数のオリゴデンドロサイトに
のみ発現していた。EAEによる麻痺がピー
クの時期には、ミクログリアに加えて、オ
リゴデンドロサイトや血管周囲に浸潤した
炎症細胞への発現が明らかとなり、EAE慢
性期にはオリゴデンドロサイト、ミクログ
リア、血管周囲の炎症細胞細胞へ発現する
ようになった。 
 ヒト病理による検討では、抗ヒトMincle
抗体は生体防御医学研究所分子免疫学より
提供頂いた clone 13D、Abcam社による clone 
AT16E3、LSBio社製の clone 2A8、 Sigma 
Aldrich社製の rabbit polyclonal抗体を用い
て染色性を検討した。MS患者剖検脳サンプ
ルでは、13D cloneは染色性が確認されず、
AT16E3および rabbit polyclonal抗体にて、
脱髄病変周囲に広範に、形態上オリゴデン
ドロサイトに発現が確認された。 
 これらの役割を検討するため、2D2マウ
スを用いた受動的 EAEを実施し、現在解析
を継続中である。 
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