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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症(MS)や視神経脊髄炎スペクトラム病(NMOSD)など炎症性中枢神経疾患で
は診断や予後予測に苦慮する。NMOSDでは近年仮足障害によるアストロサイト障害が明らかとなった。脳脊髄液
中の仮足関連蛋白を測定し、診断や予後予測因子となるかを検討した。様々な炎症性中枢神経疾患の脳脊髄液を
解析し、脳脊髄液中CRMP5とARPC4が抗AQP4抗体陽性NMOSDで有意に上昇し、アストロサイト足突起破壊を反映し
ていると考えられた。特にCRMP5が上昇している群では比較的予後が良く、NMOSDにおける予後良好因子と考えら
れた。今後アストロサイト足突起をターゲットとした治療戦略の開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory central nervous system (CNS) diseases such as multiple 
sclerosis and neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD) have occasionally difficulty in 
diagnosis and prognosis. In NMOSD, Aquaporin-4 (AQP4) autoimmune-mediated astrocyte functional 
change by pseudopodal movement disorder has been clarified recently. We measured 
pseudopodium-related and cell destruction related proteins in cerebrospinal fluid (CSF) based on the
 pathological condition of inflammatory CNS disease, and examined whether it could be diagnostic and
 prognostic biomarkers. CSF samples of various inflammatory CNS diseases were analyzed, and CRMP5 
and ARPC4 in CSF were significantly elevated in NMOSD with AQP4-IgG, reflecting astrocyte foot 
process damages. Especially in the group with CSF-CRMP5 elevation, the prognosis is relatively good.
 It is considered to be one of the good prognostic factors in NMOSD. A therapeutic strategy 
targeting the astrocytic foot process can be expected in the future.

研究分野： 神経免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性硬化症や視神経脊髄炎といった炎症性中枢神経疾患の多くは原因不明で、時に診断や治療に苦慮する。こ
のうちアクアポリン4抗体陽性視神経脊髄炎の脳脊髄液では、アストロサイト足突起に存在する蛋白が上昇して
おり、このうち脳脊髄液中CRMP5が上昇している患者さんではより予後が良い結果が出た。今後アストロサイト
足突起をターゲットとした治療戦略の開発が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 視神経脊髄炎スペクトラム病（Neuromyelitis optica spectrum disorder: NMOSD）は視神
経と脊髄を病変の主座とする炎症性疾患である。2004 年、当科と Mayo Clinic との共同研究
により、NMOSD 患者血清中からに特異的自己抗体(NMO-IgG)が発見され、翌年にはその対応
抗原がアクアポリン 4(AQP4)であると報告された(Lennon V, et al. 2004, 2005)。アクアポリン
4 は中枢神経内のアストロサイト足突起に非常に多く発現する 6 回膜貫通が蛋白である。我々
の先行研究では NMOSD 病変の病理学的検討において AQP4 や Glial Fibrillary Acidic 
Protein(GFAP)の染色性が低下・消失し、病変部の血管周囲でアストロサイト傷害を来してい
ることを報告した(Misu T, et al. 2013)。また、我々は世界に先駆け NMOSD 患者の再発急性
期に採取された脳脊髄液中で GFAP が著明高値となることを報告した(Takano R, et al 2010、
図 1)。近年 NMO-IgG 検査では陰性にもかかわらず、NMO の診断基準を満たす症例があり、
その一部では抗 MOG 抗体が陽性となることも報告した(Sato DK, et al. 2013)。Myelin 
oligodendrocyte glycoprotein(MOG)はオリゴデンドロサイト表面に存在する蛋白で、抗 MOG
抗体自体は多発性硬化症など他の疾患でも陽性となることが有る(Mader S. 2011)。抗 MOG 抗
体陽性 NMOSD では GFAP が必ずしも高値にならない例があり、アストロサイトを介さない
細胞傷害を来していると考えられる。しかし、その病因や病態形成については未だ確立したも
のがない。 
また、炎症性中枢神経疾患には多発性硬化症、NMOSD の他にも、Balo 病（同心円状硬化症）、
急性散在性脳脊髄炎(ADEM)、神経ベーチェット病、神経サルコイドーシス、中枢神経ループ
ス、腫瘍様脱髄疾患といった比較的まれな疾患も含まれる。これらは元々の疾患数が極めて少
ないことから診断特異的バイオマーカーが無く、全身検索や画像検査、生検などを用い、総合
的に判断せざるを得ない症例が数多く存在する。これらの疾患においてもより簡便な診断およ
び予後予測のできるバイオマーカーの開発が強く望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、脳脊髄液を用い炎症性中枢神経疾患において臨床上活用できるような診断
や予後予測因子となり得る、新たな疾患特異的バイオマーカーを発見することである。炎症性
中枢神経疾患はそれぞれの疾患概念及びその病因メカニズムが異なるが、近年 NMOSD を中心
にアストロサイトやオリゴデンドロサイトの傷害モデルが確立しつつある。その中で病理学的
に推測された細胞破壊に関する蛋白、アストロサイト接着能や軸索伸長に関わる蛋白、髄鞘の
再生や破壊に関わる蛋白、軸索傷害の指標となる蛋白らの脳脊髄液中の動態を研究し、炎症性
中枢神経疾患全体の病態解明の基礎とすることが目標である。 
 
３．研究の方法 
●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中細胞破壊関連蛋白を用いた診断・予後予測の検
討 
当院の協力病院・施設に協力を依頼し、MS、NMOSD、急性散在性脳脊髄炎、神経ベーチェット

病、神経サルコイドーシス、神経スイート病、腫瘍様脱髄疾患、Balo 病といった稀な炎症性中
枢神経疾患の脳脊髄液検体の収拾を行う。これら検体を用い、LDH（LDH アイソザイムも含む）
や細胞由来プロテアーゼ、DNA 結合型蛍光色素を利用したアッセイキット(CellTox™ Green 
Cytotoxicity Assay)を用い検討を行う。これらの値と検体採取時の臨床情報を元に、診断や予
後予測となり得るマーカーとして活用できるか検討する。 
 
●NMOSD 患者における脳脊髄液中アストロサイト仮足関連蛋白値の検討 
 仮足とは、軸索尖端部の成長円錐から始まる細胞質の一時的な突出であり、膜状仮足や糸状
仮足といった種類がある。我々の先行研究では、NMO-IgG を正常アストロサイト一次細胞に作
用させるとアストロサイト仮足が退縮し、細胞培養液中に剥離する現象が確認された。ELISA
キットとして市販されている CRMP5 や Arp2/3 complex を中心に、NMOSD 患者での動態について
検討を行う。 
 
●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中アストロサイト仮足関連蛋白値の検討 
 炎症性中枢神経疾患において、NMOSD 同様細胞伸長や接着に関連する蛋白の傷害が病態に関
与している可能性がある。仮足関連蛋白である CRMP5 は糸状仮足内の伸長点に存在し、仮足の
伸長と接着に関わる重要な蛋白の１つである。この CRMP5 に対する自己抗体(CRMP5 抗体)は傍
腫瘍症候群や急性散在性脳脊髄炎の一部で陽性となるが、CRMP5 抗体を介して仮足の運動・接
着障害を来している可能性があり、NMOSD 様の視神経炎・脊髄炎を来す報告もある(Jarius S. 
CNN 2012)。仮足運動に関わる蛋白は他にも Tip complex や Fascin が知られており、仮足関連
蛋白の脳脊髄液中での検討を炎症性中枢神経疾患全体に広げ、特に CRMP5 や Arp2/3 complex
では ELISA キットを、それ以外では Western blotting を用いて検討を行う。また、これらの値
を GFAP や MBP、LDH と言った他の脳脊髄液中マーカー、臨床症状などと比較し、診断や予後予
測因子としてどれだけ活用できるか検討を行う。 
 
●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中軸索障害関連蛋白値の検討 



炎症性中枢神経疾患の中でも、MS や NMOSD においてニューロンの軸索に存在するニューロフ
ィラメント重鎖が脳脊髄液中で上昇する例があることが知られている(Miyazawa I, et al. 
Neurology 2007)。ニューロフィラメント値の上昇は、ニューロン軸索の傷害を示していると考
えられ予後予測因子となる可能性がある。これ以外にもニューロンのマーカーとして NeuN, 
MAP2, Neuron specific enolase (NSE)などが知られているが、炎症性中枢神経疾患における脳
脊髄液中のこれらの蛋白の動態については詳細な検討が未だなされていない。これらについて、
ELISA キットや Western blotting を用いた検討を行う。 
 
４．研究成果 
●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中細胞破壊関連蛋白を用いた診断・予後予測の検
討 
当院の協力病院・施設に協力を依頼し、MS、NMOSD、急性散在性

脳脊髄炎、神経ベーチェット病、神経サルコイドーシス、神経ス
イート病、腫瘍様脱髄疾患、Balo 病といった稀な炎症性中枢神経
疾患の脳脊髄液検体の収拾を行った。その結果 MSでは 100例以上、
NMOSD では 80 例、急性散在性脳脊髄炎は 5 例、神経ベーチェット
病 5 例、神経サルコイドーシス 5 例、腫瘍様脱髄疾患 6 例、Balo
病 1例を収集できた。脳脊髄液中細胞破壊関連蛋白として、NMOSD
では髄液中 LDH も GFAP 同様に上昇していることが示された。しか
し、これは特異性に欠け、血中 LDH の影響も受けやすいなど診断
や予後予測バイオマーカーとしては不十分な点も多く認められた。 
 研究期間中に抗 MOG 抗体関連神経疾患がクローズアップされ、
抗 MOG 抗体関連神経疾患についても検体収集を行い約 30 例の検体を収集できた。 
 
●NMOSD 患者における脳脊髄液中アストロサイト仮足関連蛋白値の検討 
●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中アストロサイト仮足関連蛋白値の検討 
NMOSD患者血清から抽出したIgGをアストロサイト一次培養細胞

に作用させると糸状仮足や葉状仮足が破壊され、培養液中に仮足
が浮遊する現象を共焦点顕微鏡タイムラプス撮影により確認した。
このうち CRMP5 は成長期の神経系細胞の仮足先端部に認められる
蛋白の一つで、アストロサイト一次培養細胞を用いた検討では増
殖中のアストロサイトでは豊富に認められた。細胞がディッシュ
上でコンフルエントになると CRMP5 の発現は低下した。Arp2/3 
complex についても同様の検討を行ったが、Arp2/3 complex はよ
り細胞骨格の基部に存在し、コンフルエントになっても変わらず
存在することが分かった。 
抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD を中心に脳脊髄液中 CRMP5 や Arp2/3 

complex subunit 4 (ARPC4)の測定を ELISA にて行った。CRMP5 は
抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD にて有意に上昇していた。他の炎症性中枢
神経疾患ではほとんど上昇を認めなかった。脳脊髄液中GFAPやLDH
とは軽度の正の相関を認めた。CRMP5 が上昇している群では再発 1
年後の身体障害度が低く、予後良好因子と考えられた。脳脊髄液
中 ARPC4 も抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD で上昇していたが、CRMP5 と
ARPC4 に相関は認めなかった。ARPC4 が上昇している群ではより予
後が悪く、予後不良因子と考えられた。これらの結果をまとめ、
論文投稿中である。 
 

●炎症性中枢神経疾患患者における脳脊髄液中軸索障害関連蛋白値の検討 
 ニューロフィラメント重鎖(Nf-H)についても ELISA にて検討を行い、少数例ではあるが脳脊
髄液中での上昇を認めた。しかし、研究期間中に ELISA より高感度な手法として single 
molecule array (Simoa)法が主流となり、脳脊髄液のみならず血中でもニューロフィラメント
が上昇し、MS, NMOSD それぞれの予後不良因子となりうる報告が他の研究施設から相次いだ。 
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