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研究成果の概要（和文）：ヒトAMPA型GluR（GluA1、GluA2、GluA3、GluA4の各サブユニット）とEGFPの融合タン
パクを発現できるベクターを導入したHEK293T細胞を用いて、神経疾患47症例の髄液についてスクリーニングし
たところ、2例の髄液でGluA1抗体、1例の髄液でGluA2抗体、1例の髄液でGluA3抗体、1例の髄液でGluA4抗体を検
出できた。

研究成果の概要（英文）：We constructed HEK293T cells expressing GluA1, GluA2, GluA3,or GluA4 with 
EGFP-conjugated vectors, and established immune screening system for antibodies to GluA1, GluA2, 
GluA3,or GluA4.In the preliminary screening for antibodies to AMPA-type GluRs using CSF from 38 
patients of neurological diseases, we found antibodies to GluA1 in two patients, antibodies to GluA2
 in one patients, antibodies to GluA3 in one patients, and antibodies to GluA4 in one patients.

研究分野： 神経免疫学

キーワード： AMPA型GluR　自己抗体　行動異常　てんかん　学習障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトAMPA型GluR（GluA1、GluA2、GluA3、GluA4の各サブユニット）とEGFPの融合タンパクを発現できるベクター
を導入したHEK293T細胞を作成し、AMPA型GluR抗体検出が可能となった。今後、AMPA型GluR抗体による神経免疫
疾患の診断が可能となり、早期免疫治療が可能となり、予後が改善できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は、グルタミン酸受容体（GluR）のうちの記憶学習等に関与する NMDA 型 GluR

サブユニットの一つである GluN2B（2、NR2B）と、マウスでは小脳プルキンエ細胞に発

現するとされる GluD2（2）について、遺伝子組み換え技術を用いて作成した抗原による

自己抗体検出システム(イムノブロット法)を確立し（Takahashi, et al. Neurology 2003）、

Rasmussen 症候群において GluN2B 抗体の変動経過を解析（Takahashi, et al. 

Epilepsia2005；Takahashi, et al. Epilepsia 2009； Fukuyama、Takahashi, et al. Epi 

Res2015）、細胞傷害性 T 細胞におけるウィルス抗原と GluN2B 分子との交叉免疫反応

が Rasmussen 症候群の 1 次的原因であることを明らかにした（Takahashi, et al. Clin & 

Dev Immunol2006）。2008 年には GluN2B、GluN1(1、NR1）抗体の ELISA による測定系

を確立した（特願 2008－094032）（Fujita, Takahashi, et al. J Neuroimmunol2012）。 

我々は Rasmussen 症候群での知見を踏まえ、世界に先駆けて急性脳炎での GluR 自

己免疫の研究を開始（第 107 回日本小児科学会優秀演題賞、2004）、非ヘルペス性急

性辺縁系脳炎（NHALE）では以下の研究成果を得ている。①血清・髄液中で GluN2B、

GluN1 抗体が増加、病勢に応じた経時変動をすること（Takahashi, Future Neurol 2006； 

Neuroinfect 2007；臨床神経学 2008）、②GluRN2B、GluN1 抗体のエピトープは N 末（細

胞外ドメイン）、M3-4 間（膜貫通部間細胞外ドメイン）、C 末（細胞内ドメイン）と幅広く、感

染病原体分子との交叉反応による抗体ではなく、NMDA 型 GluR 自身が抗原となってい

ること、③先行症状期に GluR が発現するリンパ球、血小板がアポトーシスし、GluR 抗原

が供給されている可能性が高いことを明らかにした（高橋幸利、日本小児科学会誌 

2014）。 

我々は NHALE の病態の中核を担うと考えてきた NMDA 型 GluR 抗体の作用機序を

解明するために、NHALE 患者髄液の培養神経細胞への効果を in vitro で検討し、①IgG

分画は CHO 細胞表面で発現させた NMDA 型 GluR 複合体を温度依存性に細胞内へ内

在化させること（Takano, Takahashi, et al. Neuroscience Research2011）、②IgG 分画は

シナプス外 NMDA 型 GluR 複合体の内在化を起こし、興奮毒性によるアポトーシスを抑

制すること、③患者髄液全体の投与では興奮毒性によるアポトーシスが誘導されること

を見出し、後遺症には髄液 IgG 分画よりも IgG 以外の成分が影響していることを見出し

た（図 1）。我々は、グルタミン酸興奮毒性（神経感染症学会 2010）、細胞傷害性 T 細胞

によるアポトーシス（神経感染症学会 2012）、抗体産生に続く補体依存性の障害（神経

感染症学会 2017）を、後遺症のメカニズムとして報告してきている。 



 

図１NHALE の免疫病態 

 

我々は NHALE の病態の中核を担うと考えてきた NMDA 型 GluR 抗体の作用機序を解明する

ために、患者髄液ではなく、ウサギで作成した GluN2B 抗体、GluN1 抗体をマウス海馬に投与

し in vivo  passive transfer 研究を行い、①不安行動の増加（神経免疫学会 2014）、②社会

的行動の減少（神経免疫学会 2017）、③長期記憶の障害（神経免疫学会 2015）、④長期情動

記憶の保持・想起の低下が起こることを報告した（特願 2014-174749）（特願 2016-186813）

（図 2）。しかし、意識障害や痙攣や不随意運動などは起こらなかった。 

  

図 2 NMDA 型 GluR 抗体の作用：ウサギ抗ヒト抗体の Passive transfer 研究 

 



上述したように、MHALE のこれまでの申請者らの分子免疫学的病態の解明で明らかとなった

NMDA 型 GluR 抗体の作用で説明できるのは、発症時にみられる辺縁系症状、後遺症として

みられる記憶障害などのみで、NHALE 急性期の意識障害、痙攣、不随意運動といった重篤

な臨床症状が説明できていない。 

 

２．研究の目的 

1. NHALE 急性期の意識障害、痙攣、不随意運動といった重篤な臨床症状を来す病態メカ

ニズムを明らかにし、急性期治療をより有効なものにする。 

2. AMPA 型 GluR の自己抗体測定系を確立し、日本国内でも測定可能とする。 

3. AMPA 型 GluR 自己抗体による神経疾患の臨床症状・兆候の特徴を明らかにする。 

4. AMPA 型 GluR 自己抗体の passive transfer 研究で、抗体作用を in vivo で明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

1. AMPA 型 GluR の自己抗体測定系を確立し、日本国内でも測定可能とする（初年度）。 

申請者らがすでに開発済みの NMDA 型 GluR 複合体抗体の検出法(Cell-based assay) 

（Takano, Takahashi, et al. Neuroscience Research2011）を元に、AMPA 型 GluR のサブユニッ

トである GluA1、GluA2、GluA3、GluA4 の検出法を Cell-based assay で確立する。 

① ヒト AMPA 型 GluR と EGFP の融合タンパクを発現できるベクターを、GluA1、GluA2、GluA3、

GluA4 の各サブユニットについて構築する。  

② AMPA 型 GluR と EGFP 融合タンパクを発現するベクターを HEK293T 細胞にレンチウィル

スを用いて stable transfection する。 

③ stable transfection した HEK293T 細胞から、GluA1、GluA2、GluA3、GluA4 の各サブユニ

ットと EGFP の融合タンパクを細胞表面に発現する細胞を、qPCR と FACS にてスクリー

ニングする。 

④ GluA1、GluA2、GluA3、GluA4 の各サブユニットと EGFP の融合タンパクを細胞表面に発

現する細胞と市販の AMPA 型 GluR 抗体を用いて、血清、髄液での Cell-based assay 測

定方法を確立する。 

 

2. AMPA 型 GluR の自己抗体を NHALE 患者血清・髄液で測定する（2 年目） 

① NHALE 患者の血清・髄液において Cell-based assay により GluA1、GluA2、GluA3、GluA4

の各サブユニットに対する AMPA 型 GluR 抗体を測定する。 

② NHALE 臨床症状・経過と AMPA 型 GluR 抗体の関連を検討する。 

 

3. AMPA 型 GluR 自己抗体による神経疾患の臨床症状・兆候の特徴を明らかにする（3 年目） 

① NHALE 以外の神経疾患の血清・髄液において Cell-based assay により GluA1、GluA2、

GluA3、GluA4 の各サブユニットに対する AMPA 型 GluR 抗体を測定する。 

② 臨床症状・経過と AMPA 型 GluR 抗体の関連を検討する。 

 

4. AMPA 型 GluR 自己抗体の passive transfer 研究で、抗体作用を in vivo で明らかにする（3

年目以降）。 

① GluA1、GluA2、GluA3、GluA4 の各サブユニットのうち、2.3.で明らかになった臨床的に重



要なサブユニットを選択し、ペプチドを合成しウサギに免疫し、ペプチド抗体を作成する。 

② ペプチド抗体が AMPA 型 GluR サブユニットに結合することを 1-③で作成した細胞による

Cell-based assay で確認する。 

 

４．研究成果 

① 2018 年度に構築した、ヒト AMPA 型 GluR（GluA1、GluA2、GluA3、GluA4 の各サブ

ユニット）と EGFP の融合タンパクを発現できるベクターを導入した HEK293T 細胞

を用いて、抗体検出条件を検討した。 

② GluA1+EGFP 発現細胞と市販の GluA1 抗体（細胞外 aa271-285 がエピトープのポリ

クローナル抗体)を用いて、抗体検出染色条件を確立した。 

③ GluA2+EGFP 発現細胞と市販の GluA2 抗体（細胞外 aa179-193 がエピトープのポリ

クローナル抗体)を用いて、抗体検出染色条件を確立した。 

④ GluA3+EGFP 発現細胞と市販の GluA3 抗体（細胞外 aa372-395 がエピトープのモノ

クローナル抗体)を用いて、抗体検出染色条件を確立した。 

⑤ GluA4+EGFP 発現細胞と市販の GluA3 抗体（細胞外 aa3274-286 がエピトープのポ

リクローナル抗体)を用いて、抗体検出染色条件を確立した。 

⑥ 2020 年度、神経疾患 9症例の髄液について、ヒト AMPA 型 GluR（GluA1、GluA2、

GluA3、GluA4 の各サブユニット）発現 HEK293T 細胞を用いて、前述の抗体検出染

色条件でスクリーニングしたところ、1例の髄液で GluA1 抗体を検出できた。 

⑦ 2021 年度、神経疾患 38症例の髄液について、ヒト AMPA 型 GluR（GluA1、GluA2、

GluA3、GluA4 の各サブユニット）発現 HEK293T 細胞を用いて、前述の抗体検出染

色条件でスクリーニングしたところ、1例の髄液で GluA1 抗体、1例の髄液で

GluA2 抗体、1例の髄液で GluA3 抗体、1例の髄液で GluA4 抗体を検出できた。 
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