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研究成果の概要：中枢神経軸索の再生阻害因子 repulsive guidance molecule(RGMa)が免疫細

胞にどのような効果を示すかを検討した結果，RGMa は CD4 陽性ヘルパーT 細胞を含む免疫細胞

を活性化することを見出した。また RGMa の作用を抑制することで，過剰な免疫反応により誘導

される動物疾患モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎が抑制されることを発見した。本結果

は、RGMa が過剰な免疫反応を原因とする多発性硬化症などの中枢神経疾患の治療標的となるこ

とを示唆する。 
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経軸索は、末梢神経軸索と異なり、

傷害を受けると再生しないが、この原因の一

つに、中枢神経軸索の進展を阻害する因子の

存在が報告されている。研究代表者はこれら

軸索伸展阻害因子の一つである repulsive 

guidance molecule(RGMa)に着目した。先行

研究より、RGMa の作用をブロックすると、ラ

ット脊髄損傷モデルにおいて、著名な中枢神

経軸索の伸展を認め運動機能の回復が観察

されていたことから、RGMa は中枢神経傷害時

における主要な軸索伸展阻害因子であると

考えられた。従ってその機能の解析は、中枢

神経傷害のメカニズムを解明し治療法を開

発する上で大変重要であると考えられる。ま

たこの研究過程で観察された興味深い実験

結果として、RGMa の発現分布が挙げられる。

RGMa は、他の軸索伸展阻害因子同様、オリゴ

デンドロサイトおよびミエリンでの発現に

加えて、ニューロンならびにミクログリア／

マクロファージにも発現が認められた。ミク

ログリア／マクロファージはCD4 陽性ヘルパ
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ーT 細胞に対して抗原提示能を持つ免疫細胞

であり、これら免疫細胞における RGMa の発

現は、RGMa の免疫系での作用を予想させた。

しかしながら、RGMa の免疫系での作用に関し

ては全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的は、中枢神経傷害時に軸

索伸展を阻害する因子として同定された

RGMa の免疫細胞における機能を解明し、さら

に RGMa を介して免疫細胞が中枢神経系にど

のような影響を与えるかを解明することで

ある。神経関連分子が免疫細胞の機能調節を

行うことに関してはいくつかの報告がある

ものの、実際に免疫系と神経系のクロストー

クに関する報告は数少なく、本研究での解析

対象であるRGMa に関しては全く報告がない。

また中枢神経系における自己免疫疾患の一

つである多発性硬化症の動物モデルとされ

る実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）マウス

の病態発症に RGMa の関与が認められれば、

中枢神経関連分子 RGMa の免疫系での作用を

強く指摘することが出来、また自己免疫反応

を主病因とする中枢神経疾患である多発性

硬化症などの治療標的としても RGMa が有望

視できる。 
 
３．研究の方法 
（１）RGMa の発現解析 

 抗原提示細胞の一種である培養樹状細胞

が LPS 刺激で RGMa を発現するかどうかを、

定量的 RT-PCR 法ならびにウェスタンブロッ

ト法で検討した。樹状細胞の分離培養は、研

究代表者が従来行ってきた方法で行った

（Kubo et al., J. Immunol.173, 7249-7258 

(2004)）。 

（２）RGMa 処理した免疫細胞の機能解析 

 免疫細胞である脾臓細胞を利用して、RGMa

が免疫細胞表面に結合するかどうかを、フロ

ーサイトメトリー（FACS）で解析した。また

脾臓細胞ならびに CD4 陽性ヘルパーT 細胞を

組み換え型 RGMa で処理することにより、細

胞内シグナル分子である低分子型 G 蛋白質

Rap1、RhoA の活性化が起こるかどうかを検討

した。さらに免疫細胞において Rap1、RhoA

の活性化は、細胞外基質への接着性の向上に

つながることが知られているため、RGMa 処理

した脾臓細胞の ICAM-1 に対する接着能を既

存の方法で確認した（Katagiri et al., Nat. 

Immunol. 4, 741-748 (2003)）。脾臓細胞な

らびに CD4 陽性ヘルパーT 細胞の分離培養は

研究代表者が従来行ってきた方法で行う

（Kubo et al., J. Immunol.173, 7249-7258 

(2004)）。 

（３）実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）マ

ウスの病態発症における RGMa の役割の解析 

①ポリクローナル RGMa 中和抗体の作製 

 EAEマウスの病態発症におけるRGMaの役割

を解析するにあたり、多くの RGMa 中和抗体

が必要となるため、RGMa ポリクローナル抗体

を作製した。作製方法は従来の方法に従った

（Hata et al., J. Cell Biol. 173, 47-58 

(2006)）。また RGMa 中和抗体はアフィニティ

ーカラムで精製後、実験に使用した。 

②EAEマウスに対するRGMa中和抗体の治療効

果の検討 
 EAE マウスは C57BL/6 マウスにミエリンオ
リゴ糖蛋白の部分ペプチド（MOG35-55）を免
疫することで作製した。作製方法は従来の方
法に従った（J. Neuroimmunol. 131, 115‒ 125 
(2002)）。この EAE マウスに RGMa 中和抗体
（500μg）もしくはコントロール抗体（500
μg）を病態誘導７、１０日後に静脈内投与
し、EAE 病態に対する治療効果を解析した。
解析項目としては、EAE 病態スコアで尾なら
びに前後肢の麻痺の度合いを検討した。 
 
４．研究成果 

（１）RGMa の発現解析 
 RGMa の免疫系での作用を検討する目的で、
獲得免疫系の最初の段階でCD4 陽性ヘルパー
T 細胞に抗原提示を行い、免疫反応を惹起す
るとされる樹状細胞におけるRGMa の発現を、
定量的 RT-PCR 法ならびにウェスタンブロッ
ト法を利用して解析した。その結果、定量的
RT-PCR 法により、無刺激群と比較して、
10ng/ml~1000ng/ml の LPS 刺激に伴い、約 3
~7 倍の RGMa mRNA の発現上昇が樹状細胞に
おいて認められた。またウェスタンブロット
法により、10ng/ml~1000ng/ml の LPS 刺激に
伴い、RGMa 蛋白質の発現増強が観察された。
以上の結果は、活性化刺激により抗原提示細
胞である樹状細胞において RGMa の発現が誘
導されることを示しており、RGMa の免疫系で
の作用を強く示唆するものと考えられる。 
（２）RGMa 処理した免疫細胞の機能解析 
 RGMa の免疫細胞に対する作用を検討する
目的で、免疫細胞である脾臓細胞を利用して
実験を行った。最初に RGMa が免疫細胞であ
る CD4 陽性ヘルパーT 細胞ならびにマクロフ
ァージの表面に結合するかどうかを検討す
る目的で、FACS 解析を行った。その結果、CD4
陽性ヘルパーT 細胞ならびに CD11b 陽性マク
ロファージいずれに対しても、約 1μg/ml の
濃度で飽和する形で組み換え型 RGMa が結合
することが示された。次に RGMa が免疫細胞



 

 

を活性化するかどうかを検討する目的で、細
胞内シグナル分子である低分子型 G蛋白質
Rap1、RhoA の活性化を解析した。その結果、
組み換え型 RGMa（1μg/ml）刺激に伴い、脾
臓細胞ならびに CD4 陽性ヘルパーT 細胞にお
いて Rap1（図１）及び RhoA の活性化が認め
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．RGMa 刺激に伴う Rap1 の活性化 

 
 Rap1 及び RhoA の活性化に伴い、細胞外基
質である ICAM-1 や fibronectin に対する細
胞接着性が向上することが、免疫細胞におい
て知られている。そこで組み換え型 RGMa 処
理した脾臓細胞の ICAM-1 に対する接着性を
解析したところ、未処理群と比較して、約２
倍程度細胞接着性が向上することが示され
た（図２）。以上の結果は、樹状細胞が発現
したRGMaによりCD4陽性ヘルパーT細胞など
の免疫細胞が活性化され、免疫反応が増強さ
れることを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ICAM-1 に対する脾臓細胞接着性 

 

（３）実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）マ

ウスの病態発症における RGMa の役割の解析 

 培養免疫細胞を利用した実験から、RGMa が
免疫細胞に作用し免疫反応を増強する可能
性が指摘された。そこで生体内での免疫反応
における RGMa の役割を解析する目的で、過

剰な免疫反応を主病因として中枢神経障害
を示す EAE マウスモデルで RGMa の役割を検
討した。本目的の為に、RGMa の作用をブロッ
クする RGMa 中和抗体を作製し実験に使用し
た。C57BL/6 マウスにミエリンオリゴ糖蛋白
の部分ペプチド（MOG35-55）を免疫して EAE
を誘導し、リン酸緩衝溶液に溶解した RGMa
中和抗体（500μg）もしくはコントロール抗
体（500μg）を病態誘導７、１０日後に静脈
内投与して治療効果を解析した。EAE 病態の
評価は、尾ならびに前後肢の麻痺を 0~5 で
スコア化した EAE スコアで行った。スコアが
高い程、麻痺が進行していることを示す。そ
の結果、図３に示すように、RGMa 中和抗体を
投与することでEAE 病態が顕著に抑制される
ことが観察された。またこの抑制効果は、EAE
誘導１４日以降いずれも有意差（p < 0.05）
を持って観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．RGMa 中和抗体の EAE 病態抑制効果 
 
 以上の結果は、免疫細胞由来の RGMa が、
CD4 陽性ヘルパーT 細胞等の活性化を中心と
した過剰な自己免疫反応を増強することで、
EAE 病態を増悪していることを示唆しており、
RGMa の免疫系における新規作用として興味
深い知見であると考える。また本研究結果は、
多発性硬化症等の中枢神経系における自己
免疫疾患の治療標的として RGMa が有望視出
来ることを示しており、治療薬開発を考える
上でも、重要な知見であると考える。 
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