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研究成果の概要（和文）：視神経脊髄炎スペクトラム障害（neuromyelitis optica spectrum disorders: 
NMOSD）の疾患特異的抗体である抗AQP4抗体は補体依存性にアストロサイト傷害を惹起する。BKチャネルの調整
ではその障害に影響はないが、補体非依存性にNFκBの核内移行が促進する。BKチャネルinhibitorであるPAXの
添加によりこの核内移行は増加し、activatorであるISO添加により低下した。この結果よりKCNMA1は直接的に補
体介在性の細胞傷害を抑制するというよりはむしろアストロサイトの炎症誘導を抑制することで神経保護作用を
もたらすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated associations between KCNMA1, a component of BK channel, and 
spinal cord damage in patients with neuromyelitis optic spectrum disorders (NMOSD). Immunoreactivity
 in the perivascular area of the central gray matter, where aquaporin-4 (AQP4), an antigen targeted 
by specific autoantibodies in NMOSD, is observed. Primary astrocyte cultures exhibited KCNMA1 
expression in the membrane similar to AQP4, as well as in the perikaryon. These astrocytes were 
damaged to death by addition of IgG purified from serum of a NMOSD patient with anti-AQP4 antibody 
and complements. Addition of modulator of KCNMA1, ISO or PAX , did not elicit any effects on 
IgG-complement-mediated damage .However, NMO-IgG addition to the cells induced translocation of NFκ
B into the nucleus and the translocation was inhibited by ISO and accelerated by PAX addition. These
 findings suggest that KCNMA1 influences CNS inflammation by promoting astrocytes to adopt a 
pro-inflammatory phenotype.

研究分野： 神経免疫学

キーワード： 視神経脊髄炎スペクトラム障害　アストロサイト　KCNMA1
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NMOSDにおける脊髄病巣は長大であり、その対応としてはステロイドや血漿交換による炎症抑制しかなく、患者
に重篤な障害を残すことが多い。再発を抑制することで障害の蓄積を抑制することは重要だが、急性期の障害進
展を抑制する治療は限られている。BKチャネルはアストロサイト傷害時の炎症誘導に影響していると考えられ、
同機構を介してCNSのグリア炎症を抑制し、障害度の緩和をもたらす可能性がある。

※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 
視神経脊髄炎スペクトラム障害（neuromyelitis optica spectrum disorders: NMOSD）は視神
経、脊髄に強い障害を引き起こす脱髄性疾患である。NMOSD では血液脳関門の形成に関わる、ア
ストロサイト足突起上に発現する水チャネル分子、aquaporin-4（AQP4）に対する自己抗体の存
在が特徴である。病理学的にも脊髄病巣では免疫グロブリンの沈着と補体の活性化を伴って広
範囲に AQP4 の発現が低下しており、抗 AQP4 抗体が病原性を有していると考えられている。NMOSD
の脊髄障害は、同じく中枢神経系脱髄性疾患である多発性硬化症（multiple sclerosis: MS）と
比較しても高度かつ広範囲に渡っており、こうしたアストロサイト障害が重篤かつ広範な脊髄
脱髄病巣を惹起する機序は明らかになっていない。 
私たちは single nucleotide polymorphism（SNP）を用いた全ゲノム関連解析（GWAS）により日
本人 NMOSD に関連する遺伝因子を探索する過程で、障害度と大コンダクタンス Ca2+活性化 K+
（BK）チャネル遺伝子（KCNMA1）における多型（rs1516512）が NMOSD の障害度と強く関連（p = 
1.98 x 10-8）することを見出した。さらに、この多型が横断性脊髄炎にも強く関連することを
発見した 1。 
この SNP は培養線維芽細胞では KCNMA1 発現と有意に関連しており、リスクアリル（A）数が多い
ほど KCNMA1 の発現は低下することが報告されている。これらの結果は、BKチャネルの発現低下
が脊髄障害の増悪に関連していることを示している。私たちは、対照疾患と NMOSD の脊髄標本を
用いた免疫染色により、KCNAM1 は AQP4 と同様にアストロサイトの足突起に発現し、NMOSD の急
性病巣では KCNMA1 の発現が著明に低下し、血管周囲性の初期病巣では KCNMA1 が喪失すると脱
髄が生じていたが、KCNMA1 が保たれていると脱髄は起こっていなかった。 
NMOSD における脊髄病巣は長大であり、その対応としてはステロイドや血漿交換による炎症抑制
しかなく、患者に重篤な障害を残すことが多い。脊髄障害を抑制する治療は強く望まれているが、
これまで BK チャネルと脊髄障害の関連は知られておらず、今までにない新たな治療ターゲット
の候補と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 中枢神経系における KCNMA1 の発現領域の確認 
BK チャネルは細胞内 Ca2+濃度に依存して大量の K+を細胞外に排出する機能を有する。BK チャ
ネルは周囲血管の平滑筋弛緩による拡張や、神経活動により神経から髄鞘内に排出された K+を、
アストロサイトを介して血管内に排出させる機能を持つ。こうした機構の破綻が、脱髄範囲を拡
大している可能性がある。ヒトおよびマウス中枢神経組織における KCNMA1 の発現局在性を免疫
組織化学的に確認し、AQP4 の発現パタンと比較する。 
(2) in vitro 培養細胞モデルにおける BKチャネル動態の解析 
マウス胎児脳からアストロサイト primary cell culture を作成し、抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD 患
者から抽出した IgG を添加し、補体存在下・非存在下での血清添加の影響を評価し、BK チャネ
ル調整を介した影響について解析する。 
(3) 動物モデルを用いた BK チャネルの脊髄障害の拡大における役割の解析 
BK チャネル活性化薬剤として chlorpromazine が、脳卒中モデルにおいて虚血病巣のサイズを縮
小することが報告されている 2。NMOSD 動物モデルとして頭蓋内に抗 AQP4 抗体陽性患者血清から
抽出した IgG を補体とともに注入するモデル 3 を用いて、BK チャネルと脱髄病巣の拡がりを免
疫病理学的に解析する。発症後早期のおける BK チャネル調整により脱髄病巣のサイズを比較す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫組織化学および蛍光染色 
ヒト剖検例およびマウスの中枢神経に対して市販抗 KCNMA1 抗体を用いて免疫組織化学および蛍
光的に KCNMA1 の局在性を確認する。また市販抗 AQP4、GFAP 抗体を用いて共染色を行い、発現パ
ターンの比較を行う。また後述するアストロサイト培養細胞に対しても免疫蛍光染色も行い、
KCNMA1 発現を確認する。 
(2) マウスアストロサイト primary cell culture の作成 
マウス胎児 P1、P2 時点の脳を分離培養し、フィルターにより OPC、CD11b マイクロビーズにより
ミクログリアを除去し、アストロサイトリッチな培養細胞を作成する。 
(3) アストロサイト培養細胞を用いた Western blotting 
培養アストロサイトと市販抗 KCNMA1 抗体を用い、アストロサイトにおける KCNMA1 のタンパク
発現を確認する。 
(4) 培養アストロサイト細胞に対する抗 AQP4 抗体による細胞死アッセイ 
抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD 患者血清より Protein G セファロースカラムを用いて IgG を抽出（NMO-
IgG）、2-7mg/ml の濃度に調整する。対照として健常者血清からも IgG を抽出する（c-IgG）。ま
た補体として健常者血清を用いる。培養アストロサイトに対して NMO-IgG および c-IgG、補体添



加・非添加の条件で Calcein-AM と Propidium iodide の取り込みによる生存細胞および死細胞
数を蛍光的に評価する。さらに KNCMA1 の activator である Isopimaric acid（ISO）、 inhibitor
である Paxilline（PAX）の添加による細胞生存性を評価する。 
（5）NMOSD 病変作成モデル 
C57BL/6 マウスをイソフルランで麻酔、stereotactic flame に固定し、頭蓋骨右に burr hole を
あけ、30G 針を挿入、NMO-IgG/c-IgG および補体を注入する。24時間後に脳を抽出し病変サイズ
を抗 AQP4 抗体や髄鞘染色により免疫組織化学・蛍光的に評価する。 
 
４．研究成果 
（1）中枢神経系における KCNMA1 の局在性 
ヒト組織の免疫組織化学的染色では KCNMA1 は中枢神経の血管周囲に発現が確認された。マウス
中枢神経組織では灰白質血管周囲に染色され、AQP4 と一部共染性が確認された（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. マウス脳組織における KNCMA1 の血管周囲における発現 

 
血管周囲アストロサイトにおける KCNMA1 の機能的関与が示唆された。 
 
（2）in vitro 培養細胞モデルにおける KCNMA1 の発現 
胎児マウス脳より作成された培養アストロサイト細胞の評価では KCNMA1 は細胞周囲および核周
囲に発現が認められた。またアストロサイトの primary cell culture 作成と同時に作成した脳
血管内皮細胞においても western blotting により KCNMA1 の発現が確認された（図 2）。 
 

 
図 2. アストロサイトおよび血管内皮細胞における KCNMA1 の発現 

 
（3）培養アストロサイトに対する NMO-IgG の細胞死誘導と KCNMA1 調整の影響 
培養アストロサイトに対して NMO-IgG および c-IgG、補体を添加および非添加の条件で生細胞
と死細胞の比率を比較した。NMO-IgG に加えて補体を添加した場合のみ生細胞/死細胞の比率は
有意に低下した。NMO-IgG および補体添加後 3時間ですでに細胞死頻度が増加していることが
確認されたため、NMO-IgG および補体添加に PAX または ISO を加えて 3時間後に死細胞/生細胞
比を評価した。この結果 PAX および ISO の追加によってもアストロサイトの死細胞/生細胞比に
変化は認められなかった（図 3）。この結果から抗体-補体介在性の細胞傷害に対しては KCNMA1
の影響がないことが示された。一方で NMO-IgG の添加により NFκBの核内移行が促進してお
り、PAX の添加によりその移行が促進、PAX により抑制されている傾向が認められた（図 4）。
この結果からは KCNMA1 は炎症性アストロサイトの活性化を調整することで、組織障害に影響し
ている可能性が示された。 

AQP4 / KCNMA1 / Trihydrochloride 



 
図 3. 培養アストロサイトに対する NMO-IgG・補体による細胞死と BKチャネル調整による影響 

 

 
図 4. 培養アストロサイトへの NMO-IgG 添加による NFκBの核内移行と BKチャネルの影響 

 
（4）NMOSD 動物モデルの作成 
マウス脳への局所的な NMO-IgG および補体の注入により広い範囲にわたる AQP4 の発現低下領域
を確認した（図 5）。今後 BK チャネル調整の影響について PAX、ISO の局注および腹腔内投与に
よる病変サイズの影響について検討を行う予定である。 
 

 
図 5. マウス脳への NMO-IgG と補体注入による AQP4 の発現抑制 
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