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研究成果の概要（和文）：視神経脊髄炎の病態解明のため、α1-syntrophin欠損マウスの解析を行った。野生型および
α1-syntrophin欠損マウスから視神経を摘出し、形態学的に明らかな差異は見られなかった。抗AQP4抗体、抗Neurofil
ament抗体、抗MBP抗体による染色で野生型と欠損マウスで染色に差異を認めなかった。野生型と欠損マウスにEAONの惹
起を試みた。これまでの報告に準じた方法で臨床的なEAE発症マウスが得られなかった。感作１４日後に視神経を摘出
し病理学的解析を行ったが、摘出後の視神経に炎症所見は認めず、また野生型と欠損マウスで差異を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the study was to analyse the mechanisms causing neuromyelitis optic
a (NMO). We used alpha1-syntrophin deficient mice to analyse the disease, since alpha1-syntrophin directly
 interact to aquaporin-4 (AQP4) which is important for the ethiology of NMO. We have performed histologica
l analysis of optic nerve of wild type and alpha1-syntrophin deficient mice. There was no hisiological dif
ference in optic nerve of these mice. We have performed immunohistological analysis of optic nerve of thes
e mice. We used anti-AQP4, anti-Neurofilament, and anti-MBP antibodies.  There were no difference of immun
ostaining by those antibodies in these mice. We tried to cause experimental autoimmune enchephalomyelitis 
(EAE) to these mice. We performed the procedure to cause EAE to these mice as previously reported, however
 we could not obtain mice with EAE. We examined optic nerve of these mice 14 days after immunaization, How
ever there were no pathophysiological differeneces between these mice.
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１．研究開始当初の背景 

視神経脊髄炎（Neuromyelitis optica:NMO）

は視神経と脊髄を病変の主座とする急性の

炎症性疾患である。再発性で、重症の視神経

炎と横断性脊髄炎を特徴とする疾患であり、

以 前 か ら 多 発 性 硬 化 症 （ Multiple 

Sclerosi:MS）との疾患概念の異同が議論さ

れてきた。最近、中枢神経における水チャネ

ルである aquaporin-4（AQP4）に対する自己

抗体がNMOに特異的に検出されることが報告

され（Lennon et al. J Exp. Med. 2005）、

MS との病態の相違が明瞭になってきている。

NMOの病巣においてはAQP4に対する自己抗体

によって AQP4 を標的とするアストロサイト

の障害が、脱随に先行して生じている可能性

が高いと推察されていて、抗 AQP4 抗体が病

態に直接関わることが示唆されている。ミエ

リンを標的とする疾患である MS と NMO は全

く異なり、NMO は脱随に先行して AQP4 が標的

となりアストロサイトが障害される病理学

的特徴をもつ疾患である可能性が提唱され

ている。 

 一方α1-syntrophin はジストロフィン複

合 体 で あ る dystrophin-glycoprotein 

complex（DGC）の構成成分であり、これまで

に骨格筋、脳、網膜、視神経を含む部位での

局在が確認されている。α1-syntrophin はこ

の DGCにおいて AQP4 と直接結合して AQP4 を

DGC の存在する細胞膜周囲に局在させている

ことが証明されている。ジーンターゲティン

グの手法により作成されたα1-syntrophin

欠損マウスの研究で骨格筋と小脳の細胞膜

からの AQP4 の脱落と、網膜のアストロサイ

トと Muller 細胞の足突起からの AQP4 の脱落

が別々のグループにより報告されおり

（Yokota et al. Proc. Japan. Acad. 2000, 

Puwarawuttipanit et al. Neuroscience. 

2006）、これらのデータは AQP4 の正常な局在

および機能におけるα1-syntrophin の重要

性を示唆している。 

 

２．研究の目的 

今回我々は、以前我々が作成し、現在は共同

研究を行う国立精神神経センター・神経研究

所にて保有するα1-syntrophin 欠損マウス

に EAE を惹起させ、このマウスの視神経につ

いて解析を行うことを目的とした。これまで

にEAEを惹起させることにより視神経炎を同

時に引き起こす事ができることが知られて

いるが、AQP4 との関係については我々の知る

限りまだほとんど報告されていない。我々は

野生型マウスとα1-syntrophin 欠損マウス

に同じ方法でEAEを惹起させることにより詳

細に視神経炎と AQP4 の関係について解析す

る。 

 

３．研究の方法 

野生型とα1-syntrophin 欠損マウスに対

しミエリンオリゴデンドロサイト糖蛋白の

合成ペプチドを使用して実験的自己免疫性

脳脊髄炎（ experimental autoimmune 

encephalomyelitis: EAE）を惹起させる。

野生型とα1-syntrophin 欠損マウスでの

severity の比較検討を EAE 臨床症状評価

を用いて行う。EAE を惹起させたマウスに

おける視神経の観察に主眼をおき、これに

ついて詳細な解析を行う。これに関しては

以下の方法を用いる。これらは小動物用手

持ち式眼底カメラを用いた眼底検査、

RT-PCR 法による AQP4 の mRNA の発現

解析、病理組織科学的検査、AQP4、α

1-syntrophin をはじめとした種々のター

ゲットに対する抗体を用いた免疫組織科学

的解析、電子顕微鏡による組織科学的解析

である。 

EAE の惹起に先がけて、野生型とα

1-syntrophin 欠損マウスに対し病理組織

学的検査、AQP4、α1-syntrophin をはじ

めとした種々のターゲットに対する抗体を

用いた免疫組織科学的解析を行い、EAE 惹



起後のマウスに対して、速やかに解析を行う

ための基礎を築く。 

 

４．研究成果 

視 神 経 脊 髄 炎 の 病 態 解 明 の た め 、

aquaporin-4（AQP4）と直接結合する分子で

あるα1-syntrophin を欠損させたマウスで

ある、α1-syntrophin ノックアウトマウスの

解析を行った。まずはじめに実験的自己免疫

性 脳 脊 髄 炎 （ experimental autoimmune 

encephalomyelitis: EAE）を惹起させていな

いマウスで視神経に病理学的に異常がある

かを解析した。野生型およびα1-syntrophin

ノックアウトマウスから視神経を摘出、パラ

フィン切片を作成し HE 染色を行ったが、形

態学的に両者に明らかな差異は見られなか

った。 

 

 

 

 

 

野生型およびα1-syntrophin ノックアウト

マウスから視神経を摘出、未固定凍結切片を

作成し免疫組織学的解析を行った。抗α

1-syntrophin 抗体を用いた解析では、野生型

で視神経の髄鞘及び視神経内に染色を認め

たがα1-syntrophin ノックアウトマウスで

は染色が完全に欠損していた。 

抗 AQP4 抗体を使用した免疫染色では視神経

の髄鞘に染色を認め、抗 Neurofilament 抗体

を使用した染色像とほぼ一致していた。抗

AQP4抗体および抗Neurofilament抗体とも野

生型とα1-syntrophin ノックアウトマウス

で染色に差異を認めなかった。抗 MBP 抗体に

よる染色でも野生型とα1-syntrophin ノッ

クアウトマウスで染色に差異を認めなかっ

た。 

 

 

野生型とα1-syntrophin ノックアウトマウ

スに EAON の惹起を試みた。惹起にはミエリ

ンオリゴデンドロサイト糖蛋白（MOG）の合

成ペプチドを使用した。使用したアミノ酸配

列は MOG;35-55 である。不完全フロインドア

ジュバンド（IFA）および加熱ヒト型結核菌

は、百日咳毒素（PTX）を使用した。週齢を

一致させた野生型マウスとα1-syntrophin 

欠損マウスの両群に MOG;35-55 感作で EAE 

を誘導した。IFA に 100μg/ml の MOG;35-55 

および 500μg の M. tuberculosis を加え、

乳化の後に尾背部皮下に感作を行った。初回

感作時および48 時間後にPTX を100ng ずつ

腹腔内投与した。これまでの報告に準じた上

記方法で臨床的なEAE発症マウスが得られな

かったため、ペプチドに DMSO を加えて免疫

を行った。しかし、臨床的な EAE の発症マウ

スは得られなかった。感作１４日後に視神経

を摘出し病理学的解析を行ったが、摘出後の

視神経に炎症所見は認めず、また野生型とα

1-syntrophin ノックアウトマウスで差異を

認めなかった。 
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