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研究成果の概要（和文）：視神系脊髄炎（NMO）を罹患する患者血清中に含まれる自己抗体・抗AQP4抗体はNMOの分子病
態を解明する上でKey分子であると考えられている．また、当該抗体の迅速検査はNMOの治療戦略策定上重要事項であり
、高感度で高速な検査システムが必須である．従来法の中では蛍光顕微鏡システムを駆使したcell-based assay (CBA)
 の信頼度が最も高いが，検査の手技上の複雑さや定量性に関しての問題点が指摘されていた．本研究では，CBAが包含
する問題点を全てクリアし，かつ，信頼度はも十分に担保された画期的な抗体検査システムの構築に成功した．

研究成果の概要（英文）：Anti-AQP4 antibody in patient serum with neuromyelitis optica (NMO) is thought to 
be one of key molecules in the molecular pathogenesis of NMO. In addition, the quick inspection of the 
antibody concerned is an important matter in treatment strategy development of NMO, and the inspection 
system which is high-speed for high sensitivity is essential. Reliability of cell-based assay (CBA) which 
made full use of a fluorescent microscope system was the highest in the law conventionally, but problems 
about complexity and the quantifiability in the maneuver of the inspection had it pointed out. In this 
study, CBA problems include clear all, and, reliability was also succeeded in building a fully collateral 
has been innovative antibody test system.

研究分野： 神経分子病態学
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１．研究開始当初の背景	 
抗 AQP4 抗体陽性の NMO 症例はアジア・
アフリカ系人種に多く認められ，特に中高
年女性にて高度の視力障害および脊髄病
変を生じる．また，再発率が高く，機能予
後も悪いとされている．さらには，高頻度
で全身性自己免疫疾患の合併が観察され
ることや病理組織学的検討の結果などを
総合的に判断すると抗体を含む液性因子
が NMO の病態に関与するものと考えられ
ている．これは Tリンパ球等による脱髄病
変を主体とする MS とは病態機序が異なる
可能性を意味している．このような経緯の
なかで NMO 症例に関する抗 AQP4 抗体の解
析が世界中で実施されている．本邦におけ
る抗 AQP4 抗体検査に関しては，主に 3 施
設において複数の異なる手法が利用され
ているが，ヒト AQP4 遺伝子を強制発現さ
せたヒト細胞と患者血清を反応させ，間接
蛍光染色法により抗体を検出するという
基本原理は共通である．現行の抗 AQP4 抗
体検査に関する間接蛍光染色法の問題点
の一つは，定量性に乏しい点であると言わ
れている．事実，顕微鏡を利用した間接蛍
光染色法を抗 AQP4 抗体検査に採用してい
る施設は検査結果において抗体価等の定
量性に関連した回答は実施していない．間
接蛍光染色法以外にも，ELISA 法や RIA 法
による測定方法等も試みられている．
ELISA 法は多検体処理に適しているが，抗
原である AQP4 分子をマイクロプレートに
固相化する過程でエピトープの一部が利
用できなくなる可能性があり，抗体検出感
度の低下を招く一因となる．事実，英国の
RSR 社から販売されている抗 AQP4 抗体測
定用 ELISA キットの抗体検出感度につい
ては多くの臨床医が疑問の念を抱いてい
るのが実情である．また，RIA 法の場合は
放射性同位元素を扱うため，検査従事者の
心身への負担が少なくない．以上の理由に
より，従来法とは抗体検出原理が異なり，
簡便で安全な高感度抗 AQP4 抗体測定の開
発が切望されている。	 
	 
２．研究の目的	 
自己抗体介在性神経難病の一つとして，視神
経脊髄炎（NMO）が知られる．NMO が疑われる
およそ７割の患者血清中に抗アクアポリン
４（AQP4）抗体が検出されるが，現在本邦で
実施されている抗 AQP4 抗体検出法には様々
な問題点が潜在しており，より高感度で定量
性を有した抗体検査法の開発が期待されて
いる．本研究では，生物発光を利用する高感
度抗体測定技術を応用し，NMO 診断の鍵とな
る抗 AQP4 抗体測定に関する世界標準のアッ
セイ系を確立する．	 
	 
３．研究の方法	 
検体収集（担当：松尾）	 
	 NMO の臨床診断に際しては Wingerchuk	 

博士らが提示した診断基準を参考とし，抗
AQP4 抗体の有無に関わらず NMO の疑いが
強い症例から検体（血清）を採取する．一
方，対照疾患としては，鑑別がしばしば困
難である MS が第一に挙げられ，その他と
しては非炎症性神経疾患（筋萎縮性側索硬
化症，アルツハイマー病，正常圧水頭症な
ど）も対照疾患群とする．これら疾患群に
ついても診断がより確実な症例を選抜し，
検体を採取する．さらに，上記 3 群（NMO
群，MS 群，非炎症性神経疾患群）に加え，
NMO 群と年齢・性別分布がほぼ一致する健
常群から採取した検体を用意する．	 
	 	 
ルシフェラーゼ免疫沈降法（LIPS）による
高感度抗 AQP4 抗体検出用多検体処理シス
テムの構築（担当：樋口）	 
まず，ヒト AQP4 の	 C 末端に GL が融合し
たリポーター（AQP4-GL）を作成する．次
に，AQP4-GL 発現ベクターをヒト胎児腎臓
由来株細胞 HEK293 に遺伝子導入し，
AQP4-GL を強制発現させる．引き続き，
AQP4-GL 発現細胞を適切な界面活性剤
（Triton など）で可溶化した後に適切な
カラム操作を行い，AQP4-GL を精製する．
精製した AQP4-GL，ヒト血清，そしてプロ
テイン G セファロース（PGS）の三者を混
合し，GL 免疫沈降を実施する．使用した
血清中に抗 AQP4 抗体が存在すると，抗
AQP4 抗体，AQP4−GL，そして，PGS が免疫
複合体を形成する．この免疫沈降物中に含
まれる AQP4-GL 活性をルミノメーターに
より測定し，得られた発光量を基にヒト血
清中の抗 AQP4 抗体量を算定する．さらに，
作業効率の向上を考慮して，マイクロプレ
ートを利用した多検体処理に適した抗体
検査システムの開発を行う．これは，抗
AQP4 抗体検査を将来的に自動化するため
には必須のプロセスである．現行のカイア
シルシフェラーゼ免疫沈降法の場合，PGS
を回収するために遠心操作が必要である
が，遠心操作は多検体処理には不向きであ
るため，遠心操作を除外したシステムが必
要である．そこで，免疫グロブリンの PGS
への吸着のステップに磁性 PGS を導入す
る．さらに，磁性検体洗浄プロトコールが
導入されているマイクロプレート洗浄機
を導入する．磁性 PGS の導入により，カイ
アシルシフェラーゼ免疫沈降法において
最も煩雑である遠心機を用いた洗浄ステ
ップを排除することができ，検査に要する
時間と労力の大幅な削減が望める．カイア
シルシフェラーゼ免疫沈降後には，マイク
ロプレート対応のルミノメーターを利用
して免疫沈降物中のルシフェラーゼ活性
を測定することで抗体量を算定する．	 
	 
データ解析（担当：樋口・松尾）	 
	 国内外で汎用されている間接蛍光染色
法および ELISA 法とカイアシルシフェラ



ーゼ免疫沈降法の各種方法で得られたデ
ータを比較検討する．間接蛍光染色法では
細胞膜上に存在する AQP4 を抗原とするた
め，高感度な抗体検出法であると推測され
るが，検査全体の煩雑さに伴うデータの再
現性や定量性に関しては少なからず問題
があると指摘されている．事実，細胞免疫
染色法を実施する多くの施設では，抗
AQP4 抗体が陽性か陰性かの判定のみを回
答するケースが多い．ELISA 法の場合は感
度が十分ではないとの臨床医からの意見
が根強い．そこで，抗 AQP4 抗体検出系と
しての感度と定量性に重点を置き，抗
AQP4 抗体検出に関する各種アッセイ法の
長短所を整理し，明確にする．	 
	 
［平成２５年度以降］	 
前年度に確立した新しい抗 AQP4 抗体測定
系を利用して，引き続き抗体検査を実施す
るとともに，陽性と判定された症例に関す
る臨床情報を精査する．さらに，平成２５
年度以降には，長崎県下のみならず，全国
の神経難病を専門とする医療機関と協力
し，さらなる検体収集を実施する．そして，
新しい高感度抗体検査法により陽性と判
定された抗 AQP4 抗体陽性型 NMO の臨床情
報を精査し，より精緻な NMO 臨床像の確立
を目指す．さらに，本研究において，抗
AQP4 抗体陰性と判定された検体について
も，その保存と臨床情報の整理を実施する．
抗 AQP4 抗体陰性と判定された血清中には，
未知の自己抗体が潜んでいる可能性があ
り，将来的な抗体探索研究において非常に
重要な研究材料となりうる．	 
	 
４．研究成果	 
１）抗 AQP4 抗体に関する LIPS の確立：本研
究課題申請時に提案した LIPS 法による抗
AQP4 抗体測定系の確立は達成した．LIPS に
よる抗 AQP4 抗体の検出感度は既存の ELISA
システム（保険適応されている検査システム
を指す）の結果と比較しても同等以上の感度
が確認された．一方で，現存する抗 AQP4 抗
体測定法の中でもその抗原特異性と抗体検
出 感 度 に 関 し て 最 も 信 頼 度 が 高 い
cell-based	 assay	 (CBA)の解析結果と比較す
ると抗体検出感度はわずか６割程度である
ことが判明した．本結果を受け，従来の LIPS
では本研究課題の目的達成には及ばないと
判断し，新たな LIPS 法の開発に着手した．	 
	 
２）複数膜貫通型膜タンパク質に特化した
cell-based	 LIPS の樹立：我々が改良点とし
て注視したのは、抗原である AQP4-GL の細胞
膜からの可溶化のタイミングであった．AQP4
は複数膜貫通の膜タンパク質であり，細胞膜
上に発現している状態ではその細胞外領域
は高度な立体構造を保持していると考えら
れ，その特異構造を抗 AQP4 抗体が認識・結
合していると推測される．従って，抗 AQP4

抗体と AQP4-GL を結合させる場合には，CBA
法と同じように，後者が細胞膜上に局在して
いる時を選択する必要があった．そこで，細
胞膜上に AQP4-GL が局在する状態でヒト血清
と反応させ，その後に細胞膜を可溶化し，抗
AQP4抗体とAQP4-GLの免疫複合体をPGSによ
り免疫沈降するプロトコールに変更した．こ
の改良によって，CBA とほぼ同等の抗原特異
性と抗体検出感度が得られた．この複数膜貫
通型膜タンパク質に特化した世界初の LIPS
を cell-based	 LIPS と命名した（2015 年内の
学術論文投稿を目指して準備中）．	 
	 
３）多発性硬化症における抗 Kir4.1 の抗体
解析：	 NMO の鑑別疾患として多発性硬化症
（MS）が挙げられるが，後者の治療には IFN
βが用いられることが多い．しかしながら，
本薬剤は抗 AQP4 抗体陽性の NMO に対しては
時に症状を増悪化させることが知られ，慎重
な診断が求められ，IFNβ治療を実施する前
には MS 患者血清に関する抗 AQP4 抗体検査が
選択される場合がある．2012 年にドイツの研
究グループから MS 患者血清中に高頻度（40%
程度）にカリウムイオンチャネルである
Kir4.1 に対する自己抗体が潜在することが
報告された．これを受け，我々は MS および
抗 AQP4 抗体陽性 NMO に対する抗 Kir4.1 抗体
検査研究を実施した．結果，少なくとも本邦
において MS と確定診断された症例では抗
Kir4.1 抗体は殆ど検出されなかった．ドイツ
の研究グループの抗体検査法に加え，LIPS と
CBA による抗体検査も重ねたが，同様の結果
であり，先にあった報告とは内容は合致しな
かった．また，NMO/NMOsd 症例でも同様の抗
体探索を実施したが，有意な当該抗体の陽性
率は認めなかった．最終的に，本邦における
MS に関しては，抗 Kir4.1 抗体の検査はその
確定診断の一助には不適であるとの結論に
達した（2015 年 4 月に国際学術雑誌に投稿済
み）．	 
	 
４）多検体高速処理システムの開発	 
	 
LIPS の多検体高速処理化においては，PGS を
利用した免疫沈降のステップの自動化が必
須であった．この問題を解決するためには，
PGSからPGで表面をコーティングした磁性ビ
ーズへの変更が必要と考え，販売されている
PG 磁性ビーズを各種取り揃えて，抗体-抗原
複合体の吸着とその免疫複合体の洗浄の各
ステップを重点とした比較検討を行った．そ
の結果，ビーズの粒径が最小のものが LIPS
の自動化に適していることが明らかとなっ
た．この PG 磁性ビーズを採用した LIPS は当
初の目的どおりに多検体を高速に処理する
ことを可能にし，今後の大規模血清検体処理
に有用であると判断した（2015 年内の学術論
文投稿を目指して準備中）．	 
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