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研究成果の概要（和文）：視神経脊髄炎(NMO)患者血清中にaquaporin4(AQP4)に対する抗体が存在する。AQP4には2つの
isoformが存在し、このAQP4の2つのisoformを同時に発現する系を作製した。この発現細胞では、AQP4の大部分は脂質
ラフト画分に存在した。AQP4 発現細胞に、NMO-IgGと補体の添加で約60％の細胞に細胞死が認められたが、methyl-b-c
yclodextrinやsimvastatinで前処置を行うと、細胞死が約20％に減少した。このことから、AQP4分子の脂質ラフトへの
局在を減少させることにより抗AQP4抗体の作用を軽減させNMO病態を軽減させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neuromyelitis optica (NMO)-IgG is highly specific diagnostic marker for NMO and 
contributes directly to disease pathogenesis. The target antigen of NMO-IgG was identified as aquaporin-4 
(AQP4). There ae two major AQP4 isoforms, M1 and M23. We generated M1, M23, and M1/M23 co-expressing 
astrocyte cell lines. Most of M1 is localized in lipid raft on the membrane; in contrast, M23 is 
localized in both lipid raft and non-raft fractions when expressed independently. When both M1 and M23 
are expressed, the majority of AQP4 is localized in lipid rafts. Cholesterol depletion with 
methyl-b-cyclodextrin or simvastatin resulted in the relocation of AQP4 from lipid rafts to non-rafts 
fraction. This change in the localization of AQP4 on membrane significantly reduced complement-dependent 
cytotoxic effects of NMO-IgG without affecting AQP4 orthogonal arrays. Thus, these data strongly suggest 
that the targeting of AQP4 in the lipid rafts is closely related to the pathogenic effects of NMO-IgG.

研究分野：神経内科
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１．研究開始当初の背景 
 視神経脊髄炎(NMO)患者血清中に、アク
アポリン４(AQP4)と反応する抗 AQP4 抗
体が存在することが示された。AQP4はア
ストロサイト足突起に広く分布し、NMO
はアストロサイトの障害によって生じる可
能性が示唆されている。AQP4は 323個の
アミノ酸からなるAQP4M1とN末端が 22
個短い AQP4M23 の 2 種類の AQP4 分子
が 存 在 し 、 生 体 内 で は AQP4 は
heterotetramerの状態で存在する。培養ア
ストロサイトにおいて AQP4 は lipid raft
画分に存在することが報告され (JBC, 
2009)、研究開始当初我々は AQP4M1 が
lipid raftに存在することを確認していた。
それまでは AQP4M1または AQP4M23の
単独での発現系を用いて抗AQP4抗体の作
用 が 検 討 さ れ て き た が 、 等 量 の
AQP4M1/M23 を発現する系はなく、実際
の抗AQP4抗体の作用については明確とな
っていない。最近の知見では、IL-6によっ
て末梢血中の plasmablast (CD20 抗原陰
性)からの抗 AQP4 抗体を産生が促進され
ることが示された(PNAS, 2011)。すなわち、
抗CD20抗体によるB細胞抑制のみでは治
療が困難な可能性が示唆され、新たな治療
法の開発が期待される。 
一方、 Sphingosine-1-phosphate(S1P)
は、免疫系などにおいて重要な調節因子と
して作用しており、Sphingosine kinase 1 
(SphK1)により合成され、SphK1は、lipid 
raft に存在すると考えられている（Arch. 
Biochem. Biophys., 2009 ）。 S1P が
plasmablast の遊走を制御している可能性
が示されている（JI, 2008）。多発性硬化症
の 治 療 に 用 い ら れ る Fingolimod 
（FTY720）は、S1P1受容体アゴニストと
して作用し、リンパ組織からのリンパ球の
遊走を阻害するとされる免疫抑制剤で、そ
の作用機序は単にリンパ組織に作用する
だけでなく、血液脳関門を通過し中枢で直
接アストロサイトに作用していることが
最近示されている（PNAS, 2011他）。アス
トロサイトは S1P受容体と SphK1を発現
しており、脳内での免疫反応における
S1P/S1P受容体と SphK1の重要性が示唆
されている（PLoSONE, 2011）。 
以上のことから、Fingolimodをはじめと
するS1P受容体アゴニストはNMOにおけ
るアストロサイト障害を抑制する可能性と
ともに plasmablast 抑制の可能性がある。
従って、AQP4や SphK1が存在する lipid 

raftを阻害する、高脂血症治療薬 statinや
filipinを用いることにより、アストロサイ
ト障害抑制の可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 Gateway system (Invtrogen)を用いて
AQP4M1と AQP4M23の 2種類の AQP4
分子に異なる蛍光色素のタグを付けた上
で同時に細胞に発現させて、より生理的な
状態 (heterotetramer) に近い AQP4 発
現系を作製する。この発現系を用いて、抗
AQP4 抗体(NMO 患者血清)の直接的な作
用を補体の存在下と非存在下で検討する
とともに、細胞内シグナル伝達を解析する。 
 また、AQP4 が存在する lipid raft 
microdomain を methyl--cyclodextrin
や statin 投与により阻害した場合の、培
養細胞における抗 AQP4 抗体の作用（細
胞障害発現の有無）を検討して、lipid raft
を標的とした NMO 治療の可能性につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 
ヒト全長 AQP4 cDNA から全長 cDNA 

AQP4M1と 22個N末端の短いAQP4M23
を PCR法で発現ベクターに組み込み C末
端に異なる蛍光色素のタグをつける。これ
らのベクターから PCR 法で遺伝子を切り
出し、Gateway system (Invitrogen)を用い
て、AQP4M1 と AQP4M23 の各々の上流
にプロモータをつなぎ合わせた plasmid 
を作製する(これにより、遺伝子導入した細
胞では、AQP4M1 と AQP4M23 が同量発
現する)。作製した plasmid を AQP4 を発
現してないアストロサイト細胞株（OS3）
や同じくAQP4を発現しないBHK-21など
の細胞に lipofection法により transfection
し、stable transformantを作製する。この
ときベクター内に組み込まれたテトラサイ
クリンオペレーターを利用してAQP4の発
現量を調節する。 
このAQP4発現細胞にNMO患者血清を
加えて、位相差顕微鏡で形態変化を補体の
存在下・非存在下で行い、その変化を解析
する。 
アストロサイト細胞株に AQP4 M1 と

AQP4M23を同時に発現させた細胞に、正
常血清または NMO患者血清を 2％濃度で
添加し、添加後 0, 5, 10, 15, 30, 60分後の
全細胞蛋白を回収し、抗チロシンリン酸化
抗体、抗セリン・スレオニンリン酸化抗体
でウエスタンブロットを行い、各リン酸化



の変化を調べた。また、細胞内シグナル伝
達の下流に存在する MAPK のリン酸化に
ついても検討した。 
 AQP4 M1/M23発現細胞をmethyl-- 

cyclodextrin （2.5ｍM）で 24時間処理し
た後、正常血清またはNMO患者血清を2％
濃度で添加し、添加後 0, 5, 10, 15, 30, 60
分後の細胞を回収し、抗チロシンリン酸化
抗体、抗セリン・スレオニンリン酸化抗体
でウエスタンブロットを行い、各リン酸化
の変化を調べるとともに MAPK のリン酸
化についても検討した。 
 
４．研究成果 

M1の C末端に RFP、M23の C末端に
AcGFP をつけた発現ベクターを作製し、
BHK-21細胞で stable transformantが得
られた。この細胞は蛍光顕微鏡下では、赤
い蛍光の M1 と緑色の蛍光の M23 が同時
に発現していることが確認され、Western 
blottingでもその発現が確認された。 

Native gel electrophoresis と抗 AQP4
抗体による Western blotting での M１と
M23の同時発現細胞での解析では、AQP4
分子は 240kDa以上の位置に認められ。シ
ョ糖密度勾配超遠心法による抗AQP4抗体
と抗 GFP抗体を用いた解析では、M23は
可溶性画分と不溶性画分の両方の画分に存
在した。 
この細胞株に、非働化した NMO患者血
清を２％濃度で反応させたところ、一部の
細胞は培養 1－2 時間で接着性を失い浮遊
した。形態変化した細胞をトリパンブルー
で染色したが、細胞死は認められなかった。
M1/RFPまたはM23/AcGFPを単独発現し
た細胞にも非働化した NMO 患者血清を
２％濃度で加えたが、形態変化は認められ
なかった。補体存在下では、NMO-IgG 添
加により約 45分で 60％程度の細胞死を認
めた。一方コレステロールのキレート剤で
ある methyl--cyclodextrin で細胞を前処
置すると、その細胞死は約 20％に減弱した。
同様の結果が、コレステロール合成阻害剤
である simvastatin処理でも確認された。 

AQP4 M1/M23発現細胞に正常血清を添
加すると、分子量 40kDa 付近に添加後 5
分からチロシンリン酸化の亢進が認められ、
血清添加 30 分後まで持続した。血清添加
後 5 分と 10 分での反応が最も顕著であっ
た。NMO 患者血清を加えると、正常血清
を加えた場合と同じく分子量 40kDa 付近
に添加後 5分よりチロシンリン酸化亢進が

認められ、添加後 60 分程度まで持続し、
正常血清を加えた場合よりも強いリン酸化
反応が認められた。一方、AQP4 M1/M23
発現細胞を methyl--cyclodextrin で前処
理し、脂質ラフトを障害した場合、NMO
患者血清添加によるチロシンリン酸化の亢
進は減弱し、正常血清との差はなくなって
いた。 
セリン・スレオニンリン酸化反応は正常
血清を添加した場合とNMO患者血清を添
加した場合で差は認められなかった。また、
methyl--cyclodextrin で前処理した場合
も、セリン・スレオニンリン酸化反応は正
常血清を添加した場合とNMO患者血清を
添加した場合で差は認められなかった。 

MAPKのリン酸化は、正常血清を添加す
ると添加後 5分からリン酸化の亢進が認め
られ、血清添加 30 分後まで持続した。血
清添加後 5 分と 10 分での反応が最も顕著
であった。NMO 患者血清を加えると、正
常血清を加えた場合と同じく添加後 5分よ
りリン酸化の亢進が認められ、添加後 60
分まで持続し、正常血清を加えた場合より
も強いリン酸化反応が認められた。 

methyl--cyclodextrin で処理した場合、
NMO 患者血清添加によるリン酸化の亢進
は減弱し、正常血清との差は消失していた。
methyl--cyclodextrin などによって脂質
ラフトを障害することにより、AQP4分子
の局在が変化し、NMO 患者血清による形
態変化が認められた細胞が、NMO 患者血
清を加えても形態変化をきたさないことが
示された。また、同様の結果が simvastatin
投与により得られたことから、スタチンは
アストロサイト足突起の脂質ラフトを標的
として、AQP4分子の脂質ラフトへの局在
を減少させることにより抗AQP4抗体の作
用を軽減させNMO病態を軽減させる可能
性が示唆され、statinによる治療の可能性
が示唆された。 
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