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研究成果の概要（和文）：抗リン脂質抗体であるマウスモノクローナル抗β2グリコプロテインI (GPI)抗体 
WBCAL-1の浸透圧ポンプを用いた14日間投与モデルで、海馬CA2-3領域の神経細胞におけるマウスIgG沈着を発見
した。神経細胞死は認められなかったが、CD68陽性活性化ミクログリアをWBCAL-1群で多く認めた。海馬領域の
bulk-RNAシークエンスによる網羅的遺伝子解析では、コントロール群と差が認められず、β2GPI KOマウスを用
いた検討でβ2GPIは海馬CA2-3領域に認めなかった。β2GPI以外の結合因子ならびにミクログリアの活性化機
序、表現型に対する影響について、今後も検討を重ねていく。

研究成果の概要（英文）：WBCAL-1, immunoglobulin G (IgG) isotype of mouse monoclonal anti-β2 
glycoprotein I (GPI) antiphospholipid antibody was cerebroventricularly infused with the osmotic 
pump and was deposited in hippocampal CA 2-3 region. Although neuronal death was not observed using 
TUNEL staining, CD68-positive activated microglia were abundant around the CA 2-3 region. Bulk-RNA 
sequencing of the hippocampus revealed no difference of genes expressions between the WBCAL-1- and 
control IgG-infused groups, and specific expression of β2GPI in the CA2-3 region was not found 
using β2GPI-knock out mice. Further investigation will be needed to confirm the WBCAL-1 binding 
factor except β2GPI in the hippocampus, the pathogenesis of microglial activation and the effects 
on neuropsychiatric phenotype.

研究分野：膠原病・アレルギー内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経症状は数ある膠原病の病変のなかでも重要で、免疫抑制療法は進歩しているが、中枢神経症状を発症し寛解
導入できなかった患者は社会的制限を強いられる。本研究は、抗リン脂質抗体が中枢神経へどのように影響を与
えるかを評価した。特に抗リン脂質抗体は海馬CA2-3領域の神経細胞に沈着し、機能へ直接影響を与える可能
性、その結合にβ2GPIを介さない可能性、また同領域のミクログリア活性化が明らかとなった。局所的な神経機
能変化や炎症が、若年者に重篤な後遺症をもたらしうる抗リン脂質抗体を介した神経病変に関わる可能性を示
し、今後の研究、病態予防や治療の原石となるという点で社会的意義がある。

※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 
抗リン脂質抗体症候群 (APS) は抗リン脂質抗体 (aPL) の存在下で発症する血栓性自己免疫
疾患で、若年性脳梗塞や習慣流産の主因であり、機能予後が不良である。また、全身性エリテマ
トーデス (SLE) の類縁疾患で、病態や免疫・遺伝子異常を共有し、SLE患者の 30-50%が aPL
陽性を示す。精神神経 SLE（NPSLE）は SLE 患者の 40%でみられ罹患頻度は高い。NPSLE で
は血管炎や神経炎症の関与を想定し、大量グルココルチコイド投与を含めた強力な免疫抑制療
法を行うが、治療中の増悪やうつ病、精神病症状が後遺症として持続する可能性もあり、長期に
は前頭葉を中心とする大脳皮質の萎縮やこれに伴う認知機能障害や高次脳機能障害を併発する
など未だ解決されない点が残されている。加えて、NPSLE の aPL 陽性率は 50%程度とその他
の自己抗体と比べて非常に高い。In vitro の研究では、APS 患者から得られたヒトポリクローナ
ル aPL をマウスに脳室内投与することで、過活動などの異常行動や認知機能障害が起こること
などが示されているものの、病態の詳細な解析はほとんどない。現在までの研究の問題点はマウ
スに対して異種抗体であるヒト aPL の投与やβ2グリコプロテイン I (GPI) による能動的免疫
誘導など、aPL の中枢神経系細胞への純粋な働きを評価することは困難であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、我々が精製したマウスモノクローナル aPL であるWBCAL-1 を用いて、マ
ウスの aPL 受動的投与モデルを作成し、aPL が神経系細胞にどのような変化をもたらすのかを
検討し、その責任分子や細胞を明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
(1)WBCAL-1によるAPS/SLEの中枢神経障害マウスモデルの確立 
本モデルにおいて以下の方法で研究を実施した。 
① aPL がどの中枢神経系細胞に結合し、またその他の細胞とどのように相互作用するのかを
解析した。マウスモノクローナル aPL である WBCAL-1 の浸透圧ポンプによる 14 日間の持続
的脳室内投与で WBCAL-1 がどの中枢神経系細胞に結合し、周囲の細胞に対する影響を評価し
た。すなわち aPL と中枢神経系細胞の結合について、免疫組織化学で解析するとともに、aPL と
細胞の結合のためには、β2GPI が必要であるが、中枢神経組織での発現をβ2GPI ノックアウ
トマウスも用いて、免疫組織化学で確認した。また、神経細胞死・脱落については、TUNEL 染
色を実施し、グリア細胞の活性化の有無についても、ミクログリア活性化マーカーである Iba-1
と CD68 やアストログリオーシスをGFAPで評価した。 
 
② 申請者らは、予備検討で海馬CA3 領域へのWBCAL-1 沈着を免疫組織化学で確認した。本
項目では、中枢神経障害を担う責任分子を決定するために、海馬領域における遺伝子発現変化を
評価するために、RNA sequence による網羅的遺伝子発現解析を実施した。 
 
 
(2) 抗リン脂質抗体産生SLEモデルであるMRL/lpr のストレスと中枢神経症状の関連 
 ストレスは精神神経生理やその病態生理に影響を与えるが SLE の精神症状との関連は明らか
とはなっておらず、これに着目した。aPL 産生 SLE モデルであるMRL/lpr マウスを用いて、睡
眠障害ストレスを負荷した。行動試験、脳組織の RNA sequence、ミクログリアやニューロンの
フローサイトメトリーや免疫組織化学、形態学的解析を行い、表現型に対するメカニズムを解析
した。 
 
４．研究成果 
(1)WBCAL-1によるAPS/SLEの中枢神経障害マウス
モデルの確立 
aPL を産生する SLE モデルマウスの NZW×BXSB 
F1 マウスよりハイブリドーマを樹立し、代表的な
aPL である抗 β2GPI 抗体のマウスモノクローナル
抗体WBCAL-1を作成した（図1）。同抗体をC57BL/6
マウスへ脳室内 14 日間持続投与することで、マウス
の認知機能障害と海馬CA3領域へ有意に沈着とCA3
ニューロンの NeuN 発現低下を確認していた（図 2, 
3）。 
 
① aPL の中枢神経系細胞系における結合細胞の免疫組織化学法を用いた結合評価では、ニュ
ーロン周囲に IgG 沈着を示唆する所見を認めた（図 4）。また、周囲の細胞に対する影響として、
Iba-1 陽性ミクログリアの活性化を示すCD68 凝集を海馬CA2-3 領域に認めた（図 5）。TUENL
染色による神経細胞死や GFAP 染色によるアストログリオーシスに差はなかった。同部位にお



けるβ2GPI を評価したが、β2GPI ノックアウトマウスでもシグナルが認められ、非特異的シ
グナルと考えられ、結合因子については更なる検討が必要であった。 
 
② 海馬領域の bulk-RNA sequence による網羅的遺伝子発現解析ではWBCAL-1 投与群とコン
トロール群に差が認められなかった。 
 
(2)抗リン脂質抗体産生SLEモデル MRL/lpr のストレスと中枢神経症状の関連 (文献１） 
 ① 行動試験である高架式十字迷路試験において, 睡眠障害による慢性ストレス負荷 (SD, 
sleep disturbance) をしたコントロール (MRL/MpJ) マウスでは不安様行動は増したが、SD負
荷ループスモデルマウス (MRL/lpr) ではむしろ不安様行動が有意に減少した。 
 
② ストレス感受脳領域の中で、内側前頭前皮質 (medial prefrontal cortex: mPFC) に着目し, 
SD 負荷MRL/lpr では、リン酸化 Fos 陽性細胞は他のマウス群と比べて有意に増加した。 
 
③PFC の RNA sequence で、SD負荷MRL/lpr で発現亢
進のある遺伝子群はパスウェイ解析でサイトカイン相互
作用などの炎症に関連していた。炎症関連遺伝子に注目
すると、H2-Eb1、Nos2 や Il12b などのミクログリア活性
化遺伝子の発現亢進を認めた。SD 負荷 MRL/lpr の髄液
では、Il12b にコードされる IL-12/23p40 の濃度が有意に
高値であった（図6）。 
 
④ SD 負荷 MRL/lpr で、ミクログリア活性化やミクロ
グリアの IL-12/23p40 産生亢進が確認され、ニューロン
の IL/12-23p40 下流シグナルである Stat4 のリン酸化亢
進と神経樹状突起スパイン密度上昇を認めた（図７）。 
 
⑤IL-12/23p40 中和抗体の脳室内投与や Tyk2 阻害薬の
投与により、SD負荷MRL/lpr の上記の表現型はキャンセ
ルされた。ヒト検体を用いた検討では、北海道大学病院と
北里大学病院のコホートにおける SLE 患者の髄液で、精
神症状を伴う NPSLE 患者が精神症状を伴わない SLE 患
者よりも IL-12/23p40 は高値だった。 
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