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研究成果の概要（和文）：NHALE髄液中C5aは免疫修飾治療（IT)前は疾病対照に比べ高値(p=0.0271)で、36.8％
が疾病対照のM+2SD以上（陽性）であったが、IT後は有意差がなかった。iC3bは、IT前は疾病対照に比べ高値で
(p<0.0001) 、66.7％が陽性、IT後も高値で(p<0.0001)、58.3％が陽性であった。MACは、IT前は疾病対照に比べ
て高値で(p<0.0001) 、51.4％が陽性、IT後も高値で (p=0.0003) 、50.0％が陽性であった。CD59に有意差はな
かった。【結論】NHALEの半数程度で、急性期に中枢神経系で活性化補体が増加、細胞傷害が起こっている可能
性がある。

研究成果の概要（英文）：Results: Before immunomodulation therapy (IT), mean level of C5a of NHALE 
was higher than that of DCs (p=0.0271), and 36.8% of patients had higher levels than mean+2SD of 
DCs. Evolution of C5a suggested peak level around 10 days after onsets. 
Before IT, mean level of iC3b in NHALE was higher than that of DCs(p<0.0001), and 66.7% of patients 
had higher levels than mean+2SD of DCs. Evolution of iC3b suggested peak level around 10 days after 
onsets. Before IT, mean level of MAC in NHALE was higher than that of DCs (p<0.0001), and 51.4% of 
patients had higher levels than mean+2SD of DCs. The mean level in NHALE was also higher (p=0.0003) 
after IT. Before & after IT, mean level of CD59 was not different between two groups. Conclusion: In
 approximately half of NHALE patients, increased activated complements may contribute to the 
impairment of neuronal cells in acute stage.

研究分野：神経免疫
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１．研究開始当初の背景 
我々は、グルタミン酸受容体（GluR）の
うちの記憶学習等に関与するNMDA型 GluR
サブユニットの一つである GluN2B（2、
NR2B）と、マウスでは小脳プルキンエ細胞
に発現するとされるGluD2（2）について、
遺伝子組み換え技術を用いて作成した抗
原による高感度自己抗体検出システム(イ
ムノブロット法)を確立し（Takahashi, et 
al. Neurology 2003）、世界に先駆けて急
性脳炎での GluR 自己免疫の研究を開始
（第 107 回日本小児科学会優秀演題賞、
2004）、非ヘルペス性急性辺縁系脳炎
（NHALE）では以下の研究成果を得ている。
①血清・髄液中で GluN2B、GluN1 抗体が増
加、病勢に応じた経時変動をすること
（ Takahashi, Future Neurol 2006 ； 
Neuroinfect 2007；臨床神経学 2008）、
②GluRN2B、GluN1 抗体のエピトープは N
末（細胞外ドメイン）、M3-4 間（膜貫通
部間細胞外ドメイン）、C末（細胞内ドメ
イン）と幅広く、感染病原体分子との交叉
反応による抗体ではなく、NMDA 型 GluR 自
身が抗原となっていること、③先行症状期
に GluR が発現するリンパ球、血小板が減
少していて、リンパ球、血小板のアポトー
シスで GluR 抗原が供給されている可能性
が高いことを報告してきた（高橋幸利、他、
日本小児科学会誌、2014）。 
NMDA 型 GluR 抗体の作用機序として、①
抗体が CHO 細胞表面で発現させた NMDA 型
GluR 複合体を温度依存性に細胞内へ内在
化させること（Takano, Takahashi, et al. 
Neuroscience Research 2011）、②NHALE
髄液の IgG分画はシナプス外 NMDA型 GluR
複合体の内在化を起こし、興奮毒性による
アポトーシスを抑制すること、③ウサギ
GluN2B-NT2 抗体をマウス海馬に投与し
Irwin 法で行動観察を行うと、不安行動の
有意な増加が起こることを見いだした（特
願 2014-174749）。 
我々は、NMDA 型 GluR 抗体の IgG サブク
ラス解析を可能にし（特願2013-211813）、
NHALE では、①IgG１-４すべてのサブクラ
スが疾病対照髄液に比べて高値で、②IgG1
サブクラスは急性期入院日数・てんかん発
作予後・認知機能予後と直線的回帰が認め
られ、③IgG3 サブクラスは、Barthel 
score・てんかん発作予後・認知機能予後・
運動機能予後と直線的回帰が認められる
ことを見出した。IgG1 や IgG3 サブクラス
は補体動員作用が強いことから、抗体が補
体依存性の細胞傷害を誘導して、予後を悪
化させている可能性を考えている。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、腫瘍を合併しない非傍腫
瘍性の NHALE を対象に、髄液中の活性化補体
を測定する系を確立し、補体と NHALE の予後
との関係を明らかにし、IgG サブクラススイ

ッチを規定するサイトカインを見出す。補
体・サイトカインによる予後予測と治療継続
判断を実現し、新たな免疫修飾治療法の開発
に結び付けたい。 
後遺症の少ない脳炎の急性期治療法を確
立することが、国民ならびに多くの小児科医
の念願である。 
 
３．研究の方法 

① GluN1 抗体の IgG サブクラス別定量法の
確立（2015 年度）（高橋、西村が担当）：
GluN1 は NMDA 型 GluR の基本サブユニッ
トであり、ほとんどすべての NMDA 型
GluR 複合体にサブユニットとして組み
込まれている。GluN1 の細胞外ドメイン
の N末を抗原とする ELISA 抗体
（GluN1-NT 抗体）は測定法を確立できて
いるので（Fujita, Takahashi, et al. J 
Neuroimmunol 2012）、この ELISA の測
定系を利用して、GluN2B の N 末に対する
IgG 抗体（GluN2B-NT2 抗体）のサブクラ
ス定量法と同じく、IgG サブクラス認識
2次抗体を用いて、GluN1-NT 抗体 IgG サ
ブクラス定量法を ELISA で確立する。 

② 髄液 GluN1-NT 抗体、GluN2B-NT2 抗体の
IgG サブクラス別定量（2015 年度-）（高
橋、西村が担当）：非傍腫瘍性の NHALE
症例は、すでに 280 例が集積済みで、そ
の保存髄液を用いて GluN2B-NT2 抗体の
IgG サブクラス別定量を開発済みの方法
（特願 2013-211813）で開始する。、
GluN1-NT 抗体の IgG サブクラス別定量
についても、測定法の確立を待って開始
する。 

③ 髄液活性化補体：iC3b、C5a、Membrane 
Attack Complex(MAC)、CD59 等の測定法
開発（2016 年度以降）（高橋、笠井が担
当）：細胞溶解を誘導する Membrane 
Attack Complex(MAC)を ELISA
（ABIN584642）で測定する（図参照）。
オプソニン効果をもたらす iC3b を
ELISA（Quidel, A006）で測定する。炎
症作用、走化作用のある C5a を ELISA
（HK349）で測定する。MAC 形成抑制作用
のある CD59 を ELISA(Wuhan EIAab 
Science, E2116h）で測定する。うまく
いかないときには、大阪大学微生物病研
究所、村上准教授に指導をいただく。 

 
４．研究成果 
① GluN1 抗体の IgG サブクラス別定量法の



確立：プレートをペプチド溶液で、4℃
終夜コーティングする。N末ペプチドは
ア GluN1 のアミノ酸配列 177 -190 
(QKRLETLLEERES)を、C末ペプチドは
GluN1 のアミノ酸配列 889 - 902 
(SSFKRRRSSKDTST)を合成して作成した。
コーティング後、PBS でウオッシュし、
0.5% BSA in PBST を 250μl加え 2時間
ブロックする。その後、PBS でウオッシ
ュし、髄液 100μl（血清は 10%BSA-PBST
で 1/10 希釈して 100μl）を入れ、37℃、
2時間インキュベートする。その後 PBST
でウオッシュし、ヒト IgG サブクラス抗
体を 100μl入れ 2時間室温に置く。そ
の後 PBST 200μl でウオッシュ、TMB, 
H2O2 を当量混和し添加する。15 分後 1M 
H3PO4 100μl 加え反応停止し、30 分以
内に 450nm で吸光度を測定。 

② 髄液 GluN1-NT 抗体、GluN2B-NT2 抗体の
IgG サブクラス別定量：非傍腫瘍性の
NHALE 症例 29 例の髄液について
GluN2B-NT2 ペプチドを用いて IgG サブ
クラス抗体を定量した。IgG1 は 7.25±
4.22ng/ml、IgG2 は 4.42±2.84ng/ml、
IgG3 は 2.09±1.60ng/ml、IgG4 は 2.68
±2.36ng/ml であった。25 例の血清の
IgG サブクラス抗体を定量した。IgG1 は
3.15±2.42ng/ml、IgG2 は 2.19±
1.48ng/ml、IgG3 は 0.64±0.59ng/ml、
IgG4 は 0.62±0.52ng/ml であった。非傍
腫瘍性の NHALE 症例 10 例の髄液につい
て GluN1-NT ペプチドを用いて IgG サブ
クラス抗体を定量した。IgG1 は 7.42±
4.99ng/ml、IgG2 は 4.94±3.53ng/ml、
IgG3 は 1.94±1.53ng/ml、IgG4 は 1.80
±0.90ng/ml であった。21 例の血清の
IgG サブクラス抗体を定量した。IgG1 は
5.74±2.76ng/ml、IgG2 は 5.82±
2.45ng/ml、IgG3 は 0.97±0.70ng/ml、
IgG4 は 1.31±1.10ng/ml であった。 

③ 髄液活性化補体：iC3b、C5a、Membrane 
Attack Complex(MAC)、CD59 等の測定法
開発：C5a は Human C5a ELISA Kit
（Hycultbiotech, HK349-1）、iC3b は
MicroVue iC3b EIA Kit（Quidel, A006）、
CD59 は Human CD59 glycoprotein 
kit(Wuhan EIAab Science, E2116h)、
Complement Complex C5b-9 は 、
Clusterin-sC5b-9  (sMAC) Proceptor 

ELISA kit（コスモ・バイオ (PGB CR-002)
によって測定法を確立した。 

④ NHALE 急性期髄液の活性化補体の検討：
髄液 iC3b（Mann Whitney test, p＜
0.0001）、C5a（ｐ＝0.0017）および C5b-9
（ｐ＝0.0075）は疾病対照に比べて有意
に高値であったが、CD59 は有意差がなか
った。 

⑤ NHALE 急性期髄液の GluN2BIgG サブクラ
ス抗体値と活性化補体の関連の検討：髄
液活性化補体の C5a（ｐ＝0.0212）は、

髄液 GluN2B-NT2 抗体 IgG サブクラスの
全体値（ELISA)と正の相関関係があった。
髄液活性化補体の C5a（ｐ＝0.0007）と
iC3b（p＝0.0057）は、髄液 GluN2B-NT2
抗体 IgG2 と正の相関関係があった。髄
液活性化補体の C5a（ｐ＝0.0050）は、
髄液GluN2B-NT2抗体IgG3と正の相関関
係があった。髄液活性化補体の C5a（ｐ
＝0.0458）は、髄液 GluN2B-NT2 抗体 IgG4
と正の相関関係があった。 

⑥ 免疫治療と活性化補体の関連：C5a は免
疫修飾治療（IT)前は疾病対照に比べて
有意に高値(p=0.0271)で、36.8％が
M+2SD 以上であったが、IT開始後は有意
差がなかった。発病後 10 日くらいにピ
ークとなると推測された。iC3b は、IT
前は疾病対照に比べて有意に高値で
(p<0.0001) 、 66.7％が M+2SD 以上で、
IT 後も有意に高値で(p<0.0001)、58.3％
が M+2SD 以上であった。発病後 10 日く
らいにピークとなると推測された。CD59
は明らかな有意差はなく、5.1％が M+2SD
以上で増加例は少なく、IT 後も変動を認
めなかった。MAC は、IT 前は疾病対照に
比べて有意に高値で (p<0.0001) 、
51.4％が M+2SD 以上で、IT後も有意に高
値で (p=0.0003) 、50.0％が M+2SD 以上
であった。 
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