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研究成果の概要（和文）： 
 多発性硬化症（MS）と関連疾患 NMOの診療に役立つバイオマーカー（検査指標）を明らか
にするために、DNA マイクロアレイやフローサイトメーターによって患者血液・髄液サンプ
ルを解析した。MS 髄液で顕著に増加する T 細胞集団 (CCR2+CCR5+細胞)や、NMO の末梢
血で特異的に増加する B細胞集団を明らかにすることができた。研究成果はMS/NMOの補助
診断に活用できるにとどまらず、新たな治療法の確立につながるものである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 By analyzing blood and cerebrospinal fluid (CSF) samples with DNA microarray and 
flow cytometry, we have attempted to identify biomarkers useful for diagnosis and 
treatment of multiple sclerosis (MS) and neuromyelitis optica (NMO). We successfully 
identified a T cell subset expanded in the CSF of MS and a B cell subset expanded in 
the blood of NMO. These results offer a novel method to make correct diagnosis and 
lead to development of new therapies targeting these expanded populations.   
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 （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合	
 計 
    2006年度 27,000,000	
 8,100,000	
 35,100,000	
 

    2007年度 21,300,000	
 6,390,000	
 27,690,000	
 

  2008年度 21,300,000	
 6,390,000	
 27,690,000	
 

  2009年度 17,000,000	
 5,100,000	
 22,100,000	
 

    2010年度 17,000,000	
 5,100,000	
 22,100,000	
 

総	
 計 103,600,000	
 31,080,000	
 134,680,000	
 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：神経内科学 
キーワード：神経科学、脳神経疾患、マイクロアレイ、免疫学、薬剤反応性 
 
１．研究開始当初の背景	
 

多発性硬化症（multiple	
 sclerosis;	
 MS）は

再発・寛解を繰り返す中枢神経系内炎症に起

因する脱髄疾患であるが、その本態は自己免

疫であり根本的な問題は免疫系にある。代表

研究者山村は、神経内科医が MS の本質に迫

る免疫学的研究を行えるような研究環境を

整備し、患者末梢血の免疫細胞（NK 細胞、NKT

細胞、T 細胞）の遺伝子発現変化や細胞表面

抗原に関する解析を精力的に行ってきた。例

えば、MS 寛解期の特徴として、NK 細胞の CD95

発現亢進や IL-5 産生亢進を指摘し（J.	
 Clin.	
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Invest.	
 2001）、CD95 発現の高い症例では NK

細胞が自己免疫 T細胞の活性化を制御し、寛

解が維持されるという病態を明らかにした

（Brain.	
 2004）。さらに樹状細胞のマーカー

とされる	
 CD11cが MSの NK細胞の一部で異常

に高く発現していることを見いだし、NK 細胞

の発現する CD11c の高い群（CD11c	
 high）と

低い群（CD11c	
 low）に分けて患者の臨床経

過を追跡調査した。その結果、CD11c	
 high 患

者が CD11c	
 low 患者に比べて、有意に再発率

が高いことを示した（J.	
 Immunol.	
 2007）。

また、MS の末梢血 T 細胞の遺伝子発現解析

（DNA マイクロアレイ解析）により、MS が細

分類される可能性を示した（Neurobiol.	
 Dis.	
 

2005；J	
 Neuroimmunol.	
 2006）。	
 

	
 本研究を開始したのとほぼ同じ時期に、従

来視神経脊髄型 MS とされて来た症例の中か

ら、抗アクアポリン４抗体陽性例が視神経脊

髄炎（NMO）として区別されるようになり、

MS 研究は新たな時代に入った。抗アクアポリ

ン４抗体にはアストロサイトを障害する活

性も証明され、インターフェロンβは同抗体

の産生を促進することから、MS と NMO を正確

に鑑別することが重要になって来た。	
 

	
 従来 IFN-γ産生性 Th1 細胞が、MS 病態形

成に重要な T細胞サブセットであると考えら

れてきたが、2005 年に強力な炎症惹起能を有

するインターロイキン 17（IL-17）を産生す

る T 細胞（Th17 細胞）が提唱され、MS の動

物モデル、実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）

において、高い病原性を有することが示され

た。しかし MS 患者の体内で Th17 細胞が示す

動態などについての研究は、ようやく始まっ

たところであった。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

現在 MS の診断は、神経学的診察と MRI 所見

によってなされ、熟練した神経内科医の技量

に依存している部分が大きい。本研究課題の

目的は、MS 末梢血の免疫細胞の特徴的な変化	
 

を詳細に解析し、MS の診断、病態把握、予後

推定、治療方針決定などに有用なバイオマー

カーを同定することである。近年の免疫学に

おける、T 細胞分化機構の研究は日進月歩で

あり、次々と新たな T細胞サブセットが提唱

されている。MS のバイオマーカー研究も、こ

の研究の流れの中で発展させる必要がある。

本研究では、フローサイトメーター、マイク

ロアレイ、プロテオーム解析を用いて、MS の

鑑別診断、再発診断、予後判定、治療法決定

などに有用なバイオマーカー（病態マーカ

ー）を同定し、それぞれの臨床的な信頼性を

検証することを目標とした。慢性疾患である

MS の研究には多くの症例を追跡調査する継

続性と忍耐が必要であるが、国立精神・神経

センターの研究所と病院の連携チームの５

年間の共同研究によって目的を達成するこ

とを目指した。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

（１）NK 細胞発現 CD11c 分子の研究と新規バ

イオマーカーの確立	
 

①フローサイトメーターによる MS 患者 NK 細

胞 CD11c 発現量の経時的解析を行う。	
 

②NK 細胞の CD11c 発現と相関（逆相関）する

NK 細胞内分子群の同定	
 

③NK 細胞の CD11c 発現と相関（逆相関）する

血清サイトカインの同定	
 

④NK 細胞の CD11c 発現と相関（逆相関）する

T細胞（B 細胞）分子群の同定を進める	
 

	
 

（２）MS 再発に関与する T細胞サブセットの

同定	
 

ケモカインおよびケモカイン受容体は、免疫

系の恒常性の維持および免疫反応の成立に

必須のシグナル伝達システムであるのみな



らず、自己免疫疾患など病的免疫状態におい

ても、その成立に関与することが示唆されて

いる。我々は、近年ヒト IL-17 産生性 T 細胞

に特徴的なケモカイン受容体発現パターン

を報告した（J.	
 Immunol.	
 2007）。本研究に

おいては、そこで確立したケモカイン受容体

による T細胞サブセットの同定方法を用いて、

再発時 MS、炎症性神経疾患、非炎症性神経疾

患の末梢血と髄液 T細胞を比較した。	
 

	
 

（３）NMO における抗 AQP4 抗体産生性 B 細胞

の同定とバイオマーカーの確立	
 

NMOにおいては抗AQP4抗体が重要なバイオマ

ーカーとして用いられているが、抗 AQP4 抗

体産生性 B 細胞の詳細は不明である。この B

細胞分画が同定されれば、NMO における第二

のバイオマーカーとして期待される。NMO で

は、他の全身性自己免疫疾患で認められる

種々の自己抗体が陽性であるなど、病態の類

似性が認められる。全身性ループスエリテマ

トーデスの末梢血で増加する異常 B細胞の特

徴の一つが、CD180 分子の発現を欠くこと

（CD180 陰性）であると報告されていること

から、NMO における CD180 陰性 B 細胞の解析

を行う。	
 

	
 

（４）インターフェロン治療反応性を予測す

るバイオマーカーの同定	
 

MS の治療薬である I 型インターフェロンで、

逆に神経症状が悪化する症例が存在する。し

たがってインターフェロン反応性を予測す

るバイオマーカーの研究は重要である。本研

究においては、インターフェロン単独および

インターフェロンと経口ステロイド併用療

法の患者において、NK 細胞の頻度および増殖

マーカーを解析し、同時に再発頻度の解析を

行った。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）MS 患者 NK 細胞 CD11c 発現	
 

①これまで、フローサイトメーターによって、

免疫修飾薬の投与されていない MS 患者 22 名

から 3-5 回 NK 細胞 CD11c 発現量のデータを

取得した。30%の患者において、経過中に

CD11c の発現上昇を認め、CD11c	
 low から

CD11c	
 highへの転換を認めた。しかし、全体

の 70%の患者では、CD11c	
 low から CD11c	
 high

への転換は確認されなかった。	
 

②NK 細胞活性化能を有するサイトカイン

IL-2、IL-12、IL-15、IL-18、IL-21、IFN-γ、

TNF-αの血清中濃度と CD11c の相関を解析し

たが、いずれにおいても有意な相関は認めら

れなかった。	
 

③NK 細胞、T 細胞、B 細胞上に発現する種々

の表面分子の発現と、NK 細胞 CD11c 発現を解

析したところ、NK 細胞 CD11c と NK 細胞の頻

度の間に、有意な逆相関が認められた

（n=170,p<0.00001,	
 r=-0.37）。	
 

④CD11clowおよび CD11chigh	
 MS それぞれ３名の

NK 細胞から mRNA を抽出し、DNA マイクロア

レイによって網羅的に遺伝子発現を解析し

た。抗アポトーシス蛋白クラスタリン（CLU）

遺伝子の発現が、CD11chigh	
 MS に比べて

CD11clow	
 MS の NK 細胞で８倍以上に上昇して

いることがわかった（p<0.05）。	
 

精製 NK 細胞を炎症性サイトカインで刺激す

ると、CLU 発現量が有意に低下した。以上よ

り、NK 細胞の	
 CLU 発現減少が、MS 病勢の増

悪を示すマーカーとして有用であると考え

られる。	
 

⑤結語：自己免疫病態による炎症によって NK

細胞が bystander	
 activation を受けること

により CD11c 発現上昇、CLU 発現低下が起こ

り、NK 細胞の頻度が減少する可能性が考えら

れた。以上より、NK 細胞 CD11c および末梢血

NK 細胞頻度減少が、MS 病勢悪化を示唆する



バイオマーカーとして有用であると考えら

れる。	
 

	
 

（２）MS 再発に関与する T細胞サブセットの

同定（論文投稿準備中）	
 

①MS 再発時髄液では、末梢血と比較して、

CCR2 陽性 CCR5 陽性 T 細胞の有意な増加が認

められた。このような傾向は、非炎症性中枢

神経疾患ならびに炎症性中枢神経疾患にお

いては認められなかった（図 2）。	
 

	
 

（図 2）	
 

②MS 再発時の末梢血における CCR2 陽性 CCR5

陽性 T 細胞は、髄鞘蛋白特異的に IFN-γおよ

び IL-17 を産生した。	
 

③CCR2 陽性 CCR5 陽性 T 細胞は、脳実質への

浸潤に重要なプロテアーゼであるメタロプ

ロテイナーゼ 9を、他の T 細胞分画と比較し

て、有意に大量に産生した。	
 

④CCR2 陽性 CCR5 陽性 T 細胞は、MS 再発にお

ける重要性が示唆されるオステオポンチン

を、他の T細胞分画と比較して、有意に大量

に産生した。	
 

⑤結語：	
 CCR2 陽性 CCR5 陽性 T 細胞頻度の髄

液における増加は、MS 再発のバイオマーカー

として有用である。	
 

	
 

（３）NMO における抗 AQP4 抗体産生性 B 細胞

の同定とバイオマーカーの確立（PNAS,	
 2011;	
 

108(9):	
 3701-6.）	
 

①健常者と MS、抗 AQP4 抗体陽性患者におけ

る、CD19 弱陽性 CD27 陽性 CD38 強陽性 CD180

陰性 B 細胞の頻度を解析したところ、他の 2

群と比較し、抗 AQP4 抗体陽性患者において

有意に高いことが判明した（図 3）。	
 

	
 

（図 3、PNAS,2011,	
 108:	
 3701-3706）	
 

②細胞表面分子、転写因子発現パターンおよ

び形態学的特徴から、上記特殊 B細胞は、プ

ラズマブラスト（PB、形質芽細胞）であるこ

とが判明した。	
 

③精製分離した患者由来 PB は、末梢血にお

ける主要な抗 AQP4 抗体産生細胞であること

が判明した。	
 

④PB の生存および IgG 産生は IL-6 に依存す

る可能性が示唆された。	
 

⑤結語：末梢血における PB 頻度の増加は、

NMO のバイオマーカーとして有用である。	
 

	
 

（４）インターフェロン治療反応性を予測す

るバイオマーカーの同定（J.	
 Neuroimmunol.	
 

論文印刷中）	
 



①健常者、免疫抑制剤治療を受けていない MS

患者（未治療）群、IFN-β治療群、経口ステ

ロイド群、IFN-βおよび経口ステロイド併用

群における、NK 細胞に占める増殖細胞の頻度

（Ki-67 陽性率）を比較したところ、健常者、

未治療群および経口ステロイド群と比較し、

IFN-β治療群および IFN-βおよび経口ステ

ロイド併用群において、Ki-67 陽性率が有意

に高いことが判明した。	
 

②本研究コホートにおいては、IFN-β治療群

および IFN-βおよび経口ステロイド併用群

の、治療前後の年間再発率を比較すると、い

ずれの群においても、再発率は治療後で有意

に低いことが分かった。	
 

③試験管内で PBMC を IFN-βあるいは IFN-β

およびデキサメサゾン存在下で培養し、NK 細

胞に占める Ki-67 陽性細胞率を測定したとこ

ろ、IFN-β容量依存性に Ki-67 陽性率の増加

を認めた。このことから IFN-βあるいは IFN-

βおよび経口ステロイドの直接作用により、

NK 細胞の増殖が刺激されていることが示唆

された。	
 

④結語：Ki-67陽性 NK細胞が IFN-βある
いは IFN-βと経口ステロイドの併用療法
の効果判定バイオマーカーとなり得る可能

性がある。	
 

	
 

（５）T 細胞発現 NR4A2（PNAS,	
 2008,	
 105:	
 

8381-8386）	
 

①健常者とMSの末梢血T細胞におけるNR4A2

遺伝子産物の発現を比較したところ、MS にお

いて有意に高いことが判明した。	
 

②EAE において、生体における NR4A2 発現を

解析したところ、神経症状を発症する直前に

脊髄において高い NR4A2 発現を認めた。	
 

③NR4A2 を強制発現させると IFN-γおよび

IL-17 産生が有意に増加した。siRNA により

NR4A2 発現を抑制するとそれらのサイトカイ

ン産生は有意に抑制された。	
 

④NR4A2 に対する siRNA で処理した T 細胞は、EAE

の惹起能が有意に低下した。	
 

⑤結語：NR4A2 は MS の炎症反応に必須の転写因子

であり、治療標的となり得ると考えられる。末梢

血 T細胞における NR4A2 の発現レベルが MS の活動

性と相関する可能性が推測される。	
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