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研究成果の概要（和文）：視神経脊髄炎(NMO)は、重症の視神経炎と横断性脊髄炎を繰り返す神

経難病である。本研究により、NMOに特異な自己抗体であるアクアポリン 4(AQP4)抗体が、NMO

の病勢に伴い変動することが示唆された。また AQP4抗体は in vitro 及び in vivo で病原性を

有し、NMOは免疫介在性アストロサイトパチーという新たな疾患概念であることを明示した。

NMOの治療では、ステロイドの長期漸減療法が早期の再発予防に有効であることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：Neuromyelitis optica (NMO) is an intractable neurologic disease 
characterized by recurrent severe optic neuritis and transverse myelitis. The present 
study showed that the titers of aquaporin 4 (AQP4) antibody, an autoantibody unique to 
NMO, reflect disease activity. We also demonstrated that AQP4 antibody has a pathogenic 
potential in vitro and in vivo, and that NMO is a new clinical entity (immune-mediated 
astrocytopathy). Concerning therapy of NMO, we found therapeutic efficacy of long-term 
gradual steroid tapering in preventing early relapse of this disease. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 視神経脊髄炎(Neuromyelitis Optica 
[NMO]、デビック病)は重症の視神経炎と横断
性脊髄炎のみを繰り返す重篤な免疫性神経
難病である。わが国では従来 NMOは、多発性
硬化症(MS)の一病型(視神経脊髄型 MS)に分
類されてきた。このため中枢神経内に病変が
播種する古典的 MS(classical MS)との臨床的
相違点が指摘されてはいたが、類似の治療法
が用いられてきたためインターフェロンベ

ーターや副腎皮質ステロイドなどの有効性
について混乱が生じてきた。 
(2) NMO に特異的な自己抗体(抗 AQP4 抗体)
の発見：2004年、我々は米国メイヨークリニ
ックとともに NMO 症例に特異的に検出され、
MS には全くみられない自己抗体(NMO-IgG)を
報 告 し た (Lancet, 2004:Lancet Neurol, 
2006)。NMO-IgGは蛍光免疫組織染色により微
小血管、軟膜、軟膜下組織などが染色される。
その後 2005 年に NMO-IgG の標的抗原が脳の
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水分子のチャンネルであるアクアポリン４
(AQP4)であることが見出された。すなわち
NMO-IgG は抗 AQP4 抗体である。AQP4 はアス
トロサイトの足突起に高密度に発現してい
る。 

MO に特異な病変分布：我々は、抗 AQP4 抗
体陽性例において失明と 3椎体以上に及ぶ長
く横断面では中心灰白質に主座を置く脊髄
病変が有意に高頻度であることや一部の症
例で MSと異なる脳病変(第 3脳室周囲の視床
下部病変、長軸方向に長く進展する大脳病変、
第 4脳室周囲の吃逆と嘔吐を症状とする病変
など)を報告した(Neurology, 2005: JNNP, 
2006: J Neurol, in press)。脊髄中心灰白
質や脳室周囲は AQP4 の高発現部位であり、
この特異な病変分布と関連が推測された。 

着想に至った経緯：2 つの重要な進歩 [抗
AQP4 抗体測定系確立と NMO 病変での AQP4 消
失の発見] 
① 抗 ヒ ト AQP4 抗 体 ア ッ セ イ 系 の 確 

（Tohoku JExp Med, 2006: Brain, 2007） 
我々は抗ヒト AQP4 抗体を鋭敏に検出する系
を確立した。このアッセイ系は再現性で抗体
価を算出でき、NMO 例の 90%で本抗体陽性だ
った。また抗 AQP4 抗体価は NMO 病勢を反映
して変動し、本自己抗体が NMOの診断のみな
らず、その病態にも直接関わっている可能性
が示唆された。 
② Loss of AQP4 in Active Perivascular  
Lesions in NMO (Tohoku J Exp Med, 2006: 
Brain, 2007) 
我々は免疫組織化学的解析を行い NMOの脊髄
病変ではアストロサイトの指標である
AQP4(ピンク)と Glial Fibrillary Acidic 
Protein (GFAP)(茶色)と染色性が広範に消失
していることを発見した。一方ミエリン塩基
性タンパク(MBP)の染色性(茶色)は比較的保
たれていた。 組織の強拡大像では、血管周
囲に免疫グロブリンや活性化補体が沈着し、
その周囲には AQP4と GFAPの染色性が消失し
ていた。 
 
２. 研究の目的 
(1)抗 AQP4抗体、抗ミエリン抗体の病原性及
び病勢との関連の解析 
[A] エピトープ解析、[B.] 病勢における抗
体価の推移、[C] 抗 AQP4 抗体サブクラスの
解析、[D]抗 AQP4抗体の動物モデル実験的自
己免疫性脳脊髄炎(EAE)における病原性の検
討、[E] 免疫沈降法その他新たな抗体アッセ
イ系の確立 
(2) NMO 患者のリンパ球反応の検討 
[A] NMO患者末梢血単核球における T細胞、B
細胞の表面マーカーのフローサイトメータ
ー解析  
(3)NMO に特異なアストロサイト細胞障害性
の証明 ～AQP4 を標的とするアストロサイ

ト病～ 
[A] 髄液、血清アストロサイト関連タンパク
濃度の測定、 
[B] 抗 AQP4 抗体の病原性 
(4)NMO の有効な治療法の検討 
 
３．研究の方法 
(1)抗 AQP4抗体の病原性及び病勢との関連の
解析 
[A] エピトープ解析：抗 AQP4 抗体陽性 NMO、
NMOの High Risk Syndrome (再発性視神経炎
あるいは 3 椎体以上の長い脊髄炎のみの症
例)]症例における抗 AQP4 抗体が結合する抗
原エピトープの解析を行う。 
[B.] 病勢における抗体価の推移：NMO 症例
において臨床経過を追って血清及び再発時
の髄液検体を採取し、抗体価の推移を下記の
方法で分析する。抗 AQP4 抗体アッセイ系：
成人ヒト小脳 cDNA library から AQP4 cDNA 
を増幅しクローニングし、HEK-293 細胞に対
して AQP4 のトランスフェクションを行う。
得られた 安定な細胞株を geneticin を用い
て選択する。AQP4トランスフェクション後は
30~40%の細胞が間接蛍光抗体法で陽性に染
色される。ベクターのみの細胞は染色されな
い。血清を AQP4 あるいはベクターのみをト
ランスフェクした HEK-293細胞に添加し、反
応後に蛍光色素(FITC)で標識したウサギ抗
ヒト IgG抗体を添加して細胞を固定し蛍光顕
微鏡下で染色性を観察する。二重染色では、
さらにヤギ抗ヒト AQP4 抗体を添加し、ロー
ダミン標識ヤギ抗ウサギ IgG を加え、共焦点
顕微鏡下で染色性を比較し陽性、陰性の判定
を行う。陽性検体では 4倍から連続的に 2 倍
希釈して、陽性となる最大の希釈倍率を抗体
価とする。 
[C] 抗 AQP4 抗体サブクラスの解析：抗 AQP4
抗体陽性 NMO患者の血清及び髄液中の IgG抗
体のサブクラス(IgG1-IgG4)検討する。 
[D] 抗 AQP4 抗体の動物モデル EAE における
病原性の検討：まず抗 AQP4 抗体陽性 NMO 患
者の血漿あるいは抗体陰性患者からプロテ
イン Gカラムを用いて精製した IgG分画を得
る。この抗 AQP4 抗体を含む精製 IgG 分画を
用いて transfer EAE の実験系で以下の 1)～
5)の条件でラットに投与する。1)MBP などの
EAE惹起性 T細胞ラインのみ(Day 0で投与)、
あるいは抗 AQP4 抗体陰性者の精製 IgG 分画
(Day3-4 で投与)とともに投与、2) 1)の条件
にウサギ補体を添加、 3) EAE 惹起性 T 細胞
ライン及び抗 AQP4抗体を含む精製 IgG分画、
4) 3) の条件にウサギ補体を添加、5) 抗 AQP4
抗体を含む精製 IgG分画及びウサギ補体を投
与(EAE惹起性 T細胞ラインは投与しない) 投
与 3日後に病理学的に炎症、脱髄、軸索傷害、
GFAPの染色性、免疫グロブリン及び補体の沈
着などについて解析する。 



 

 

[E] 免疫沈降法その他新たな抗体アッセイ
系の確立：前述の AQP4 発現細胞を用いて免
疫沈降して NMO患者血清の結合が観察される
条件を設定する。 
(2) NMO 患者の T細胞、B細胞の検討 
[A] AQP4 に対する T, B 細胞反応の解析：NMO
患者の末梢血単核球のリンパ球表面マーカ
ーをフローサイトメーターで分析する。 
(3)NMO に特異なアストロサイト細胞障害性
の証明 
[A] 髄液アストロサイト関連タンパク濃度
の測定：NMO, MS 及び種々の疾患対照群(緊張
型頭痛、脊髄梗塞、CJD、ベーチェット病な
ど)の各々20例の髄液及び血清において GFAP, 
S-100(アストロサイト関連タンパク)また
MBP、neurofilament heavy chain (軸索傷害
のマーカー)の ELISA 法により濃度を測定す
る。これにより NMO におけるアストロサイト
細胞障害の特異性を証明する。 
(4)NMO の治療について、自験例においてステ
ロイド治療の有効性と投与法を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)AQP4抗体に関する検討 
[A]AQP4 抗体のエピトープ解析により、NMO
では症例により AQP4抗体は複数の AQP4の細
胞外ドメインに結合することが示唆された。 
[B]NMO 症例における抗体価の経時的解析で
は再発時期に高く、免疫抑制療法により寛解
状態が継続している時期には低下する傾向
が確認された。しかし抗体価は症例毎に様々
であった。 
[C]QP4 抗体は主として IgG1 サブクラスであ
った。 
[D]ミエリン反応性 T 細胞の注入により発症
させる EAE において AQP4 抗体を同時に血中
に投与すると、NMO 様の病変(AQP4, GFAP の
染色性消失、血管周囲の免疫グロブリンや活
性化補体の沈着、好中球の侵潤など)が脊髄
中心灰白質中心にみられた。一方、AQP4 抗体
のみあるいは AQP4 抗体陰性の IgG をミエリ
ン反応性 T細胞とともに投与しても NMO様の
病変はみられなかった。 
[E]細胞を用いたアッセイ法とほぼ同等の検
出感度を有する AQP4 抗体 ELISA アッセイ法
を開発した。 
(2)NMO のリンパ球解析 
[A]NMOの種々の B細胞マーカーをフローサイ
トメーターで解析したが、対照群と大きな相
違は見られなかった。また AQP4 反応性 T 細
胞は NMOの病態に影響を及ぼすが重篤な病変
形成には AQP4 抗体が必要であることを実験
的に観察した。 
(3)NMO に特異なアストロサイト細胞障害性
の証明 
[A]NMO の再発時の髄液中におけるアストロ
サイトの特異的タンパクである GFAP の濃度

を測定すると、平均で数千 ng/ml と MS の再
発時の値(1ng/ml 未満)に比べて極めて高値
であった。また NMO においてはステロイドパ
ルス治療後は髄液 GFAP 濃度は正常近くまで
低下した。すなわち NMOの再発時には急激に
高度のアストロサイト障害が起きており、MS
とまったく異なる病態であることが明らか
になった。 
[B]培養アストロサイトに AQP4抗体と補体を
添加すると細胞障害が観察された。AQP4 抗体
のみでは細胞破壊は起こらなかったが、細胞
表面の AQP4 が endocytosis, degradation に
より消失していった。この変化は AQP4 抗体
を除去すると可逆性だった。 
(4)NMOのステロイド治療法の検討。当科症例
の解析により再発後のプレドニゾロン投与
量は 1.5 年は 10mg/日以上を保持し、その後
に漸減することにより早期の再発が抑制さ
れることが示唆された。 
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