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研究成果の概要（和文）： 

非ヘルペス性急性辺縁系脳炎（NHALE）の病勢と比例して変動していると思われる髄液抗体は、
抗 GluR2 抗体と抗 GluRζ1 抗体であった。抗 NMDA 型 GluR 抗体は、シナプス外の NMDAR を内在
化しアポトーシスが抑制するが、シナプスの NMDAR を内在化しないため、CREB のリン酸化には
影響がないものと推測、その結果神経細胞死が少なくなり、予後が比較的保たれると考えた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In CSF from patients with non-herpetic acute limbic encephalitis (NHALE), antibodies to 
GluR2 (NR2B) and GluRζ1(NR1) were related with clinical evolution. Antibodies to NMDAR 
seemed to internalize extra-synaptic NMDAR, because those antibodies prevented apoptosis 
of rat cultured neurons. Those antibodies seemed not to internalize synaptic NMDAR, 
because those did not affect phosphorylation of CREB (cAMP-Responsive-Element-Binding 
protein). These may contribute to the relatively better outcome of NHALE. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は急性脳炎・亜急性脳炎・慢性小脳炎の
病態解明研究の中で、グルタミン酸受容体
（GluR）のうちの記憶学習・てんかん病態に
関与するとされる NMDA 型 GluR2（NR2B）と
小脳プルキンエ細胞に特異的に発現すると
される GluR2 に着目し、その自己免疫の観
点から研究を行ってきている。我々は、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（高橋幸利、日児誌、2002；
Takahashi Y, et al., Neurology, 2003）、
急性脳炎、亜急性脳炎の Rasmussen 症候群で
の陽性例を報告した。 
Rasmussen 症候群では、発作が頻回となる時
期に抗GluR2抗体が高率に出現（Takahashi Y, 

機関番号：83801 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：平 成 21 年 度  ～  平 成 23 年 度 

課題番号：21591342 

研究課題名（和文） 急性脳炎における抗グルタミン酸受容体抗体の産生機序と病態における

役割の研究                     

研究課題名（英文） Production mechanisms and roles of antibodies to glutamate receptor 

in acute encephalitis. 

研究代表者 

高橋 幸利（TAKAHASHI YUKITOSHI） 

独立行政法人国立病院機構 静岡てんかん・神経医療センター（臨床研究部）・部員（統括

診療部長） 

 研究者番号：70262764 

 

 



 

 

et al., Epilepsia, 2009）、リンパ球が GluR2
（NR2B）に対する幼若化反応を示し細胞性自
己免疫が関与すること（Takahashi Y, et al., 
Epilepsia, 2005）、細胞傷害性 T 細胞にける
ウィルス抗原と GluR2 分子との交叉免疫反
応がRasmussen症候群の神経自己免疫の原因
であることを明らかにしてきた（Takahashi Y, 
et al., Clinical & Developmental 
Immunology, 2006）。 
急性脳炎・脳症は小児期の後天性脳障害の重
要な原因で、我々の調査では年間約 1000 人
の小児が発病している。軽微な感染症から脳
炎への進展過程の病態を解明し、後遺症の少
ない急性期治療法を開発、さらには気道感染
症等から脳炎への進展を予防する方法を確
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。 
我々は、非ヘルペス性急性辺縁系脳炎
（NHALE）では髄液中抗 GluR2 抗体が急性期
の約 50％，回復期の約 40％，慢性期の約 30％ 
の症例にみられ， 陽性率はしだいに低下す
ること、そのエピトープが細胞外ドメインで
ある N 末を含むことを明らかにし、この自己
抗体が何らかの機序で中枢神経系に至り、神
経細胞表面の GluR2（NR2B）分子の N 末エピ
トープと反応し、急性期脳炎症状に寄与して
いる可能性を見出した（Takahashi Y, Future 
Neurol, 2006；高橋幸利、Neuroinfection、
2007；高橋幸利、他、臨床神経学、2008）。
一方、強い意識障害・痙攣重積で発病する広
汎性脳炎型では、脳炎回復期から GluR2 抗体
が現れ、てんかん・知的障害の出現と統計的
に関連することを見出した。 
2007 年 Dalmau らは、卵巣奇形腫をともなう
傍腫瘍性辺縁系脳炎症例で、NMDAR1(NR1)＋
NR2B（or NR2A）の複合体を抗原とする方法
で、NMDA 型 GluR に対する自己抗体を血清・
髄液中に見出し、われわれと同様に脳炎にお
ける NMDA 型 GluR 自己抗体の重要性を見出し
た。 
2008 年、我々は GluR2 の 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）に対するエピト
ープ解析を ELISA 法により確立した。非ヘル
ペス性急性辺縁系脳炎（NHALE）の抗 GluR2
抗体は、N 末・M3-4 間・C 末に対する抗体を
ほぼ均一に含んでおり、それらの抗体の血液
脳関門（BBB）の透過性には差がないことを
明らかにした（高橋幸利、他、日本神経感染
症学会、2008）。よって、非ヘルペス性急性
辺縁系脳炎（NHALE）ではウィルス等の感染
源に対してできた抗体が GluR2（NR2B）分子
のどこかに交叉反応として作用しているの
ではなく、末梢リンパ球等に発現した NMDA
型 GluRが血球等の細胞死に伴い断片化して、
自己抗体産生につながっているという仮説
に現在は至っている。 

我々は、NMDA 型 GluR に対する抗体のシナプ
スの GluR2（NR2B）に対する作用を見るため
にパッチクランプ法を用いて検討したが、
EPSP に対する影響を見出せず、この抗体がな
かった。この抗体の生物学的作用機序の解明
が必要であった。 
 
２．研究の目的 
我々は、急性脳炎の抗 GluR2 抗体を中心とし
た自己免疫病態を解明する中で、今回の研究
では、①抗 GluR 抗体測定法の改良・開発、
②抗 GluR 抗体の診断意義の解明、③抗 GluR
抗体がどのように神経細胞へ影響を及ぼし、
急性脳炎の病態生理に関わっているのかを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）GluR2（NR2B）、GluR1（NR1）と GluR2
に対する抗 GluR 抗体の ELISA による測定法
の確立 
非傍腫瘍性 NHALE 症例の血清及び髄液で、す
でに樹立済みの GluR2 と GluR2 の全長蛋白
を発現する NIH3T3 細胞のホモジネート上清
を抗原としたイムノブロット法にて抗体陽
性の検体をポジコンとして検討した。各 GluR
の N末および C末のペプチドを合成し、ELISA
プレートにコーティングし、抗体測定を行っ
た。 
（2）GluR2（NR2B）、GluR1（NR1）と GluR2
に対する抗 GluR 抗体の NHALE における変動 
非傍腫瘍性 NHALE 症例の髄液を、（１）で開
発した ELISA で NMDAR 抗体などを定量し、臨
床経過との関係を考察した。 
（3）抗 GluR 抗体の N 末への吸着率 

  

C 末に対する抗体量と N 末に対する抗体量の
差を N 末への抗体吸着量と仮定し、C 末への
抗体量との比を求めた。 
（4）GluR2 自己抗体の生物学的影響評価 
抗GluR2抗体陽性患者髄液からIgG分画を抽
出し、ラット胎児１次培養神経細胞に加え培
養し、その影響を培養上清の LDH アッセイ、
サイトカイン、グルタミン酸等を測定し、細



 

 

胞成分については DNA ラダー、caspase-3 活
性, cAMP-Responsive-Element-Binding 
protein （CREB）およびリン酸化 CREB を評
価する。 
（5）GABA 受容体に対する抗体測定法の開発 
GABARA1、GABARA1、GABARA3、GABARA3、GABARA4、
GABARA4、GABARA6、GABARA6、GABARB2、GABARB2、
GABARB3、GABARB3、GABARG2、GABARG2、GABARG3、
GABARG3 の N 末と細胞質ドメインのペプチド
を合成し、ELISA プレートにコーティングし、
抗体測定を行った。 
（6）急性脳炎病態生理における抗 GluR 抗体
の電気細胞生理学的影響の解明。 
抗 GluR 抗体による電気細胞生理学的影響の
検討を行うため、ラット培養神経細胞におけ
る Ca2+イメージング評価を確立する。Fura-2

を用い、NMDA 刺激による Ca2+イメージン
グ変化をとらえられるか、条件を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）GluR2（NR2B）、GluR1（NR1）と GluR2
に対する抗体の ELISA による測定法の確立 
GluR1（NR1）のN末はQKRLETLLEERESK、GluR1
（NR1）の C 末は SSFKRRRSSKDTST、GluR2
（NR2B）の N 末は KERKWERVGKWKDK、GluR2
（NR2B）の C 末は DIYKERSDDFKRDS 、GluR2
の N 末は FDESAKKDDEVFRT、GluR2 の C 末は
PEHRTGPFRHRAPNG を抗原として測定可能と
なった。 
（2）GluR2（NR2B）、GluR1（NR1）と GluR2
に対する抗体の NHALE における変動 
非傍腫瘍性 NHALE において、抗 GluR2（NR2B）
抗体、抗 GluRζ1（NR1）抗体、抗 GluR2 抗
体を測定したところ、病勢と比例して変動し
ていると思われるのは NMDA 型 GluR である抗
GluR2抗体及び抗GluRζ1抗体のみであった。 

 

（3）抗 GluR 抗体の N 末への吸着 

中枢神経系で主に吸着するのは抗 GluR2 抗
体で、その吸着は抗体濃度に比例して回復期
まで持続することが推定され、抗 GluRζ1 抗
体は初期に吸着が起こるが、20 日以降は吸着
が少なくなることが推測された。 
（4）GluR2 自己抗体の分子細胞生物学的影
響評価：アポトーシス 
培養ラット胎児神経細胞のapoptosisに対し
て、抗 GluR2（NR2B)抗体陽性 NHALE 患者髄

液の IgG 分画が抑制的に、髄液の IgG 以外の
成分が促進的に働いていると推測された。 
抗 GluR2（NR2B)抗体陽性 NHALE 患者髄液の
IgG 以外の成分は、添加後 4 日（7DIV)頃をピ
ークに caspase-3 活性を高め、7 日（10DIV)
頃に DNAラダー形成を誘導することが観察さ
れた。 
（5）GluR2 自己抗体の分子細胞生物学的影
響評価：CREB リン酸化 
対照髄液・NHALE 髄液は、IgG 以外の成分と
して CREB リン酸化を約 2 倍に促進する因子
を含んでいた。NHALE の髄液成分による CREB
リン酸化促進は、10DIV には見られなくなる
が、おそらくは IgG 以外の成分によるアポト
ーシスの進行のためと思われる。NHALE 髄液
IgGと対照髄液由来IgGの CREBリン酸化に対
する作用に差がなく、NHALE 髄液は CREB リン
酸化を抑制しない。ただし 10DIV 以降の検討
が必要である。 
（6）末梢血・髄液中のサイトカイン等の測
定：2 相性脳症 (Acute encephalopathy with 
prolonged febrile seizures and late 
reduced diffusion [AESD])での測定。 
急性期血清 IL-6・TNF ・IL-8・IFNは、AESD
では対照より有意に高値であった。急性期髄
液 IL-6・IL-8・IL-12・ｓTNFR1・IFNは、AESD
では対照より有意に高値であった。髄液
IL-12 は急性期に上昇、高値の症例では
Barthel score, Motor score が低い傾向が見
られた。髄液 TNF は、高値の症例では Memory 
score が低い傾向が見られた。 
（7）GABA 受容体に対する抗体測定 
16 種類の GABA 受容体由来ペプチドを用いた
ELISA で、対照血清 11 検体、神経疾患患者髄
液 6 検体の測定を試みた。対照血清ではかな
りばらつきがあり、症例を増やして検討する
必要がある。神経疾患患者髄液では OD1.0 以
上の高値が１例に見られ、今後さらに検討す
る予定である。 
（8）急性脳炎病態生理における抗 GluR 抗体
の電気細胞生理学的影響の解明。 
ラット培養神経細胞における Ca2+イメージ
ングによる電気細胞生理学的影響の検討を
行うための基礎的検討を行っている。培養細
胞の付着が弱く、実験系がまだ確立できてい
ない。 
 
これまでの研究成果をまとめると、抗 NMDA
型 GluR 抗体は、シナプス外の NMDAR を内在
化するが、シナプスの NMDAR を内在化できな
いため、シナプス外の NMDAR 刺激によるアポ
トーシスが抑制され、シナプス NMDAR の CREB
リン酸化には影響がないものと推測してい
る。 
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