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研究成果の概要（和文）：本研究では、多発性硬化症(MS)モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)の初発
後に、末梢からCNSへと移行してきた骨髄系細胞が、どのようにして寛解期のCNSで長期生存能を獲得し、疼痛依
存的な神経炎症の再発に関与するのか、その分子機序の解明を目指した。その結果、寛解期のCNSに存在する末
梢由来の骨髄系細胞は、血液内皮細胞から産生されるGM-CSFを介した生存シグナルを恒常的に享受しており、疼
痛刺激により再活性化されることで病態の再発を引き起こすことがわかった。本研究成果は、GM-CSFの抑制が、
MSのような再発を伴う炎症性CNS疾患における治療アプローチとして有効である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at clarifying the molecular mechanism by which 
myeloid cells migrating from the periphery to the CNS after the initial onset of experimental 
autoimmune encephalomyelitis (EAE), a model of multiple sclerosis (MS), acquire long-term viability 
in the CNS during remission and are involved in pain-dependent neuroinflammatory relapse. We found 
that myeloid cells of peripheral origin in the CNS in remission constitutively receive survival 
signals via GM-CSF produced by blood endothelial cells, and are reactivated by pain stimuli, which 
causes relapse of the disease. Our results suggest that suppression of GM-CSF-mediated signaling may
 be an effective therapeutic approach in relapsing-remitting inflammatory CNS diseases such as MS.

研究分野： 免疫学

キーワード： 多発性硬化症　実験的自己免疫性脳脊髄炎　骨髄系細胞　T細胞　中枢神経系　サイトカイン　サイトカ
イン受容体　ゲートウェイ反射

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、MSの病態モデルを基盤として我々が独自に発見した痛みゲートウェイ反射機構の詳細を解明する計画
であり、自己免疫疾患寛解期における末梢由来CNS骨髄系細胞の長期生存能の獲得についてその分子機序を明ら
かにすることを目的とした。本研究成果により、(1)これまで知られていない末梢骨髄系細胞とは性状を異にす
るCNS骨髄系細胞の生活環、(2)自己免疫疾患の病態修飾における免疫系と神経系の相互作用についての新たな理
解や概念の確立、(3)自己免疫疾患の再発を抑制しうる新たな臨床的介入法を提示することができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

痛みは多くの病気に共通する症状であり、慢性的な痛みは患者の生活の質を大きく損なう。

多発性硬化症(MS)は、2011 年の全ゲノム関連解析から、自己反応性 CD4 T 細胞が関与する

自己免疫疾患であることが遺伝学的に証明された。当該疾患はしばしば痛みを伴い、再発

と寛解の繰り返しにより症状が悪化する。しかしながら、再発誘導の分子機序は不明であ

った。我々は 2015 年に移入 EAE モデルを用いて、病態寛解期に痛み刺激が特異的な神経経

路の活性化を促し、中枢神経系(CNS)モノサイトを介して疾患を再発させる痛みゲートウェ

イ反射の分子機構を明らかにした (Arima et al., 2012, 2015)。すなわち、痛み刺激によ

る感覚神経の活性化(図１①)が、脳の前帯状回領域の脊髄腹側血管を支配する交感神経様

神経細胞の活性化を介して (②)脊髄全域での腹側血管にノルアドレナリンを分泌し(③)、

ミエロイド系細胞を集積する CX3CL1 の分泌を促進することによって MHC クラス II(MHCII)を高発現する活性化 CNS モノサイトを L5 (L5)腹側血管へと集

積させ、当該血管部位の血液関門の透過性を上昇させることを明らかにした(④)。ま

た、このCNSモノサイトは抗原提示を介して血中の自己反応性T細胞を活性化し(⑤)、

炎症回路であるIL-6アンプ活性化(⑥)を介して当該部位の血液関門を不全とすること

によって病態を再発することを見出した。この CNS モノサイトは、初発炎症時に末梢

血中から CNS へと浸潤して長期間生存するが、当該細胞をリポソームにて除去すると

病態再発が抑制される(図２)。一般的に、末梢モノサイトの寿命は 18 時間〜7 日間と

短命であるのに対して、CNS モノサイトは数ヶ月〜1年間という長期間にわたって生存

可能(未発表)であり、未知の亜集団である。本研究課題では、CNS モノサイトがどのよ

うにして長寿命を獲得し、疾患再発に寄与するか？を学術的な問いとして研究を実施

する。 

 
２．研究の目的 

 

本研究は、MS の病態モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)を基盤として、我々が独自に明らかにした痛みゲートウェイ反射の詳細を解明する計

画であり、自己免疫疾患寛解期における CNS モノサイトの長期生存能の獲得についてその分子機序を明らかにすることを目的とする。その機序を明らか

にすることによって、(1)これまで知られていない末梢モノサイトとは性状を異にする CNS モノサイトの生活環の提示、(2)自己免疫疾患の病態修飾にお

ける免疫系と神経系の相互作用についての新たな理解や概念の確立、(3)自己免疫疾患の再発を抑制しうる新たな臨床的介入法の提示が可能となる。 

 
３．研究の方法 
 

自己反応性の CD4 T 細胞を移植された transfer EAE(tEAE)マウスは、一過性に麻痺などの神経症状を呈した後に症状が消退する。このような寛解期に至

った tEAE マウスを用いて、CNS 領域に残存する末梢由来の免疫細胞を解析した。2015 年の我々の研究結果から、この末梢由来のモノサイト(以下、骨髄

系細胞と略称)は CNS 領域の免疫細胞であるミクログリア細胞と比較して MHCII の発現が高く、CD11b も高発現していることがわかった。これを「CNS 骨

髄系細胞」と命名し、他の細胞と区別した。本研究では、フローサイトメトリー解析で明らかにした当該細胞の表現型において、ミクログリア細胞との

比較で明らかとなった GM-CSF 受容体の発現レベルに着目し、その受容体シグナル伝達が CNS 骨髄系細胞の長期生存能の獲得に関わるか検証することで

研究を進めた。また、CNS 領域における GM-CSF の供給源の検討も行い、疼痛刺激によって誘導される EAE 病態の再発が GM-CSF 受容体シグナル伝達の阻

害によって変化するかも検討した。 

 
４． 研究成果 
 

(1) CNS 骨髄系細胞は GM-CSF 受容体を高発現している。 

典型的な EAE 症状は、Myelin Oligodendrocyte glycoprotein(MOG)に特異的な自己反応性 CD4 T 細

胞(以下、病原性 CD4 T 細胞)を移植してから約 1週後に認められ、2週間頃にピークを迎えた後、

3週間程度で寛解期へと推移する(図 3)。これまでの研究で、寛解期 EAE マウスの L5 周辺に多く存

在する CNS 骨髄系細胞は、ミクログリア細胞を含むほかの骨髄系細胞と比較して、MHCII および

CD11b を高発現することがわかっている。そこではじめに、tEAE 発症前後の L5 周辺で CNS 骨髄系

細胞が増加するかを確認した。病原性 CD4 T 細胞移植前の健康なマウス(野生型マウス)では、MHC 

II+CD11b+細胞(骨髄系細胞)をはじめ、CD4 T 細胞、CD8 T 細胞、B細胞などの末梢由来の免疫細胞

はいずれも L5 周囲にほとんど存在しないが、tEAE 誘導後の病態がピークとなる 2 週間後には様々

な免疫細胞が CNS で増加していた。重要なこと

に、寛解期の tEAE マウスでは CNS で増加した

ほとんどすべての免疫細胞は減少していたが、骨髄系細胞は他の免疫細胞に比べて多く残存していた

(図 4)。次に、MHCII と CD11b を細胞表面マーカーとして、CNS からミクログリア細胞と CNS 骨髄系細

胞を分離し、サイトカイン受容体の発現を調べたところ、CNS 骨髄系細胞では GM-CSF 受容体を構成す

る分子であるGM-CSFα、Common β鎖がミクログリア細胞と比較して有意に高発現しており(図 5, 6)、

この結果は RT-qPCR 解析でこれら分子の mRNA レベルが高発現していることからも確認された(図 7)。

また、GM-CSF が病原性 CD4+ T 細胞の移植の前後で変化しているかを調べるために、寛解期 EAE マウ

スと野生型マウスの脳脊髄液を採取し、GM-CSF の濃度を測定した。その結果、寛解期 EAE マウスと野

生型マウスで GM-CSF 濃度に有意な差は認めず、野生型マウスでも定常的に脳脊髄液中に存在すると

考えられた(図 8)。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) GM-CSF は CNS 骨髄系細胞の生存を制御する。 

GM-CSF は EAE の誘導に必要であること(McQualter et al., 2001)や、GM-CSF 欠損 CD4 T 細胞の移

植モデルでは EAE 病態が誘導できないこと(Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011)が報

告されており、EAE の発症には活性化 CD4 T 細胞由来の GM-CSF が重要な因子であると報告されて

いる。 

(1)の結果から、CNS 骨髄系細胞は GM-CSF 受容体を高発現しており、CNS 領域において GM-CSF シ

グナルが骨髄系細胞の長期生存に関与する可能性を考え、その機能的意義を調べることにした。ま

ずはじめに、寛解期 EAE マウスの髄腔内に組換え GM-CSF を局所投与し、CNS における細胞動態を

調べた。その結果、野生型マウスと比較して CNS 骨髄系細胞の実数は有意に増加するとともに(図

9)、抗アポトーシス因子で

ある Bcl-xL の発現が亢進

する一方で、Bcl-2 の発現は変化を認めなかった(図 10)。また、逆に GM-CSF に対

する中和抗体を髄腔内投与したところ、ミクログリア細胞数に変化はなかったが、

CNS 骨髄系細胞の実数が有意に減少した(図 11)。これらの結果から、寛解期 EAE

マウスにおいて、GM-CSF 受容体シグナルが CNS 骨髄系細胞の生存に重要であるこ

とが示唆された。 

 

 

 

 

(3) CNS 骨髄系細胞の生存維持に重要な GM-CSF 供給源の検討。 

上記の実験から、GM-CSF の有無が L5 に存在する末梢由来の CNS 骨髄系細胞の生存に

影響を及ぼすことが示されたため、寛解期 EAE マウスにおける GM-CSF の供給源を調べ

た。GM-CSF は活性化 CD4 T 細胞を含む CD45+骨髄由来細胞から分泌されることが知ら

れていたため(Codarri et al., 2011; El-Behi et al., 2011)、寛解期 EAE マウスの

L5周辺に存在するCD45+細胞と CD45-細胞の細胞集団をセルソーターで分離し、GM-CSF 

mRNA レベルを調べた。その結果、CD45+細胞は CD45-細胞と比較して GM-CSF mRNA を高

く発現していることがわかり(図 12)、さらに CD45+細胞集団を各免疫細胞分画に分け

て調べたところ、主に CD4 T 細胞が GM-CSF ｍRNA を発現していることがわかった(図

13)。 

しかしながら、寛解期 EAE マウスの

CNS から単離した CD4 T 細胞ではほとんど GM-CSF は検出されず、in vitro で再活性化した場合でのみ

GM-CSF の産生が促進された(図 14)。また、抗 CD4 抗体の投与により CNS に存在する CD4 T 細胞を枯渇さ

せても、寛解期 EAE マウスの CNS 骨髄系細胞は減少しなかったことから(図 15)、CD4 T 細胞由来の GM-

CSF は、CNS 骨髄系細胞の生存には影響を与えないと結論づけた。 

 

 

 

 

 



 

 

(4) CNS 領域の主な GM-CSF 供給源は血管内皮細胞である。 

定常状態でも CNS 骨髄系細胞が維持されていることや、(3)の実験結果から活性化 CD4 T 細胞由来の GM-

CSF は CNS 骨髄系細胞の生存維持に関与しないことから、GM-CSF の供給源として非免疫細胞系に着目し

た。CD45-細胞を CD45-PDPN+CD31-線維芽細胞(Fibroblastic reticular cells; FRC)、CD45-PDPN-CD31+

血管内皮細胞(Blood endothelial cell; BEC)、CD45-PDPN-CD31-細胞(神経細胞を含むその他の細胞; DN)

の 3つの細胞集団(図 16, Cupovic et al., 2016)に分画し、GM-CSF mRNA の発現レベルを調べた。その

結果、寛解期 EAE マウスおよび野生型マウスの FRC や DN 細胞分画では GM-CSF mRNA の発現を認めなかっ

たが、BEC 集団では発現が認められた(図 17)。また、活性化後に GM-CSF を発現する CD4+ T 細胞(図 14)

とは対照的に、BEC は活性化の有無にかかわらず GM-CSF を恒常的に発現していることが示唆された(図

18)。CNS における BEC の数は、CD45+細胞よりはるかに多く、GM-CSF mRNA レベルをその発現量と細胞数

の掛け合わせで補正すると、寛解期 EAE マウスおよび野

生型マウスのいずれも BEC 分画では他の細胞集団と比較

してGM-CSF mRNAが多く発現することが示された(図19)。

また、これらの結果は、脳脊髄液中の GM-CSF 濃度が野生

型マウスと寛解期 EAE マウスの間で有意な差が認められなかったことや(図 8)、野生型マウスの CNS 領域

で CD4+ T 細胞を含む CD45+細胞は著しく少ないことから支持された(図 19)。さらに、CNS 領域に存在する

細胞を CD31+細胞(血管内皮細胞)と CD31-細胞に分離し、一晩培養した後に ELISA で培養上清中に含まれる

GM-CSF 濃度を測定したところ、CD31+細胞集団では GM-CSF の分泌が認められたが、CD31-細胞集団では認

められなかった(図 20)。これらの結果から、BEC が寛解期 EAE マウスにおける CNS 骨髄系細胞の生存維持

に必要な GM-CSF を供給する主要な細胞集団であることが示唆された。 

 

 

 

 

(5) CNS 骨髄系細胞は主に GM-CSF を発現する血管に局在している。 

寛解期 EAE マウスで GM-CSF を発現する細胞をさらに検証するため、免疫組織化学染色法を用いて L5 における CNS 骨髄系細胞の局在を確認した。L5 のホ

ールマウント免疫組織化学染色画像から、CNS 骨髄系細胞は主に実質ではなくクモ膜下腔に局在し、IV 型コラーゲン+血管の近くに存在すること、またそ

の一部は血管上に局在していることが明らかとなった(図 21)。さらに、RT-qPCR の結果からも、GM-CSF mRNA は L5 実質領域に比べて、BEC、髄膜細胞、

クモ膜細胞を含む髄膜下領域でより多く発現しており、免疫組織化学染色の観察結果と一致していた(図 22)。また、GM-CSF mRNA の髄膜下発現量は野生

型マウスと寛解期 EAE マウスで変わらず、GM-CSF が恒常的に発現していることが示唆された(図 22)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(6) GM-CSF 受容体シグナル伝達の阻害は、疼痛刺激後の EAE 病態の再発を抑制する。 

上記の実験により、寛解期の CNS 骨髄系細胞の生存維持には、GM-CSF が重要であること

がわかった。そこで、寛解期 EAE マウスに抗 GM-CSF 抗体あるいは Rat IgG(対照群)を髄

腔内投与した後、三叉神経中枝を結紮して痛み刺激を加え、EAE 症状の再発を誘導した。

その結果、抗 GM-CSF 抗体投与群では L5 の腹側血管における CNS 骨髄系細胞の集積が抑

制され、痛み刺激を加えても症状の再発が認められなかった(図 23-26)。これらの結果か

ら、GM-CSF 受容体シグナル伝達の遮断が EAE 再発症状への治療効果を有することが示唆

された。一方、抗 GM-CSF 投与は、EAE 再発に重要な脳体性感覚領域である前帯状皮質を

介した感覚-交感神経クロストークを抑制しないことがわかった(図 27)。すなわち、GM- 

CSF 受容体シグナルの遮断は脳領域で感知される疼痛刺激依存的な神経回路の活性化には影響を与えず、CNS 骨髄系細胞数を減少させることで病態の再

発を抑制することが明らかとなった。 
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