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研究成果の概要（和文）：抗アクアポリン4（AQP4）抗体視神経脊髄炎において、AQP4細胞外領域-Fc融合タンパ
ク質を投与することにより、抗AQP4抗体の中和と抗AQP4抗体産生B細胞に対する抗体介在性細胞傷害により、視
神経脊髄炎を改善させることができるという作業仮説を証明するため、AQP4の細胞外領域とIgG1 Fc領域の融合
タンパク質（AQP4loopX-Fc）を作製した。方法としてはまずAQP4の細胞外領域loop A,C,Eの部位のアミノ酸配列
を決定し、リンカー領域を加え、アミノ酸配列を塩基配列に変換し、これをIRESベクターに組み込むことに成功
した。さらにこれをHEK細胞に遺伝子導入することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To prove the hypothesis that administration of fusion proteins combining 
IgG1 Fc region and extracellular domains of target aquaporin-4(AQP4) can ameliorate neuromyelitis 
optica (NMO) by neutralization of anti-AQP4 antibodies and antibody-mediated cytotoxicity against 
anti-AQP4 antibody-producing B cells in AQP4-IgG-positive neuromyelitis, We tried to make a fusion 
protein (AQP4loopX-Fc) of the extracellular region of AQP4 and the IgG1 Fc region. After the amino 
acid sequences of the extracellular region of AQP4, loop A, C, and E were determined, a linker 
region was added. Then, the amino acid sequences were converted to nucleotide sequences, which was 
successfully nserted into an IRES vector. 

研究分野：神経免疫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この成功により、AQP4の細胞外領域とIgG1 Fc領域の融合タンパク質（AQP4loopX-Fc）が抗AQP4抗体の中和と抗
AQP4抗体産生B細胞に対する抗体介在性細胞傷害により、視神経脊髄炎を改善させることができるという作業仮
説を証明する重要な一歩を踏み出すことができた。作業仮説が証明されれば、他の自己抗体関連神経免疫疾患の
みならず、自己抗体の関連する数多くの病気の治療に応用できる可能性を秘める方法であり、学術的、社会的意
義は小さくはないと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
視神経脊髄炎（neuromyelitis optica、NMO）は近年、多発性硬化症から分離独立した疾患単位

であり、視神経炎と脊髄炎を多くの場合繰り返し、重度の後遺症を来たしやすい疾患である。

NMOの病態は右図のように患者血清中に存在する、水分子チャネルアクアポリン 4（aquaporin-

4、AQP4）に対する自己抗体が中枢神経内アストロサイト足突起上の AQP4を攻撃して生じるこ

とがこれまでの研究の蓄積で判明している。つまり抗 AQP4抗体が病態の主原因であり、これを

抑制できれば病態を抑えられると考えられる。 
 
２．研究の目的 
近年、抗 CD19/CD20抗体など、B細胞を標的とした治療の有効性が報告され、開発が進めら

れているが、B細胞系のほとんどを抑制してしまうため、必ずしも安全とは言えない。また、そ

れらに抵抗性の一群は一部に存在すると想定され、新規の治療法の開発が待たれている。 

 もう一つの神経免疫疾患である重症筋無力症は抗アセチルコリン受容体（acetylcholine receptor、

AChR）抗体により発症する疾患であるが、本研究の分

担研究者の医師である鵜沢顕之博士は、標的抗原である

AChR の細胞外領域と IgG1 Fc 領域の融合タンパク

AChR-Fc（右図）を重症筋無力症の動物モデルに投与し、

重症度を評価し、重症度が改善する予備的結果を得てい

る（Neurotherapeutics. 2017;14:191-198.）。 

 本研究では視神経脊髄炎を対象として Fc 融合蛋白の

有効性と安全性を検討する。原因抗原 AQP4は右図のよ

うな構造をしており、細胞外領域としてループ A、C、Eが

存在することが判明している。今回、上記の我々が保有し

ている技術を応用し、 AQP4 の細胞外ドメイン

（AQP4loopX）と IgG1 Fc領域を結合した AQP4loopX-Fc

を作製し、抗 AQP4抗体の中和作用を確認した上で動物モ

デルへの投与を行い、有効性と安全性を評価した上で、臨床応用を目指すことを本研究の目的と

した。 
 
３．研究の方法 
1） AQP4の細胞外ドメインとIgG1 Fc領域の融合タンパク質（AQP4loopX-Fc）を作製する。これ

にはAChR-Fcで作成したヒトAChR構造（α1サブユニット細胞外ドメイン）及びヒトIgG1の

Fc領域をリンカーアミノ酸配列で結合したリコンビナントプラスミドを参考に、ヒトAChR

構造部分をヒトAQP4のloopA、loopC、loopEに置き換え、リンカーアミノ酸配列で結合した

リコンビナントプラスミドを作製する。この際、視神経脊髄炎患者抗AQP4抗体はAQP4の立

体構成を認識することが知られているため、loopXの前後にシステインを挿入し、ジスルフ

ィド結合形成試薬を用いて、ループ状にするプラスミドも作製する。 

2） AQP4loopX-FcのAQP4結合能／中和能の解析 

我々はクライオ電子顕微鏡で AQP4の構造解析を行ったグループ（J Mol Biol 2010;402:669-

81）が作製したのと同一の方法で作成されたヒト AQP4  M1、M23タンパク質を保有し、抗

AQP4抗体の測定に関してはこれまでに ELISA（J Neuroimmunol 2008;196:181-7.）、FACS-cell 



based assay（J Neuroimmunol 2019;336:577021）の二種類の系を樹立している。これらの系を

用いヒト抗 AQP4抗体と hAQP4 M1ないし M23の結合を AQP4loopX-Fcが用量依存的に阻

害するか、どうかを確認する。 

3） 視神経脊髄炎の動物モデルへのAQP4loopX-Fcの投与 
 
４．研究成果 

AQP4の細胞外領域と IgG1 Fc領域の融合タンパク質（AQP4loopX-Fc）を作製した。方法とし

てはまず AQP4 の細胞外領域に関して過去の文献を検索し、複数の検索結果（J Biol 

Chem 2016;291:6858-71. ； J Biol Chem 2015;290:12123-34. ； J Neuroinflammation. 

2008;5:22.；Sci Rep 2019;9:20369. ）を基に AQP4の細胞外領域 loop A、loop C、loop Eのア

ミノ酸配列をそれぞれ「GGTEKPLPVDM」、「VGGLGVTMVHGN」、「NWENH」とすること

に決定した。これにアンカー領域を加え、アミノ酸配列を塩基配列 に変換し遺伝子配列を決定。

遺伝子合成によりこれを作成。、これを pIRES2-AcGFP1 ベクターに組み込むことに成功した。

さらにこれを Neon エレクトポレーショントランスフェクションシステムを使い、HEK293 細

胞に遺伝子導入した。これに①抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD 患者 12 名からの血清、②健常対照 1 名

からの血清、③多発性硬化症患者 1名からの血清を希釈し、反応させ、さらに Cy5.5 標識抗ヒト

IgG で染色後、フローサイトメトリーにて解析した。結果の一部を下に示す。 

1） AQP4 Loop A-IgG1 Fc 、2）AQP4 Loop C-IgG1 Fc、3) AQP4 Loop E-IgG1 Fc を pIRES2-

AcGFP1ベクターに組み込み抗 AQP4 抗体陽性 NMOSD 患者血清を反応させ Cy5.5 標識抗ヒト

IgG 抗体で染色した結果 

1）         2）          3） 

 

AQP4 Loop E-IgG1 Fc も同様の結果であり、全てにおいて FITC 陽性細胞を認め、pIRES2-

AcGFP1 ベクターへの遺伝子挿入、HEK293 細胞へのトランスフェクションまでは成功したと

考えた。ただし、AQP4 Loop A,C,E-IgG1 Fc 自体に血清が反応している細胞は極めて少数であっ

た。このため、全てのベクターを同時に HEK293 細胞にトランスフェクションしてみたが陽性細

胞数は少数のままであることが判明した。 

この間に、視神経脊髄炎スペクトラム障害 に関する臨床的検討を並行して行い、複数の論文

を発表した。 
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