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研究成果の概要（和文）：私たちはアクアポリン４（AQP4） isoform aの全シーケンスのライブラリーデータを用いて
合成された156のペプチドから成るアレイを使って以下の解析を行った。22人の視神経脊髄炎患者および8人の疾患/正
常対照血清をこのアレイと反応させた。その反応から患者血清中抗アクアポリン４抗体のimmunogenic siteが細胞外ド
メインのループA上に存在すると考えられることを見出した。これらの結果を国内（厚生労働省「免疫性神経疾患に関
する調査研究班　平成２３年度班会議」と第24回日本神経免疫学会学術集会）、および国際学会（および第13回アジア
オセアニア神経学会議において発表した。

研究成果の概要（英文）：We performed anlysis using arrays consisting synthesized 156 peptides using peptid
e library data from entire human aquaporin-4 (AQP4) 'isoform a' sequences on a cellulose membrane. These p
eptides were reacted with serum samples obtained from 22 individuals with neuromyelitis optic (NMO), and 8
 disease/normal controls. As a result, we can detect the immunogenic site on AQP4 that is recognized by th
e anti-AQP4 antibody in NMO patients. A peptides derived from an extracellular loop A of AQP4 may be a cen
tral immunogenic site on AQP4 in NMO. We have presented these resutls in domestic and international confer
ences.
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１．研究開始当初の背景 
研究の学術的背景：視神経脊髄炎
（neuromyelitis optica; NMO）は視神経
と脊髄に限局して自己免疫機序に基づく
強い炎症を引き起こす神経免疫疾患であ
る。この視神経脊髄炎の患者血清中に、
疾患特異的な抗体である「NMO-IgG」が存
在し、さらにその抗体の認識する抗原は
水分子のチャンネルである aquaporin-4
（AQP4）であることが報告された（Lennon 
VA, et al. Lancet 2004、Lennon VA, et 
al. J Exp Med 2005）。これまでに本抗
体のげっ歯類への passive transfer や
脳内への直接注入により、NMO 類似の病
理所見が得られることから（Kinoshita M, 
et al., Biochem Biophys Res Commun 2009, 
Saadoun et al., Brain 2009）、本抗体
が NMO 発症に深く関与していることが明
らかとなっている。我々もこの NMO に注
目し、世界で初めて enzyme-linked 
immunosorbent assay（ELISA）法による
抗 AQP4 全長蛋白抗体の抗体測定系を開
発するとともに抗 AQP4 抗体陽性視神経
脊髄炎の臨床的特徴を明らかにし
（Hayakawa S et al., J Neuroimmunol 
2008）、さらに頭部 MRI で特異な造影所
見を呈すること（Ito S, et al., Ann 
Neurol 2009）、IL-6 がその病態に関与
していること（Uzawa A et al., J Neurol 
2009, Uzawa A, et al., Mult Scler 2010）
などを報告してきている。以上のように
解明された部分もあるものの、NMO と同
様に視神経と脊髄に比較的限局した病変
をきたし、長い脊髄病変をきたすことい
った特徴を呈する動物モデルは作製され
ておらず、いまだに本抗体の病態におけ
る役割には未解明の部分があると言わざ
るをえない。また、今までの治療法の検
討により、再発予防では一定の成果をあ
げているものの、視神経脊髄炎が難治疾
患であることに変わりなく、本邦に多く、
進行が速く障害度が高いことに変わりは
ないため、その病態の解明、さらには新
規治療法の開発は急務である。もし仮に、
患者ごとに抗 AQP4 抗体の抗原決定部位
が決定されれば病態解明への寄与は大き
く、新規治療へ結びつくことも十分に期
待される。抗 AQP4 抗体の認識抗原に関し
ては現在までに細胞外ドメインを中心と
した検討がされている（Tani T, et al., 
J Neuroimmunol 2009）が、多数患者での
検討は成されておらず、患者ごとに認識
部位が異なるかなど、その詳細が明らか
になっているとは言えない状況にある。 
 
２．研究の目的 
抗 AQP4 抗体陽性視神経脊髄炎患者の抗体
が反応する AQP4 上の抗原決定部位を網羅
的ペプチド解析により、患者ごとに、すなわ
ちテーラーメイド的に抗原決定部位を特定

することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
中枢神経または視神経に炎症性病変を有し、
同意を得て、自ら開発した ELISA 法により
抗 AQP4 全長蛋白抗体を測定した患者 200 名
近くのうち、ELISA 法により抗 AQP4 全長蛋白
抗体が陽性と判明した 38 例の患者の臨床お
よび検査データを収集した。臨床データに関
しては特に再発部位（視神経・脊髄・大脳・
脳幹・小脳のいずれか）および、発症からの
罹病期間に注目した。 
網羅的ペプチドアレイ作製機は分担研究
者の國松己歳が世界に先駆けて開発したも
ので一枚のメンブレン上に１６００のペプ
チドを合成できる。これを用い AQP4の構成
ペプチド（14mer）を逐次 1アミノ酸ずつず
らしながら、全長にわたり網羅的にメンブレ
ン上に配置したペプチドアレイを作製した。
このペプチドを配したメンブレンと AQP4 全
長蛋白に対する抗体が陽性である血清を反
応させ、さらに蛍光標識した抗ヒト IgG 抗体
を反応させ、その蛍光強度を富士フィルム社
FLA3000G を用いて定量し、解析した。Array 
Gauge や EXCEL にて解析し、結合を示したア
ミノ酸配列は標的たんぱく質の3次元立体構
造 PDBデータを MOLFEAT にて３Ｄ構造解析し
た。 
実際にはメンブレンと血清中に全長 AQP4
蛋白に対する抗体が存在していることが
ELISA 法により確認されている NMO ないし
NMO spectrum disorder（NMOsd）患者 24 名
と、同抗体が陰性である多発性硬化症（MS）
8名と正常対照（NC）16 名から得られた血清
を反応させ、さらに蛍光標識した IgG と反応
させて、その蛍光強度を画像化し、画像から
その濃度を読み取ることで、抗体価を半定量
した。NC の mean+2SD をカットオフとして、
NMO 群（NMO＋NMOsd）で陽性者が多い peptide
に関し、AQP4 における位置を確認し、さら
に抗 peptide 抗体陽性 NMO群患者の臨床的特
徴を解析した。また、NMO 群で陽性者の多い
peptide に関し NMO 群と non-NMO 群（MS＋NC）
で抗体価を比較した。 
 
４．研究成果 
結果：１）NMO24 人中の複数名で抗 peptide
抗体が陽性であった peptide は、2人（8％）
で陽性であった peptide が 12 個、3人（13％）
で陽性が 10 個、4 人（17％）で陽性が 3 個、
5人（21％）で陽性が 2個、6人（25%）で陽
性が 4個、8人（33％）で陽性が 1個であり、
これは LoopA を含む peptide で、NC に比べ有
意に陽性者が多かった（P=0.04)。 
このうち、4人以上で陽性を示したpeptide 
10 個につき、NMO 群（NMO/NMOsd）と NC 群の
二群で Mann-Whitney 検定を行ったところ、
うち 1 個の peptide は二群間で P=0.01 で
NMO/NMOsd で有意に抗 peptide 抗体価が高値
を示した。 



さらに有意差はないが P=0.07 と NMO 群で高
い傾向を示す peptide が二つあった。うち一
つは Loop A を含む peptide であった。 
MS では、NMO で問題になった peptide に関し
て、陽性者が多かったり、抗体価が高い傾向
を示すことはなかった。 
 二個の連続した peptide で４人（17%）以
上で陽性になるのは１箇所のみで、ここは
Loop A を含む領域であった。この peptide 
28or29or30 陽性例と陰性例間で、NMO:NMOsd、
性比、採血時年齢、罹病期間（年）、抗 AQP4
抗体陽性率、3椎体病変陽性率、初回頭部 MR
正常率、採血時 EDSS、髄液細胞数、オリゴク
ローナルバンド陽性率を比較したがいずれ
も有意差を認めなかった。 
考察：これまでに、患者血清中抗 AQP4 抗体
は通常の western blotting 法で AQP4 を認識
できなくなることから、立体構造を認識する
抗体と考えられている。確かに今回の
peptide への反応では最も多く抗体陽性とな
った peptide でも 1/3 の NMO 血清と反応する
のみであり、立体構造を加味すると違う結果
になる可能性を否定できない。 
また、同抗体が M23（isoform b）により形成
される square array を認識するという報告
やmutantへの反応からLoop Eがmain target
とする報告、さらには細胞内ドメインを認識
するとする報告もある。 
結論：以上より、抗 AQP 抗体陽性 NMO/NMOsd
患者血清の約半数は、AQP4 の LoopA を含む
peptide に反応することが示され、同部位が
抗 AQP4 抗体の main immunogenic site であ
る可能性が示唆された。 
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