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研究成果の概要（和文）：視神経脊髄炎（NMO)は、主に中枢神経系のアストサイトに発現するアクアポリン４（AQP4)
に対する自己抗体が関与する炎症性疾患である。アストロサイト傷害により脱髄を来すと考えられているが充分には分
かっていないため、本研究ではAQP4抗体を用いて脳脊髄炎モデルを作成して検討を行った。
　本研究で作成されたモデルは、再現性良くNMOに矛盾しないAQP4やアストロサイトの脱落を認め、脱髄は遅発性に生
じることが明らかとなった。初期の血管中心性のアストロサイト病変は抗体の用量依存性に拡大傾向を示し、病変の拡
大に伴い好中球の浸潤が確認され、脱髄の進展にはAQP4抗体のみではなく炎症の関与が重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Neuromyelitis optica (NMO) is an autoimmune inflammatory disease by 
anti-aquaporin 4 (AQP4) antibody mainly targeting against astrocyte foot processes in the central nervous 
system (CNS). However, the mechanism of demyelination is not well resolved.
　In this project, we have studied the mechanism of astrocytopathy and demyelination by passive transfer 
model of AQP4 antibody on rodent experimental encephalomyelitis. This model is featured by highly 
reproducible and typical astrocytopathy lesion like post-mortem cases of NMO. It is revealed that 
demyelination is secondarily produced after the induction of astrocytopathy lesion, and the lesion 
development is higly associated with infiltration of inflammatory cells, especially neutrophil.

研究分野：神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

視神経脊髄炎（NMO）は視神経と脊髄に病

変の首座を有する炎症性疾患であるが、近年、

当科と Mayo Clinic との共同研究により、特

に視神経と脊髄に病巣が出現する NMO 患者

の中に中枢神経の血管周囲や軟膜に特異的

に反応する抗体（NMO-IｇG）が存在すること

が見いだされ、NMO-IgG は星状神経細胞に存

在するアクアポリン４（AQP4）に特異的に反

応することが明らかとなった。さらに、我々

は NMO の剖検脊髄におけるアクアポリン 4

の免疫組織学的検討を行い、NMO 剖検脊髄の

活動期病変においては、補体(茶色)の沈着が

みられ、その血管周囲では AQP4(ピンク)の

発現が欠落していること、さらに早期 NMO

病変においては AQP4 およびアストロサイト

のマーカーである GFAP が欠落する一方、髄

鞘蛋白は保たれており、脱髄に先行してアス

トロサイト障害が起こる病態である事を報

告した。すなわち、NMO は一次性にアストロ

サイトを標的とする疾患と考えられ、MS と

は根本的に異なる病態を有する疾患である

事が病理学的に示唆されたが、そのアストロ

サイト傷害機序や脱髄機序は充分には解っ

ておらず、疾患の病態研究や治療研究に用い

る動物モデルが求められている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、AQP4 抗体を用いた中枢神経局所

における新たなアストロサイト傷害モデル

を作成し、アストロサイトの傷害機序ならび

に二次性に生じる脱髄機序を明らかにする

ことを目的としている。AQP4 抗体を用いて実

験的脳脊髄炎（EAE）モデルを作成するとと

もに、カテーテルを用いた脊髄腔内局所注入

モデルを作成し、抗体動態に応じた免疫病態

を解析する。病理学的に AQP4/GFAP 脱落病変

の有無を検証し、さらにその際に出現するア

ストログリアやミクログリア等の免疫動態

を免疫組織学的に検証する。病態に関連する

分子を蛋白レベルで病態促進因子の特定を

試み、それらを抑制する治療的研究の発展を

念頭に置いている。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト由来抗 AQP4 抗体の精製 

NMO 患者や対照群患者の血清・血漿を非働化

（56℃・30 分）・ろ過（0.45μm）処理後、希

釈して Protein G にアプライし、溶出・ゲル

濾過・ろ過の過程を経て、10 ㎎/ｍLの調整

後に保存する。 

（２）NMO 剖検標本 

AQP4抗体陽性NMO剖検例を研究対象として準

備している。 

モデル動物で得られた因子のヒト脳におけ

る発現を免疫組織化学的に検証する。 

（３）実験的 T細胞+AQP4 抗体導入モデル 

週齢 8週の雌 Lewis ラット (CrlCrlj) の両

足背にミエリン塩基性蛋白 Myelin basic 

protein (MBP) 100μg と結核死菌 complete 

freund’s adjuvant (CFA) 100μg を混ぜた

エマルションを皮下注射すると、約 2週間で

EAE が生じ、上行性麻痺が誘発される (EAE)。

臨床症状もしくは10g/dayの体重減少が出現

した時点で血液脳関門が破綻したものとし

て、NMO 患者血清から精製した抗 AQP4 抗体を

ラットに腹腔内投与する。抗体投与量は段階

的に振り分けて検討する。抗体投与後 2日で

ラットを解剖、NMO 病変の好発部位である大

脳 (脳室周囲、視床下部、視索)、視神経、

脳幹 (最後野)、脊髄の他、AQP4 の存在する

腎臓、筋肉、肺、胃を含め、パラフィン標本

および凍結標本を作成し急性期の病理評価

を行う。 

（４）免疫組織化学 

パラフィン包埋されたヒトやラット標本を

用い、切片を 3-5μm厚にて作成。切片は、

染色前に脱パラフィン処理（キシレン 20 分

×2回）後、96％エタノールに浸漬。Hydrogen 

peroxide 混 Methanol にて内因性 Peroxidase



をブロック後、さらに 10％FCS 混 PBS にて非

特異反応をブロック。抗原賦活法としては、

1mM EDTA 10mM Tris pH8.5あるいは0.1ｍM ク

エン酸溶液(pH6)を用いて煮沸して施行した

（60-90 分）。一次抗体（Mouse, Rabbit or 

Goat）を添加し 8ｈ後に PBS にて洗浄し、

Envision ポリマー試薬（Mouse, Rabbit）あ

るいは Biotin-Avidin （ABC 法）試薬を用い

た。発色基質としては、Diaminobenzidine 

(DAB)や Fuctin,Vector blue を用いる。 

 

４．研究成果 

（１）再現性の高い NMO モデルの作成 

我々は、本研究によりヒト由来 AQP4 抗体な

いし AQP4 の細胞外ドメインを認識する特異

的リコンビナント抗体を用いて、極めて再現

性の高いNMOモデルの作成を行う事に成功し

た。この抗体による NMO 病変は、ヒト NMO 剖

検脳脊髄標本で見られる特徴をほぼ網羅し

ており、典型的な AQP4 や GFAP の染色性の脱

落と、アストロサイト機能蛋白の 1つである

EAAT2 の発現が低下する NMO の特徴を再現し

ていた。病変は特徴的な血管中心性病変を認

め、各病変は相互に癒合して脊髄や視神経、

脳幹部など、NMO 患者で診られやすい病変分

布を呈していた（下図）。 

（２）NMO モデル解析による脱髄機序 

本モデルにおいて、AQP4 の脱落に比して脱髄

は軽い事は剖検脳における解析と同様であ

ったが、急性期に AQP4 の脱落が生じるのに

対して、脱髄は遅発性に生じる事が明らかと

なった。この点は、脱髄が AQP4 抗体による

初期アストロサイトパチー病変の形成後、何

らかの二次的な代謝異常ないし二次的炎症

により脱髄を来すことが示唆された。 

（３）好中球の病態への関与 

ヒト剖検脳における解析により、好中球や好

酸球が病変組織に浸潤して病態に関わるこ

とが示唆されているが、実際に動物モデルで

も再現良くこれらの細胞が関与するとの研

究結果は出ていなかった。今回、AQP4 抗体の

用量依存性に病変が拡大し、その際に好中球

が病変の拡大に関与することが示唆された。

今後、好中球等の炎症を抑える事が病態の抑

制に重要と考え、治療法の開発に寄与するこ

とが期待される。 
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