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研究成果の概要（和文）：B細胞刺激因子(BAFF)は、BAFFレセプター(BAFFR)を受容体として作用するB細胞分化／生存
に必須のサイトカインであるが、神経細胞にもBAFFRの発現が認められた。BAFFR欠損マウスから作成した培養神経細胞
は低栄養条件下での生存率がコントロールと比較して低く、筋萎縮性側索硬化症のモデルマウスであるmSOD1マウスとB
AFFRKOマウスを交配させて作成したmSOD1/BAFFRKOマウスはコントロール群と比較して神経変性が増悪していた。神経
系におけるBAFFRシグナルは神経保護に働いている可能性があり、BAFFが新たな神経栄養因子としての神経疾患治療に
利用可能である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Various neuroprotective factors have been shown to help prevention of neuronal cel
l death, which is responsible for the progression of neurodegenerative diseases such as amyotrophic latera
l sclerosis (ALS). Here we show the role of BAFF-R signaling pathway in the control of neural cell surviva
l. Both B cell activating factor (BAFF) and its receptor (BAFF-R) are expressed in mouse neurons and BAFF-
R deficiency reduces the survival of primary cultured neurons. Impaired BAFF-R signaling resulted in accel
erated disease progression in an animal model of inherited ALS. We further demonstrate that BAFF-R deficie
nt bone marrow cells or genetic depletion of B cells does not affect the disease progression, indicating t
hat BAFF-mediated signals on neurons, not on B cells, support neural cell survival. These findings suggest
 opportunities to improve therapeutic outcome for patients with neurodegenerative diseases by synthesized 
BAFF treatment.
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１．研究開始当初の背景 
B細胞刺激因子(BAFF)は、BAFFレセプター
(BAFFR)を受容体として作用するサイトカ
インである。BAFFは B細胞の分化と生存に
必須であることが知られているが、神経系に
おけるその作用は不明である。BAFFR は神
経成長因子レセプター(Nerve growth factor 
receptor: NGFR)と同じく Tumor necrosis 
factor receptor superfamilyに属しており、
BAFF は NGF と同様に神経栄養作用を持つ
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
神経系におけるBAFF及びBAFFRの役割を
明らかにすることを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養：マウス胎児神経細胞初代培養
は胎生 13.5 日齢のマウス胎児大脳から調整
し、2%B27 サプリメントを加えたニューロベ
イサル培地で培養した。マウス胎児アストロ
サイト初代培養は、上述と同時期のマウス胎
児を用いて、PLL でコートしたシャーレ上で
神経グリア混合培養を作成し、翌日にシャー
レを振盪してアストロサイトのみを剥離し、
再度培養した。ニューロンの培養細胞として
マウス神経芽細胞腫由来である Neuro2a 細胞
を使用し、ミクログリアの培養細胞として
6-3 ミクログリア細胞を使用した。	 
(2)免疫細胞染色：初代神経培養細胞と
Neuro2a 細胞を PFA で固定し、抗 BAFF 抗体、
抗 BAFFR 抗体、抗 Map2 抗体で染色した。	 
(3)免疫組織染色：C57BL6/J マウスを PFA で
灌流固定し、脊髄を採取して PFA で追加固定
を行い、10μm の厚さの切片を作成し、ブロ
ッキングを行った後、抗 BAFF 抗体、抗 BAFFR
抗体、抗 SMI32 抗体、抗 GFAP 抗体で染色し
た。	 
(4)レクチン染色：上述のマウス脊髄切片を
レクチンで染色し、ミクログリアの局在、形
態、抗 BAFF 抗体ならびに抗 BAFFR 抗体との
共染色性を評価した。	 
(5)ウェスタンブロッティング：培養神経細
胞を NP40 バッファーで溶解し、SDS ポリアク
リルアミドゲルで蛋白を分離してニトロセ
ルロース膜に転写し、抗 Akt 抗体、抗リン酸
化 Akt 抗体、抗βactin 抗体と反応させた。	 
(6)神経細胞生存評価：培養神経細胞のうち、
免疫染色にて Map2 陽性となるものを生存神
経細胞と定義して定量した。	 
(7)交配実験：ALS のモデル動物として、ヒト
変異 SOD1 遺伝子トランスジェニックマウス
(mSOD1 マウス)を利用した。また、BAFF シグ
ナルの神経変性に対する影響を評価する目
的で、BAFF レセプター欠損マウス（BAFFR	 KO
マウス）を利用した。さらに、B 細胞が直接
神経変性に与える影響を評価するために、
IgM 欠損マウス（IgMKO マウス）を使用した。
全ての実験動物は、大阪大学実験動物倫理規
定に則り扱った。上記マウスを交配して、

mSOD1/BAFFRKO マウス並びに mSOD1/IgMKO マ
ウスを作成した。	 
(8)モデル動物運動症状評価：モデル動物の
神経変性を臨床的に評価するために、週に 2
回の体重測定と hanging	 wire	 test（運動機
能評価試験）を行った。	 
(9)坐骨神経有髄神経数計測：75 日齢の
mSOD1/BAFFRKO マウス及び mSOD1/BAFFR 野生
型マウスの坐骨神経を採取し、エポンに包埋
して切片を作成し有髄神経数を評価した。	 
(10)骨髄移植：9~12 週齢の BAFFR 野生型マウ
スまたは BAFFRKO マウスから骨髄細胞を採取
し、40 日齢の mSOD1/BAFFRKO マウスに投与し
た。投与の前に、レシピエントマウスには
600rad の放射線照射を行い、1.5×10e7 個の
骨髄細胞を投与した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)BAFF 及び BAFFR は神経細胞に発現してい
る。	 
神経細胞における BAFF と BAFF レセプターの
発現を確認するために、免疫細胞染色と免疫
組織染色を行った。マウス胎児から樹立した
初代神経培養細胞、neuro2a 細胞、マウス脊
髄における神経細胞に BAFF 及び BAFFR の発
現が認められた。（図１、２）	 

図１	 神経細胞及びその他の中枢神経細胞
における BAFFR の発現	 



(A,B)初代培養神経細胞における BAFFR の発
現(C,D)C57BL6/J マウス脊髄での BAFFR の発
現(E,F)neuro2a 細胞における BAFFR の発現
(G,H)	 C57BL6/Jマウス脊髄のアストロサイト
における BAFFR の発現(G)とミクログリアに
おける BAFFR の発現(H)	 

図２	 神経細胞における BAFF の発現	 
(A,B)初代培養神経細胞における BAFF の発現
(C,D)C57BL6/J マウス脊髄での BAFF の発現	 
	 
(2)BAFFR シグナルは神経生存のために重要
である	 
BAFFR 野生型マウスと BAFFRKO マウスから樹
立した初代神経培養細胞を低栄養下で培養
すると、BAFFR 野生型マウスの神経細胞の生
存率が BAFFRKO マウスと比べて高いという結
果が得られた。両細胞内の Akt のリン酸化を
ウェスタンブロッティングにて比較したと
ころ、BAFFRKO マウスから樹立した培養神経
細胞ではリン酸化 Akt の発現の低下を認め、
これが BAFFRKO マウス神経細胞の低生存率の
一因であると考えられた。	 
	 
(3)BAFFRシグナルの欠損はALSマウスの神経
変性を加速させる	 
BAFFR シグナルによる神経生存促進効果を生
体内で確認するために、mSOD1 マウスと
BAFFRKO マウスを交配させ mSOD1/BAFFRKO マ
ウスを作成し、mSOD1/BAFFRWT マウスをコン
トロールマウスとして症状を比較した。
mSOD1/BAFFRKO マウスはコントロールマウス
と比較して疾患後期において体重減少が著
しく、また運動機能も観察していた全期間で
有 意 に 悪 化 し て い た 。 生 存 率 は
mSOD1/BAFFRKO マウスで有意に短縮しており、
坐 骨 神 経 内 の 有 髄 神 経 線 維 数 は
mSOD1/BAFFRKO マウスで有意に低下していた
（図３）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図３	 mSOD1/BAFFRKO マウスは運動神経変性
が悪化する	 
(A,B)	 mSOD1/BAFFRKO マウスはコントロール
マウスと比べて疾患後期の体重が有意に低
下し、全病期を通じて運動機能が低下してい
る(C)	 mSOD1/BAFFRKO マウスはコントロール
マウスと比べて生存期間が有意に短縮する
(D)mSOD1/BAFFRKO マウスの坐骨神経ではコ
ントロールマウスとくらべて有髄神経数が
有意に減少している	 
	 
(4)BAFFR シグナルの欠損による神経変性増
悪は、B細胞や骨髄細胞による効果ではなく、
神経細胞に発現している BAFFR による直接的
な効果である	 
	 
mSOD1/BAFFRKO マウスで認められた神経変性
の増悪が、B 細胞の不在や、骨髄細胞の性質
変化に起因するものかどうか評価するため
に、B 細胞の存在しない IgMKO マウス(μMT
マ ウ ス ) と mSOD1 マ ウ ス を 交 配 さ せ
mSOD1/IgMKO マウスを作成し、コントロール
としての mSOD1/IgMWT マウスと症状を比較し
た。この結果、mSOD1/IgMKO マウスとコント
ロールマウスの間には、運動機能、体重減少、
生存期間について有意な差は認められなか
った（図４）。更に、骨髄細胞に発現してい
る BAFFR シグナルが神経変性に与える影響を
評価するために、骨髄移植により骨髄キメラ
マウスを作成した。骨髄細胞に BAFFR が発現
している ALS マ ウ ス 群 (mSOD1/BAFFRKO	 
receiving	 BAFFRWT	 BMT)と骨髄細胞に BAFFR
が 発 現 し て い な い ALS マ ウ ス 群
(mSOD1/BAFFRKO	 receiving	 BAFFRKO	 BMT)の
運動症状を比較したが、両群の運動機能、体
重、寿命に有意な差は認められなかった。こ
の結果から、mSOD1/BAFFRKO マウスで認めら
れた神経変性増悪症状は、B 細胞の不在や骨



髄細胞における BAFFR シグナルの欠損による
ものではなく、神経細胞に発現している
BAFFR からのシグナル伝達が起こらないこと
に起因していることが示唆された（図４）。	 

	 
（図４）mSOD1/IgMKO マウスとコントロール
マウスでは神経変性に有意な差を認めない。
骨髄細胞にのみ BAFFR を発現している
mSOD1/BAFFRKO マウスと、骨髄を含め全細胞
の BAFFR シ グ ナルが遮断されている
mSOD1/BAFFRKO マウスの間では神経変性の程
度に有意な差が見られない。	 
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