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研究成果の概要（和文）：NMO患者血清抽出IgG(NMO-IgG)は抗体単独でアストロサイト膜上にアクアポリン4(AQP4)のク
ラスターを形成し、その後AQP4の内在化を引き起こす。同時に足突起は縮小し細胞接着能は低下する。これらの変化は
可逆的である。NMO-IgG存在下さらに補体を加えることにより、短時間でアストロサイトは膨化してネクローシスを起
こし、不可逆的に破壊される。
ヒトアストロサイトはヒト補体による細胞傷害に対し、CD55やCD59といった補体防御因子を細胞膜上に発現している。
これら補体防御因子がNMOの病態形成に関与し、新たな治療ターゲットとなる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Purified IgG derived from anti-Aquaporin 4(AQP4) antibody positive patients(NMO-Ig
G) itself caused AQP4 cluster on astrocytic membrane following endocytosis. NMO-IgG also caused reversible
 morphological changes like shrinking of foot processes and adhesion ability. NMO-IgG with human complemen
ts irreversibly damage the cells in a short time, suggesting a unique AQP4 antibody-mediated astrocytopath
y in NMO.
Complement is involved in the pathogenesis of NMO, and the worn-out of complement regulatory proteins like
 CD55 or CD59 on the membrane accelerate astrocytic cytotoxicity. The controlling of complement or complem
ent regulatory proteins may be a new therapeutic target in NMO.
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１．研究開始当初の背景 
視神経脊髄炎（ Neuromyelitis optica: 

NMO）は視神経と脊髄を病変の主座とする
炎症性疾患である。2004 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)が発見され、2005 年にはその
対応抗原がアストロサイトの足突起に発現
する AQP4 であると報告された(Lennon V, 
et al. 2004, 2005)。我々はHEK293にリコン
ビナント AQP4 を強制発現させた細胞株を
用いて血清中の抗 AQP4 抗体を測定してお
り（疾患感度・特異度は、91%・100%）、NMO
の非常に有用な疾患マーカーと考えている
(Takahashi T, et al. Brain 2007)。また、我々
の行った免疫組織学的検討では、NMO 病変
では本来 AQP4 の豊富な脊髄灰白質や白質
血管周囲で補体や免疫グロブリンが沈着し、
AQP4 やアストロサイトのマーカーである
GFAPの染色性が低下・消失しており、血管
周囲に補体介在性の AQP4 やアストロサイ
トの障害を生じうることを報告した(Misu T, 
et al. TJEM 2006)。さらに、NMO患者再発
時の脳脊髄液を使用した我々の検討では、ア
ストロサイトに特異的なタンパクである
Glial Fibrillary Acidic Protein(GFAP)が著
明に上昇していることが明らかとなった
(Takano R, et al. Tohoku J Exp Med 2008)。
臨床的に、NMO-IgGは NMO発症前より上
昇してくる事が判明しており（Nishiyama S, 
et al. Neurology 2009）、少なくとも
NMO-IgG が単に組織障害によって二次的に
出現した抗体ではないことが解っている。こ
れらの結果より、NMO-IgGが NMOの病態
形成に関わることが強く示唆されている。近
年 in vitro/in vivo の実験系において
NMO-IgG の病原性を証明した報告が幾つか
存在するが、(Hinson SR, et al. Neurology 
2007, Kinoshita M, et al, Neuroreport 2009, 
Sabater L, et al. J Neuroimmunol 2009, 
Vincent T, et al. J Immunol 2008)、それぞれ
アストロサイト傷害について詳細な検討が
されてない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ヒトアストロサイト培養モデル
を用い、NMOにおいて NMO-IgGがどのよ
うに関わるかを明らかにし、NMO-IgG によ
るNMOの免疫病態の詳細を解明することが
目標である。 
 脱髄疾患では、髄鞘およびそれを形成する
オリグデンドロサイトの脱落が本質とされ
てきた。しかし我々の先行研究から、少なく
とも脱髄疾患と言われてきたNMOを含む一
部の患者群についてはアストロサイトの傷
害を考える必要が生じた。臨床・病理学的に
は、NMOにて NMO-IgGがその発症に関与
していること、NMO 剖検脳脊髄では血管周
囲にて補体介在性の AQP4 や GFAP の欠落

と壊死性病変があることが明らかだが、
NMO-IgG によるヒトアストロサイトへの傷
害性を詳細に検討した研究は現在のところ
ない。そのため、NMO-IgG はあくまで二次
的な産物であるとの立場をとる研究者もい
る。本研究は、「NMO-IgGによりアストロサ
イト足突起上の AQP4が欠落、アストロサイ
トが傷害され、結果としてアストロサイト自
体の機能傷害や壊死性病変・脱髄をきたし
NMO を発症する」という仮説のもと、
NMO-IgG によるアストロサイトの機能的・
形態的変化や細胞死、その促進因子・抑制因
子を In vitroモデルを用いて検討するもので
ある。さらに、アストロサイトの補体防御に
関するタンパクや機能を検討し、NMO にお
ける補体介在性アストロサイト傷害の全貌
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 (1) NMO患者血清抽出 IgGを用いたアスト
ロサイトへ傷害性の検討 
NMO 患者 5 名の再発時に行った血漿交換
後の廃液約 500mLを IgGカラム(rProteinA 
Sepharose Fast Flow)にて抽出し、精製
IgG(NMO-IgG)を作成する。この NMO-IgG
のヒトアストロサイト一次培養細胞に対す
る影響を、蛍光免疫染色法を用い補体非依存
性の形態的変化・細胞傷害の有無を検討する。
アストロサイト一次培養細胞は Lonza 社か
ら購入し、解凍後安定した状態で使用する。
併せて培養液中の細胞死関連タンパクの検
出や各種サイトカインの測定を行い、病態に
促進的な因子、抑制的な因子の解明を目指す。
また NMO-IgG添加後の培養液中に、さらに
ヒト補体を添加し、補体依存性細胞傷害によ
る細胞死が生じるかを上清の細胞傷害アッ
セイ（LDH ELISA）やアポトーシスシグナ
ルの発現（AnnexinV 法や Tunnel 法）によ
って検討する。対照群としては、正常コント
ロール 3 名、多発性硬化症患者 3 名の精製
IgGを用いる。 
 
(2) 蛍光タンパクとのリコンビナント

AQP4を使用したアストロサイトでの形態学
的検討 
 AQP4は細胞膜上に発現することによって
生理的役割を担うと考えられ、また
NMO-IgGは細胞膜上（特に細胞外ドメイン）
に発現した AQP4 を認識すると考えられる。
蛍 光 タ ン パ ク と の リ コ ン ビ ナ ン ト
AQP4(Venus-AQP4)を研究協力者である慶
應義塾大学医学部薬理学教室・安井先生、塗
谷先生から提供頂き、ヒトアストロサイト一
次培養細胞に導入して発光 AQP4 を細胞膜
上に発現するモデルがほぼ完成した。
Venus-AQP4 をトランスフェクトしたヒト
アストロサイトに対して、培養液中に
NMO-IgGを添加し細胞膜上のAQP4の発現
変化を共焦点蛍光顕微鏡にて経時的に観察
し、補体非依存性アストロサイト傷害につい



て検討を行ったところ、NMO-IgG により膜
上 AQP4 のクラスター形成やエンドサイト
ーシスが確認された。今後は細胞膜を染色す
る色素(FM4-64 色素)や細胞骨格を染色する
色素(TubulinTracker)を用い、NMO-IgG に
よるアストロサイト内での変化も検討する。
さらに、ヒ素化合物(Phenylarsine Oxide)を
培養液中に添加し、アストロサイト膜状タン
パクのエンドサイトーシスを停止した状態
で NMO-IgGを添加し、膜状での AQP4の経
時的変化について観察、検討を行う。 
NMO-IgG 添加し一定時間経過後、培養液中
から NMO-IgGを取り除き、アストロサイト
膜状 AQP4 がどのように回復するかその過
程も経時的に観察しそのメカニズムを解析
する。同様の検討を正常コントロール群や多
発性硬化症患者群でも行い、上記の変化が
NMO-IgG のみで引き起こされることを確認
する。 
 
(3) 補体・補体防御因子による細胞傷害性修
飾の検討 
 我々の行ったNMO患者剖検例における病
理学的検討により、アストロサイトが補体に
より細胞傷害を来していることが示唆され
る。一方、アストロサイトに限らず細胞膜上
には補体に対する防御タンパクが存在し
(Zipfel PF, et al. Nat Rev Immunol 2009)、
ある程度の補体による攻撃に対しては防御
可能であると考えられる。まず、ヒトアスト
ロサイト膜上にどのような補体防御因子が
発現しているか、蛍光免疫染色や Western 
blotting法を用いて検討する。 
それら補体防御因子の役割を明らかにする
ため、まずはウサギ補体とヒト補体による細
胞傷害性の比較による総合的な防御因子の
機能について検討する。これは、種差により
補体防御因子が機能しないこと(homologous 
restriction)を利用したものである。予備実験
では、ウサギ補体とヒト補体との間に細胞傷
害性の違いを認めた。 
補体防御因子を個々に siRNA を用いてノッ
クダウンし、それぞれの補体防御因子がどの
くらい防御に寄与しているかの検討を、上清
の細胞傷害アッセイ（LDH ELISA）やアポ
トーシスシグナルの発現（AnnexinV 法や
Tunnel 法）を用いて行う。 siRNA は
Invitrogen 社 に よ る オ ー ダ ー メ イ ド
siRNA(Stealth RNAi)にて作成する。 
 
(4) AQP4の水チャネル機能低下によるアス
トロサイトへ傷害の検討 
 アクアポリンは水チャネルとして細胞内
外の水分子移動を担っており、これは AQP4
においても同様である。AQP4における水チ
ャネル機能は acetazolamideや五苓散、マン
ガンなどの重金属により抑制されることが
知られている(Katada R, et al. Am J Pathol 
2012, 磯濱洋一郎. 漢方と最新治療 2008)。
これら薬剤とNMO-IgGをアストロサイト一

次培養細胞培養液中に添加し、細胞傷害性に
変化が出るかを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) NMO患者血清抽出 IgGを用いたアスト
ロサイトへ傷害性の検討 
一次培養アストロサイトの培養液中に

NMO-IgG を添加すると、アストロサイトの
足突起が縮小し細胞接着性が低下した。これ
らの変化に際し、IL-6や TNF-α、IL-1βと
言った炎症性サイトカインの培養液中での
変化をフローサイトメトリーで検索したが、
明らかな変化を認めなかった。NMO-IgG 添
加後さらに補体を添加すると、細胞質と核は
膨化し細胞運動が低下した。一部の細胞は膨
化後に破裂した。残った細胞はほとんどが
Propidium Iodide陽性であった。培養液中の
LDH 値は NMO-IgG と補体を加えた群で有
意に高かった。これら変化は AQP4抗体陰性
NMO患者由来の精製 IgGやMS患者血清由
来精製 IgG、正常コントロール IgG、非動化
補体では認められなかった。また、AnnexinV
を用いた検討ではアポトーシスを起こした
細胞について、各群での有意差を認めなかっ
た。 
(2) 蛍光タンパクとのリコンビナント

AQP4を使用したアストロサイトでの形態学
的検討 
Venus-AQP4 を用い観察すると、AQP4 は
細胞膜上でまずクラスターを形成した。その
後膜上AQP4はFM4-64色素で染色された細
胞膜と一緒に細胞内へ取り込まれ、
endocytosis を認めた。また、細胞膜上の
Venus-AQP4 発現の低下を認めた。同時に、
アストロサイトの足突起は縮小した。これら
の変化は培養液からNMO-IgGを取り除くと
元に戻った。Phenylarsine Oxideを用いた検
討では、Venus-AQP4のクラスターは膜上で
形成されるものの、内部への取り込みは明ら
かではなかった。すなわち、まず膜上で AQP4
のクラスターが形成され、その後細胞内に取
り込まれると考えられた。これらの変化は
AQP4抗体陰性NMO患者由来の精製 IgGや
MS 患者血清由来精製 IgG、正常コントロー
ル IgG、非動化補体では認められなかった。 
(3) 補体・補体防御因子による細胞傷害性修
飾の検討 
まず蛍光免疫染色やWestern blottingを用
いてヒトアストロサイトに発現する補体防
御因子を検索したところ、CD55と CD59の
発現を両方法にて確認した。これらの siRNA
をオーダーメイドで作成し、上記ヒトアスト
ロサイトに導入したところ、細胞膜上での発
現低下を確認した。その上で 2)と同様の検討
を行ったところ、補体防御因子をノックダウ
ンした群では Propidium Iodide 陽性が有意
に増加し、培養液中の LDH 値も有意に上昇
した。これらにより補体防御因子が NMOの
病態形成に関与している可能性が示唆され
た。 



(4) AQP4の水チャネル機能低下によるアス
トロサイトへ傷害の検討 
ヒトアストロサイト一次培養細胞に対し

acetazolamideや五苓散を添加し、NMO-IgG
による細胞傷害性の変化を観察したが、今回
の検討では AQP4 の発現も含め明らかな変
化を認めなかった。アストロサイト足突起に
おける AQP4の役割としては、水チャネルと
しての水分子の出し入れの他に、血管周囲基
底膜とのアンカータンパクとして働いてい
ることが知られており、NMO-IgG による細
胞傷害は水チャネルとしての機能よりむし
ろ細胞接着因子としての寄与が大きいと考
えられた。 
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