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研究成果の概要（和文）：ヒトアストロサイト一次培養細胞に抗アクアポリン４(AQP4)抗体陽性NMO患者5名より抽出し
た精製IgG(NMO-IgG)を作用させると、まずAQP4が膜状でクラスターを形成し、さらにエンドサイトーシスが起きること
が共焦点蛍光顕微鏡を用いた経時的観察で確認された。また、同時にアストロサイトの膜状仮足や糸状仮足が退縮し、
一部は細胞培養液中に剥離、細胞形態が変化し、病理組織で認められるbeadingと似た形態に足突起を退縮させる現象
が確認された。

研究成果の概要（英文）：Purified NMO-IgG from Aquaporin 4(AQP4)-IgG positive 5 NMO patients cause AQP4 
clusters in the cell membrane then endocytosis of AQP4 in primary cultured human astrocyte using confocal 
fluorescence microscope. At the same time, NMO-IgG cause regression of filopodia and lamellipodia of 
astrocyte, change its shapes. Astrocytic foot process are also regressed like beading which are seen in 
the NMO pathology.

研究分野：神経内科
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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
するアクアポリン 4(AQP4)であると報告さ
れた(Lennon V, et al. 2004, 2005)。我々の行
った免疫組織学的検討では、NMO 病変では
AQP4 や Glial Fibrillary Acidic 
Protein(GFAP)の染色性が低下・消失し、病
変部の血管周囲では補体や免疫グロブリン
が沈着しアストロサイト傷害を来すことを
報告した(Misu T, et al. 2006)。これにより補
体介在性アストロサイト傷害があることは
明らかである。In vitro では、NMO-IgG に
より AQP4 や関連する興奮性アミノ酸トラ
ンスポーター2 (EAAT2)の内在化が細胞傷害
に関わると報告されている。また、補体沈着
を認めない部位にも AQP4 がアストロサイ
ト足突起に塊状に染色され内在化し、それ自
体も縮退した突起が認められることも報告
している (Misu T, et al. 2013)。これは
NMO-IgG のみでも補体非依存性のアストロ
サイト傷害、特に軸索伸長と細胞接着に機能
障害が生じていることを示しており、その詳
細なメカニズムについて検討する必要が出
てきた。しかし、それについて細胞モデルや
組織モデルを用いた検討はまだされてない。
また、近年 NMO-IgG検査では陰性にもかか
わらず、NMO の診断基準を満たす症例につ
いても報告した(Sato DK, et al. 2013)。これ
らNMO-IgG陰性NMOの中には脳脊髄液中
GFAPが高値となる症例があることが我々の
先行研究で明らかとなっており、アストロサ
イト傷害を来していると考えられる。しかし、
その病因や病態形成については未だ確立し
たものがない。 
 
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自体がど
のようにアストロサイトを傷害するか、その
中で病理学的に推測されたアストロサイト
接着能や軸索伸長に関わるタンパクの動態
を研究し、NMO-IgGによる NMOの免疫病
態の全体像を解明することが目標である。 
 「NMO-IgG には、従来まで言われていた
補体介在性細胞傷害による破壊性病変の他
に、NMO-IgG それ自体の作用により補体非
依存性にアストロサイト足突起上の AQP4
が内在化し、膜状仮足や糸状仮足による軸索
伸長と細胞接着を担うタンパクも同時に傷
害され、グリア－ニューロン間やグリア－グ
リア間の細胞内輸送や電位活動に障害を引
き起こしたり、血液脳関門が破綻したりする
ことで、結果としてアストロサイト自体の機

能障害を生じるメカニズムも存在する」とい
う仮説のもと、NMO-IgG によるアストロサ
イト仮足や軸索の機能的・形態的変化、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。具体的には、アスト
ロサイト仮足の骨格や運動に関わる、
CRMP5や Rhoファミリータンパク、コネキ
シンファミリー等の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
●NMO 患者血清抽出 IgG を用いた補体非依
存性アストロサイトへ傷害性の検討 

NMO-IgG陽性NMO患者 5名より IgGを
抽出し、精製 IgG(NMO-IgG)を作成する。ま
た、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
谷先生から提供頂いた。ヒトアストロサイト
一次培養細胞に Venus-AQP4 を導入したモ
デルを用い、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する。さらに、正常
培養液中では認められる膜状仮足や糸状仮
足が NMO-IgG添加後に縮退し、剥がれ落ち
る反応を確認する。また、ライブイメージン
グによる AQP4 内在化の分子メカニズムを
検討する。また、免疫組織化学染色やウェス
タンブロッティング、RT-PCR を用い、
NMO-IgG によるアストロサイト内の変化を
多角的に検討する。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。 
 
●NMO-IgG によるアストロサイト膜状仮
足・糸状仮足関連タンパクの内在化/傷害性の
検討 
 仮足とは、軸索尖端部の成長円錐から始ま
り、細胞のアメーバ様運動を担う細胞質が一
時的な突出である。NMO-IgG を正常アスト
ロサイト一次細胞に作用させ、アストロサイ
トの膜状仮足や糸状仮足に対する反応を確
認する。また、NMO-IgG を作用させた状態
で、アストロサイト仮足を形成する CRMP5
や Rho ファミリーの低分子量 G タンパク
（RhoA, Rac1, Cdc42など）、仮足の運動や
形態に関与する CRMP5や Arp2/3 complex、
Tip complex、細胞接着に関連する connexin
や pannexin などについて免疫組織化学染色、
ウェスタンブロッティングや RT-PCR によ
る経時的変化の検討を行う。 
 
●NMO 患者病理組織を用いた NMO-IgG 補
体非依存性アストロサイト傷害性の検討 
 NMO の病巣では、補体沈着がないにも関
わらず、AQP4がアストロサイト内に顆粒状
に 内 在 化 し 、 足 突 起 の beading や
clasmatodendrosis を来している。これらの
病変部位においては、アストロサイト足突起
での細胞接着能や細胞骨格維持能が低下し
ていると考えられる。これらにおいての軸索



生長因子や細胞接着因子、仮足に特異的な
CRMP5や Rhoファミリータンパク、仮足の
運動に必要なアクチンや Arp2/3 complex、
Tip complexなどの仮足骨格タンパクについ
て、免疫組織化学染色を用いた検討を行う。
これにより、細胞モデルでは証明しえない部
分を補完する。 
 
●NMO-IgG 陰性 NMO 患者由来血清を用い
たアストロサイト傷害性の検討 
我々の先行研究により、NMO-IgG陰性NMO
患者にもアストロサイト傷害を示唆する脳
脊髄液中 GFAP の上昇を認める例があるこ
とが明らかになった。これらの一部は、
NMO-IgG 検査自体の偽陰性と考えられるが、
残りは新規のアストロサイトに対する自己
抗体による NMOの可能性が示唆される。既
存の報告ではMOG-IgGの関与も疑われるが
(Mader S. 2011) 、これはオリゴデンドロサ
イトに対する自己抗体でありNMOに特徴的
な一次的なアストロサイト傷害を来すとは
考えづらい。我々のグループは視神経炎と長
い脊髄病変を来し、その後MOG-IgG陽性が
判明した NMOSD患者を経験した(Ikeda K. 
2015). また、海外からは抗 CV2/CRMP5 抗
体陽性で、視神経炎と脊髄炎を来した症例報
告もある (Jarius S. 2011)。これらNMO-IgG
陰性の NMOSD患者に対して、脳脊髄液中バ
イオマーカーの詳細な検索をされた研究は
今のところない。そこで、NMO-IgG 陰性
NMOSD患者の血清を用い、ヒトアストロサ
イト一次培養細胞に対する影響を、タイムラ
プス撮影や蛍光免疫染色法により検討する。
アストロサイト一次培養細胞は Lonza 社製
を用いる。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。 
 
４．研究成果 
 NMO-IgG 陽性患者より抽出した精製
IgG(NNO-IgG)は補体介在性・補体非介在性
にアストロサイトを傷害するプロセスを確
認した。 
 補体介在性には、NMO-IgG を介しアスト
ロサイトが破壊された結果、アストロサイト
は膨化し細胞接着能が低下、免疫化学染色で
はアストロサイト膜状に活性化補体 C5b-9
が沈着し、アストロサイトの細胞核も膨化し
た。さらに培養液中の LDH が上昇すること
が in vitroの系を使った実験で示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、これらの反応は補体防御因子により
防御されると考えられ、 in vitro の系で
siRNAを使い、アストロサイト膜状の CD55
や CD59を阻害すると、補体による細胞傷害
性が増悪することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 AQP4-IgG陽性NMO患者の再発急性期に
採取した脳脊髄液中では、GFAPや LDHが
上昇することも明らかになった。これらの患
者の一部は、血液中 AQP4-IgGが陰性にもか
かわらず脳脊髄液中 GFAP が高値であった
例があり、後に AQP4-IgGが陽性となった例
や脳脊髄液中でのみ AQP4-IgG が陽性であ
った例を含んでいる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 補体非介在性には、NMO-IgG のみでアス
トロサイト一次培養細胞の糸状仮足・葉状仮
足の破壊と共に足突起を縮め、細胞接着能が
低下する形態変化を引き起こす。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 AQP4-IgG陽性 NMO患者では、糸状仮足
の頂点で成長円錐を形成するCRMP5が脳脊
髄液中で有意に上昇していた。非炎症性神経
疾患群やMOG抗体陽性NMO患者や神経ベ
ーチェット病、神経サルコイドーシス等の炎
症性中枢神経疾患ではこれらの変化を認め
なかった。 
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