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研究要旨 

【目的】非ヘルペス性急性辺縁系脳炎（NHALE）の病態に重要な役割を果たすNMDA型GluR抗体

の生物学的機能を明らかにする。 

【方法】GluN2B-NT2ペプチドを用いてウサギを免疫し、抗ヒトGluN2B-NT2抗体を作成した。

その抗体をマウス海馬に投与、行動変化をIrwin法で観察し、生理食塩水投与群、正常ウサギ

血清Protein A 分画投与群と比較した。組織を免疫組織学的に検討し、マイクロアレイで遺

伝子発現変化を検討した。 

【結果】GluN2B-NT2ペプチドで免疫したウサギの血清にはELISAでGluN2B-NT2ペプチド反応す

る抗体が含まれることを確認、GluN1とGluN2Bを発現するHEK細胞を用いたcell-based assay

でもNMDA型GluRと反応する抗体の存在を確認し、ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体を得た。 

ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投与群マウスでは、生理食塩水投与群、正常ウサギ血清Prot

ein A 分画投与群に比べて挙尾反応が高頻度に観察された。 

免疫組織学的検討では、ウサギIgGは投与1時間では海馬神経細胞付近に見られたが、22日

後では消失していた。ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投与群などの3群で、組織の炎症性変化な

どの大きな違いは認めなかった。 

脳組織マイクロアレイ解析では、ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投与群では正常ウサギ血清

Protein A 分画投与群に比べて、napa、sv2c、pam、fam53bの発現低下、trappc2, pde5a, c
wc22, nphs2, morn2, naaladl2, foxj1, gin1, ogn, gm6280などの発現増加が認められた。 

【結論】GluN2B-NT2抗体は、NMDA型GluRの内在化、シナプス・イオンチャネル関連遺伝子

の発現変化を起こし、興奮性の行動変化をもたらす可能性が示唆された。 
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部） 

 

Ａ．研究目的 

我々のこれまでの研究で、成人発病の非ヘル

ペス性急性辺縁系脳炎（NHALE）は年間220人が

罹患していて、ADL障害は33.3％に、てんかん

発作は36.2％に、精神症状は26.3％に、知的障

害は39.7％に、運動障害は31.0％に、記憶障害

は63.2％に見られ、1万人程度がNHALEによる記

憶障害などの後遺障害を患っている可能性が

明らかになっている。 

2002年に我々はN-methyl-D-aspartate (NMD

A)-type GluRsのサブユニットの一つであるGl

uN2B(2、NR2B）に対する抗体を脳炎患者等の

髄液中に見出し（高橋幸利、日児誌、2002）、

2007年Dalmauらは卵巣奇形腫脳炎症例でNMDA

型GluR複合体に対する抗体（抗NMDAR抗体）を

報告（Dalmau、Ann Neurol、2007）、抗NMDAR

抗体による脳炎が注目されるようになった。 
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抗NMDAR抗体の役割として、2010年Hughesは

患者髄液によるNMDA型GluRの内在化を、培養海

馬組織を用いて報告した（J Neurosci、2010）。

2011年我々は、NMDA型GluR抗体陽性脳炎髄液は

培養神経細胞のアポトーシスを促進するが、髄

液IgG分画はシナプス外NMDA型GluRを内在化し、

興奮毒性によるアポトーシスを抑制すること

を報告した。このことからNMDA型GluR抗体はシ

ナプス外NMDA型GluRを内在化して脳を護る作

用を持つことが分かった。 

2012年我々は、NMDA型GluR抗体のシナプスN

MDA型GluRに対する作用を明らかにするために、

シナプスNMDA型GluRの活性化でリン酸化され

るAktについて、培養神経細胞を用いてNHALE

髄液及び髄液IgG分画がどのように作用するか

を検討した。7DIVのNHALE-CSF-IｇG分画を加え

た場合のリン酸化Akt濃度の値（0.97±0.09, 

n=14) は、NHALE-total CSFを加えた場合の値

（1.06±0.15, n=16)に比べて有意に低く(Man

n Whitney test, p=0.0312 ）、NMDA型GluR抗

体がシナプスNMDA型GluRを内在化して、Aktリ

ン酸化を抑制しているものと考えた。 

このように、NHALE患者髄液によるin vitro

研究で、NMDA型GluR抗体を含むIgG分画がシナ

プス外NMDA型GluRを内在化して脳を護る作用

を持つこと、シナプスNMDA型GluRを内在化して、

Aktリン酸化を抑制しシナプス機能を低下させ

る可能性を見出したが、NMDA型GluR抗体そのも

のの作用かどうかは確定できていない。また、

髄液IgG分画には痙攣や意識障害などの急性脳

炎症状を説明できる作用を見いだせていない。

田中らの研究でも患者髄液IgG分画をマウス脳

室に投与しても脳炎は起こらなかったとされ

ている。2014年度はNMDA型GluR抗体そのもの作

用を明らかにするために、ウサギ抗ヒトNMDA

型GluR抗体を作成、passive transfer、その作

用をマウス行動解析等で検討した。 

 

B．研究方法 

1. 抗体の作成：ウサギ（日本白色種）にGlu

N2B-NT2ペプチド（KERKWERVGKWKDK）を用

いて2週間おき5回免疫し、血清からProte

in A 精製によりポリクローナルIgG抗体

（ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体）を得た。 

2. ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体の特性：ELI

SAで抗体がGluN2B-NT2ペプチドと反応す

ることを確認した後、 GluN2B及びGluN1

を発現するHEK細胞と反応することをcell

-based assayで確認した。 

3. Passive transfer：SPFマウスはCrl:CD(I

CR)(IGS)を用い、予め脳内にカニューラを

留置した。マウスを、ウサギ抗ヒトGluN2

B-NT2抗体（蛋白濃度18.9 mg/mL、1μl/1

回投与）投与群、正常ウサギ血清Protein 

A 分画（蛋白濃度11.6 mg/mL、1μl/1回投

与）投与群、生理食塩水（1μl/1回投与）

投与群（各群5匹）に分けた。マウス脳に

は、ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体などをD

ay 0（初回投与日）、Day 7、Day 14及びD

ay 21に計4回、イソフルラン吸入麻酔下で、

カニューラを経て投与した。 

4. 一般状態の観察：一般症状の有無（立毛、

低体温、呼吸数）、眼症状の有無（眼瞼閉

鎖、眼球突出）、分泌症状の有無（流涎、

排尿、下痢）、中枢興奮の有無（振戦、痙

攣）、運動障害の有無（異常歩行）、運動

性（自発運動）を観察した。 

5. Irwin法による観察：行動的プロフィール、

神経的プロフィール、自律神経的プロフィ

ールを定法に従い、pre（Day -1）、Day 

1、Day 4、Day 7、Day 14及びDay 21の抗

体などのカニューラ投与前に盲検下にて

観察実施した。 

6. 脳の採取：Day 22に脳（嗅球を除く）を摘

出し、ブレインマトリックスにセットして、

投与部位を約3 mmの厚さにスライスした

（凍結切片用）。凍結切片用以外の脳は、

前方を凍結保存、後方を10%中性緩衝ホル

マリン液で固定した。 

7. 免疫染色：スライスした脳をドライアイス

上で凍結用包埋皿にコンパウンドを満た

して包埋し、投与部位についてはクリオス

タットで切片を作製、作製した切片のうち、

1枚は常法に従いHE染色を施し、投与部位
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を確認、残りの切片は、免疫染色を施し、

ウサギIgGの海馬への集積の有無を顕微鏡

下で確認した。 

8. マイクロアレイ解析：凍結保存した脳組織

からmiRNeasy mini Kit (QIAGEN)を用い

てtotal RNAを 精製し、Low Input Quick 

Amp Labeling Kit（Agilent Technologi

es）を用いてcDNA の合成とcRNA のラベル

と増幅を行い、RNeasy mini spin column

s（QIAGEN）によりラベル化cRNA を精製し、

RNeasy mini spin columns（QIAGEN）によ

りcRNA ターゲット溶液の精製を行った。S

urePrint G3 Mouse GE 8x60K 1color解析

（Agilent Technologies）でハイブリダイ

ゼーションを行い、洗浄、スキャン、デー

タ解析を行った。 

9. マイクロアレイ統計解析：T検定で、ウサ

ギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投与群、正常ウサ

ギ血清Protein A fraction投与群につい

て、遺伝子発現量の変化の有意差検定を実

施した。 

 

（倫理面への配慮） 

本試験はIACUC（Institutional Animal Car

e and Use Committee，動物実験審査委員会）

によって承認された（承認番号2013-111）。な

お、当試験施設はAAALAC（Association for A

ssessment and Accreditation of Laboratory

 Animal Care International、国際実験動物

管理公認協会）の認証を取得した施設で行っ

た（認証番号：001182）。 

 

C．研究結果 

1. ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体の特性 

GluN2B-NT2ペプチドで免疫したウサギの血

清にはELISAでGluN2B-NT2ペプチド反応する抗

体が含まれることを確認、次に免疫ウサギ血清

をProtein A 精製した分画（ポリクローナルI

gG）の中にもGluN2B-NT2ペプチド反応する抗体

が含まれることをELISAで確認した。次にGluN

1とGluN2Bを発現するHEK細胞を用いたcell-ba

sed assayで、Protein A 精製IgGがNMDA型Glu

Rと反応することを確認し、ウサギ抗ヒトGluN

2B-NT2抗体を得た（図1）。 

2. Passive transferマウスの一般状態 

一般状態に特筆すべき異常は認められず、投

与期間中の体重値は経日的に増加した。 

3. Passive transferマウスのIrwin法による

観察 

ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投与群でのみ

挙尾反応がDay 1、4、7、14及び21に観察され

た。挙尾反応は、GluN2B-NT2抗体投与後Day 1

では5/9匹のマウスに出現、Day 4では一部のマ

ウスで消褪し1/9匹に観察されたが、Day ７に

は出現頻度が5/9匹と増加し、Day 14には6/9

匹、Day 21日には7/9匹となった。Day7-21では

正常ウサギ血清Protein A 分画投与群に比べ

て有意に高頻度であった（Mann Whitney test、

p= 0.0114，0.0032，0.0032）。挙尾反応は抗

ヒトGluN2B-NT2抗体の繰り返し投与により経

日的に頻度が増加した（Two-way ANOVA）（図2）。

その他のIrwin法による観察項目に有意な変化

はなかった。 

4.脳組織所見 

カニューラは海馬に到達しており、生理食塩

水、正常ウサギ血清Protein A 分画、ウサギ抗

ヒトGluN2B-NT2抗体は海馬に投与されていた。

免疫染色では投与1時間では海馬神経細胞付近

にウサギIgGが見られたが、Day 22では消失し

ていた。 

Day 22の剖検時に各群の代表5例について評

価を行った。投与部位の炎症細胞（好中球，好

酸球及び単核細胞）浸潤は、生理食塩水投与群

の4例で軽度、正常ウサギ血清Protein A 分画

投与群の1例で軽度、3例で中等度、ウサギ抗ヒ

トGluN2B-NT2抗体投与群の全例で軽度に認め

られた。海馬領域では、血管周囲性炎症細胞（好

中球、好酸球及び単核細胞）浸潤が生理食塩水

投与群の1例で軽度、正常ウサギ血清Protein 

A 分画投与群の4例で軽度に認められた。脳室

周囲の炎症細胞（好中球、好酸球及び単核細胞）

浸潤は、生理食塩水投与群の全例で軽度、正常

ウサギ血清Protein A 分画投与群の2例で軽度、

3例で中等度、ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体投
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与群の4例で軽度、1例で中等度に認められた。

軟膜の炎症細胞浸潤は、正常ウサギ血清Prote

in A 分画投与群の2例で軽度、ウサギ抗ヒトG

luN2B-NT2抗体投与群の1例で軽度に認められ

た。免疫染色では、生理食塩水投与群、正常ウ

サギ血清Protein A 分画投与群、ウサギ抗ヒト

GluN2B-NT2抗体投与群の全例でウサギIgGは陰

性であった（表1）。3群で組織的変化の大きな

違いは認めなかった。 

5. マイクロアレイ解析 

各群の脳組織から抽出したRNAのTotal RNA

 quality checkは問題がなかった。ウサギ抗ヒ

トGluN2B-NT2抗体投与群と生理食塩水投与群

の比較では、2倍以上に発現増加した遺伝子が1

000-10000遺伝子あり、発現減少した遺伝子が4

00-2000遺伝子あった。ウサギ抗ヒトGluN2B-N

T2抗体投与群と正常ウサギ血清Protein A 分

画投与群の比較では、2倍以上に発現増加した

遺伝子が300-10000遺伝子あり、発現減少した

遺伝子が800-6000遺伝子あった。 

有意差検定では、ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2

抗体投与群では正常ウサギ血清Protein A 分

画投与群に比べて、napa、sv2c、pam、fam53b

の発現低下（表2）、trappc2、pde5a、cwc22、

nphs2、morn2、naaladl2、foxj1、gin1、ogn、

gm6280などの発現増加が認められた（表3）。 

 

D. 考察 

ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体をマウス海馬

に反復投与することで、海馬には生理食水投与

群、正常ウサギ血清Protein A 分画投与群と同

程度の組織炎症変化が見られたに過ぎないが、

挙尾反応が高率に認められ、反復投与でその頻

度が増加した。挙尾反応は、モルヒネ投与時な

どに見られるマウスの興奮性行動変化と考え

られており、NMDA型GluRの一つのサブユニット

であるGluN2BのN末に対する抗体が行動変化を

起こすことが分かった。 

免疫組織検討からは、ウサギ抗ヒトGluN2B-

NT2抗体海馬投与初期には海馬に抗体が見られ

たが、投与開始22日後には消失し、NMDA型Glu

Rに結合して内在化されてしまったものと推測

される。 

ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体をマウス海馬

に反復投与することで、napa、sv2c、pam、fa

m53bの発現低下が見られたが、napaはヒトでは

シナプス放出系のタンパクα-SNAPにあたり、

その発現低下はシナプス小胞のリサイクルに

障害をもたらし、シナプス機能低下につながる

可能性がある。sv2cはヒトでは線条体などで発

現するシナプス小胞タンパクにあたり、gluta

mate よりもGABAを輸送するシナプス小胞に多

く含まれ、sv2cの低下はGABA作動性抑制性シナ

プス伝達に障害をもたらし、興奮性行動につな

がる可能性がある。Pam (Protein associate

d with Myc)は、ヒトではTuberinのユビキチン

化を行い、ｍTOR系を活性化する。Pamが低下す

るとｍTOR系が低下し、タンパク合成が低下し、

神経機能抑制につながる可能性がある。Pamはk

cc2に作用しClイオンを細胞外にくみ出す作用

があるが、Pamが低下すると細胞内のClイオン

が増加し、GABAがGABAa受容体に作用するとCl

イオンが細胞外に流れ、発達初期と同じく興奮

性の作用を示す可能性がある。 

ウサギ抗ヒトGluN2B-NT2抗体をマウス海馬

に反復投与することで、trappc2、pde5a、cwc

22、nphs2、morn2、naaladl2、foxj1、gin1、o

gn、gm6280などの発現増加が見られたが、Tra

ppc2は粗面小胞体からゴルジへの輸送に関与、

Cwc22はｍRNAスプライシングに関与するが、海

馬組織侵襲の回復のための普遍的なタンパク

合成の増加を起こしている可能性がある。Nph

s2はシナプス形成に関与するが、修復機構を担

っている可能性がある。 

GluN2B-NT2抗体はNMDA型GluRを内在化し、N

MDA型GluR拮抗作用をもたらすのみではなく、N

apa、Sv2c、Pamなどのタンパクの低下をもたら

し、NHALEにおける興奮性行動変化など種々の

神経機能の変化をもたらしていると推測した

（図4）。しかしこの抗体による作用のみでは、

痙攣や意識障害など説明しづらい症状があり、

NMDA型GluR抗体のみならず、複数の病態因子が

あると思われる。病態をさらに検討し、脳炎の

予後を改善したい。 
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我々がGluN2B-NT2抗体のELISA測定に用いて

いるペプタイドで作成した抗体が、passive t

ransferで行動変化並びに遺伝子発現変化を起

こすことを証明できた。よってこのペプタイド

で測定するELISA抗体は臨床的に意義があると

推測できる。 

 

E. 結論 

GluN2B-NT2抗体は、NMDA型GluRの内在化、シ

ナプス・イオンチャネル関連遺伝子発現変化を

起こし、興奮性の行動変化をもたらす可能性が

示唆された。GluN2Bの細胞外ドメイン（N末）

抗体はNMNHALEなどの神経症状の一部を担って

いると考えられる。 
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