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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】培養ラット胎児神経細胞にNMDA型GluR抗体陽性NHALE患者の髄液あるいは髄液IgG分

画を加え、培養上清のLDH濃度、培養細胞の総Akt（tAkt）濃度およびリン酸化Akt（pAkt）濃

度を測定し、同時測定対照との比によって影響を評価した。 

【結果】tAkt濃度：tAkt濃度比（検体/同時測定対照）には、有意差は見られなかった 。pA

kt濃度：p-Akt濃度比（検体/同時測定対照）は、7DIVのNHALE-total CSF（1.06±0.15, n=1

6) が、7DIVのNHALE-CSF-IｇG（0.97±0.09, n=14) (Mann Whitney test, p=0.0312 ）及び1

0DIVのNHALE-total CSF（0.78±0.15, n=12) （ Mann Whitney test, p<0.0001 ）より有意

に高値であった。p-Akt/ｔAkt比は、7DIVのNHALE-total CSF（1.06±0.15, n=16) が、7DIV

のNHALE-CSF-IｇG（0.97±0.10, n=14) (Mann Whitney test, p=0.0337 ）及び10DIVのNHAL

E-total CSF（0.75±0.12, n=12) （ Mann Whitney test, p<0.0001 ）より有意に高値であ

った。 

【結論】NHALE患者髄液中のIgG分画に含まれる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と考えた。 
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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22

0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NH

ALE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 (N

MDA)-type GluRsのサブユニットの一つであ

るGluN2B(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らは卵巣奇形腫合併脳

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、2

007）、抗NMDAR抗体による脳炎が注目される

ようになった。 

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
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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、シナプスNMDA型GluRの活性

化でリン酸化されるcAMP-Responsive-Eleme

nt-Binding protein （CREB）のリン酸化を、

培養神経細胞を用いて検討した。NMDA型Glu

R抗体陽性NHALE髄液は、髄液IgG分画より強

くCREBリン酸化を促進した。対照髄液もCRE

Bリン酸化を促進したことから、正常髄液成

分の中にCREBリン酸化を促進する成分が含

まれると推定した。NHALE患者髄液IgGは、対

照髄液IgG分画に比べてCREBリン酸化が低く、

わずかにシナプスNMDA型GluRを内在化して

いる可能性が示唆された。 

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で検討した

ので詳細を報告する。 

 

B．研究方法 

【対象】GluR抗体検索目的で静岡てんかん・

神経医療センターに依頼のあった脳炎例の

中で、言動異常などの辺縁系症状で発病した

NHALE8例の髄液を用いた。疾病対照は心因性

非てんかん発作などの非てんかん症例3例の

髄液を用いた。 

【方法】 

1. 培養ラット胎児神経細胞の調製：妊娠ラッ

ト (ウイスターラット、日本SLC)より胎生

15日目の胎児を取り出し断頭、脳を取り出

し大脳半球の懸濁液作成し、三種類のステ

ンレスメッシュ（150、75、53μm ) で濾

過した後、血清培地にて培養した。 

2. 髄液IgG分画の調製：Econo-Pac Serum Ig

G purification Kit (BioRad)を用いて行

った。 

3. 髄液及び髄液IgG分画の培養細胞に対する

作用の検討：培養ラット胎児神経細胞の3

DIVに血清培地から無血清培地へ変更し、N

MDA型GluR抗体陽性患者髄液（髄液0.2ｍl

+培養液1.8ｍl）あるいは患者髄液由来Ig

G（髄液0.2ｍl由来IgG分画+培養液1.8ｍl）

を加え、7days in vitro (DIV)と10DIVに 

培養上清及び細胞を回収した。同時並行で

培養液のみで培養したものを同時測定対

照とした。 

4. 培養上清LDH測定：シカリキッド LDH J 

(7170)（関東化学（株））を用いる自動

分析装置 BioMajesty (JCA-BM 6010、日

本電子（株）)により定量、同時測定対

照との比（増加率）で作用を推定した。

LDHはNHALE10例(21検体)、疾病対照5例

（16検体）を測定した。 

5. 総Akt（tAkt）及びリン酸化Akt（pAkt）
測定： 7DIVと10DIVに 培養神経細胞を回

収し、Bio-Plex Phospho Akt （Ser473)

 アッセイキット(BioRad）（＃171-V21

075)を用いて定量、同時測定対照との比

（増加率）で作用を評価した。AktはNH

ALE４症例(8検体)、疾病対照2例（8検体）

で測定した。 

6. 統計：LDHおよびAktに対する髄液あるいは
髄液IgG分画を加えた系での影響は、同時

測定対照の値との比（平均±SD）で評価し

た。有意差はMann Whitney testを用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

静岡てんかん・神経医療センター倫理委員

会にて承認された「自己免疫介在性脳炎・脳

症に関する多施設共同研究2011」の方法によ

り同意を得た患者を対象とした。 

 

C．研究結果 

1.NHALE症例の臨床特徴 

NHALE8例（男2例、女6例）の脳炎発病年齢は

33.6±8.6歳で、21-43歳に分布した。疾病対照

3例は8-67歳に分布し、脱水後遺症、心因性非

てんかん発作、Munch Hausen症候群の髄液を用

いた。 

2.培養上清LDH濃度 

LDH濃度比（検体/同時測定対照）は、NHA

LE-total CSFを加えた10DIVの値（1.08±0.

12, n=28)は、7DIVの値（0.98±0.21, n=28)
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に比べて有意に高値であった（Mann Whitne

y test, p=0.0393）（図1）。 

3. 総Akt（tAkt）濃度 

tAkt濃度比（検体/同時測定対照）には、N

HALE患者髄液-対照髄液間、NHALE患者髄液I

gG分画-対照髄液IgG分画間、NHALE患者髄液

７DIV-10DIV間、NHALE患者髄液IgG分画７DI

V-10DIV間に有意差は見られなかった （図

２）。 

4.リン酸化Akt（pAkt）濃度 

p-Akt濃度比（検体/同時測定対照）は、7

DIVのNHALE-total CSFの値（1.06±0.15, n

=16) は、7DIVのNHALE-CSF-IｇGの値（0.97

±0.09, n=14) (Mann Whitney test, p=0.0

312 ）及び10DIVのNHALE-total CSFの値（0.

78±0.15, n=12) （Mann Whitney test, p<

0.0001 ）より有意に高値であった（図３）。 

５.リン酸化Akt/総Akt（pAkt/tAkt）比 

p-Akt/ｔAkt比は、7DIVのNHALE-total CS

Fの値（1.06±0.15, n=16) は、7DIVのNHAL

E-CSF-IｇGの値（0.97±0.10, n=14) (Mann 

Whitney test, p=0.0337 ）及び10DIVのNHA

LE-total CSFの値（0.75±0.12, n=12) （M

ann Whitney test, p<0.0001 ）より有意に

高値であった（図４）。 

 

D. 考察 

今回の培養ラット胎児神経細胞に対するNHA

LE髄液あるいは髄液IgG分画の生物学的影響の

検討から、以下のことが明らかになった。 

培養液中のLDHは、NHALE髄液を加える系では

７DIVに比べて10DIVには有意に高値となった

が、髄液IgG分画を加える系では有意な変化は

なく、NHALE髄液の中のIgG以外の成分に培養ラ

ット胎児神経細胞を細胞死に導く因子が主と

して含まれていることが分かった。 

総Akt濃度を同時測定対照との比（検体/

同時測定対照）でみると、NHALE髄液およびN

HALE髄液IgG分画ともに変化をもたらさず、Ak

ｔ産生には影響がなかった。しかし、Aktリン

酸化およびリン酸化Akt/総Akt比は、NHALE髄

液を加える系では７DIVに比べて10DIVには有

意に低値となり、7DIVにおいて髄液IgG分画を

加える系ではNHALE髄液を加える系に比べて有

意に低値であった。よって、NHALE髄液IgG分画

の中にAktリン酸化を抑制する因子があると考

えられた。おそらくは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（図5）。 

NHALE髄液IgG分画はAktリン酸化を0.89倍

に抑制し、我々の同じ培養神経細胞を用いた

DNAラダー研究では、NHALE髄液IgG分画はシ

ナプス外のNMDA型GluRを内在化して興奮毒

性を0.65倍に抑制していることを報告した

が、抗体による内在化の程度がシナプスNMD

A型GluRで弱いことを示唆し、おそらくはシ

ナプスNMDA型GluRが多くの蛋白でシナプス

にアンカーされているため内在化に困難が

あるためと思われる。 

 

E. 結論 

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。NHALEではNMDA型GluR以外にも、

複数の病態因子があると思われ、病態をさら

に検討し、脳炎の予後を改善したい。 
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日、浜松. 
3. 髙橋幸利、薬事委員会主催セミナー、
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21. 森山剣光、高橋幸利、他、RS ウイルス感染
関連 NMDA 受容体抗体陽性辺縁系脳炎の 1
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回日本小児神経学会、2014年5月29-31日、
浜松.  
23. 佐久間啓、高橋幸利、他、難治頻回部分発
作重積型急性脳炎の髄液中におけるイン
ターフェロン誘導性ケモカインの増加、第
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25. 山口解冬、高橋幸利、他、シンポジウム 3 
脳炎後てんかんの病態・治療を探る、脳炎
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# Mann Whitney test between 7DIV & 10DIV
LE, p=0.2062; CSF
rom controls, p=0.4028.
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* Mann Whitney test between total CSF & CSF
DIV, p=0.9252;  
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Effect for LDH ratios at 7&10 DIV. 
Mann Whitney test between ALE & controls: Total CSF at 7 DIV, p=0.1192; Total CSF at 1

IgG at 7 DIV, p=0.792; CSF-
* Mann Whitney test between total CSF & CSF-IgG: ALE at 7 DIV, p=0.6757; ALE at 10DIV,

# Mann Whitney test between 7DIV & 10DIV: total CSF from ALE, p=0.0309; CSF
IgG from ALE, p=0.2088; total CSF from controls, p=0.2900; CSF

Effect for total Akt levels at 7&10 DIV. 
Mann Whitney test between ALE & controls: Total CSF 

IgG at 7 DIV, p=0.6474; CSF
* Mann Whitney test between total CSF & CSF-IgG: ALE at 7 DIV, p=0.5457; ALE at 10
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図3. Effect for phosphorylated Akt levels at 7&10 DIV
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図5. 非ヘルペス性急性辺縁系脳炎髄液の影響
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