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〈要 約〉

　視神経脊髄炎においては抗アクアポリン4抗体によるアストロサイトの傷害が病態の形成に大きくかかわる．抗アクアポリン4抗体はおもに末梢血において産生されるため，アストロサイトの突起に存在するアクアポリン4と結合するには血液脳関門をこえる必要がある．筆者らは，視神経脊髄炎の患者の血中には血管内皮細胞を標的とする自己抗体が存在し，この抗体が血液脳関門を傷害することにより抗アクアポリン4抗体の脳への移行が促進され，視神経脊髄炎の発症および増悪に関与するという仮説をたてた．視神経脊髄炎の患者から精製した複数のモノクローナル抗体から，血液脳関門を構成する血管内皮細胞と強く結合しバリア機能を弱めるモノクローナル抗体が同定された．そして，このモノクローナル抗体の反応する抗原はGRP78であることが明らかにされた．視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGからGRP78に特異的に反応する抗体を除去すると，血液脳関門を構成する血管内皮細胞に対する生物学的な活性が低下した．GRP78を標的とするモノクローナル抗体をマウスに投与したところ，血液脳関門の破綻が確認された．これらの結果から，視神経脊髄炎における血液脳関門の破綻に対する抗GRP78抗体の関与が示された．抗GRP78抗体は，現在，開発中の中枢神経疾患に対する抗体製剤の中枢神経への移行に応用できる可能性がある．

はじめに

　視神経脊髄炎は視神経および脊髄を病変の首座とする自己免疫性かつ炎症性の中枢神経疾患であり，多発性硬化症との異同がくり返し議論されてきたが，2005年に視神経脊髄炎に特異的な自己抗体として抗アクアポリン4抗体が同定され多発性硬化症とは明確に区別されるようになった1,2)．抗アクアポリン4抗体は視神経脊髄炎の有用な診断マーカーとして世界中で利用されており，その病態の形成に大きくかかわることが認識されている．抗アクアポリン4抗体はおもに末梢血において産生されるため，アストロサイトの突起に存在するアクアポリン4と結合し細胞傷害をきたすためには血液脳関門を通過する必要がある3,4)．しかし，抗アクアポリン4抗体がどのように血液脳関門を通過するかについては解明されていない．臨床的には，視神経脊髄炎の患者において急性期に血液脳関門の破綻が確認され，視神経脊髄炎の患者はしばしば全身性エリトマトーデスを合併するが，全身性エリテマトーデスの患者において血中に血管内皮細胞を標的とする自己抗体の存在が報告されている5)．以前に，筆者らは，視神経脊髄炎の患者の血清が血液脳関門を構成する血管内皮細胞のタイトジャンクションに関連するタンパク質であるクローディン5の減少を介してバリア機能を低下させることを報告した6)．これらの臨床的な観察および基礎研究の結果から，視神経脊髄炎においては血管内皮細胞を標的とする自己抗体が存在し，その抗体が血液脳関門を破綻させ抗アクアポリン4抗体の中枢神経への移行を促進するという仮説をたてた．

1．視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGは血管内皮細胞を活性化させる

　視神経脊髄炎の急性期の患者50例の血漿から精製した免疫グロブリンGは，筆者らにより樹立された血液脳関門に由来する血管内皮細胞であるTY10細胞7) を活性化させるかどうか検討した．患者の免疫グロブリンGあるいは健常な成人の免疫グロブリンGをディッシュに単培養したTY10細胞に添加し，免疫グロブリンGが細胞と結合するか，および，血管内皮細胞の活性化のマーカーであるNF-κB p65の核への移行およびICAM-1の発現が変化するかを免疫染色法により確認した．その結果，患者の免疫グロブリンGを添加した1時間後にNF-κB p65が核へと移行した細胞が有意に増加し，ICAM-1強陽性の細胞が増加したが，健常な成人の免疫グロブリンGを添加しても変化はなかった．

　個々の患者の血漿から精製した免疫グロブリンGが同じ作用をもつかどうかを確認した．視神経脊髄炎の患者4例，全身性エリテマトーデスの患者4例，健常な成人2例から免疫グロブリンGを精製しTY10細胞に添加した．その結果，視神経脊髄炎の患者2例および全身性エリテマトーデスの患者3例においてNF-κB p65の核への移行の増加が有意に確認された．視神経脊髄炎の患者はすべて抗アクアポリン4抗体陽性であったが，全身性エリテマトーデスの患者はすべて陰性であったことから，血管内皮細胞の活性化に抗アクアポリン4抗体は必ずしも必要ないことが明らかにされた．

2．視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体は血管内皮細胞を活性化させる

　視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGのなかに血液脳関門を構成する血管内皮細胞に対する複数の抗体がある可能性があるため，複数の視神経脊髄炎の患者の脳脊髄液のB細胞からモノクローナル抗体を作製し8)，これらの抗体がTY10細胞を活性化するかどうか検討した．その結果，視神経脊髄炎の患者から作製したうちの2つのモノクローナル抗体がTY10細胞と結合しICAM-1の発現を上昇させ，そのうちの1つはNF-κB p65の核への移行を有意に増加させた．この2つのモノクローナル抗体はアストロサイトに発現するアクアポリン4とは結合しなかった．視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体は，肺あるいは皮膚に由来する微小血管を構成する血管内皮細胞とは結合せずICAM-1の発現を上昇させなかったことから，血液脳関門を構成する血管内皮細胞の表面に存在する標的と特異的に結合すると考えられた．さらに，視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体はTY10細胞に存在するタイトジャンクションに関連する重要なタンパク質であるクローディン5の発現を低下させ，10 kDaのデキストランの透過性を増加させ，免疫グロブリンGの透過性を増加させた．これらの一連の解析から，血液脳関門を構成する血管内皮細胞を活性化し，タイトジャンクションに関連するタンパク質の減少を介してバリア機能を低下させるモノクローナル抗体が視神経脊髄炎の患者から同定されたと判断した．

3．視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体の標的となる抗原としてのGRP78の同定

　血管内皮細胞と結合する視神経脊髄炎の患者から作製した2つのモノクローナル抗体の抗原の同定を試みた．この2つのモノクローナル抗体はグリオーマ細胞株であるU87MG細胞およびオリゴデンドロサイトの表面と結合したことから，これらの細胞の膜画分を電気泳動しウェスタンブロット法により解析したところ，2つのモノクローナル抗体の反応は複数のバンドとして検出された．U87MG細胞に2つのモノクローナル抗体を添加し，架橋剤により固定したのち細胞を溶解して，ビーズを用いた免疫沈降法により抗原抗体複合体を単離した．この抗原抗体複合体を溶出し，電気泳動ののちウェスタンブロット法により解析すると，視神経脊髄炎の患者から作製した2つのモノクローナル抗体は同一のバンドに反応した．そのバンドをプロテアーゼにより消化し質量分析計により同定したところGRP78であった．U87MG細胞において抗GRP78抗体と視神経脊髄炎の患者から作製した2つのモノクローナル抗体とを共染色したところ，これらは共局在した．さらに，視神経脊髄炎の患者から作製した2つのモノクローナル抗体はウェスタンブロット法により組換えGRP78と結合することが示された．これらの結果から，視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体が反応する標的となる抗原はGRP78であることが確認された．

4．抗GRP78抗体は視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGによる血管内皮細胞の活性化に重要な役割をはたす

　GRP78は腎臓あるいは皮膚に由来する血管内皮細胞株と比べて，TY10細胞において細胞の表面により多く発現していた．マウスの脳の切片において，GRP78が血液脳関門を構成する血管内皮細胞に発現することが確認された．さらに，市販されている2つの抗GRP78抗体はTY10細胞においてNF-κB p65の核への移行をひき起こした．これらの結果から，抗GRP78抗体は血液脳関門を構成する血管内皮細胞の表面に豊富に存在するGRP78と結合し生物学的な活性を示すことが確認された．さらに，視神経脊髄炎の急性期の患者50例の血漿から精製した免疫グロブリンGから組換えGRP78を用いた免疫吸着法により抗GRP78抗体を除去したところ，TY10細胞への添加においてNF-κB p65の核への移行が有意に減少したことから，抗GRP78抗体は視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGによる血管内皮細胞の活性化に重要な役割をはたすことが示された．

5．マウスへの抗GRP78抗体の投与により血液脳関門の透過性は亢進する

　マウスに抗GRP78抗体を投与して，in vivoにおける血液脳関門の透過性について評価した．視神経脊髄炎の患者から作製したGRP78を標的とするモノクローナル抗体あるいは対照となるモノクローナル抗体を経静脈的あるいは経腹腔的に7日間にわたり連日投与し，9日後に脳を採取して，経静脈的に投与した免疫グロブリンG，および，内在性のフィブリノーゲンおよびアルブミンの脳実質の外への漏出量について比較した．その結果，視神経脊髄炎の患者から作製したモノクローナル抗体を投与すると血管の外への漏出が確認され，血管径の拡大が認められたが，対照となるモノクローナル抗体を投与してもそれらの変化はみられなかった．

おわりに

　GRP78/BiP/HSPA5は熱ショックタンパク質のひとつであり，すべての細胞の細胞質に局在し分子シャペロンとして機能する．GRP78はがん細胞や血管内皮細胞においては細胞の表面に局在することが報告されており，GRP78はがん細胞に特異的な抗原としての役割が注目されている9)．また，がんや関節リウマチの患者において血中に低力価の抗GRP78抗体が検出されることが報告されている10)．この研究により，視神経脊髄炎における血液脳関門の破綻に関与する新規の自己抗体の候補として抗GRP78抗体が同定された（図1）．

　現在，国内外の研究所や製薬メーカーにより，アルツハイマー病における抗アミロイド抗体など複数の中枢神経疾患に対する有望なモノクローナル抗体の開発が進んでいる．しかし，抗体製剤は血液脳関門をわずかしか通過できないため，いかに効率よく血液脳関門を通過させるかが今後の重要な課題になっている．視神経脊髄炎の患者から同定された抗GRP78抗体は，自然に近い状態で血液脳関門を操作しうるツールとなる可能性をひめている．
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〈図説明〉

図1　視神経脊髄炎における血液脳関門の破綻に対する抗GRP78抗体の関与
視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGに含まれる抗GRP78抗体は，血液脳関門を構成する血管内皮細胞の表面に存在するGRP78と結合し，NF-κBの活性化を介してタイトジャンクションに関連するタンパク質の発現を低下させ，視神経脊髄炎の患者の免疫グロブリンGに含まれる抗アクアポリン4抗体の中枢神経への移行を促進する．
