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Ⅰ．要旨 

多発性硬化症および視神経脊髄炎は中枢神経系の脱髄性疾患で、その病態に自己免

疫応答が深く関与している。本研究では、まず、中枢神経系脱髄性疾患患者の臨床サン

プルを用いて、B 細胞の解析を行った。この結果、視神経脊髄炎に加えて再発寛解型多

発性硬化症の一部で、B 細胞の亜分画に数的異常を見出した。次に、視神経脊髄炎患者

への抗インターロイキン 6 受容体抗体の投与前後の詳細なリンパ球解析を通して、その免

疫的な疾患背景に、複数系統のリンパ球の数的異常および治療後の改善を見出した。こ

れらの知見は、中枢神経系自己免疫性脱髄性疾患の病態に迫る上で貴重なデータであり、

今後個々の患者の病態解明および治療選択に役立つと思われる。 
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略語一覧 

AQP4  aquaporin 4 

BAFF  B cell activating factor of the TNF family 

BSA  bovine serum albumin 

CHO  Chinese hamster ovary 

CMS  conventional MS 

CSF  cerebrospinal fluid 

EAE  experimental autoimmune encephalomyelitis 

EDSS  expanded disability scaling score 

FcγR  Fcγ receptor 

HLA  human leukocyte antigen 

IFN-β1  interferon beta 1 

IFN-ɤ  interferon gamma 

Ig  immunoglobulin 

IL-6  interleukin 6 

IL-6R  interleukin 6 receptor 

MAIT cells mucosal-associated invariant T cells 

MFI  median fluorescent intensity 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

MS  multiple sclerosis 

NMO  neuromyelitis optica 

NMOsd  NMO spectrum disorder 

NOD  nucleotide-binding and oligomerization domain 

PBMC  peripheral blood mononuclear cell 

PBS  phosphate buffered saline 

PPMS  primary progressive MS 

RRMS  relapsing-remitting MS 

SD  standard deviation 

SEM  standard error of mean 

SPMS  secondary progressive MS 

TCZ  tocilizumab 

TGF-β  transforming growth factor-β 
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Ⅱ．序文 

１． 多発性硬化症と視神経脊髄炎 

多発性硬化症（multiple sclerosis, MS）は中枢神経系の脱髄性疾患で、臨床症状

および画像診断上空間的、時間的に多発する主に頭蓋内の脱髄巣の存在の証明で

診断される 1。欧米に多く、生活習慣の西洋化に伴うものか近年では日本でも増加傾

向にあり、2003年の本邦の推定罹患率は人口 10万対 7.7で、推定患者数は 1972年

と比較して 4倍と算出されている 2。症状は病巣の位置により多彩で、患者の日常生活

は感覚神経障害による表在感覚の鈍麻やしびれ、運動神経障害による歩行障害や自

律神経障害による排尿障害などで著しい不便を強いられる 3。明らかな再発がないの

に病状が進行する一次進行型（primary progressing MS, PPMS）と、再発後にほぼ症

状がないところまで回復する寛解に至り、再発と寛解を繰り返す再発寛解型

（relapsing-remitting MS, RRMS）、また再発寛解型が治療抵抗性となり障害が次第に

蓄積する二次進行型（secondary progressive MS, SPMS）に大きく分けられる 4。このう

ち、RRMS が最も多い。RRMS の疾患特異的治療としては、第一選択薬のインターフ

ェロン β1（interferon β1, IFN-β1）製剤の皮下および筋肉内注射があるが、約半数の患

者では効果がないか副作用で継続が困難となる 5, 6。 

MS の病因として単一のものは同定されていない。ゲノムワイド遺伝子解析からは、

HLA抗原やヘルパーT細胞、制御性 T細胞に関連する遺伝子が疾患感受性遺伝子
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として報告され、何らかの細胞性免疫的機序が関与していると考えられている 7。また、

脳脊髄液（cerebrospinal fluid, CSF）中のオリゴクローナルバンドの存在も、髄腔内で

免疫グロブリン（immunoglobulin, Ig）がクローン増殖性に産生されていることを示し 8、

何らかの自己抗原に対する反応を見ていると考えられるが、抗原決定基はこれまでの

ところ同定されていない。家族内発症が多いものの、一卵性双生児でMSの疾患浸透

性が 30％程度にとどまることなどから 9、MS は、自己免疫に関連した遺伝的背景を持

った人に食生活や感染症などの環境要因が関わって発症する多因子疾患と考えられ

る 10。 

視神経脊髄炎（neuromyelitis optica, NMO）は、2003年に新たに確立された比較的

新しい病名であるが、その疾患概念自体は古くからあり、Devic 病やアジア型多発性

硬化症や、視神経脊髄型多発性硬化症などと呼ばれていたものが含まれる 11。日本を

含むアジアに多く、欧米には少ない 12。2003 年の本邦の調査では、NMO を含むと考

えられる視神経脊髄型多発性硬化症は、通常型 MS の約 4 分の 1 の頻度とされてい

て 2、これは人口 10万対 1.27に相当する。世界的には 10万対 0.053～0.40の罹患率

とされている 13。NMOは、視神経炎、急性脊髄炎の存在と、補助項目 3つのうち 2つ

を認めることで診断される 14（図 1）。MS より年上の世代の発症が多く 15、病巣は主に

視神経と脊髄で、発症後短期間で失明に至ることもある深刻な疾患である。大脳病変

は発症当初は認められないことが多いが、あったとしても MS とは形状が異なるとされ
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ている 16。これらの患

者に RRMS の治療

薬である IFN-β1を投

与すると、疾患が悪

化することが知られて

いる 17, 18。再発性視

神経炎や再発性脊

髄炎、自己免疫疾患合併の視神経炎や脊髄炎などをさす、NMO 類縁疾患（NMO 

spectrum disorder, NMOsd）と呼ばれる概念もあり 19（図 2）、診断基準は近いうちにこれ

らをまとめたものとして改訂される可能性がある。 

NMO には MS にあるような疾患特異的治療薬がまだなく、急性期に大量ステロイド

パルス治療を行い、その後少量経口ステロイド治療に移行する免疫抑制療法が主に

図 2 NMO 類縁疾患 

 NMO 

 限局型 NMO 

 特発性単相性もしくは再発性の長い脊髄炎（MRI で 3 椎体以上にわたるもの） 

 視神経炎（再発性もしくは両側同時発症のもの） 

 アジア型視神経脊髄型多発性硬化症 

 全身性自己免疫疾患に合併した視神経炎もしくは長い脊髄炎 

 NMO に典型的な脳病変（視床下部、脳梁、側脳室周囲、もしくは脳幹部）を伴っ

た視神経炎もしくは脊髄炎 

図１ NMO 診断基準  

 視神経炎 

 急性脊髄炎 

 3 つの補助基準のうち少なくとも 2 つ 

1．MRI 上、3 椎体以上にわたる脊髄の連続病変 

2．MS の診断基準*に合わない脳 MRI 所見 

3．NMO-IgG 陽性 

 

*ここで述べられている MSの診断基準のMRI所見は Paty基準である。 

  Paty基準 

 ・4 つ以上の白質病変があること もしくは 

 ・一つが側脳室周囲の時は 3 病変が存在すること。 
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行われている。しかし、耐糖能異常や大腿骨骨頭壊死などの副作用も避けられず、新

たな薬剤が待ち望まれている。 

 

２． アクアポリン４ 

NMO の疾患特異的マーカーとして、脳血液関門付近に結合する自己抗体が存在

することが 2004 年に発表され 20、それが選択的水チャンネルであるアクアポリン４

（aquaporin 4, AQP4）に対する抗体であることが 2005年に同定された 21。AQP4は、中

枢神経系ではアストロサイトの足突起に高発現する 22（図 3）。AQP4 には翻訳開始部

位の違いによってM1 とM23の二つのアイソフォームがあり、中枢神経系ではM23が
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主要である。NMO では、自己抗体が AQP4 に結合し、補体依存性にアストロサイト傷

害を起こすことが疾患の発症機序と考えられている 23。 

IFN-β1治療への反応性を考慮すると、MS と NMOの鑑別は非常に重要である。抗

AQP4 抗体陰性 NMO 患者も少なからず存在し、また、抗 AQP4 抗体は治療によって

経過中に陰転化することもある 24。したがって、抗 AQP4抗体の意義に関しては、病原

性があり 23、病勢を反映し 24、疾患特異的であり 21、陽性であれば大いに有用であるが、

陰性所見に関してはやや慎重な扱いが必要である。 

 

３． 視神経脊髄炎とプラズマブラスト 

NMO 患者末梢血単核細胞中では、プラズマブラスト（plasmablast）という B 細胞の
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亜分画が通常型 MS 患者（conventional MS, CMS）や健康コントロール（healthy 

control, HC）に比較して増加していることが報告されている。この細胞集団は、生存に

インターロイキン 6（interleukin 6, IL-6）を必要とする。また、患者末梢血に存在する中

では、この細胞が NMO の自己抗体である抗 AQP4 抗体を産生する集団であり、なお

かつその過程に IL-6を要することが報告されている 25（図 4）。 

 

４． IL-6 とトシリズマブ（アクテムラ®） 

細胞から分泌され、受容体に結合して細胞間の情報伝達を担う低分子タンパク質

の総称をサイトカインという。IL-6は当初、Interferon-β2、26K因子、B細胞刺激因子 2、

ハイブリドーマ成長因子など、研究者によって機能が同定されるたびに別の名前が付
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けられていた、多機能なサイトカインである 26。特に、生体防御にかかわる免疫反応、

造血作用や急性期反応などの中心的役割を担っている。IL-6 受容体（IL-6 receptor, 

IL-6R）には膜結合型と溶解型の二つがあり、いずれも膜結合タンパクである gp130 と

結合してシグナル伝達を起こす 27（図 5、左）。 

IL-6 のシグナル伝達阻害剤としてすでにトシリズマブ（tocilizumab, TCZ, 商品名ア

クテムラ®）が関節リウマチ治療薬として販売されている 28。TCZは膜結合型と溶解型の

両方の受容体に結合し、IL-6 が受容体に結合することを阻害する（図 5、右）。この結

果、IL-6R を介したシグナル伝達が阻害され、抗炎症効果を発揮する。この抗体は高

度にヒト化してあるため、阻害抗体も体内で産生されにくいという特徴を持つ。 

 

５． リンパ球亜分画に

ついて 

今回解析の対象としたリンパ球の

各亜分画について概説する（図 6）。 

  

図 6 白血球の分類 

 リンパ球前駆細胞由来 

 B 細胞 

 ナイーブ B、メモリーB、プラズマブラスト 

 T 細胞 

 Main stream T cells: CD4+ T cells, CD8+ T cells 

 Innate T cells 

 ɤδ T cells 

 NKT cells: iNKT cells, MAIT cells 

 骨髄由来 

 好中球 

 好塩基球 

 好酸球 

 単球 

 Natural Killer cells (NK cells) 
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B 細胞は、CD19 陽性細胞として同定されるが、末梢血中の B 細胞はさらに大きく

ナイーブB細胞、メモリーB細胞、プラズマブラストの 3つに分けられる 29（図 7）。骨髄

で産生されたナイーブB細胞は脾臓やリンパ節などの二次リンパ組織でT細胞と接触

し、MHC クラスⅡ抗原を介して活性化されるとメモリーB 細胞に成熟する。この刺激を

受けないナイーブB細胞は血流に戻って体内を循環し、次の二次リンパ組織に向かう。

成熟したメモリーB 細胞はそのまま、あるいは一度リンパ組織を離れて別のリンパ組織

内でさらに刺激を受けて成熟、増殖すると考えられる 30。これらの中からプラズマブラ

ストや形質細胞が産生され、抗体産生を担うと考えられる 31。 

プラズマブラストは、全身性エリテマトーデスや若年性皮膚筋炎患者末梢血での増

加が知られている 32, 33。また、健康な人でも、ワクチン接種後に一過性に増加し、液性
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免疫応答に関連していることが予測されている（図 8）。自己抗体介在性の病態である

NMO患者では、T細胞性自己免疫疾患と考えられている通常型MS患者に比較して、

B細胞に占めるプラズマブラストの割合の増加が指摘されている 25。 

 

T細胞はCD3陽性細胞として同定され

る。CD4陽性 T細胞は二次リンパ組織で

免疫応答の方向付けを行うヘルパー細

胞として働くが、周囲のサイトカインの環

境により分化の方向が決定づけられる 34

（図 9）。インターフェロン γ（interferon γ, 
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IFN-γ）や IL-2存在下では細胞性免疫を惹起する方向に免疫反応を誘導する Th1細

胞に、IL-4 存在下では液性免疫を惹起する方向に誘導する Th2 細胞に分化する。こ

れらの分化にはそれぞれ必要なサイトカインと転写因子とが同定されている。また

IL-17 を産生し、寄生虫排除や自己免疫応答への関与が高いとされる Th17 細胞も同

定されている。最近の知見では、Th17 細胞の分化には TGF-β（transforming growth 

factor-β）と IL-6 が必要であるが 35、TGF-β のみであると誘導性制御性 T 細胞の方向

に分化が進むため、自己免疫と免疫反応の制御について IL-6R シグナリングの存在

が注目されている。 

自然リンパ球は自然免疫と獲得免疫の橋渡しをするリンパ球として注目されているリ

ンパ球である 36。免疫系は、そもそもは、外来微生物などの非自己や、感染細胞やが

ん細胞などの自己の非自己化を認識して排除する生体反応である。Toll 様受容体や

NOD（nucleotide-binding and oligomerization domain）様受容体などの外来抗原に特

異的な分子構造を認識するセンサーを用いて、自己にはないパターンを認識すること

によって素早く反応し外敵を排除する自然免疫は、昆虫でも見られる。この自然免疫

は、生体がもともと持っている免疫という意味で、ヒトではマクロファージやナチュラルキ

ラー（natural killer, NK）細胞が担うと考えられる。これに対して、個々の抗原の特異性

を認識し記憶するのが獲得免疫であり、これに動員されるのが T 細胞と B 細胞のリン

パ球である。この免疫機構は脊椎動物以降で発達してきたシステムである。リンパ球
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は、多様な抗原に対応するために抗原受容体の遺伝子の再組み換えをして多彩な受

容体レパートリーを保つ。この際に、自己反応をしないような制御の仕組みも必要にな

ったが、この制御を担うのが制御性 T細胞（regulatory T cells, Treg cells）である。この

一群は転写因子 FoxP3 を発現しており、自己寛容と免疫の恒常性の維持に不可欠で

ある 33。 

リンパ球の中には、受容体が invariant すなわち不変で、サイトカイン分泌などの免

疫調整を行う一分画が存在する。これらのリンパ球は受容体のレパートリーが少なく、

同じ受容体で自己と外来の両方の抗原を認識し、そして獲得免疫よりも早く反応を起

こす点で、自然免疫に近い働きを担いながらも、サイトカイン分泌などを通して獲得免

疫の調節も行うため、自然免疫と獲得免疫の橋渡しを担うと考えられる 36。これらの中

に、腸管粘膜に多く存在する粘膜関連インバリアントT（mucosal-associated invariant T, 

MAIT）細胞や、インバリアントナチュラルキラーT （invariant natural killer T, iNKT） 

細胞や、ガンマデルタ T細胞受容体を持つ γδ T細胞が含まれる。 

これとは逆に、自然免疫系の細胞の中にサイトカイン分泌を行って免疫調節を行う

細胞も存在する。NK 細胞はその名の通り先行感作がなくても標的細胞を見分けて

「自然に殺す」骨髄由来の小リンパ球であるが、その中でも CD56 強陽性 NK 細胞は

細胞傷害性が低く、多くのサイトカインを産生して免疫調節機能を担うことが知られて

いる 38。 
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これらの細胞集団は、早い免疫応答を担うとされ、B 細胞が 5-9 日程度で反応のピ

ークを認めたのに対し、ワクチン接種後、時間単位で血中頻度の変動を認めた（図

10）。 

 

６． フローサイトメトリー 

本研究で用いたフローサイトメトリーの仕組みについて概説する。この技術は、細胞

集団における個々の細胞のサイズ、膜表面および細胞内部（細胞質内と核内）の抗原

を細胞ごとに高速で検出するもので 39、これを実行する装置をフローサイトメーターと

呼ぶ（図 11）。  
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まず、細胞は一つ一つばらばらの状態にされ、各抗原に対応する蛍光色素標識抗

体で染められる。この処置をした細胞を検出器にかけて、波長の異なるレーザー光を

当て、それぞれの反射や屈折光を検出することで、各細胞の相対的サイズや色素の

染まり具合を多重に測定する。測定データは、解析用ソフトを用いて、母細胞集団中

にどのサイズでどの標識色素を持つ細胞がどれくらいの割合でいるかを計算する。 

  



20 

Ⅲ．目的 

本研究は、中枢神経系脱髄性疾患である多発性硬化症と視神経脊髄炎において、

ヒト臨床サンプルを用いて免疫学的見地から病態を探ることを目的とした。 
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Ⅳ．方法 

１． 中枢神経系脱髄性疾患患者末梢血単核細胞の解析 

１－１． 対象患者 

本研究の対象は、2011 年 11 月から 2012 年 3月までの 5 か月間に、国立精神・神

経医療研究センター病院神経内科を受診した外来患者、およびその間に入院した中

枢神経系脱髄性疾患が疑われた患者連続 52 症例であった。主治医からの依頼を受

けて、52人の患者（MS 28例、NMO 16例、抗 AQP4抗体陰性 NMO 2例、脊髄炎 2

例、その他の疾患として SPMS、radiologically isolated syndrome、頸椎性脊髄症、腰

椎症が各 1例合計 4例）から末梢血単核細胞中の B細胞におけるプラズマブラストの

頻度を測定した。書面による同意取得ののち、10～20ml のヘパリン化血を得た。また、

健康コントロールとして、年齢・性別を合わせたボランティア 6人から同様にヘパリン化

血を得た。なお、この研究は「多発性硬化症の病態解明を目的とした多発性硬化症患

者の糞便検査と血液・髄液保存に関する研究」の一環で、国立精神・神経医療研究セ

ンターの倫理委員会の承認を得ており、承認番号は 20-2-5であった。 

１－２． 解析項目 

本研究では、後述する方法で分離・染色処理した末梢血単核細胞における B

細胞集団の亜分画の頻度測定を行った。B 細胞亜分画は以下の抗原で分類した。 
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ナイーブ B細胞 CD3-CD14-CD19+CD27- lymphocytes 

メモリーB細胞 CD3-CD14-CD19+CD27+CD180+CD38- lymphocytes 

プラズマブラスト CD3-CD14-CD19dimCD27highCD180-CD38+ lymphocytes 

 

２． NMO/NMOsdへのトシリズマブ投与前後のリンパ球解析 

２－１． 臨床試験デザインおよび対象患者 

NMOが自己抗体抗AQP4抗体によるアストロサイト傷害による脱髄疾患であること、

患者末梢血ではプラズマブラストが抗 AQP4 抗体産生能を持つこと、プラズマブラスト

からの抗 AQP4抗体産生とプラズマブラストの生存に IL-6シグナリングが必要であるこ

とを受けて、NMOのプラズマブラストを標的にした治療として抗 IL-6R抗体 TCZに着

目した。 

標準治療に抵抗性のNMO症例に対する TCZ投与の臨床的安全性および有効性

を判定するために、国立精神・神経医療研究センターは視神経脊髄炎におけるトシリ

ズマブの適応外使用に関する研究（UMIN000005889）（倫理委員会承認番号

A2011-019）を立ち上げた。3人の抗 AQP4抗体陽性 NMO患者に半年間 8mg/kg の

TCZを月 1回点滴静注し、臨床経過と抗AQP4抗体、末梢血中の免疫学的指標の関

連性を検討した。安全性と有効性が確認されたのち 40、視神経脊髄炎におけるトシリ
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ズマブの安全性と有効性に関する多施設共同研究（UMIN000007866）（倫理委員会

承認番号 A2011-062）を開始した。これは 15 人の抗 AQP4 抗体陽性 NMO または

NMOsd患者に 2年間、月 1回 8mg/kgの TCZを点滴静注するもので、先行研究の 3

人も先行研究終了後この研究に移行した。2年が経過したのち 41、研究期間は 6年間

に延長した。臨床研究の対象患者は 20 歳から 65 歳までの標準治療抵抗性の

NMO/NMOsd 患者であった。総合障害度（EDSS42）7 以上の重篤な身体機能障害が

ある例（車いす生活やベッド上生活など）は除外された。スクリーニング検査で結核や

真菌感染の除外や白血球数減少やリンパ球数減少などがなく TCZ 投与が可能なこと

を確認したのちエントリーした。 

本研究では、この臨床研究の免疫学的背景を探ることを目的とした。本研究でリン

パ球解析の対象となった NMO/NMOsd患者は、TCZ投与期間が 2014年 7月までに

1年を経過した 7人であった（表 1）。

表 1 患者背景 

AZA：azathioprine（アザチオプリン）、IVIｇ：intravenous Iｇ（Ig製剤静脈注射）、 

MIT：mitoxantrone（ミトキサントロン）、PSL: predonisolone（プレドニゾロン） 

 年齢/

性別 

発症時

年齢 
病型 EDSS 

再発

回数 

以前の 

免疫治療 

現在の 

免疫治療 

Pt 1 37/F 23 NMO 3.5 20 IFN-β1, IVIg PSL/AZA 

Pt 2 38/F 27 NMO 6.5 9 IFN-β1, PSL AZA 

Pt 3 26/F 21 NMO 3.5 6 PSL PSL 

Pt 4 31/M 12 NMO 6.0 16 IFN-β1, MIT PSL/AZA 

Pt 5 23/F 21 NMOsd (視神経炎) 3.0 7 AZA PSL/Tacrolimus 

Pt 6 35/F 29 NMOsd (脊髄炎) 3.5 3 PSL PSL 

Pt 7 40/F 23 NMO 6.5 26 PSL, IFN-β1 PSL 
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毎月一回の TCZ投与直前の病院採血に合わせて、ヘパリン化血 25ml と血清採血

管に 6mlのサンプルを採取した。また、半年もしくは 1年おきに髄液サンプルも採取し

た。 

健康コントロールとして、年齢を合わせた基礎疾患がない非喫煙ボランティア 8人か

ら同意取得ののちヘパリン化血と血清を採取した。健康診断時にサンプル採取を行い、

後日健康診断の結果の白血球分画から各リンパ球サブセットの数の算出を試み、一

部を培養実験に用いた。 

また、NMO患者コントロールとして、外来 NMO患者から同意取得ののち、「多発性

硬化症の病態解明を目的とした多発性硬化症患者の糞便検査と血液・髄液保存に関

する研究（国立精神・神経医療研究センター倫理委員会承認番号は 20-2-5）」の一環

として末梢血サンプルを採取し、培養実験に用いた。 

 

２－２． 解析項目 

患者末梢血中単核細胞に含まれる、プラズマブラストを含む B細胞と、制御性 T細

胞、濾胞ヘルパーT 細胞、Th1、Th2、Th17 のヘルパーT 細胞を含む T 細胞、および

自然リンパ球の各リンパ球を蛍光色素標識抗体で染色し、フローサイトメーターで測

定した。各細胞は以下の抗原で同定した。 
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B細胞 

トランジショナル B 細胞（ transitional B cells ）  CD19+IgD+CD24highCD38high 

lymphocytes 

成熟ナイーブ B細胞（mature naïve B cells） CD19+IgD+CD24+CD38+ lymphocytes 

メモリーB細胞（memory B cells） CD19+IgD- lymphocytes 

プラズマブラスト（plasmablasts） CD19+IgD-CD27highCD38high lymphocytes 

T細胞 

制御性 T細胞（regulatory T cells, Treg cells） CD3+CD4+FoxP3+ lymphocytes 

活性化制御性 T 細胞（ activated Treg cells ）  CD3+CD4+CD45RA-FoxP3high 

lymphocytes 

濾 胞 ヘ ル パ ー T 細 胞 （ follicular helper T cells, Tfh cells ） 

CD3+CD4+CD45RA-CXCR5+ lymphocytes 

1 型 ヘ ル パ ー T 細 胞 （ type 1 helper T cells, Th1 cells ） 

CD3+CD4+CD8-CD45RA-IFN-γ+ lymphocytes 

2 型 ヘ ル パ ー T 細 胞 （ type 2 helper T cells, Th2 cells ） 

CD3+CD4+CD8-CD45RA-IL-4+ lymphocytes 
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IL-17 産生ヘルパー T 細胞（ Th17 cells ）  CD3+CD4+CD8-CD45RA-IL-17+ 

lymphocytes 

自然免疫系および自然リンパ球系細胞 

CD56強陽性 NK細胞（CD56high NK cells） CD3-CD56high lymphocytes  

CD56弱陽性 NK細胞（CD56dim NK cells） CD3-CD56dim lymphocytes  

iNKT細胞（iNKT cells） CD3+γδTCR-Vα7.2-CD1d+ T lymphocytes 

MAIT細胞（MAIT cells） CD3+γδTCR-CD1d-Vα7.2+CD161+ T lymphocytes 

γδ T細胞（γδ T cells） CD3+γδTCR+ T lymphocytes 

 

３． サンプル解析の手順 

３－１． 末梢血単核細胞の分離 

ヘパリン化血はリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で二倍に希釈し、15ml 蓋付きチュー

ブに 4mlずつ分注された Ficoll-Paque PLUSの上に静かに層を形成するように乗せた

のち、加速・減速を弱くした遠心機で 1800 回転/分で 30 分遠心した。30 分後、リンパ

球、単球、好塩基球、血小板の含まれる層を別チューブに回収し、PBS を加えて通常

の加速・減速で 1800 回転/分で 5 分遠心し、上清を捨てて Ficoll-Paque を除いた。そ
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のチューブに新たに PBSを加えて 1400回転/分で 5分遠心し、血小板を除いた。新た

に適量の PBS を加えて細胞浮遊液を作成し、細胞数を数えた。こうして回収された末

梢血単核細胞（peripheral blood mononuclear cell, PBMC）を以後の解析に用いた。 

 

３－２． 血清および髄液の保存 

血清は、専用採血管に採取されたものを 3000 回転/分で 10 分遠心して、小分割し

て解析時まで保存した。 

CSFサンプルは、1500回転/分で 10分遠心して、上清を回収して保存した。 

 

３－３． フローサイトメトリーによる解析 

PBMC は測定対象を同定するために必要な蛍光色素標識抗体で多重染色した。

細胞表面抗原の染色では、細胞浮遊液に蛍光色素標識抗体を加え、10～30 分氷上

静置して染色したのち、余分な蛍光色素を除去した。それに引き続く細胞内抗原の染

色では、細胞膜に穴をあける工程が必要であるが、そのままでは細胞内の抗原が出て

きてしまうため、まず細胞を 2％パラホルムアルデヒドで固定した。そののち 0.1％サポ

ニン溶解液で膜に穴をあけ、サポニン存在下で蛍光色素標識抗体を加えて染色し、

余分な色素をサポニン存在下で除去した。 
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細胞内サイトカインの染色では、−80℃に保存しておいた PBMC を溶解し、ホルボ

ール 12-ミリステート 13-アセテート（phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA） 50ng/ml と

イオノマイシン（Ionomycin） 500ng/ml 存在下で刺激しながら、細胞が産生したサイト

カインが細胞外に分泌されるのを阻害するために培養液中にモネンシンを 2μM にな

るよう加え、37℃10%二酸化炭素濃度のインキュベーターで 4 時間培養後に回収した。

そして細胞表面抗原染色および細胞固定後に細胞内サイトカインの染色を行った。 

このようにして処理した細胞浮遊液を CANTOⅡおよび ARIAⅡのフローサイトメー

ターで測定し、各細胞群の母集団における割合を Flowjo ソフトウェアで解析した。同

日に病院採血検体がある場合は、白血球分画から各細胞集団の 1μl 中の数を算出し

た。 

 

３－４． 培養実験 

HC および外来 NMO 患者の末梢血単核細胞を、二群に分けて、片方は抗 IL-6R

阻害抗体で 20分間前処置した。抗 CD3抗体（2μg/ml）と抗 CD28抗体（4μg/ml）で固

相化した96穴平底プレートで、細胞の生存が伸びることを期待して10％ウシ胎児血清

と IL-2 200U/mlを添加した AIM-V液体培地を用いて、1穴あたり 6×105の PBMCを

37℃10％二酸化炭素濃度のインキュベーターで培養した。3日、5日、7日、10日、14

日で細胞を回収し、CANTOⅡのフローサイトメーターで測定し、サイズゲートで
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リンパ球を同定してそれに占める NK細胞の割合を解析した。 

また、HC 末梢血単核細胞から ARIAⅡのフローサイトメーターを用いて単離した

CD56 強陽性 NK 細胞、CD56 弱陽性 NK 細胞、メモリーCD4 細胞、抗原提示細胞

（CD3 陰性 CD56 陰性リンパ球）の様々な組み合わせを同様に固相化した 96 穴平底

プレートで前述の液体培地を用いて 3 日間 37℃10％二酸化炭素濃度の培養器で培

養した。すべての培養条件をさらに二群に分けて、片方は細胞を抗 IL-6R阻害抗体で

前処置してから培養した。なお、培養細胞数は 1 穴あたり、CD56 強陽性 NK 細胞 

2×104、CD56弱陽性 NK細胞 4×105、メモリーCD4T細胞 4×105、CD3陰性 CD56陰

性抗原提示細胞 2×105とした。3日後に細胞を回収し、同様に測定・解析をした。 

 

３－５． 抗 AQP4抗体の測定 

国立精神神経医療研究センター神経研究所免疫研究部では、DsRED 発現ベクタ

ーを用いてヒトM23型 AQP4-DsRED融合タンパクを強制発現させた AQP4M23安定

発現 CHO 細胞株を保有し、継代・維持している。この細胞を分与してもらい、患者血

清および髄液中の抗体測定系の作成を試みた。この解析は、2014年 5月までに 1年

間もしくは 1年半の TCZ投与を終了した 6人の患者で行った。 

AQP4発現細胞と非発現細胞が 7：3で維持されている状態で、5×10⁶/mlの濃度に

浮遊させ、この溶液 14μl に対し 2μl の血清を加えた状態を 8 倍希釈での抗体価と定
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義した。混合液を 20 分間氷上で静置し、1％ウシ血清アルブミン入りリン酸緩衝生理

食塩水（1％BSA/PBS）300μlで 2回洗浄した。さらに、二次抗体として 1％BSA/PBSで

100倍に希釈した蛍光色素標識抗ヒト IgG-Fc抗体を加えて 10分氷上静置した。その

後、300μl の 1％BSA/PBS で 2 回洗浄したのち、フローサイトメーターで測定した（図

12）。ヒト IgGには IgG1から IgG4まで 4つのアイソタイプがあるが、本研究ではそれぞ

れのアイソタイプ特異的抗体を二次抗体として用いて測定を行った。 

解析では、測定データから AQP4 発現細胞の抗ヒト IgG 抗体の蛍光色素の蛍光強

度の中央値（median fluorescent intensity, MFI）と、AQP4非発現細胞のMFIを出し、

その比（MFI 比）を算出した。疑陽性判定を避けるため、健康コントロール 8 人分の

MFI比の平均値＋3×標準偏差（standard deviation, SD）をカットオフ値として、それよ
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りも高い場合に陽性と判定した。 

実験に先立って発現率を測定し、AQP4 の発現率が 70％でないときには、

3.5×10⁶/mlのAQP4発現細胞が含まれるように溶液の細胞濃度を調整し、14μlを使用

した。 

髄液については、血清中よりも抗体量が少ないと予想されたため、まず AQP4 発現

細胞数が 3.5×10⁶/mlの溶液を 14μlとり、上清を取り除いてペレットにして、そこに 16μl

の髄液を添加して 20 分氷上静置した。そのあとは洗浄と二次抗体による染色を血清

の場合と同様に行った。これが希釈なし（1 倍）での測定であるとした。コントロール群

は、MS と正常圧水頭症の髄液サンプルを用いた。AQP4 発現細胞と非発現細胞の

MFI比を算出して、血清と同様に判定した。 

正確を期すため、カットオフ値はサンプル測定と同日に測定したものを使用した。 

 

４． 統計解析 

Prism ソフトウェアを用いて、ノンパラメトリック検定を行った。患者群と健康コントロー

ル群の比較には、Mann-Whitney検定を行った。3群間の比較には、Kruskal-Wallis検

定と Dunnett 検定を行った。TCZ 投与患者の治療前と 1 年後の比較には、Wilcoxon 

signed rank検定を行った。グラフを作成する際には平均値と標準誤差を示した。 
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Ⅴ．結果 

１．中枢神経系脱髄性疾患患者末梢血単核細胞の解析 

本研究では、B 細胞におけるプラズマブラスト頻度の解析を行った。プラズマブラス

トの解析は図 13のごとく行った。 

 

患者 52症例のうち 54％（28例）が RRMSであった。NMO患者は 31％（16例）、ま

た、抗 AQP4抗体陰性 NMO（sero-negative NMO, sero (-) NMO）患者は 4％（2例）で

あった。そのほかには脊髄炎が 4％（2例）で、SPMS、radiologically isolated syndrome、

頸椎性脊髄症、腰椎症が各 1例で合わせて 7％（4例）であった（図 14）。 
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各群のプラズマブラストの分布を図 15 に示した。RRMS と NMO の患者では、プラ

ズマブラストの頻度が非常に高い症例もあり、平均値では RRMS と NMO の患者では

HCよりも頻度が高かったが、総じて、RRMS患者では NMO患者よりもプラズマブラス

ト頻度が低い傾向であった。症例数の少なかった、抗 AQP4抗体陰性 NMO患者、脊

髄炎、その他の 3 群を除いた、RRMS、NMO、HC の 3 群で検定を行ったところ、
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RRMS と NMOでは有意差をもってプラズマブラスト頻度に違いがあった。 

HCの平均値＋2SDである、B細胞におけるプラズマブラストの割合が 4％以上の場

合にプラズマブラスト頻度が高いと考えた。NMO患者では 17人中 10人のプラズマブ

ラスト頻度が 4％以上の高値であった。RRMS患者では 28人中 7人がプラズマブラス

ト頻度高値であった（図 16）。 

RRMS というカテゴリー全体ではプラズマブラスト頻度は低いにもかかわらず、一部

の RRMS 患者にプラズマブラスト高値を認めたため、その患者背景を検討した。

RRMS患者の性別や年齢、疾患活動性などの各パラメーターについては、図 17の通

りであった。患者の年齢は 20～40 代が大半を占めていた。プラズマブラスト頻度が高

い患者に特に性別や疾患活動性の偏りは認めず、採血時無治療やステロイド単独治

療が多かった。プラズマブラスト頻度が高い患者のうち 1名が IFN-β1製剤使用中であ
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ったが、非反応性でありその後中止した。長期欧米滞在歴のある患者はプラズマブラ

スト頻度が 2％未満に集中していた。 

RRMS患者をプラズマブラスト頻度が4％未満と4％以上の二群に分けて検討した。

IFN-β1治療に着目すると、本検討の対象となった RRMS患者 28人のうち IFN-β1治

療が採血後の治療経過も含めて効果的であったのは 4人と少なく、この 4人全員がプ

ラズマブラスト頻度の少ない群であった（図 18、左）。プラズマブラスト頻度が多い群の

中に、IFN-β1製剤が有効もしくは継続できた症例はなかった。 

シェーグレン症候群や橋本病など抗体介在性の自己免疫疾患や抗核抗体や抗

TPO 抗体など自己抗体の保有については、プラズマブラスト頻度高値群ではその合

併率が高かった（図 18、右）。 
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プラズマブラストが頻度、数ともに突出して増加していたRRMSの 1例は、採血時に

は無症状であったが直後に再発をきたし、再発前段階であった可能性があった。また、

経過は IFN-β1非反応性MSであった。  
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 ２．NMO/NMOsd患者への TCZ投与前後のリンパ球解析 

２－１．リンパ球数の変化 

TCZ治療後のリンパ球数は、投与1か月後

に低値を示したが 1 年後にはゆっくりと投与

前の基準に戻っていた（図 19）。 

血清中TCZ濃度は3人の患者で半年分測

定が可能であったが、投与回数が増えるごと

に血中濃度が上昇している変化を示した。また、休薬期間があった症例では、投与後

2か月すると血中濃度は感度以下に低下していた（データ示さず）。 

 

２－２．B細胞の変化 

B細胞における各分画は、図 20に示す手順で解析した。 
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プラズマブラスト頻度は、増減を認めた。患者ではリンパ球数そのものの増減が大き

かったことから、それにより割合が変わる可能性を考慮して、プラズマブラストの実数を

算出した。治療開始前に高値であった症例では治療後下がったが、治療開始前に軽

度高値程度の症例ではほぼ変化がなく、平均でみると概ね HCより高めの横ばいの値
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にとどまっていた（図 21）。再発時にはプラズマブラストは頻度・数ともに増加したが、

明らかな再発兆候がないのに頻度・数に一時的な増加を認めた例もあった（データ示

さず）。 

B 細胞の他の分画では、NMO/NMOsd 患者ではナイーブ B の中でも特に未熟なト

ランジショナル B 細胞が頻度および数ともに減っていた。治療経過とともにこの集団の

出現を認めたが、有意差には至らなかった（図 22）。 

成熟ナイーブ B 細胞はもともと少なかった１人の患者で劇的に増加したが、患者平

均値では頻度、数ともに傾向を示さなかった（図 23）。 
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メモリーB 細胞に関しては、クラススイッチ前後で分類したが、特に増加や減少の傾

向を示さなかった。CD27陰性 IgD陰性のメモリーB細胞は、加齢と主に増加し、抗原
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提示能や T 細胞との相互作用を行わない B 細胞といわれているが 43、この集団も頻

度・数ともに健康コントロールと違いがなく、TCZ 投与後も一定の傾向を示さなかった

（図 24）。 

  

２－３．T細胞の変化 

制御性T細胞に関しては、全身性エリテマトーデスやMSなどの自己免疫疾患では

数的・機能的低下があることが指摘されている 44。CD45RA陰性 FoxP3強陽性の集団

が活性化制御性 T細胞で、制御能が最も強いとされている 45（図 25）。 
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この集団に着目したところ、NMO/NMOsd 患者ではこの集団が減少しており、TCZ

投与後にゆっくりと増加していた（図 26）。 

 IL-6Rシグナリングは濾胞ヘルパーT細胞からの IL-21の産生を促してB細胞の形質

細胞への分化を促進する 46。濾胞ヘルパーT 細胞はリンパ節中に存在するが、ヒトの

末梢血中のケモカイン受容体 CXCR5 陽性集団がその集団と対応しており、また若年

性皮膚筋炎患者では病勢を反映するという報告がある 33。TCZ 投与前後で変化が現

れる可能性を考え、この集団に着目して解析を行った。NMO/NMOsd患者ではHCに

比較して CXCR5 陽性メモリーCD4T 細胞数が有意に減少していたが、1 年間の TCZ

治療では有意な数的変化を認めなかった（図 27、上）。TCZ投与中の CXCR5 陽性メ

モリーCD4T 細胞群のケモカイン受容体発現に着目したところ、HC に比較して

NMO/NMOsd 患者群では、Th1 反応を誘導する CXCR3 単独陽性群が少なかった

（図 27、下左）。Th17反応を誘導するCCR6単独陽性群も少ない傾向にあったが有意

差に至らなかった。1 年後には CXCR3 単独陽性群はコントロール値に近づく傾向に
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見えたが、有意差には至らなかった。 

マウスの実験では、Th17細胞が IL-17産生能を失った exTh17細胞は、CCR6の発

現は失うものの IL-1R1 の発現は保つことが示されている 47。このため、TCZ 投与後に

既存のTh17細胞が IL-6Rシグナリングを受けなくなって exTh17細胞に変換する可能

性が考えられたため、この集団を同定する染色を行った。しかしながら、TCZ 投与前

後でこの表面マーカーを持つ細胞の出現自体を認めにくく、また、この集団は治療前

後で一定の増減傾向を示さなかった（図 28）。 
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Th1、Th2、Th17細胞はそれぞれ IFN-γ、IL-4、IL-17産生メモリーCD4T細胞として

同定される 34。TCZ投与前後のこれらの分画の変化について解析したが、いずれも有

意な増減傾向を示さなかった（図 29）。なお、この解析ではサンプルに凍結・融解・刺

激培養など多段階の処理をしており、途中で NK 細胞や単球など回収できない集団

が多いため、正確な数値は得られないと判断して実数換算は行わなかった。 
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２－４．自然免疫系および自然リンパ球系細胞の変化 

自然免疫系および自然リンパ球系の細胞は、図 30に示す手順で分類した。 

CD56 強陽性 NK 細胞は、TCZ 投与後にその数が有意に増加した（図 31）。CD56

弱陽性 NK細胞と γδ T細胞は NMO/NMOsd患者群では著明に低下していて、TCZ

投与後に増加傾向にあったが有意差には至らなかった。MAIT細胞と iNKT細胞は治

療開始前後で有意な傾向を認めなかった。 
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 ２－５．抗 AQP4抗体の変化 

抗AQP4抗体の IgG1～IgG4のアイソタイプの量的

変化を測定するため、半年毎のMFI比を算出した。 

血清総 IgG 値は、本検討の対象となった 6 人中 5
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人で 1 年の経過で増加しており、平均でみるとやや増加傾向であったが有意差には

至らなかった（図 32）。 

血清サンプルでは、8 倍希釈時の MFI 比を算出し、MFI 比の経時変化の追跡と陽

性・陰性の判定を行った。抗AQP4 IgG抗体のうち IgG1抗体がもっともMFI比が高く、

抗体量として多いと考えられた。投与前は 6 人中 4 人で陽性であった。1 年の治療介

入後に MFI 比は低下傾向を示したが、有意差には至らず、また 4 人中で陰性化した

例もなかった。次にMFI比が高かったのは IgG3抗体で、6人中 3人で陽性であった。

このうち 2 人が 1 年後に陰性化した。IgG2 抗体は 3 番目に MFI 比が高く、6 人中 4

人で陽性の判定であり、1年後に 2人が陰性化した。IgG4抗体が陽性の判定であった
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例はなかった（図 33）。エントリー時にすべての IgGアイソタイプが陰性であった 2例は、

NMOsdであった。 

髄液中抗 AQP4 IgG抗体は、髄液を希釈しない状態でMFI比を算出した（図 34）。

4つのサブクラス中 IgG1のみが 6人中 2人の患者で陽性で、12か月後もしくは 18か

月後にも陰転化しなかった。この 2人の患者は血清 IgG1のMFI比も高値であった。 
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Ⅵ．考察 

１．中枢神経系脱髄性疾患患者末梢血単核細胞の解析 

中枢神経系脱髄性疾患であるMSの中には PPMS、RRMS、SPMSの大きく 3つの

病型があり、いずれも病態が異なるとされている 4。IFN-β1 製剤は RRMS の治療薬で

あるが、反応性と非反応性の患者がおり 5, 6、RRMSは同じ病型の中でも病態が異なる

ヘテロな集団である可能性がある。 

RRMS と NMO患者の B細胞中のプラズマブラスト頻度の比較では、NMO患者は

有意差をもって RRMS よりもプラズマブラスト頻度が高かった。しかし、RRMS のうち

25％程度にプラズマブラスト頻度の高い症例があった。先に報告された論文 25 ではこ

のような患者は見られなかったが、その理由は RRMS患者として脊髄炎合併など非典

型経過例を除外し、通常型 MS に絞ったためと推測された（Chihara、 私信）。今回の

検討では非典型例を含めたため、RRMS でも一部にプラズマブラスト高値を認めると

いう結果になったと考えられた。 

NMO患者でプラズマブラスト頻度が高かったことは、NMOの病態において、プラズ

マブラストが慢性的に高く維持される状態が背景にある可能性を示唆すると考えられ

た。必ずしもすべてのプラズマブラストが抗AQP4抗体を産生するわけではなくとも、プ

ラズマブラストがサイトカイン産生などの機能を担ってNMOの病態に深く関与している

可能性が考えられた。 
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RRMS患者のうち 4名が検体採取時に IFN-β1 製剤使用中であった。このうち 1名

は非反応性でありその後の治療経過で中止した。残る 3 名と、その後の治療経過で

IFN-β1製剤を導入して継続ができた 3例を合わせた 6名は全員が採血時のプラズマ

ブラストの頻度が低かった。他方、プラズマブラスト頻度の高い RRMS 群の中に

IFN-β1 治療が有効であった症例はなかった。IFN-β1 は RRMS 患者の末梢血中の好

中球と単球からの BAFF (B cell activating factor of the TNF family)の転写を増やし、

また、血清中のBAFF濃度を上げることが指摘されており、B細胞の生存を刺激して炎

症を長引かせる可能性や自己抗体を産生させる可能性が指摘されている 48。また、

IFN-β1 製剤で効果の見られない RRMS 患者は 10～50％あるとも言われており、これ

らの患者の一部には、病態に B 細胞の関与が大きい一群がある可能性が指摘されて

いる 48。本研究では、自己抗体介在性自己免疫疾患の合併や自己抗体陽性症例の

割合は、プラズマブラスト頻度高値群で高かった。この結果からは、プラズマブラスト頻

度が高い群は、T 細胞免疫主体の病態と考えられる通常型 MS7 とは異なった免疫背

景を持つ一群である可能性が示唆された。また、IFN-β1 非反応性 MS の一例では、

再発準備段階ではプラズマブラスト頻度が非常に高くなっていた。このことから、プラ

ズマブラストが、少なくとも一部の RRMS患者では病態形成の一環を担っていることが

示唆された。 

サンプル数が少ないことや、治療対照群を設定できなかったことが本研究の課題で
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あった。初発治療導入前のプラズマブラスト頻度に MS と NMO で違いがあるのか、

IFN-β1 治療の導入前後でプラズマブラスト頻度は変化するのかなど、症例を予め選

択して比較できれば介入的な研究ができたと考えられた。今回は複数の神経内科医

からの連続症例 52 例の検討であり、恣意的な患者選択は研究部側ではしていない。

ただし、本研究の対象になったのは、非典型的 MS の経過の症例が多かったと考えら

れた。これは、国立精神・神経医療研究センター病院の受診層に長期罹患例や治療

困難例が多いことと、典型的経過の症例に関してはプラズマブラスト頻度の解析を依

頼されることがまれであったと推測されるためであった。それでも、比較的少ない症例

数の解析で有意差をもって RRMS と NMO のプラズマブラスト頻度に違いを認めた。

また RRMSの中でもプラズマブラスト頻度の高い症例は、通常型MS とは免疫背景の

異なる一群である可能性があった。これらのことから、プラズマブラスト頻度の測定が臨

床現場に還元できる一つの指標となる可能性があった。しかし、プラズマブラストは感

染やワクチンなど、自己免疫疾患以外の要因でも反応性に増加する細胞集団である

ため、その臨床現場への応用には、患者の感染症状の確認や、プラズマブラストの数

のみならず、例えば自己反応性の確認などが重要とも思われた。これらの点は、今後

の課題であった。 
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２．NMO/NMOsd患者への TCZ投与前後のリンパ球解析 

２－１．TCZ投与後の B細胞の変化について 

NMO/NMOsd 患者の末梢血では未熟なナイーブ B 細胞であるトランジショナル B

細胞が HC に比較して有意に減少していた。TCZ 投与後にこの集団は増加傾向にあ

ったが、1 年間の観察期間では有意差には至らなかった。この集団は、IL-10 産生性

の制御性 B 細胞の前駆細胞であるという報告があり 49、この集団の変化は

NMO/NMOsdの病態との関連が非常に興味深かった。成熟ナイーブB細胞、メモリー

B 細胞の数は、TCZ 治療介入後は全体として大きな変化を認めなかった。TCZ 治療

介入で最も変化すると予測されていたプラズマブラストに関しては、予測に反して、B

細胞における頻度は大きく増減し、明らかな減少傾向は見られなかった。実数換算し

たプラズマブラスト数では、頻度ほどの変動はなく、治療開始後は治療前に比較して

低値ではあったものの、HC より高値を保った。このことは、NMO/NMOsd の病態にお

いては、プラズマブラストが生成されて血中に出るまでの過程には IL-6 に依存しない

経路が存在することを示唆した。（プラズマブラストに関しては、２－４の項で抗 AQP4

抗体と合わせた考察も行った。） 

 

２－２．TCZ投与後の T細胞の変化について 

活性化制御性 T 細胞は、NMO/NMOsd 患者末梢血中では有意に減少していたが、
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TCZ 投与後は 1 年かけてゆっくりと増加した。誘導性制御性 T 細胞の分化は IL-6 の

有無により Th17 細胞と拮抗する 50。NMO/NMOsd 患者で TCZ 治療前に Th17 細胞

は必ずしも増加していなかったものの、IL-6 過多による Th17 細胞への分化が亢進し

ていた状態が TCZ投与によって是正された可能性も考えられた。関節リウマチ患者へ

の 3 回の TCZ 投与後には、Th17 細胞の減少と制御性 T 細胞の増加があったという

報告と 51、Th1 細胞、Th17 細胞、制御性 T 細胞の減少と Th2 細胞の増加があったと

いう報告とがあり 52、TCZ投与後の Th17細胞と制御性 T細胞の関連はヒトサンプルで

は明らかではない模様である。今回増加を認めたのは活性化制御性T細胞であり、制

御能があることが期待されるが、この集団の制御機能の検討は今後の課題であった。 

濾胞ヘルパーT細胞を反映する CXCR5陽性メモリーCD4T細胞は、NMO/NMOsd

患者では有意差をもって HC よりも減少しており、中でも CXCR3陽性群の数が減少し

ていた。TCZ投与 1年後には CXCR3陽性群が増えて正常コントロールに近づく傾向

を示した。 

メモリーCD4T 細胞のサイトカイン産生能は、大きな変化を認めなかった。このことは、

寛解期では末梢血中の細胞群は活性化していないということを反映するものと考えら

れた。また、exTh17 細胞を同定する試みをしたが、少なくとも末梢血中では集団として

同定しがたく、また明らかな数的変動も見られず、マウスとヒトとで細胞表面マーカーの

発現が異なる可能性なども考えられた。 
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２－３．TCZ投与後の自然免疫系および自然リンパ球系細胞の変化について 

NMO/NMOsd患者群では、CD56強陽性 NK細胞数が TCZ開始 6か月後には有

意差をもって増加していた。この細胞群はこれまでに、MS 患者で IFN-β1a 治療後や

抗 IL-2R抗体治療後に増加することが指摘され、治療効果を説明する細胞集団とされ

ている 53, 54。今回、NMO/NMOsd患者への TCZ治療後にこの集団の増加を認めたこ

とは、疾患や治療薬の種類を超えて、自己免疫という病態の中で共通の経路が是正さ

れた可能性を示す点で興味深かった。MS 患者への IFN-β1a 投与では、CD25 陽性

CD4T 細胞の FoxP3 mRNA発現が 6 か月で、CD56 強陽性 NK細胞頻度が 1 年で

増加しているが 53、本研究では活性化制御性 T 細胞数が 1 年で、CD56 強陽性 NK

細胞数は 6 か月で有意な増加を認め、制御性細胞でも異なる集団は異なる機構で増

加し、なおかつ治療と疾患によってその改善までの時間に違いがある可能性があっ

た。 

NMO/NMOsd患者では CD56弱陽性 NK細胞と γδ T細胞が著明に減少しており、

TCZ治療後に増加傾向であった。MSでは、HC と比較して CD56弱陽性細胞の頻度

に差がないことや 55、γδ T 細胞が増加していることが指摘されており 56、NMO の疾患

背景がMSと異なることを示唆する可能性があった。MAIT細胞は、MS患者の末梢血

中ではHCに比較して減少しており、再発期にはさらに減少し、病勢と相関して増減す

ることが知られている 57。また、iNKT細胞もMS患者では同様に減少していることが指
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摘されているが 58、今回のNMO/NMOsd患者ではそのいずれの細胞集団の数には明

らかな傾向を認めなかった。検討症例数が少ない影響も考えられるが、このことからも

MS と NMO とでは背景となる免疫的病態に違いがある可能性が考えられた。 

CD56 強陽性 NK 細胞の増加と IL-6R シグナリングの関連を調べる目的で、HC と

NMO 患者の末梢血単核細胞を IL-6R 阻害抗体添加の有無で条件を振って 3～14

日間培養し、生存NK細胞の割合について時間を追って検討したが、IL-6R阻害抗体

による増加は認められなかった（図 35）。この結果からは、CD56 強陽性 NK細胞は単

に IL-6R阻害で生存率が増えるのとは異なる機構で血中細胞数が増加したものと考え

られた。 
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また、HC から単離した CD56 強陽性 NK細胞もしくは CD56 弱陽性 NK 細胞を単

独、もしくはメモリーCD4T細胞や抗原提示細胞と 3日間共培養し、IL-6R阻害抗体添

加の有無で比較したが、CD56強陽性 NK細胞の単独培養では CD56の発現が一部

低下することは確認できたものの、各共培養条件で IL-6R阻害抗体による生存細胞の

割合に差はなく、また CD56 弱陽性 NK 細胞から CD56 強陽性 NK 細胞が生成する

など CD56強陽性 NK細胞が増加するデータはまったく認められなかった（図 36）。ま

た、今回の検討では 1週間以上の培養ではNK細胞の生存そのものを確認しがたく、

半年かけて増加するような機構の検討は困難であった。これらのことから、生体内では

生存率や CD56 の発現量の変化以外で、例えば TCZ の再発抑制効果に伴う各 NK

細胞の体内の分布の変化や、産生の増加や、消費されずに残る細胞数が増えること
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などによって血液中の細胞数が回復した可能性が考えられた。しかしながら、これらを

実証する実験系はまだ組めていない。 

 

２－４．TCZ投与後の NMO/NMOsd患者抗 AQP4抗体の変化について 

本研究では、抗 AQP4 IgG抗体のアイソタイプごとの検出を試みた。血清中 IgG抗

体には、多い順に IgG1、IgG2、IgG3、IgG4の 4つのアイソタイプがある。これらは、超

可変領域の突然変異数の解析およびゲノム上の塩基配列の位置関係から、免疫反

応の時間経過に伴い、IgG3、IgG1、IgG2、IgG4 の順に出現するとされている 59。また、

これらの受容体である Fcγ 受容体（Fcγ receptor, FcγR）にはいくつもの型があり、それ

ぞれの下流のシグナリングの違いからリガンド結合後に引き起こされる免疫反応が異

なる 60。IgG 各アイソタイプは各 FcγR への結合性がそれぞれ異なっており、最終的に

は、産生される IgG アイソタイプの量と受容体への親和性とが免疫反応を調整してい

る。最初に産生される IgG3 抗体は、超可変領域の突然変異数が最も少ないことから

抗原特異性が低いと考えられるが、補体活性能が高く、活発な免疫反応の先駆けを

担う。その後、高親和性の IgG1抗体に移行し、これも補体活性能が高いので、速やか

な抗原除去の方向に反応が進む。さらに抗原が残存する状態では、高親和性を維持

している IgG2 抗体に移行するが、この抗体は補体活性能が低く、FcγR との結合性も

低く、免疫反応の抑制に働く。最後に現れる IgG4 抗体も補体活性能が低く、FcγR と
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は全く反応しないため、免疫反応は終息する方向に向かうと考えられる。 

このように、補体活性能と FcγR への結合性から考えると、IgG1 抗体が自己免疫の

病態においては病原性が最も高いと考えられる。自己抗原のように、抗原が排除され

ない状態では、IgG2抗体や IgG4抗体の出現も考えられ、病態との関連が興味深い。 

本研究の血清の検討では、抗AQP4 IgG抗体の各 IgGアイソタイプの出現頻度は、

IgG1、IgG2、IgG3、IgG4が 4/6、4/6、3/6、0/6であった。関節リウマチ患者の自己抗体

は IgG1 と IgG4が主流であるという報告があり 61、また、NMO患者血清中の抗 AQP4

抗体の測定で、M1AQP4導入細胞を用いて希釈倍率 4倍で IgG1、IgG2、IgG3、IgG4

の陽性率がそれぞれ 97.8%、37.0%、6.5%、6.5%であったという報告もある 62。自己抗

原は排除されないにもかかわらず高親和性の IgG4抗体が今回検出できなかった背景

としては、もともと出現頻度が少ないことと患者母数が 6 人と少なかったことが可能性と

して残った。治療後 1 年では、IgG1 は 4 人全員陽性のままであったが、IgG2 と IgG3

はそれぞれ 4/6→2/6、3/6→1/6 に陽性患者数は減少していた。TCZ 導入時に血清抗

体が陰性判定であった2症例は、過去に陽性の診断はされており、導入前の治療によ

り反応性に抗体値が下がっていた可能性を考えた。この 2 名は NMOsd であった。

NMOsdでは NMOより抗体価が下がりやすい機序があるのかもしれないが、症例数を

増やしての検討が今後の課題と考えられた。 

MFI比は抗体量を反映すると考えられる。血清抗AQP4 IgG抗体では IgG1抗体の
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MFI 比が最も高く、治療経過とともに低下傾向を認めたが 1 年間では有意差に至らな

かった。1年間ずっと陰性を保った症例を除外して、MFI値の変化を追ったが、全例で

MFIは低下したものの症例数が 4に減ったためか有意差に至らず、症例数を増やして

の検討が必要と考えられた。 

総じて、TCZ投与によって血清中の抗 AQP4 IgG抗体は 1年後に低下傾向を示し

た。この間、患者血清総 IgG値は有意差に至らなかったもののやや増加傾向であった

ことを考えると、抗 AQP4 抗体の減少は選択的で、TCZ 投与による変化の可能性があ

った。血清 IgG分子の半減期は 21～28日程度であり 63、TCZ血中濃度が維持されて

いる間は IL-6Rシグナリングがほぼ抑制されることを考慮すると 64、IL-6Rシグナリング

によらない抗体産生経路があることが考えられた。すなわち、TCZ 投与によって阻害

が期待されるプラズマブラストからの抗 AQP4抗体産生以外に、恒常的に抗 AQP4抗

体を産生する機構の存在が考えられた。末梢血以外、例えば骨髄などに定着してい

ると思われる形質細胞への TCZの影響は、本研究では未確認である。 

先行研究 25 では、NMO 患者末梢血中のプラズマブラストを単離培養する過程で

IL-6 がその生存と抗体産生過程に必要であることが示されている。この結果は、血中

から先の過程を再現している可能性がある。すなわち、プラズマブラストが定着した先

での生存や抗体産生過程に IL-6 を要するということを示すのではないだろうか。二次

リンパ組織でプラズマブラストが産生されるまでの過程は IL-6非依存性でTCZ投与に
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あまり影響を受けないため、血中に出てくるプラズマブラストは TCZ 投与前後で変化

がなかった可能性がある。そして、血中から先の定着する段階ではプラズマブラストは

おそらく生存や抗体産生細胞への分化に IL-6 を要するのではないだろうか。このよう

に考えると、末梢血中のプラズマブラストが減らなかったにもかかわらず抗 AQP4 抗体

が減少傾向であったことの説明がつく。ヒト末梢血単核細胞のインフルエンザウイルス

感染モデルの実験では、形質細胞様樹状細胞の産生するⅠ型インターフェロン

（IFN-αと IFN-β）が活性化B細胞をプラズマブラストに分化させ、この段階では抗体産

生は見られず、さらに形質細胞様樹状細胞の産生する IL-6 がプラズマブラストを形質

細胞に分化させて抗体を産生することが示されている 65。NMO/NMOsdの病態におい

ては、プラズマブラストが産生される過程は IL-6 に非依存性で、その後の抗体産生細

胞への分化の過程が IL-6 依存性であるという本研究からの予想を支持すると考える。

そして、すでに形質細胞に分化してしまった後の抗体産生過程は、IL-6 非依存性な

のではないだろうか。 

本研究では CSF中の抗 AQP4 IgG抗体の検出も試みた。CSF中では 6人中 2人

で IgG1のみが検出され、1年もしくは 1年半経過しても陽性を保った。MFI比で比較

すると、血清中より抗体量は少ないと予想された。なお、血清中と比較する目的で、同

じ抗原量（同じ AQP4発現 CHO細胞数）で判定したが、もっと少ない数の細胞で開始

すれば、陽性判定患者数が増えた可能性は否めない。これは今後の課題である。 
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CSF にプラズマブラストは寛解状態ではほとんど存在しなかった（データ示さず）。

CSF の抗 AQP4 抗体が維持されている機構は何なのだろうか。CSF の IgG 抗体の半

減期は血清中と大きく異なるのだろうか。活性化した T 細胞が脳血液関門を通り中枢

神経系に侵入するのに必要な α4β1 インテグリンを阻害する、抗 α4 インテグリンモノク

ロ－ナル抗体ナタリズマブを用いた MS 患者の治療後に CSF の IgG 値が下がること

やオリゴクローナルバンドが消失することが報告されており 66, 67、末梢から CSF内に移

入する細胞と CSF中の IgG値には関連があることが示唆されている。IL-6Rシグナリン

グは病原性 T 細胞が血液脳関門を通過する際に大きな役割があることはマウスモデ

ルで示されており 68、TCZ によってこの経路が阻害されても、CSF 中の抗 AQP4 抗体

が維持される何らかの機構が存在するのかもしれない。 

血清およびCSFの抗AQP4抗体が著減する以前に再発回数が抑制されたことに関

しては、自己抗体があっても IL-6Rシグナリングが阻害されていれば再発に至らないこ

とが考えられた。 

 

２－５．IL-6の NMO/NMOsd病態への影響について 

MS の動物実験モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（ experimental 

autoimmune encephalomyelitis, EAE）を用いた研究では、IL-6 が病態形成の様々な

点で関与していることが報告されている。IL-6欠損マウスはEAEが誘導されない 69。ま
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た、EAE の免疫直後に抗 IL-6R 抗体を投与したマウスは EAE が軽症化する 70。この

段階には、抗原刺激で活性化した樹状細胞が分泌する IL-6 が必須であることが示さ

れている 71。二次リンパ組織では、樹状細胞により分泌された IL-6 によって T 細胞の

Th17 細胞への分化が進む。EAE 惹起の病原性を持った T 細胞は、脳血液関門を通

って中枢神経系に到達するが、その際には血管内皮細胞の分泌する IL-6 が重要で

ある 68。また、EAE の病勢の極期には、B 細胞が分泌する IL-6 の影響が大きいことも

示されている 72。このように、EAE の誘導、病原性細胞の中枢神経系への侵入、局所

での病巣形成の各段階において、異なった細胞が分泌する IL-6 が一連の EAE の病

態形成に関与している。NMO の病態は EAE と異なる点もあるし、ヒトとマウスとでは違

いもあるが、IL-6R シグナリングの阻害が NMO の再発抑制効果に関与していることは

本研究の臨床経過から明らかであった。 

本研究では、その機序としてどの細胞が IL-6 を過剰に産生し、NMO/NMOsd の病

態に関与しているのかという根本的な知識には到達できなかった。しかし、

NMO/NMOsdで数的異常があり、TCZ治療後に寛解状態となって HCに数値が近づ

き、病態形成に関与していると想定される細胞集団の知識を今回得ることができた。 

免疫反応の場である二次リンパ組織や、長期抗体産生の場としての骨髄や、局所

である中枢神経系の反復解析は、ヒトサンプルでは侵襲性が高すぎて倫理上難しい。

血液は比較的低侵襲とはいえ、採血量には制約があるが、今回血液を用いて臨床免



63 

疫的解析を行ったことは現実的で、長期間にわたり追跡が可能であった。 

IL-6 は急性期サイトカインであるが、本研究では血液中で見られた変化は半年や 1

年といった時間経過で現れた。NMO患者では、血清中の IL-6は軽度上昇にとどまる

が、CSF中 IL-6は著明に上昇していることが報告されており 73、NMO/NMOsdの免疫

的疾患背景には、特に局所で、IL-6が過剰に産生される慢性的な状態があるのだろう。

再発回数や患者自覚症状は 1 年を待たずに改善しており 41、本研究で見出された末

梢血中のリンパ球の数的変化は、TCZ 投与による病態改善の結果による変化を見て

いる可能性もあった。 

本研究では、主に数的変化に着目して解析を行った。今後は、数的変化が現れた

制御性細胞の機能の検討などが課題であると考える。  
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Ⅶ．結論 

末梢血 B 細胞におけるプラズマブラストの頻度は、NMO 患者で RRMS 患者よりも

有意差をもって多かった。しかしながら、RRMS 患者の 4 分の 1 にプラズマブラスト頻

度高値を認め、この群では自己抗体介在性自己免疫疾患の合併や自己抗体保持の

割合が高く、IFN-β1治療で効果のあった患者がいなかった。このため、プラズマブラス

ト頻度の測定は、RRMS 患者のうち疾患背景が異なる一群を区別するのに役立つ可

能性があった。 

NMO/NMOsd患者への 1年間の TCZ投与の研究では、プラズマブラストの割合に

は明らかな低下傾向がなく、プラズマブラスト数を算出したところ、平均でみると減少傾

向ではあったが HCより高値に保たれていた。未熟なナイーブ B細胞であるトランジシ

ョナル B 細胞は、NMO/NMOsd 患者末梢血中では著明に減少していたが、1 年間で

増加する傾向にあった。また、活性化制御性 T 細胞と CD56 強陽性 NK 細胞の有意

な増加を認めた。制御性機能を持つ独立したリンパ球集団が増加したことは特記すべ

き変化であった。CD56 弱陽性 NK 細胞と γδ T 細胞は対照群に比較して

NMO/NMOsd患者では有意に減少していたが、治療後増加する傾向にあった。また、

治療後に Th17 細胞の明らかな低下は認められなかった。以上の結果を表 2 に示し

た。 
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表 2 NMO/NMOsd患者末梢血中リンパ球各分画数の治療前後の変化 

 治療前 治療後の変化 

トランジショナル B細胞 ↓ （↑） 

成熟ナイーブ B細胞 差なし  

メモリーB細胞 差なし  

プラズマブラスト ↑  

活性化制御性 T細胞 ↓ ↑ 

CXCR5陽性メモリーCD4T細胞 ↓  

CD56強陽性 NK細胞 差なし ↑ 

CD56弱陽性 NK細胞 ↓ （↑） 

γδ T細胞 ↓ （↑） 

MAIT細胞 差なし  

iNKT細胞 差なし  

*（）は傾向として認められたものの、有意差に至らなかった変化を示す。 

血清抗 AQP4 抗体は 6 人中 4 人で陽性であったが、治療後に減少傾向であった。

また、髄液中抗 AQP4抗体は 6人中 2人で陽性であったが、1年後は保たれていた。 

以上、NMO/NMOsd 患者臨床検体の詳細なリンパ球解析を通して、NMO/NMOsd

の免疫的な疾患背景にはトランジショナル B 細胞とプラズマブラスト、制御性 T 細胞、

自然免疫系および自然リンパ球系の細胞の複数のリンパ球の数的異常があることが

示された。TCZ 投与後に、これらの集団の一部は 1 年の経過で正常コントロールに近

づく変化を示した。一つのサイトカインのシグナル伝達の阻害によってこのような多様

な変化を認めたことは、IL-6 シグナリングのヒト生体内での多様な機能を反映している

と考えられ、また、IL-6 シグナリングの亢進が NMO/NMOsd の病態形成に関与してい

ることが示唆された。 
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かつて、中枢神経の脱髄性疾患という大きな概念の中で MSにもいくつかの病型が

認識され、その中から PPMS、RRMS、SPMS の分類がなされた。また、21 世紀に入っ

て NMO という新たな疾患概念が独立し、抗 AQP4 抗体というマーカーの発見でその

存在が裏付けられた。また、NMOsd という概念も提唱されている。そして、近年では

RRMSやNMOもそれぞれが必ずしも同質な疾患背景を持つ集団ではなく、個別にみ

るとさまざまな免疫背景を持つ症例が混在していることが認識されるようになった。今

後、病名や臨床経過だけではなく、個々の患者の病態を踏まえた治療選択は重要と

なるだろう。本研究の知見は、中枢神経系自己免疫性脱髄性疾患の病態に迫り、また

将来的には患者個別の免疫的背景を考慮した治療選択をする上で、貴重なデータを

提供するものであると考える。 
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