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要旨 

 

【背景と目的】 

多発性硬化症(MS：multiple sclerosis)は中枢神経系の自己免疫疾患であ

り、多くは再発・寛解を繰り返す。遺伝学的に自己反応性 CD4+T 細胞の関

連が証明され、中枢神経への炎症誘導により脱髄を生じ、神経症状を呈す

る。半数以上で過活動膀胱を呈し、さらにその半数は排尿筋尿道括約筋協

調不全とされるが、脱髄部位により排尿症状も多彩である。 

血管内皮細胞や尿細管上皮細胞などの非免疫細胞において、NF-κB と

STAT3 の同時活性化により IL-6 などの炎症性メディエーター発現が相乗的

に増加し、臓器特異的な炎症性疾患の起点となる IL-6 amplifier(IL-6 ア

ンプ)が報告されている。多発性硬化症のモデルマウスである実験的自己免

疫性脳脊髄炎(EAE:experimental autoimmune encephalomyelitis)では、ミ

エリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質(MOG：myelin oligodendrocyte 

glycoprotein)を認識する CD4+T 細胞（病原 T 細胞）を誘導、単離し、これ

を正常マウスに移入することで尾から始まり上行する一過性の麻痺を呈す

る(移入 EAE)。後脚への重力刺激によるヒラメ筋を介した感覚-交感神経の

クロストークにより、ノルアドレナリン産生、血管内皮細胞での NF-κB 活

性から CCL20 が放出され、第 5 腰髄（L5）背側血管に病原 T 細胞が集積す

る。この集積病原 T 細胞が、さらに L5 背側血管にて IL-6 アンプを活性、

血管透過性が亢進し、さらなる病原 T 細胞の集積と微小炎症が生じる。こ

のように、特定の神経回路の活性化により特定血管に血管ゲートが形成さ

れ、局所炎症が起こる機序はゲートウェイ反射と呼ばれる。また、睡眠障

害ストレスを移入 EAE マウスに負荷すると消化管出血による心機能不全で

突然死する。ストレスに反応する室傍核での交感神経様神経が活性化さ

れ、病原 T 細胞が第 3 脳室、歯状回、視床に囲まれた特定血管に集積し、

微小炎症を誘導する。この炎症から生じる ATP が神経伝達物質として機能

し、神経回路を新規に活性化し、過剰な迷走神経活性化から消化管炎症や

心機能低下を生じる（ストレスゲートウェイ反射）。 

定常マウスに病原 T 細胞を移入した EAE の病態は一過性であることから、

中枢神経系には炎症抑制因子が存在し、これらにより病態が一過性なので

はないかと考えた。今回、L5 のメタボローム解析を行い、EAE および中枢

神経の炎症に対して抑制的に関わる代謝産物の同定を試みた。 

また、中枢神経系の免疫疾患発症時での排尿障害についての検討は少な

い。さらに下部尿路障害と中枢炎症や慢性ストレスとの関係についての検
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討・報告はほとんどない。今回、病原 T 細胞を移入した移入 EAE モデルを

用いて、中枢神経の自己免疫疾患における排尿変化やその治療法につい

て、また、ゲートウェイ反射を応用し下部尿路障害モデルのストレス反応

について検討した。 

【方法】 

（第 1 章）定常、後肢懸垂、後肢懸垂かつ電気刺激の 3 群のマウスで

GC/MS および LC/MS による L5 のメタボローム解析を行った。また MOG ペプ

チドで C57BL/6 マウスを免疫し免疫 EAE を誘導後、このマウスから脾臓を

摘出し病原性 CD4+T 細胞を採取し、マウスに移入することで移入 EAE を誘

導した。移入後 day5、day12 に FAD 解析を行った。メタボローム解析によ

り中枢神経炎症に対して抑制的にはたらくと考えられる FAD を同定し、EAE

マウスに投与し臨床スコアを評価した。投与前後に脾臓細胞の分画変化、

L5 の細胞集積、IL-6 アンプへの関与を検討した。 

（第 2 章）移入 EAE マウスの移入前、麻痺ピーク時、移入 4 週後、移入 6

週後にて 24 時間の排尿回数と平均 1 回尿量、排尿時膀胱内圧の測定を行っ

た。各群で膀胱の組織学的評価、L5 の細胞集積、排尿中枢である中脳水道

の神経活性化を検討した。下部尿路閉塞モデルと間質性膀胱炎モデルに対

して病原性 CD4+T 細胞を移入し症状スコアを評価した。 

【結果】 

（第１章）後肢懸垂により L5 にて FAD 発現が低下し、電気刺激により増加

した。免疫 EAE 発症とともに L5 での FAD が増加した。免疫 EAE では FAD 投

与により臨床スコアが抑制された。FAD による免疫細胞の分画に変化を認

めず、L5 への病原性 T 細胞の集積が抑制された。非免疫細胞のサイトカイ

ン刺激では FAD 投与により IL-6 発現は増加した。MOG 免疫時に FAD を投与

し病原性 T 細胞を移入すると、移入 EAE では発症が抑制された。 

(第 2 章)移入 EAE マウスで発症とともに排尿回数が減少した。１回尿量は

移入 4 週頃に増加し、病態が寛解した 6 週目も増加していた。移入 4 週か

ら 6 週にかけて排尿時膀胱内圧が上昇した。膀胱の HE 染色では組織学的な

違いはなかった。寛解期も L5 に病原 T 細胞の集積があり、病態ピーク時で

中脳水道神経活性化を認めた。下部尿路障害モデルでの EAE 誘導では、下

部尿路閉塞モデル、間質性膀胱炎モデルともに症状スコアに sham との有意

差を認めなかった。 

【考察】 

(第 1 章)FAD は重力刺激と L5 の炎症で増加する可能性がある。FAD がどの

様に EAE 病態誘導を抑制するかは現時点では不明であるが、MOG 免疫時に
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FAD を投与したマウスから病原 T 細胞を採取し移入したところ、移入 EAE で

の発症が抑制された。免疫時の FAD 暴露により CD4+T 細胞が MOG に対して

病原性を獲得しなかった可能性がある。 

(第 2 章)EAE マウスでは麻痺とともに 1 回尿量が増加した。膀胱の組織学

的な変化がなかったこと、麻痺ピーク時の中脳水道活性、麻痺寛解後の L5

周囲での病原 T 細胞残存から、神経学的に排尿機能の変化が表れている可

能性が示唆された。また寛解後の EAE での排尿時膀胱内圧の上昇は、神経

因性膀胱の一症状として、MS における排尿筋尿道括約筋協調不全を再現し

ている可能性を考える。 

下部尿路障害モデルに対する EAE 移入では臨床スコアにおいて sham との

間に違いを認めず、下部尿路障害モデルにおいて病原 T 細胞は通常の EAE と

同様な病態を示した。下部尿路障害モデルでも重力刺激による L5 腰髄周囲

血管の微小炎症に勝る炎症誘導はなかったと考えられた。 

【結論】 

FAD は中枢神経の炎症に対して抑制的にはたらく因子である可能性があ

る。 

EAE モデルを用いた多発性硬化症の排尿評価では、中枢神経の炎症による

排尿変化が不可逆的な場合もあることが示唆された。 
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略語表 

 

BOO   bladder outlet obstruction  

BSA     Bovine serum albumin 

CFA     complete Freund’s adjuvant 

CMG   cystometrography 

DMEM    Dulbecco`s modified Eagle medium 

EAE   experimental autoimmune encephalomyelitis 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

ES    electric stimulation 

FACS   fluorescence-activated cell sorting 

FAD   Flavin Adenine Dinucleotide Sodium 

FBS     fetal bovine serum 

GAPDH   Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GC/MS  Gas Chromatography-Mass spectrometry 

HE      hematoxylin and eosin 

H2O2  hydrogen peroxide 

IC      interstitial cystitis 

IL-6   interleukin-6 

IL-17  interleukin-17 

IL-23   interleukin-23 

i.p.    intraperitoneal injection 

LC/MS  Liquid Chromatography-Mass spectrometry 

MOG   myelin oligodendrocyte glycoprotein 

mRNA    messenger ribonucleic acid 

MS      multiple sclerosis 

NF-κB  nuclear factor-kappa B 

PBS    phosphate buffered saline  

PFA     paraformaldehyde 

RPTEC  renal proximal tubule epithelial cells 

RT-PCR  real time quantitative polymerase chain reaction 

TGF-β transforming growth factor-β 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 

TS      tail suspension 

WT    wild type 
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緒言 

 

多発性硬化症(MS：multiple sclerosis)は中枢神経系の自己免疫疾患であ

り、多くは再発・寛解を繰り返す(Steinman, 2009, 2014)。遺伝学的に自

己反応性 CD4+T 細胞の関連が証明され、中枢神経への炎症誘導により脱髄

を生じ、神経症状を呈する。半数以上で過活動膀胱を呈し、さらにその半

数は排尿筋尿道括約筋協調不全とされるが、脱髄部位により排尿症状も多

彩である(Aharony et al., 2016)。 

線維芽細胞・血管内皮細胞などの非免疫細胞において、NF-κB 経路と

STAT3 経路の同時活性化により IL-6 などの炎症性メディエーターの発現・

産生が相乗的に増加し、臓器特異的な慢性炎症性疾患や自己免疫性疾患の

病態形成の起点となる IL-6 amplifier(IL-6 アンプ)の機序が報告されてい

る(Ogura et al., 2008)。IL-6 アンプは関節、皮膚、腎、中枢神経等の

様々な臓器の炎症性疾患への関与が報告されている(Fujita et al., 2019; 

Harada et al., 2015; Higuchi et al., 2020; Lee et al., 2012; 

Murakami et al., 2013; Murakami et al., 2011; Ogura et al., 2008; 

Okuyama et al., 2018; Ota et al., 2020; Stofkova et al., 2019; 

Takada et al., 2020; Tanaka et al., 2018) 。局所炎症による NF-κB や

IL-6 および STAT3 の持続的な活性化により、NF-κB がさらに過剰に活性化

され、さらなる炎症が誘導される(Atsumi et al., 2014; Harada et al., 

2015; Lee et al., 2013; Murakami et al., 2013; Murakami et al., 

2011; Ogura et al., 2008)。 

MS のモデルマウスである実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE：experimental 

autoimmune encephalomyelitis)においても、IL-6 アンプの関与が明らか

にされている。MS は中枢神経の自己免疫疾患であり、患者の 80%で再発・

寛解を繰り返す(Steinman, 2009, 2014)。免疫細胞、特に自己反応性 T 細

胞の中枢神経への浸潤により脱髄を生じ(Sawcer et al., 2011)、麻痺など

の神経症状を呈する。ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質(MOG： 

myelin oligodendrocyte glycoprotein)で免疫したマウスから病原性 CD4+

細胞（病原 T 細胞）を単離し、これを正常マウスに静脈内投与する(移入)

ことで尾から始まり上行する一過性の麻痺を発症する。この原理は、常に

接地した後脚が重力により刺激されることでヒラメ筋近傍の交感神経が刺

激され、ノルアドレナリン産生や NF-κB 活性が増強し CCL20 等のケモカイ

ンが放出され(感覚-交感神経のクロストーク)、L5 腰髄背側に MOG 特異的

な病原 T 細胞が集積するためである(Arima et al., 2012; Arima et al., 
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2015; Arima et al., 2017)。L5 腰髄背側血管において IL-6 アンプが活性

化し微小炎症が起こり、病原 T 細胞が血液脳関門を通過し髄腔内に侵入す

る。このように、特定の神経回路の活性化により特定の血管ゲートが形成

され、局所炎症が起こる機序はゲートウェイ反射として報告されている

(Andersson and Tracey, 2012; Kamimura et al., 2020; Tracey, 2016)。 

通常飼育した移入 EAE マウスは L5 腰髄周囲での炎症が誘導され一過性の麻

痺を発症するが、ストレス環境下に EAE マウスを飼育すると、消化管出血

による心機能低下で突然死する。慢性ストレスを与えられた EAE マウスで

はストレスに反応する室傍核での交感神経が活性化され、移入した病原 T

細胞が L5 腰髄背側ではなく脳内に直接侵入し、第 3 脳室、歯状回、視床に

囲まれた特定血管に集積した。特定血管周囲で生じた微小炎症により、炎

症誘導因子かつ神経伝達物質である ATP が分泌され、これが特定血管周囲

の神経回路を新規に活性化し、ストレス応答を増強させ胃・十二指腸の炎

症や心機能低下を生じる。脳内で生じた微小炎症が、神経回路を新たに活

性化させることで、その神経に支配される臓器の機能を変容させる可能性

が示唆された(Arima et al., 2017)。 

EAE への炎症アンプの関与の検討により、血液脳関門の透過性および中枢

神経への T 細胞浸潤を抑制することで、EAE の発症を抑制することは報告

されている(Arima et al., 2012)。今回は中枢神経炎症に対して、これを

抑制する物質・反応について明らかにすることを目的とした。 

MS 患者の症状は脱髄の起こった神経に関連した症状であり、排尿障害もそ

の一つである。50～90%で過活動膀胱を呈し、その半数は排尿筋尿道括約筋

協調不全を呈するとされるが、脱髄部位の違いや、再燃・寛解の経過を通

じて症状が変化することから、患者により排尿症状は多彩である。未だ排

尿障害の診断や治療には苦慮することがある(Aharony et al., 2016)。脳

梗塞や脊髄損傷等の神経障害による不可逆的な排尿障害がある一方で、MS

や中枢神経の炎症性疾患のように身体症状の改善がみられる疾患における

排尿障害は、より症状が多彩で個人差がある。しかし麻痺等の身体症状が

主に注目され、排尿症状が検討される機会は少ない可能性がある。一方で

排尿障害は患者にとって著しく QOL を損ない、精神的なストレスになる。

これら下部尿路障害に伴うストレスの検討も少ない。 

今回 EAE モデルを用いて、中枢神経の自己免疫疾患および炎症に対する抗

炎症作用の検討を行った。また中枢神経炎症と排尿機能障害の関連について

検討するため、EAE での排尿機能の検討、およびゲートウェイ反射を応用し

た下部尿路障害モデルのストレス反応についての検討を行った。 
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緒言 

 

中枢神経の炎症性疾患である多発性硬化症(MS：multiple sclerosis)のモ

デルマウスである実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE：experimental 

autoimmune encephalomyelitis)において、IL-6 アンプの関与が明らかに

されている。MOG で免疫した C57BL/6 マウスから病原 T 細胞を単離し、こ

れを正常マウスに静脈内投与する(移入)した場合には尾から始まり上行す

る一過性の麻痺を発症する。後脚が重力により刺激されることでヒラメ筋

近傍の交感神経が刺激されることが発症の契機である。(Arima et al., 

2012; Arima et al., 2015; Arima et al., 2017)。 

後肢懸垂(TS：tail suspension)による重力刺激を解除した EAE マウスで

は、L5 腰髄血管周囲の CCL20 が減少する。一方、後肢懸垂下で後肢に電気

刺激を与えると、刺激時間に比例して CCL20 の発現が増加することが所属

研究室で明らかにされている(Arima et al., 2012)。 

移入 EAE の麻痺は、重力以外の刺激がなければ一過性である。このことか

ら、中枢神経の炎症に対して抑制的に働く因子が存在し、これら因子によ

り発症後に麻痺が改善するのではないかと考えた。後肢懸垂と電気刺激に

より EAE マウスでの中枢神経へのケモカイン発現に差を認めることから、

これら腰髄のメタボローム解析を行い、EAE および中枢神経の炎症に対し

て抑制的に関わる代謝産物の同定を試みることで、中枢神経の炎症性疾患

に対する新たな治療について検討した。 
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方法 

 

1. 実験動物 

生後 6-8 週齢の雌性 C57BL/6 マウス(Japan Slc. Inc., Shizuoka, Japan)

に、後述する処置を行い EAE モデルを作成した。対照として EAE 処置を行

わない雌性 C57BL/6 マウスを wild type (WT)群とした。 

本研究 に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によって承

認された。 飼育および実験に関しては、北海道大学医学研究科「動物実験

に関する指針 （Guide for the Care and use of Laboratory Animals）」

に準拠した。 

 

2. 移入 EAE モデルと免疫 EAE モデルの作成  

生後 6-8 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに pertussis toxin (Sigma-Aldrich, 

Tokyo, Japan)を 0.2μg 静脈内投与し、MOG ペプチド(Sigma-Aldrich)と

complete Freund’s adjuvant (CFA) (Sigma-Aldrich)の混合液 100μL

（MOG 50μL＋CFA 50μL）を皮下注射し、これを day0 とした。Day2、day7

にも pertussis toxin を同量静脈内投与した。Day9 に脾臓を摘出し、抗

CD4 microbeads (Miltenyi Biotec, Tokyo, Japan)により CD4+T 細胞(病原

T 細胞)をソーティングした。ソーティングした CD4+T 細胞(4.0×107)と

rIL-23 (10 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, USA)を、MOG(62.5μL)を

添加した照射脾臓細胞(1.0×108)と共に 42℃で 2 日間培養した。Day11 に

培養細胞を抗 CD4 microbeads によりソーティングし、CD4+T 細胞 1.5×107

個を 6 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに静脈内投与した(移入) (Arima et al., 

2012; Arima et al., 2015; Ogura et al., 2008)。これを移入 EAE と呼

ぶ。移入日を day0 とし、マウスの臨床スコア(0：正常、1：尾の下垂、2：

後肢筋力低下、3:両側後肢麻痺、4：両側前脚肢麻痺、5：死亡)を観察し

た)を評価した。MOG 免疫後の day9 に脾臓を採取しないマウスは免疫 EAE

と呼び、MOG 投与日を day0 として同様に臨床スコアを評価する。 

 

3. 後肢懸垂による重力解除、ヒラメ筋電気刺激 

マウスの尾にタコ糸をテープで固定し、糸のもう一方をケージの屋根に固

定することで、後肢接地に伴う後肢への重力刺激を解除した(Arima et 

al., 2012; Kawano et al., 2007; Ohira et al., 2002)。マウスは床敷上

の食餌を摂取でき、体を支えられる程度に前肢が地に着くよう糸の長さを

調整して固定した。糸は尾の成長や血流を妨げぬよう緩く固定し、一週間
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毎に交換した。 

後肢懸垂したマウスの一部で、ヒラメ筋を電気刺激装置(Nippon Koden, 

Tokyo and Unique Medical, Osaka)により、0.1mA、1-8ms 間隔でランダム

に 12 時間電気刺激（ES：electric stimulation）した(Arima et al., 

2012)。 

 

4. L5 腰髄におけるメタボローム解析 

C57BL/6 マウスの正常飼育(none)、後肢懸垂のみ(TS)、後肢懸垂とヒラメ

筋電気刺激(TS+ES)を行った 3 群でそれぞれ L5 腰髄を摘出しガストロクロ

マトグラフィ質量分析(GC/MS：Gas Chromatography-Mass spectrometry)と 

液体クロマトグラフィ質量分析(LC/MS：Liquid Chromatography-Mass 

spectrometry)よるメタボローム解析を大阪大学工学研究科 生物工学 福崎

英一郎先生に行っていただいた(Yamamoto et al., 2014)。 

摘出した腰髄サンプルは分析前処理時まで-80℃で凍結保存した。サンプル

の入った 2 mL 容エッペンドルフチューブにジルコニアボール（直径 3 

mm）を 1 個入れてふたをし，エッペンドルフチューブごと液体窒素に浸し

て凍結した。ミキサーミル器（MM301, Retsch）により、20 Hz 3 分でサン

プルを粉砕した。その後、遠心分離機で遠沈（16000 ×g，4 °C，3 分

間）し、上澄液 800 μL を新しい 2.0 mL 容エッペンドルフチューブに移し

た。さらに内部標準物質としてリビトール・カンファー水溶液（Ribitol 

0.2 mg/mL かつ D-compher sulfonic acid 20 μg/mL になるように調整）

を 90 μL 添加し、再びボルテックスで 20 秒間よく混和した。この上澄液

に蒸留水 600 μL を添加し、ボルテックスで 20 秒間よく混和した。さらに

遠心分離機で二相分離し、上相の水層液 1000 μL を別の 1.5 mL 容エッペ

ンドルフチューブに移し、そのうち 200 μL をフィルター濾過してさらに

別の新しい 1.5 mL 容エッペンドルフチューブに移して LC/MS 用サンプルと

し、分析時まで-30℃にて保存した。また、この上相液の残り 800 μL の入

ったチューブは穴あきフタをした。上相の水層液を 1～2 時間遠心濃縮

（TAITEC，Spin Dryer Standard VC-96R；ULVAC，Dry Vacuum Pump DTC-

41;TAITEC，Freeze Trap VA-500R）後、液体窒素で凍らせて凍結乾燥器

（TAITEC，FREEZE DRYER VD-800F）に一晩供し、よく乾固させた。 

GC/MS では、1.5 mL 容エッペンドルフチューブに入ったよく乾固させたサ

ンプルに，要時調整したメトキシアミン-ピリジン溶液（20 mg/mL-

pyridine）を 100 μL 加え，インキュベーターにて 30℃ 90 分間，1200 

rpm でメトキシ化反応させた。これにさらに、MSTFA（N-Methyl-N-
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(trimethylsilyl)trifluoroacetamide）を 50 μL 加え、インキュベーター

にて 37℃ 30 分間 1200 rpm でシリル化反応させた。誘導体化反応後、サ

ンプルを GC-MS 用サンプルバイアル（Chromacol クリンプトップバイアル

GC-MS 用, Thermo Scientific）に 150μL すべて移し，GC/MS 分析を行った

(GCMS-QP2010 ultra, Shimazu, Japan)。 

LC-MS では、LC/MS 分析用サンプルを解凍・混和し、LC-MS サンプルバイア

ル（Chromacol ネジ口キャップ付インサート入り透明ガラスバイアル, 

Thermo Scientific）に全量（約 200 μL）移し、LC/MS 分析を行った

(UHPLC Nexera, Shimazu)。 

また、passive EAE では day5、day12 にそれぞれ L5 を摘出し、同様なメタ

ボローム解析を行い WT と比較した。 

 

5. 免疫 EAE に対する FAD(Flavin Adenine Dinucleotide Sodium)の投与 

生後 6 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに免疫 EAE を誘導し、FAD(Flavin 

Adenine Dinucleotide Sodium)投与による症状変化を検討した。FAD 投与

群(EAE＋FAD＋、n=5)では day0 から連日 FAD 50mg/kg を腹腔内投与

（i.p.：intraperitoneal injection）かつ、1.5mg/ml 濃度で飲水させ

た。FAD 非投与群(EAE＋FAD-、n=5)では生理食塩水を i.p.し、通常の飲水

をさせた。両群で臨床スコアと体重の推移を観察した。同一週齢の WT に対

しても FAD 投与群と非投与群を用意し、体重変化を記録した（EAE-FAD+、

EAE-FAD-、n=5 ずつ）。 

 

6. 脾臓における免疫細胞の分画評価 

上記実験 5 と同様な免疫 EAE の誘導で、FAD 投与群および FAD 非投与群、

WT の 3 群において、day8 に脾臓を摘出した(EAE+FAD+ n=3, EAE+FAD- n=3, 

EAE-FAD- n=2)。 

脾臓は cell strainer で各々すりつぶし、NH4Cl で溶血後、3ml の RP10 に

希釈し 5μL を cell count し total cell を算出した。さらに 500μL を蛍

光活性化セルソーティング（FACS：fluorescence-activated cell 

sorting）用に抗体と反応させ、cell count と合わせ各細胞分画の細胞数

を算出した。FACS では CD4、CD25、CD44、NK1.1、Gr-1、CD11b、Ly6c、

CD3、I-Ab、CD8、CD9 をソーティングした。 

 

7. L5 腰髄における免疫細胞の分画評価 

実験 6 と同様な免疫 EAE の誘導と 3 群において、ペントバルビタール 



13 

 

(0.04mg/g body weight; Kyoritsu Seiyaku, Tokyo, Japan)の腹腔内投与

によりマウスを麻酔後、day13 に冷 PBS で心還流後に L5 腰髄を摘出し、

cell strainer で各々すりつぶした(WT+FAD- n=2, EAE+FAD+ n=4, 

EAE+FAD- n=4)。実験 4 と同様に cell count を行い、CD4、CD11b 抗体と反

応させ FACS を行った。 

 

8. L5 腰髄の蛍光免疫染色 

実験 6 と同様な免疫 EAE の誘導と 3 群において、day13 に冷 PBS で心還流

後に L5 腰髄を摘出し、SCEM compound (SECTION-LAB Co. Ltd., 

Hiroshima, Japan)で包埋し、-80℃で保存した(Kawamoto, 2003)。ミクロ

トームにて 14μm に薄切し、CD4、MHC classⅡによる免疫蛍光染色を行っ

た）。 

組織は Cryofilm type ⅢC(SECTION-LAB Co. Ltd.)に貼付し、100%エタノ

ールで脱水、4% paraformaldehyde (PFA)で固定後、PBS で 30 分洗浄し

た。2%BSA で 60 分ブロッキングした後、一次抗体液に 4℃で一晩反応させ

た。Fc レセプターのブロッキングのため、一次抗体液に anti-CD16/CD32 

(2.4G2) を添加した。PBS で 10 分 3 回の洗浄後、室温で 60 分二次抗体と

反応した。PBS での洗浄後、Hoechst(33342, Life Technologies, Tokyo, 

Japan)により核染色し、PBS で洗浄した後に 20%グリセロールでスライドガ

ラスに封入し観察した。CD4 染色は一次抗体に FITC anti-mouse CD4 

Antibody (100510, Biolegend, Tokyo, Japan)を使用、MHC Class Ⅱ 染色

は MHC Class Ⅱ (I-A/I-E) Monoclonal Antibody (M5/114.15.2) 

Biotin(13-5321-85, eBioscience, San Diego, CA, USA)と Streptavidin 

PE-Cyanine7 Conjugate (10-4317-82, eBioscience)を使用した。 

 

9. Evans blue の血液脳関門透過 

実験 6 と同様な免疫 EAE の誘導と 3 群において、day16 に生理食塩水で溶

解した 5mg/mL の Evans blue（E2129-50G, Sigma）を 0.2ml 静脈内投与し

た。4 時間後に PBS で心還流後に L3-L5 腰髄を摘出し 200μL の PFA に入れ

た。200μL の PFA に Evans blue を溶解し 1mg/mL 濃度を作成後、5 倍ずつ

希を繰り返し、0.1mg/mL～1.28×106mg/mL の standard を作成した。 

サンプルと standard はそれぞれ 100μL ずつ 96well plates に添加し、吸

光計により 620nm、680nm で吸光度を測定し、その差により Evans blue の

濃度を測定した(Wang and Lai, 2014)。これにより、血液脳関門の血管透

過性を評価した。 
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10. 非免疫細胞の刺激 

EAE に対する FAD の作用が、IL-6 アンプに関与しているかを検討するた

め、非免疫細胞をサイトカイン刺激し、FAD 投与有無による違いがあるか

を評価した。ヒト近位尿細管上皮細胞 renal proximal tubule epithelial 

cells (RPTEC, CC-2553, Lonza, Switzerland)を用いた。これらの非免疫

細胞を 96-well plates (1×104 cells/well) で培養し、starvation 後に

human IL-6 (20 ng/ml; Toray Industries, Tokyo, Japan) 、human 

soluble IL-6R-α(20 ng/ml; PeproTech INC., Rocky Hill, NJ) 、TNF-α 

(20 ng/ml; PeproTech)で 90 分刺激した。FAD 投与群では FAD 10μg/ml 濃

度で添加した。サイトカイン刺激は IL-6 と TNF-αによる共刺激も行っ

た。Soluble IL-6Rα は、非免疫細胞では通常 IL-6 signal-transducing 

receptor subunit gp130 のみを発現するため加えた。 

 

11. Real Time Quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR) 

7300 fast RT-PCR system (Applied Biosystems, Tokyo, Japan)と SYBR 

Green PCR master mix (Kapa Biosystems, Woburn, MA)を用いて mRNA を定

量した。細胞からの total RNA は RNA extraction kit と DNase I (NIPPON 

GENE, Tokyo, Japan)を用いて抽出した。RT-PCR に用いた PCR プライマー

の配列は下記の表 1 の通りである。RT-PCR は 40 cycles、95°C、15 秒、

40 cycles、60°C、60 秒の条件で行った。Human の mRNA の発現量は GAPDH

で補正した。 

 

表 1. RT-PCR で用いたプライマー 

 
 

 

 

 

 

 

 

Gene Sequence

　5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’

　5’-CGCTCCTGGAAGATGGTG-3’

　5’-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3’

　5’-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3’
human IL-6

human GAPDH
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12. 共焦点顕微鏡による NF-κB p65 の核内移行実験 

FAD が IL-6 アンプ、特に NF-κB pathway に関与しているかを確認するた

め、FAD による NF-κB p65 の核内移行の変化を検討した。 

不死化処理した Human Brain Neuroglioma cell line（H4, Sumitomo 

Pharma, Japan） 6.0×104を micro slide 6(VI 0.1)(ibidi, Gräfelfing, 

Germany) に流し incubation 後、2 時間の starvation 後に TNF-α(100 

ng/ml)で 0 分、15 分、30 分間刺激した。刺激時の FAD (10 μg/ml)の有無

による比較を行った。刺激した細胞は Cytofix solution 

(Cytofix/Cytoperm kit, BD Biosciences, San Jose, CA)で 10 分間固定

し、Perm/Wash solution (Cytofix/Cytoperm kit)による洗浄、2% FBS に

よる blocking 後、NF-κB p65(C20) rabbit polyclonal IgG(1:50)(sc-

372, Santa Cruz Biotechnology, Calfornia, USA) で 1 時間処理した。2

次抗体として Alexa Fluor 546 donkey anti-rabbit IgG(1:200) 、核を

Hoechst 33342 (1:10,000) で 30 分染色し、共焦点顕微鏡 LSM5 Pascal 

system (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)で観察した。P65 の局在が核

内＞細胞質にみられる細胞の数を計測した。 

 

13. 共焦点顕微鏡による STAT3 の核内移行実験 

FAD が JAK-STAT3 pathway に関与しているかを確認するため、FAD による

STAT3 の核内移行の変化を検討した。 

不死化処理した H4 1.0×105 を micro slide 6(VI 0.1)に流し incubation

後、2 時間の starvation 後に IL-6 (100 ng/ml) と human soluble IL-6R-

α(100 ng/ml)で 0 分、15 分、30 分間刺激した。刺激時の FAD(10 μg/ml)

の有無による比較を行った。刺激後、PBS での wash、4% PFA による固定の

後、-20℃の 100％メタノールと 10 分反応させた。Perm/Wash solution に

より 1 時間 blocking 後、anti-phospho STAT3 pY705 rabbit monoclonal 

Ab(1:100)(9145, Cell signaling technology, MA, USA)と 12 時間反応さ

せ、2 次抗体として Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG(H+L) 

(1:1000)と 2 時間、Hoechst(1:5000)で 30 分染色し、共焦点顕微鏡で観察

した。STAT3 の局在が核内＞細胞質にみられる細胞の数を計測した。 

 

14. enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

FAD が IL-6 アンプを抑制するかを確認するため、サイトカイン刺激による

IL-6 発現量を Human IL-6 ELISA MAX Deluxe set（Biolegend）を用いて評

価した。 
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96-well plates (1×104 cells/well) に RPTEC を 24 時間培養後、IL-6(20 

ng/ml)、TNF-α(20 ng/ml)、human TGF-β(100 ng/ml、PeproTech)、human 

IL-17(20 ng/ml; PeproTech)による単独刺激と、IL-6 とその他のサイトカ

インによる共刺激を行った。それぞれの共刺激に FAD (10 μg/ml)を添加

した。刺激時に加えた IL-6 を wash するため、刺激後 8 時間に DMEM 300μ

L ですべての well を wash した。FAD 投与群では wash 後の DMEM に FAD(10 

μg/ml)を添加した。サイトカイン刺激から 24 時間後に wash 後、Human 

IL-6 ELISA MAX Deluxe set のプロトコールの通りに処理、スタンダード

作成を行った。サンプルは 4 倍に希釈後、吸光計により 450nm、550nm で吸

光度を測定し、その差により IL-6 の発現量を測定した。 

 

15. FAD 暴露による病原 T 細胞の活性変化 

実験 2 のごとく 6 週齢の雌性 C57BL/6 マウスを免疫し、移入 EAE モデルを

作成した。Day0-9 までの免疫時に FAD 投与群(n=16)と FAD 非投与群(n=16)

の 2 群に分け、FAD 投与群では連日 50mg/kg の FAD を i.p.かつ、1.5mg/ml

濃度の FAD を飲水させた。Day9 に脾臓を摘出し、CD4+T 細胞をソーティン

グし照射脾臓細胞とともに 2 日間培養した。培養の際、FAD 投与群では FAD 

10 μg/ml を培養液に添加した。Day11 に各群の培養細胞を抗 CD4 

microbeads によりソーティングし、CD4+T 細胞 1.5×107個を 6 週齢の雌性

C57BL/6 マウスに静脈内投与した（FAD+ n=4、FAD- n=7）。移入後は両群と

もに通常の食餌を与えた。移入日を day0 とし、マウスの臨床スコアと体重

変化を観察した。 

 

16. 統計学的解析  

データは中央値±標準誤差で示した。解析は 2 群間の比較に Student’s t 

tests を、2 群以上の比較には ANOVA test を用い、p-value <0.05 を有意

差ありとした。 
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結果 

 

1. L5 腰髄におけるメタボローム解析 

C57BL/6 WT において後肢懸垂(TS)による重力解除を行い GC/MS および

LC/MS によるメタボローム解析を行った。正常飼育と比較して TS 群では L5

腰髄において、FAD の発現量が有意に減少した。FAD はビタミン B2 である

リボフラビンから誘導される補酵素である。一方、TS+ES 群では、TS 群と

比較して FAD の発現量は増加した。 

移入 EAE マウスでも同様の比較を行ったところ、day5 で WT と比較して有

意に L5 での FAD 発現が増加し、day12 ではさらに FAD の発現量が増加し

た。 

Day12 は移入 EAE において症状スコアがピークに達する時期であり、FAD は

EAE に対して抑制的に働く可能性があることが示唆された。 

 

 
図.1 a). 正常飼育された WT マウス(none)、後肢懸垂したマウス(TS)、後

肢懸垂とヒラメ筋電気刺激を行ったマウス(TS+ES)の L5 腰髄での FAD の発

現量。TS により L5 での FAD 発現が減少したが、ES の併用で FAD は増加し

た。 

b). WT、移入 EAE day5、day12 における L5 腰髄での FAD の発現量。EAE で

は FAD 発現量が増加し、症状スコアが進行した day12 でさらに FAD は増加

した。 
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2. EAE マウスでの FAD 投与 

FAD が EAE に対して抑制的に作用するかを確認するため、免疫 EAE に対し

て FAD を投与し臨床スコアを評価した。FAD 非投与群(EAE+FAD-)では 5 匹

全例が麻痺を発症したのに対し、FAD 投与群(EAE+FAD+)では 4 匹で発症せ

ず、有意に臨床スコアが低下した(図. 2-a)。 

一方、FAD 投与により WT、EAE ともに一過性の体重減少を認めた。

EAE+FAD-群では麻痺が発症した day9 から day16 にかけて体重減少を認めた

のに対し、EAE+FAD+群では day3-4 から体重減少を認めた後、麻痺が発症し

始める day11 頃から体重は増加傾向に転じた。EAE+FAD+群の体重減少の推

移は EAE-FAD+群と同様の傾向であった(図. 2-b)。よって EAE+FAD+群にお

ける体重減少は FAD 投与によるものであると考えられる。 

 

 

図.2 a).FAD 投与有無による免疫 EAE の臨床スコア推移 

FAD により臨床スコアが有意に抑制された。 (** p<0.01、*** p<0.005) 

b). WT、免疫 EAE 群における FAD 投与有無による体重推移 

EAE+FAD-では麻痺に伴う体重減少を認めた。FAD 投与により、投与開始か

ら一過性の体重減少を認めた。 
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3. 脾臓における免疫細胞の分画評価 

免疫 EAE の day8 における脾臓細胞数を比較した。EAE では WT よりも脾臓

の総細胞数は増加していたが、FAD の有無による有意な差を認めなかった

(図 3)。 

さらに脾臓細胞の分画を FACS により評価したところ、EAE において FAD 投

与の有無による細胞分画の違いを認めなかった(図 4)。 

 

  

図 3. EAE day8 における脾臓細胞数 

EAE では WT よりも脾臓細胞が増加するが、FAD 投与の有無による違いを認

めなかった。 

 

 

図 4. 脾臓における免疫細胞の分画 

FAD 投与有無による免疫細胞の分画に違いを認めなかった。 

 



20 

 

4. L5 腰髄における免疫細胞の分画評価 

免疫 EAE の day13 において L5 腰髄の細胞分画を FACS により解析すると、

EAE+FAD-において CD4+細胞および CD11b+細胞が増加していたが、FAD 投与

ではいずれも増加を認めず、有意差を認めた(図 5)。 

 

 

図.5 免疫 EAE day13 における L5 の細胞分画。 

EAE により L5 で CD4+CD11b+細胞が増加していたが、FAD 投与では増加を認

めなかった。(** p<0.01、*** p<0.005) 
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5. L5 腰髄の蛍光免疫染色 

免疫 EAE の day13 において、L5 腰髄の蛍光免疫染色を施行した。核、

CD4、MHC classⅡの染色を行ったところ、EAE では L5 周囲に CD4、MHC 

classⅡ陽性細胞を認めるが、FAD 投与によりこれらの発現を認めなかった

(図 6)。 

脾臓細胞の分画は FAD により変化しないが、腰髄周囲への CD4 や MHC 

classⅡ細胞の移行が障害されたことから、腰髄周囲微小血管での IL-6 ア

ンプに FAD が関与していている可能性が示唆された。 

 

 

図 6. 免疫 EAE day13 における L5 の蛍光免疫染色 

FAD 投与では L5 周囲の CD4、MHC classⅡ陽性細胞の発現を認めなかった。 
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6. Evans blue の血液脳関門透過 

血液脳関門の血管透過性を評価するため、免疫 EAE の day16 において

Evans blue を静脈内投与し、L3-L5 腰髄への Evans blue 透過量を測定し

た。EAE+FAD-では Evans blue の透過量が増加するが、EAE+FAD+では、EAE-

と同程度の透過量であった(図 7)。よって FAD 投与により、EAE における血

液脳関門の血管透過性が抑制されることがわかった。 

 

 

図 7. L3-L5 周囲への Evans blue 透過量 

FAD 投与により、EAE での Evans blue 透過が抑制された。 
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7. 非免疫細胞の刺激、RT-PCR 

非免疫細胞に対しサイトカイン刺激を行い、IL-6 の発現量を評価すること

で、FAD が IL-6 アンプに関与するかを検討した。RPTEC を IL-6、TNF-αで

刺激し、さらに共刺激に対して FAD を添加すると、IL-6 の発現はさらに有

意に上昇した(図 8-a)。 

グルコースの高摂取は自己免疫疾患を悪化させ、EAE においても高グルコ

ースが病態を悪化させる報告がある(Cao et al., 2017; Kleinewietfeld 

et al., 2013)。vitro の実験では低濃度グルコース 5.5mM と中濃度グルコ

ース濃度 25mM の間にサイトカイン活性で有意差を認めている(Zhang et 

al., 2019)。今回の実験系で使用した DMEM はグルコース濃度 4.5 

g/mL(25mM)であったため、グルコース濃度を 1.0 g/mL(5.5mM)と低濃度に

変更して同様の手順で IL-6 の発現を評価した。グルコース濃度 

1.0g/mL(5.5mM)でも FAD 投与により IL-6 は上昇した(図 8-b)。 

 

 

図 8. 非免疫細胞刺激時の IL-6 発現 

FAD 添加により IL-6 の発現量は増加した。 

a). グルコース濃度 4.5g/mL、b). グルコース濃度 1.0g/mL のいずれにお

いても FAD 投与により IL-6 の発現量は増加した。 

(* p<0.05、*** p<0.005) 
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8. 共焦点顕微鏡による NF-κB p65 の核内移行実験 

FAD が IL-6 アンプ、NF-κB pathway に関与しているかを確認するため、

FAD による NF-κB p65 の核内移行の変化を検討した。 

不死化した H4 を TNF-αにより刺激し、FAD 投与による p65 の核内移行の変

化を観察した。FAD 投与群でも同様に p65 は核内移行し、FAD による移行阻

害を認めなかった(図 9)。 

 

 

図 9. TNF-α刺激による NF-κB p65 の核内移行 

a). TNF-αの刺激により核内移行した p65 は桃色に染まっている。 

b). p65 が核内移行した細胞数の割合。FAD 添加による核移行の変化を認め

なかった。 
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9. 共焦点顕微鏡による STAT3 の核内移行実験 

FAD が JAK-STAT3 pathway に関与しているかを確認するため、FAD による

STAT3 の核内移行の変化を検討した 

不死化した H4 を IL-6 により刺激し、FAD 投与による STAT3 の核内移行の

変化を観察した。IL-6 の刺激から 15 分では STAT3 は核内移行するが、そ

の後は再度核外に戻るために刺激後 30 分では核内の STAT3 の割合は減少す

る。FAD 投与群でも同様な核移行変化を認め、核移行阻害を認めなかった

(図 10)。 

 

 

図 10. IL-6 刺激による STAT3 の核内移行 

a). IL-6 の刺激により核内移行した STAT3 は桃色に染まっている。 

b). STAT3 が核内移行した細胞数の割合。FAD 添加による核移行の変化を認

めなかった。 
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10. ELISA 

RPTEC を各サイトカインで刺激し、刺激後 24 時間の IL-6 発現量を ELISA

により測定した。IL-6 と TNF-α、IL-6 と IL-17 の共刺激ではそれぞれの

単独刺激よりも IL-6 発現は上昇した。IL-6 と TNF-α、IL-17、TGF-βによ

るに対して FAD を添加すると、いずれも IL-6 の発現量が増加した。IL-6

と IL-17 の共刺激でのみ、FAD 投与による IL-6 発現上昇に有意差を認めた

(図 11)。 

 

 

図 11. 非免疫細胞に対するサイトカイン刺激時の IL-6 の発現量。いずれ

の共刺激においても、FAD により IL-6 発現は上昇した。 

(* p<0.05、*** p<0.005) 
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11. FAD 暴露による病原性 CD4+T 細胞の活性変化 

MOG 免疫時の FAD 投与有無の違いで、移入 EAE に変化を認めるかを観察し

た。FAD+群は 4 匹、FAD-群は 7 匹に CD4+T 細胞を移入した。FAD+群では 4

匹全例で麻痺を発症せず、FAD-群では 7 匹中 4 匹で麻痺を発症した(図 11-

a)。FAD-群で臨床スコアが 0 で経過したマウスでも、発症したマウスと同

様に一過性の体重減少を認め、図 11-b のように 2 群で有意な体重差を認め

た。FAD+群では、病原 T 細胞の活性が FAD により抑制され、移入後に麻痺

を発症させなかった可能性があると考えられる。 

 

 
図 12. 病原 T 細胞移入前の FAD 暴露の有無による臨床スコアと体重変化の

推移 

a). 臨床スコアの推移。FAD+群では EAE が抑制され、臨床スコアに有意差

を認めた。 

b). 体重変化の推移。FAD-群でのみ麻痺発症時期に一過性の体重減少を認

めた。(* p<0.05、*** p<0.005) 
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考察 

 

WT の通常飼育、TS、TS＋ES の 3 群において、GC/MS および LC/MS により L5

のメタボローム解析を行い、100 を超える代謝物について検討を行った。TS

により発現が抑制し、TS+ES で増加するものに FAD が挙げられた。同様に

EAE マウスにおいて解析したところ、発症に伴い FAD が経時的に上昇した。

ヒラメ筋刺激に伴う腰髄 L5 刺激、および EAE での L5 腰髄周囲の炎症に伴

い FAD が反応性に上昇している可能性が考えられた。次に EAE 発症前から

マウスに FAD を投与したところ、EAE 発症を有意に抑制した。以上から FAD

は中枢神経の炎症に対して抑制的に作用する因子であると考えられ、次にそ

の機序について検討した。 

移入 EAE では MOG で免疫したマウスの脾臓から病原 T 細胞を採取し移入す

る。この脾臓における免疫細胞の分画では、FAD 投与による違いを認めなか

った。EAE において、L5 腰髄周囲での微小血管で IL-6 アンプが活性化され、

病原 T 細胞は L5 周囲の血液脳関門から髄腔内に入り、L5 レベルで中枢神経

の炎症が起こる。本検討では EAE 発症時の血液脳関門の透過性が FAD によ

り抑制され、L5 周囲での CD4+T 細胞の集積が抑制されたことから、血液脳

関門周囲での IL-6 アンプに対し FAD が抑制的に働き、髄腔内への T 細胞移

行を阻害していると考えられた。 

EAE では L5 周囲血管で IL-6 アンプが活性化することが報告されている

(Arima et al., 2012)。よって次に in vitro で FAD が IL-6 アンプに抑制

的に関わるかを検討した。非免疫細胞の刺激後の RT-PCR、ELISA の検討で

は、FAD により IL-6 発現は上昇した。また IL-6 アンプに関わる NF-κB 

pathway、および JAK-STAT3 pathway への FAD の関与について検討したが、

FAD 投与による変化を認めなかった。EAE は高血糖下での症状悪化、ROS 活

性の関与の報告があるため(Cao et al., 2017; Kleinewietfeld et al., 

2013; Zhang et al., 2019)、培養液の条件、FAD 投与量の調整による条件

検討を行ったが、いずれも in vitro では FAD による IL-6 の発現低下を認

めなかった。 

FAD はビタミン B2 であるリボフラビンから誘導される酸化還元反応の補因

子であり、水素の授受に関与する。例えば LSD1(リジン特異的脱メチル酵素

1)はメチル化されたヒストン 3 リジン 4(H3K4)を脱メチル化し、ミトコンド

リア内での転写抑制やエネルギー代謝に関わる酵素であり、FAD 依存性であ

る(Duteil et al., 2014; Hamamoto et al., 2015; Hino et al., 2012)。

LSD1 は好気呼吸や脂肪分解等のエネルギー消費に関わる遺伝子を負に制御
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する。つまり、LSD1 が活性化されるとエネルギー消費を抑制し、一方 LSD1

の活性抑制により飢餓刺激下では貯蔵エネルギーの消費を亢進させるとさ

れている。FAD によるマウスの体重変化はこの一連のエネルギー消費に関連

した反応である可能性があるが、FAD はエネルギー代謝を直接的に制御する

ものではない。また WT における体重減少がエネルギー消費亢進によるもの

だとしたら、その誘因が明らかでなかった。このように FAD がエネルギー産

生や細胞代謝に関わることからも、先に述べた in vitro での条件検討を行

ったが、FAD が IL-6 アンプを抑制し、中枢神経の炎症を抑制するという仮

説には矛盾する結果だった。 

次に FAD が病原 T 細胞の機能を直接的に阻害する可能性を考えた。MOG 免疫

時に FAD を投与したマウスから CD4+T 細胞を採取しこれを移入したところ、

移入 EAE での発症が抑制された。移入後のマウスには FAD 投与を行ってい

ないことから、免疫時の FAD 暴露により CD4+T 細胞が MOG に対して病原性

を獲得しなかった可能性が考えられる。しかし免疫 EAE からの脾臓細胞採

取、FACS による細胞分画の評価では FAD 投与有無による免疫細胞の分画の

違いを認めておらず(実験結果 3)、今回検討していない細胞マーカーについ

ての追加検討など、CD4+T 細胞の機能的変化についてさらなる検討が必要で

ある。 
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第 2 章 

 

中枢神経炎症と排尿機能障害との関連の検討 

 

(studies on the impact of inflammation of central nervous system 

 to urinary dysfunction) 
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緒言 

 

MS では初期に排尿症状を認めることは少ないが、50～90%で過活動膀胱を

呈し、その半数は排尿筋尿道括約筋協調不全を呈するとされる。しかし脱

髄部位により神経症状は異なり、また再燃・寛解の経過を通じて症状が変

化するため、患者により排尿症状は多彩である。未だ排尿障害の診断や治

療には苦慮することがある(Aharony et al., 2016)。 

中枢神経の自己免疫疾患および炎症性疾患での排尿障害ついての検討、モ

デル動物での排尿障害の検討は少ない(Mizusawa et al., 2000; Negoro et 

al., 2013)。中枢神経の炎症性疾患では排尿症状が個々で変化するため、

治療オプションも異なる。さらに急性期でみられた身体的な症状が軽快し

た後も、排尿障害が残存する症例が存在する。また、下部尿路障害の原

因・機序は多様であり著しい QOL 低下の原因となりうるが、下部尿路障害

と中枢神経の炎症や精神的ストレスとの関係についての検討・報告は少な

い。 

MS の動物モデルである EAE において、特定の神経回路の活性化により特定

の血管ゲートが形成され、局所炎症が起こる機序であるゲートウェイ反射

が報告されている(Andersson and Tracey, 2012; Kamimura et al., 2020; 

Tracey, 2016)。また、EAE ではストレス応答により脳内で生じた微小炎症

が、神経回路を新たに活性化させることで、その神経に支配される臓器の

機能を変容させる可能性が示唆された(Arima et al., 2017) 。 

EAE モデルを用いて、中枢神経の自己免疫疾患および炎症による排尿変化

について検討した。また下部尿路障害モデルに EAE を誘導し、中枢神経の

炎症誘導や下部尿路症状に対するストレス反応について、ゲートウェイ反

射を応用し検討した。 
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方法 

 

1. 実験動物 

生後 6-8 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに第１章で述べた処置を行い、移入

EAE モデルを作成した。対照として EAE 処置を行わない雌性 C57BL/6 マウ

スを wild type (WT)群とした。 

下部尿路障害モデルは同様の C57BL/6 マウスに対して後述の処置を行い、

下部尿路閉塞モデル（BOO：bladder outlet obstruction）および間質性膀

胱炎モデル(IC：interstitial cystitis)を作成した。 

本研究に関する実験プロトコールは北海道大学動物実験委員会によって承

認された。 飼育および実験に関しては、北海道大学医学研究科「動物実験

に関する指針 （Guide for the Care and use of Laboratory Animals）」

に準拠した。 

 

2．24 時間排尿記録  

移入 EAE モデルにおいて、病原 T 細胞移入前(6 週齢)、臨床スコアのピー

ク時、移入後 4 週、6 週にそれぞれ排尿代謝ケージを用いた aVSOP 法

(automated Voided Stain on Paper：アレイバイオサイエンス, Kyoto, 

Japan)(Negoro et al., 2013)により 24 時間の排尿回数と 1 回尿量を計測

した。同一週齢の WT 群の排尿変化も追跡した。 

 

3. 組織の凍結保存 

ペントバルビタール(0.04mg/g body weight)の腹腔内投与によりマウスを

麻酔し、冷 PBS に心還流後、膀胱、脊髄、脳を摘出した。組織は SCEM 

compound で包埋し、-80℃で保存した。 

 

5. 膀胱の組織学的検討 

移入 4 週後の EAE と、10 週齢 WT の凍結膀胱をミクロトームにて 10μm に

薄切し、組織学的検討のため Hematoxylin and eosin(HE) 染色を行った。 

各サンプルで膀胱筋層の厚さをランダムに 3 か所計測し、平均値を比較し

た(EAE n=2、WT n=2) 

 

6. 膀胱機能学的検討  

ペントバルビタール (0.04mg/g body weight)の腹腔内投与による麻酔後に

下腹部正中切開をおき、膀胱頂部からポリエチレン製カテーテル(PE-50, 
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Clay Adams, Parsippany, NJ)を挿入し、先端を膀胱内に留置した。カテー

テルは 6-0 吸収糸にて膀胱壁に固定し、周囲に明らかなリークがないこと

を確認した後に、もう一方の先端をマウスの背側から体外に出した(Uvin 

et al., 2012)。下腹部を閉創し翌日、覚醒下に三方活栓を介してカテーテ

ルを圧モニターおよび生理食塩水注入ラインと接続し、尿流動態測定シス

テム（Nihon Kohden, Tokyo, Japan）にて膀胱内圧測定(CMG：

cystometrography)を行った。生理食塩水を 1.2ml/h で注入し、排尿時圧を

Acq Knowledge 3.7.1 (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA)にて記

録し解析した。 

 

7. 脊髄、脳の免疫蛍光染色 

移入 4 週後の EAE と、10 週齢 WT の L5 腰髄をミクロトームにて 14μm に薄

切し、CD4、MHC classⅡによる免疫蛍光染色を行った。染色手順は第 1 章-

8 と同様に行った。CD4 染色は一次抗体に FITC anti-mouse CD4 Antibody 

(100510, Biolegend, Tokyo, Japan)を使用、MHC Class Ⅱ 染色は MHC 

Class Ⅱ (I-A/I-E) Monoclonal Antibody (M5/114.15.2) Biotin(13-

5321-85, eBioscience, San Diego, CA, USA)と Streptavidin PE-

Cyanine7 Conjugate (10-4317-82, eBioscience)を使用した。 

脳は 10μm に薄切し、同様の手順で cfos 染色を行った。一次抗体、二次抗

体はそれぞれ anti-c-Fos antibody(ab208942, abcum, Cambridge, UK)、 

Goat anti-mouse IgG1 cross- adsorbed secondary antibody, Alexa 

Flour 488（A21121, Thermo Fisher scientific, waltham, MA, USA）を使

用した。 

 

8. 下部尿路障害モデルの作成 

下部尿路障害の疾患モデルとして、下部尿路閉塞(BOO：bladder outlet 

obstruction)モデルと、間質性膀胱炎(IC：interstitial cystitis)モデル

を作成した。BOO モデルは尿道狭窄や前立腺肥大症の疾患モデルであり、

排出障害、残尿増加、頻尿等を呈する(Kanno et al., 2016; Metcalfe et 

al., 2010)。IC モデルは膀胱痛、1 回蓄尿量の減少、頻尿等を呈する

(Dogishi et al., 2015; Dogishi et al., 2017; Homan et al., 2013)。 

BOO は生後 8 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに対しペントバルビタール腹腔内

投与による麻酔ののち、下腹部正中切開をおいた。尿道周囲を剥離し、

0.55mm の金属ロッドを介在して 4-0 絹糸で尿道周囲を結紮した。金属ロッ

ドを除去し、腹部を閉創した。対照となる sham 群では、尿道周囲の剥離の
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みを行い閉創した。 

IC モデルは生後 6 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに対し同様の麻酔を行い、

0.5% 過酸化水素(H2O2) 50μL を経尿道的に膀胱内に注入し、60 分後に生

理食塩水で洗浄した。Sham 群では H2O2 の代わりに生理食塩水を 50μL 膀胱

内に注入した。処置日を day0 とした。 

IC モデル(day1、day7、day14)の膀胱組織を HE 染色し、同一週齢の sham

と比較した。また、BOO モデルにおいて 24 時間排尿記録を行い(処置前 8

週齢、10 週齢、12 週齢、14 週齢、16 週齢)、同様に sham と比較した(各群

n=4)。 

 

9．下部尿路障害モデルに対する病原 T 細胞の移入 

8 週齢で BOO 処置を行い、16 週齢で MOG 特異的病原性 CD4+T 細胞を移入

し、EAE スコアの変化を BOO-sham と比較した(BOO n=13、sham n=10)。 

IC マウスは 6 週齢で IC 処置を行い、day1 に病原 T 細胞を移入し、IC-sham

と EAE スコアを比較した(n=10 ずつ)。 

 

10. 統計学的解析  

データは中央値±標準誤差で示した。解析は群間の比較に Student’s t 

tests を用い、p-value <0.05 を有意差ありとした。 
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結果 

 

1. 移入 EAE モデルのスコアリング 

6 週齢の雌性 C57BL/6 マウス(n=6)に病原 T 細胞を移入すると、図 12 のよ

うに day10-12 をピークに麻痺を発症し、day20 頃に定常状態となった。 

 

 

図 12. 移入 EAE マウスの臨床スコア 

day10-12 をピークに一過性の麻痺を発症した。 
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2. 24 時間排尿記録 

6 週齢で病原 T 細胞を移入した移入 EAE と、同一週齢の WT 群の 24 時間排尿

記録を比較した(WT n=4、EAE n=6)。WT 群では、図 13 のように 1 日排尿回

数や１回尿量の週齢による有意な変化を認めなかった。一方 EAE 群では麻

痺発症とともに 1 日排尿回数が減少し、1 回平均容量が増加した。移入後 6

週目で麻痺が寛解した後も、1 回尿量は増加したままであり、10 週齢で WT

群との間に有意差を認めた。 

 

 

図 13. EAE 群と WT 群の排尿変化 

a). 1 日排尿回数の変化 

WT では週齢間の変化がないのに対し、EAE では週齢とともに排尿回数の減

少を認めた。(* p<0.05、**<0.005) 

b). 1 回平均尿量の変化 

WT では週齢間に有意な変化を認めなかったが、EAE では 1 回尿量が増加し、

麻痺が寛解した 12 週齢でも 1 回尿量は増加したままだった。 
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3. 膀胱の組織学的検討 

1 回尿量の違いがみられる WT 群と EAE 群で、それぞれ 10 週齢(EAE は移入

4 週後)の膀胱組織を HE 染色により比較した。WT 群と EAE 群の膀胱におい

て形態学的変化を認めなかった(図 14)。筋層の厚さは EAE で 344.6(±

12.61)μm、WT で 323.2(±6.13)μm (p=0.133)で有意差を認めなかった。 

 

図 14. 10 週齢の膀胱組織の HE 染色(a：EAE 群、b：WT 群) 

組織学的な違いを認めなかった。 
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4. 膀胱機能学的検討 

6 週齢の雌性 C57BL/6 マウスに病原 T 細胞を移入し、8 週齢、10 週齢、12 週

齢で CMG を施行し排尿時膀胱内圧を測定し、同一週齢の WT と比較した(n=3-

4)。WT 群では膀胱内圧は経時的に有意な変化がなかったのに対し、EAE 群で

は 10 週から 12 週にかけて膀胱内圧が有意に上昇し、12 週齢において WT 群

との間に有意差を認めた。 

 

 

図 15．EAE 群と WT 群における CMG による排尿時圧の変化 

EAE 群では 10 週齢から 12 週齢にかけて排尿時圧が上昇し、12 週齢で WT と

の間に有意差を認めた。(* p<0.05) 
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5. 脊髄の免疫蛍光染色 

移入 4 週後の EAE と 10 週齢 WT の腰髄 L5 を CD4、MHC classⅡで染色した。

EAE で L5 周囲に CD4、MHC classⅡ陽性細胞を認めた(図.16)。 

 

図 16. 腰髄 L5 の免疫蛍光染色(CD4、MHC classⅡ) 

移入 4 週後の EAE では L5 周囲で CD4、MHC classⅡ陽性細胞を認めた。 
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6. 脳の免疫蛍光染色 

EAE後の排尿中枢の神経活性の確認として、中脳水道の cfos染色を行った。

EAE スコアがピークの頃には中脳水道周囲で cfos 陽性となったが、移入 4

週後では同部の cfos は陰性であった(図 17)。 

 

 

図 17. PAG の免疫蛍光染色(cfos) 

EAE ピーク時には PAG 周囲で cfos 陽性であったが、移入 4 週後には cfos 活

性を認めなかった。 
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7. IC モデルの膀胱 HE 染色 

IC モデルと IC-sham マウスの膀胱組織を HE 染色により比較した。IC では

H2O2投与翌日に膀胱間質の著明な浮腫を認めた。徐々に浮腫は軽減した

が、処置後 14 日目でも浮腫は残存していた(図 18)。 

 

 

図 18. IC と IC-sham マウスの膀胱 HE 染色の変化(上段：IC、下段：sham) 

IC では H2O2 投与により粘膜下層の著明な浮腫を認め、投与 14 日目において

も浮腫が残存していた。 
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8. BOO モデルの 24 時間排尿記録 

8 週齢で処置した BOO 群(n=4)と BOO-sham 群(n=4)の 24 時間排尿記録を行

い、1 日排尿回数と 1 回排尿量の変化を比較した。8 週齢の評価は処置前に

行った。BOO-sham 群では 1 回尿量、排尿回数ともに経時的に有意な変化を

認めなかった。BOO 群では処置後から 1 回尿量が減少、1 日排尿回数は増加

し、術後 8 週で術前と同程度の排尿状態に戻った。BOO 群では 1 回尿量、排

尿回数ともに 8 週齢と 10 週齢の間に有意差を認めた(図 19)。 

 

 
図 19. a). BOO と b). BOO-sham の 24 時間排尿記録の変化 

BOO 群では 8 週から 10 週にかけて 1 回尿量が減少し、排尿回数が増加した。

(* p<0.05)Sham 群では週齢による有意な変化を認めなかった。 
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9. 下部尿路障害モデルに対する病原 T 細胞の移入 

術後 8 週の BOO と BOO-sham(BOO n=13、sham n=10)、処置後 1 日目の IC と

IC-sham(IC n=10、sham n=10)にそれぞれ病原 T 細胞を移入した。 

BOO、IC ともに病原 T 細胞移入後の臨床スコアは、sham マウスと比較して有

意な変化を認めなかった(図 20)。 

 

 

図 20. 病原性 CD4+T 細胞移入後の臨床スコアの変化 

a). BOO と BOO-sham の比較。 

b). IC と IC-sham の比較。 

BOO、IC ともに sham との間に有意な変化を認めなかった。 
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考察 

 

EAE 移入マウスでは麻痺発症とともに 1 日排尿回数が減少し、1 回平均尿量

が増加した。麻痺が発症する頃には一過性に体重減少を認め、衰弱や食餌摂

取が減少するマウスもいる。よって排尿回数は飲水量の変化により変動しう

る。一方 1 回尿量、膀胱容量は体重変化や衰弱による変化は少なく、神経障

害の影響を受けていると考えられる。免疫 EAE モデルでの排尿評価を行っ

た報告(Negoro et al., 2013)では同様に aVSOP により 1 回尿量を測定して

おり、急性期、慢性期にかけて次第に 1 回尿量は減少したと報告しており、

本研究とは異なる結果であった。しかしこのモデルは day20 に麻痺がピー

クに達したのちも麻痺が維持され、今回評価に用いた麻痺寛解を呈する移入

モデルとは臨床症状が異なる。実際、動物種の違いや系統の違いで EAE に感

受性の差があり、EAE 誘導に用いる神経抗原やペプチドの有無により麻痺の

発症は異なることが報告されている(山村, 1997)。麻痺が寛解する移入 EAE

モデルの排尿評価としては、今回が初めての報告である。組織学的評価にお

いて、EAE による膀胱の形態学的な変化がなかったこと、麻痺寛解後も EAE

マウスでは L5 腰髄周囲に CD4 や MHC classⅡ陽性細胞が残存しており、神

経学的に排尿機能の変化が表れている可能性が示唆された。たとえばヒトで

も、中枢神経の感染症、自己免疫疾患等の炎症性疾患の治療後に四肢の麻痺

等の身体的症状が改善した場合でも、排尿障害が残存し治療継続が必要なこ

とは稀ではなく、これらを再現している可能性が考えられた。また、麻痺寛

解後に EAE マウスでは排尿時膀胱内圧の上昇を認めた。排尿時の膀胱収縮

があるにも関わらず、尿道括約筋が弛緩しない排尿筋尿道括約筋協調不全で

は、収縮時膀胱内圧が上昇する。これは神経因性膀胱の一症状として起こる

可能性がある。また、今回排尿評価を行った移入 EAE モデルは、麻痺寛解後

に痛み刺激を加えることで麻痺が再燃することが確認されている(Arima et 

al., 2015)。これは、痛み刺激により中枢神経系に残存している CD11b 陽性

MHC classⅡ高発現のモノサイトが L5 腹側血管に集積することで炎症が再

燃するためであり、MS においても疼痛を契機に臨床症状が悪化することが

あり、より MS の病態に近いモデルといえる。今後、症状スコア再燃後の排

尿評価を行うことで、今回得た EAE での排尿変化と、中枢神経の炎症との関

連がより詳細に評価できる可能性があると考えられる。 

今回は EAE での排尿変化のメカニズムまでは明らかにすることはできなか

ったが、ヒトにおける中枢神経の炎症性疾患、特に MS における排尿障害を

より高く再現している可能性があると考えられた。EAE における排尿メカニ
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ズムと、これに関与する因子が特定できれば、MS および中枢神経系の炎症

疾患による排尿障害の治療に新たな介入ができる可能性がある。 

BOO や IC の下部尿路障害モデルに対して EAE 移入を行うことで、正常マウ

スとの間に違いが見いだせるか、間接的にマウスのストレスを評価できるか

を検討した。BOO は前立腺肥大症のモデルである。前立腺肥大症は、排出障

害、頻尿、残尿量の増加、夜間頻尿を伴う場合には睡眠障害等の症状をきた

す慢性的な排尿障害である。また間質性膀胱炎は膀胱の痛み，頻尿，強い尿

意，排尿困難など，膀胱や排尿に関する極めて不快な症状をもたらす難治性

の疾患であり、その症状により生活上の不便さから QOL を低下させる (間

質性膀胱炎・膀胱痛症候群診療ガイドライン)。IC モデルは酸の膀胱内注入

により機械的な炎症を起こすが、痛みに対するマウスのリッキング行動は一

週間程度観察され、細胞浮腫などの組織学的変化は 2 週間程度続き、ある程

度長期の炎症を維持したモデルである(Dogishi et al., 2015; Dogishi et 

al., 2017)。今回はこれら BOO、IC モデルに対して病原 T 細胞を移入した。

BOO、IC ともに EAE 移入による臨床スコアにおいて sham との間に違いを認

めず、下部尿路障害モデルにおいて病原 T 細胞移入による症状は通常の EAE

と同様な病態を示した。病原 T 細胞は特定の神経活性に伴う微小炎症を生

じた部位に誘導されるが、下部尿路障害モデルでも重力刺激による L5 腰髄

周囲血管の微小炎症に勝る炎症部位はなかったと考えられ、ゲートウェイ反

射を応用しての間接的なストレス評価、下部尿路障害モデルにおける微小炎

症誘導の評価はできなかった。 

BOO モデルでは排尿障害が確立する時期として、定常状態になった術後 8 週

目で病原 T 細胞を移入した。IC モデルでは膀胱の炎症は 2 週間程度確認さ

れたが、痛みや膀胱の炎症が最も強い処置翌日に病原 T 細胞を移入した。今

回はそれぞれのモデルマウスにおいて、１点のみで病原 T 細胞の移入を行

った。マウスが最もストレスを感じている時期や、微小炎症が生じている時

期として移入が適切なタイミングであったかどうか、検討が必要であると考

える。 
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結論 

 

①本研究全体から得られた新知見 

・FAD は中枢神経の刺激により上昇し、炎症を抑制した。 

・FAD は EAE による血液脳関門の血管透過性低下を阻害し、病原 T 細胞の

腰髄周囲への集積を抑制した。 

・移入 EAE マウスにおいて、臨床スコアに相関しない不可逆的な排尿変化

を認めた。 

・モデルマウスを用いて中枢神経の炎症による排尿障害を確認できた。 

 

②新知見の意義 

・FAD は炎症性疾患に対して実臨床で使用されている。中枢神経の炎症疾患

に対して治療薬として使用できる可能性がある。 

・多発性硬化症や中枢神経の自己免疫疾患の排尿障害について、EAE マウス

を用いて検討できる可能性がある。 

 

③今後の展望・課題 

・中枢神経の炎症に対する FAD の抑制作用について、その作用部位と機序に

ついてさらに検討が必要である。 

・FAD の投与経路と至適投与量の検討が必要である。 

・中枢神経の炎症による排尿障害の機序・治療について、さらなる解明が必

要である。排尿障害に対する FAD の効果を確認する。 
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