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１．序論  

	 外傷や炎症などによる中枢神経系におけり神経障害は、現在、主としてMRIなどの画像診断により

判断されており、神経障害性を判断するために有用な診断マーカーは全く存在しない。例えば、自己

免疫性脱髄疾患で国の難病に指定されている多発性硬化症(MS)では、診断マーカーとして、脳脊髄液

中のオリゴクローナルバンド、または血清中および髄液中のIgGの量的変化を評価するIgG	 インデッ

クスを用いるが、共に特異性や病態・病勢との関連性が不明確であるために十分な診断に至らない。

ところが、我々が発見した神経回路形成に寄与する機能分子Lateral	 olfactory	 tract	 usher	 

substance	 (LOTUS)は、脳梗塞やMS患者の脳脊髄液中で病勢に応じた顕著な変動が認められた。そこ

で、本研究は、LOTUSの発現変動を指標とした中枢神経系の神経障害診断薬の開発を目指し、外傷性

または炎症性神経障害の診断・病勢を評価する新規バイオマーカーとしてのLOTUSの有用性を検討す

ることを目的とする。	 

	 

２．方法 

	 6％ゲルを用いた SDS-PAGE と抗 LOTUS 抗体によるウエスタンブロテッィング法により、ヒトの脳脊髄

液から LOTUS タンパク質を検出• 同定した。ウエスタンブロッティング法によって見いだされた抗

LOTUS 抗体陽性のバンドが LOTUS であることを確認するため、SDS-PAGE 後に CBB 染色し、当該バンドを

採取して質量分析計にかけて解析した。	 

	 次に、分子生物学的手法を用いて培養細胞より精製した LOTUS の濃度を定量測定し、適当な濃度に希

釈した検量線用サンプルを４種準備した。脳脊髄液検体を用いて SDS-PAGE を行う際、希釈した 4 種の

検量線用サンプルも同一ゲル上に流してウェスタンブロッティングを行った。出現した抗 LOTUS 抗体陽

性バンドの反応強度をイメージアナライザーで測定し、希釈した 4種のサンプルの濃度と測定した反応

強度より作成した検量線より当該バンドの LOTUS 濃度を算出した。	 

 

３．結果 

	 ウェスタンブロッティング法と質量分析法を用いてヒトの脳脊髄液から LOTUS	 を検出・同定に成功

した。そして、上記の検量線を作成して脳脊髄液中の LOTUS 濃度を測定する方法を確立し、健常人

(normal	 control:	 NC)、多発性硬化症(MS)、筋萎縮性側索硬化症（ALS）、多系統萎縮症(MSA)の患者の

脳脊髄液検体で LOTUS	 濃度を比較した結果、多発性硬化症の患者では LOTUS	 濃度が著明に低下してい

ることが判明した（図１）。多発性硬化症の多くは再発と寛解を繰り返す再発寛解型であり、さらに病



状が進むと緩徐に神経障害が進行する二次進行型の病型に移行することが知られているので、多発性硬

化症の患者を再発期(relapse)、寛解期(remission)、二次進行期(SPMS)の 3 つの病期に分けて LOTUS

濃度の解析を行ったところ、再発期には LOTUS 濃度は著明に低下していたが、寛解期では健常人と同程

度まで改善していることが明らかとなった。更に、二次進行期では明らかな再発がなくとも LOTUS 濃度

の低下が認められた（図２）。一方で、LOTUS 濃度が減少した検体の中には既存の診断マーカーが陰性

である症例も多数含まれたり、MRI 検査では検出されない再発が LOTUS 濃度の測定で検出可能であった

りすることが示された。	 

	 以上の結果より、LOTUS 濃度が多発性硬化症の病勢に一致して変動することが示された。 

 
（図 1）	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 （図 2）  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 

４．考察と展望 

	 本研究によって多発性硬化症の病勢に伴いLOTUS濃度が変動することが明らかにされた。LOTUS濃度

が減少した検体の中に既存の診断マーカーが陰性である症例があったり、MRI検査では検出されない

再発がLOTUS濃度の測定で検出可能であったりしたことから、LOTUS濃度の脳脊髄液中での変化は、既

存のマーカーを越えたバイオマーカーである上、MRIで検出できない症例を見いだす高感度のバイオ

マーカーであると考えられる。今後、多発性硬化症の再発や神経障害の進行を早期に診断できるバイ

オマーカー(診断薬)として臨床応用され、早期治療や新たな治療戦略の発展につながることが期待さ

れる。現在、ウエスタンブロッティング法ではなく、2種の抗LOTUS抗体によるサンドイッチ法による

ELISAキットを開発中で、それによって400-600検体を用いた検証実験を計画している。それによって

薬事申請を計画している。	 

	 また、LOTUSは、中枢神経系の再生を阻む中心分子であるNogo受容体に対する強力な拮抗作用を有

することから（Sato	 et	 al.,	 2011,	 Kurihara	 et	 al.,	 2012,	 2014）、本研究結果はNogo受容体が病

態に関連する多発性硬化症の病態解明へ繋がることが期待される。他方、二次進行型（SPMS）におけ

るNogo受容体の作用による神経再生阻害は病態進行に深く関与すると考えられ、LOTUSが治療薬とし

て奏功する可能性も期待される。	 
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