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緒緒  言言  

 
多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）には世界中で 200 万人以上が罹患している。若年成人に好発であるため、

その治療費と労働力などの社会的損失から、社会経済に与える影響の大きな疾患である。詳細な病因が分かっておらず、

未だに完治する方法はない。免疫細胞の無秩序な中枢神経への浸潤と血液脳関門（blood-brain barrier：BBB）の破綻

が MS 病変の初期変化として広く受け入れられている。BBB 構成内皮細胞は、隣接する細胞間で密着結合        
（tight junction：TJ）を形成し脳内のホメオスタシスを維持している。MS 剖検例や動物モデル（experimental 
autoimmune encephalomyelitis：EAE）を用いた病理学的な検討では、MS 病変では TJ が低下し、免疫細胞浸潤に

必要な接着因子が高発現している。これまで EAE が MS 病態の理解、新薬の開発に貢献してきたが、EAE の多くは

初期病態のみを反映し、EAE に有効な多くの候補薬が MS 患者に無効であることから、MS 病態がより複雑であるこ

とは明確であり、従来の EAE を用いた研究では、MS 特異的な BBB 破綻メカニズムの解明は困難である。更には、

MS患者由来免疫細胞を用いた研究が盛んに行われ、MSの病態解明に貢献し、免疫細胞をターゲットとした治療法を

開発してきた。ただし、免疫を標的とした治療法は進行期には効果がないこと、生理的な免疫監視システムまでも抑制

することで、感染症が副作用として発症することが重大な問題であり、特に進行期患者に対する新たな治療戦略開発が

緊急の課題である。BBB破綻が病態進行に大きく関わり、GWASデータ解析でMSでは疾患感受性遺伝子が主に内皮

細胞に存在することから［1］、MS 患者では遺伝的にBBB 破綻をきたしやすい素因が存在する可能性がある。従って

本研究では、「MS患者のBBB破綻機序に着目して、これまでにない発想のBBBを標的とした革新的治療方法の開発

につながる候補分子の同定」を目指した。 
これまでの BBB 研究は実験動物、もしくはヒト血液／脳脊髄液と健常人 BBB モデルを使用し、免疫細胞や血清に

存在する因子がBBB を破綻させるメカニズムの理解を深めてきた。これらはMS 患者由来BBB サンプルが存在しな

いことに起因する。ヒトとモデル動物ではBBB構成タンパクに質的・量的な違いがあり［2］、研究にはヒト由来生体

材料を用いることが望ましい。ただし、ヒト由来BBBサンプルは制限されており、特に脳生検が一般的ではない病気

では研究サンプル確保が困難である。その結果、ヒト剖検例などから作製された不死化細胞株が広く使用されてきた。

残念ながらこれらのモデルの多くは、タイトなバリアやトランスポーター、免疫細胞の遊走に必要な接着因子発現など、

多くのvivoの性質を失っている。近年の幹細胞技術の発達により、BBB構成細胞がES細胞もしくは iPS細胞から分

化できるようになった。特に、疾患由来BBBモデルはBBB破綻病態を解明する新たなツールとして有用である。BBB
の分化には、①血清を用いて血管内皮細胞と神経前駆細胞を共分化させ、内皮細胞に特異的な細胞外基質を用いて内皮

細胞を選択する方法［3］、②化学的な分化方法により直接 BBB 構成内皮細胞を分化させる方法［4］の 2 種類のプロ

トコールが広く使用されている。ただし、これらのBBBモデルは上皮と内皮の両者の性質を有し［5］、免疫細胞遊走

に関わる重要な接着因子を発現しておらず、神経免疫分野の研究には適さない。以上の経緯から、筆者は iPS細胞由来

新規BBB モデルの開発に取り組み、③iPS 細胞から内皮前駆細胞を経由し、複数回の選択的継代を行い内皮細胞の純

度を増すことで、ヒト脳微小血管内皮細胞の初代培養と同様の形態、バリア機能、接着因子の発現を有するBBBモデ

ルの開発に成功した［6］。さらには、MS 患者では健常者に比べ、BBB のバリア機能が低下していることを明らかに

し、MS病変のBBB異常が iPS細胞を使って in vitroに再現できること、同モデルがMSの病態解明・新規治療法開
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発に使用できることを示した［7］。本研究では、同方法を用いて分化誘導したMS患者由来BBB構成内皮細胞のトラ

ンスクリプトーム発現を健常人と比較することで、MS でのBBB 破綻に関与する候補遺伝子を同定することを目的と

した。MSでは400を超える発現変動遺伝子が見出され、それらを基にした reactome pathway解析の結果とそれぞれ

の候補遺伝子の分子機能、生物学的プロセス、細胞内局在を検討し、BBB の発達や維持に関与する候補を複数同定し

た。そのうち候補Xについては、複数の小分子を用いて健常人由来BBB構成内皮細胞の機能を阻害することで、BBB
構成蛋白質である claudin-5 の発現が低下し、小分子の透過性が亢進すること、つまりはMS同様のBBB 破綻が健常

人に再現できることを示した。同結果は、BBB 構成内皮細胞のバリア機能を小分子の投与によって破綻させることが

できる、すなわち人為的に BBB を操作することができることを示している。今後は、より詳細な BBB 破綻メカニズ

ムを解明することでBBBを標的とした創薬を目指す。 
 

方方  法法  

 
11．．BBBBBB構構成成内内皮皮細細胞胞のの分分化化誘誘導導  
再発寛解型MS 患者 4 例と健常人 3 例の末梢血単核球から作製した iPS 細胞（MS 患者 7 株、健常人 6 株）を使用

した。我々が独自に開発した方法［6，8］で内皮細胞の形態とトランスクリプトーム発現を有するかつ、接着因子の発

現に優位性のあるBBB構成内皮細胞に分化誘導した。具体的には、iPS細胞をmatrigel™、mTeSR1™を使用して維持

培養を行い、未分化細胞が維持できていることを確認した後に分化誘導を開始した（day -3）。まずは、維持培養同様の

培地、細胞外基質を用いて iPS細胞の拡大培養を行い、day 0とday1に8μMのCHIR99201を添加したLaSR培地

（advanced DMEM/F-12TM＋GlutamaxTM＋L-ascorbic acid）を使用することでWnt／β-catenin シグナルを活性化

し、内皮前駆細胞の分化を行い、培養 5 日目に CD31 陽性細胞をポジティブセレクションにより Magnetic activated 
cell sorting（MACS）で採取した。CD31陽性細胞を typeⅣ collagenでコーティングしたプレートにまき、コンフル

エントまでhECSR培地（human endothelial SFMTM＋B-27TM＋FGF-2）で培養した。内皮前駆細胞は内皮細胞と平

滑筋様細胞に共分化するため、プレートへの接着能の差異（内皮細胞と比べて平滑筋様細胞の接着が強い）を使用して

内皮細胞を選択的に継代した。2～3回の継代でほぼ純粋な内皮細胞が採取でき、以下の実験に使用した。 
 

22．．RRNNAA採採取取ととRRNNAAsseeqq解解析析  
BBB構成内皮細胞からHigh Pure RNA Isolation Kit（Roche）を用いてRNAを採取した。TruSeq stranded mRNA 

library prep（illumina）を用いて cDNA ライブラリを作製し、60～100 M reads/library のシークエンスを行った。

Quality control後にHiSat2を用いてReference genomeへのマッピングを行い、FeasureCountsを使用して readを

カウントした。DESeq2を使用して発現変動遺伝子を解析し、reactome pathway解析、GO解析を行った。 
 

33．．小小分分子子をを用用いいたた候候補補XXののノノッッククダダウウンンとと機機能能解解析析  
健常人由来BBB構成内皮細胞（extended endothelial cell culture method-derived brain microvascular endothelial 

cell：EECM-BMEC-like cell）に、本研究で同定した候補遺伝子Xの機能を阻害する小分子（Compound A～D）もし

くはDMSO（control）を作用させた。BBB 構成内皮細胞は chamber slide にCompound もしくはDMSO の存在下

に培養し、既報［6，8］同様に固定、免疫染色を行い、tight junctionである claudin-5とadherence junctionである

VE-cadherin の発現を検討した。小分子の透過性の検討は、両者を既報［6，8］同様に cell culture insert に培養し、

6日後にsodium fluorescein（NaFl、分子量376 Da）の透過性を検討した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．MMSS患患者者由由来来BBBBBB構構成成内内皮皮細細胞胞ににはは健健常常人人にに比比べべてて440000以以上上のの発発現現変変動動遺遺伝伝子子がが存存在在すするる。。  
 MS 患者でのBBB 破綻に関与する候補遺伝子を同定するために、患者由来 iPS 細胞からBBB 構成内皮細胞を分化
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誘導し、トランスクリプトーム解析を行った。健常人に比べ MS では恒常下で 400 以上、炎症性サイトカインの刺激

下で約 280 の発現変動遺伝子が存在した。恒常下での発現変動遺伝子を基にした reactome pathway analysis を用い

てMSで障害されているpathwayを複数同定した（非提示）。そのうち、2つのpathwayに関してはMSとの関連や

BBBの機能維持について過去に報告されていた（文献省略）。また、発現変動遺伝子の解析結果から、遺伝子多型がMS
感受性遺伝子と報告されている候補XがMSで優位に低下していることを同定した（文献省略）。 
 
22．．候候補補XXをを阻阻害害すするる小小分分子子のの投投与与にによよりり健健常常人人由由来来BBBBBB構構成成内内皮皮細細胞胞ににももMMSS同同様様ののBBBBBB破破綻綻がが再再現現ででききるる。。  
  候補XのBBB構成内皮細胞における機能を解析するために、健常人由来BBB構成内皮細胞（EECM-BMEC-like）
に候補 X の機能を阻害することが知られている複数の小分子（Compound A～D）を作用させた。いずれの小分子も

adherence junctionであるVE-cadherinの発現は変化させずに細胞間結合は保たれていた（図1）。興味深いことに、

Compound AとBがBBB構成内皮細胞の tight junctionである claudin-5を破綻させたのに対し、同様に候補Xを阻

害することが知られているCompound C とD では claudin-5 の破綻がみられなかった（図 1）。候補X には複数の機

能が知られており、小分子毎に阻害様式が異なることにより、下位のシグナル伝達が変わり、claudin-5 破綻の程度に

差が出ることが推察された。 
 次に、tight junctionを破綻させることが判明したCompound AがBBBの重要な機能である小分子の透過性を変化

させるかを検証した。0.4μm poreの cell culture insertにEECM-BMEC-like cellをCompound Aもしくはコントロ

ールとして使用した DMSO の存在下に培養し、十分にコンフルエントになった培養 6 日後に、小分子である sodium 
fluorescein（NaFl：分子量376 Da）の透過性を検討した。Compound Aを作用させた健常人由来BBB構成内皮細胞

では、小分子の透過性が優位に高かった（図2）。この結果は、BBB構成内皮細胞を人工的に操作することで健常人由

来 BBB 構成内皮細胞にも MS 患者でみられる BBB 破綻が再現できることを示している。今後は Compound 毎の違

いを検討することで、候補XがBBB機能に与えるより詳細な分子メカニズムとその下位シグナルを同定する。以上に

より、1）BBBを強固にするという治療戦略の確立や、2）一過性にBBBを破綻させる（BBBを開く）ことで中枢神

経内に薬物を届けるdrug deliveryへの応用が期待される。 
 

 
 

図1．MS患者由来BBB構成内皮細胞から同定した候補X によるBBB破綻 
chamber slideに候補Xを阻害する複数の小分子（Compound A～D）とコントロー

ル（DMSO）を作用させた健常人由来BBB構成内皮細胞を培養した。tight junction
である claudin-5 と adherence junction であるVE-cadherin の免疫染色（赤色）を

示す。核はDAPIで染色した（青色）。スケールバー：50μm。 
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図2．Compound Aによる健常人由来BBB構成内皮細胞の小分子透過性の変化 
0.4μm poreのcell culture insertに候補Xを阻害する小分子（Compound A）とコントロール

（DMSO）を作用させた健常人由来BBB構成内皮細胞を6日間培養し、sodium fluorescein（NaFl）
に対する透過性を測定した。P＜0.0001（t検定）。 
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