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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）では血液脳関門（blood-brain barrier:
BBB）の破綻が病態に関与しているが，患者サンプルのアクセスが困難であることで研究が進んでいない．本研
究では，iPS細胞を用いて患者由来BBBモデルを作製することで，BBB破綻が直接的にMS病態に関与することを示
した．また，MSでのBBB破綻に関わる候補分子を同定し，その機能解析を実施した．

研究成果の概要（英文）：In multiple sclerosis (MS), the breakdown of the blood-brain barrier (BBB) 
is implicated in the pathogenesis, but research progress has been hindered by the difficulty in 
accessing patient samples. This study demonstrated the direct involvement of BBB breakdown in MS 
pathogenesis by establishing patient-derived BBB models using induced pluripotent stem cells 
iPSCs). Additionally, candidate molecules involved in BBB breakdown in MS were identified, and their
 functional analysis was conducted.

研究分野：臨床神経学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BBB破綻が直接的にMS病態に関わることを示した本研究成果は，これまでの免疫細胞を主体としてきたMSの病態
理解とは全く別の，BBB破綻を中心とした病態解明，創薬標的の確立につながる．また，患者のBBBをin vitroに
再現できることから，患者由来モデルはBBBを強固にする治療標的のスクリーニングとしての活用が期待され
る．BBBの破綻はMSのみならず，認知症をはじめとした数多くの神経疾患で共通して観察される現象であること
から，その学術的・社会的意義は極めて大きい．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）の既存研究は動物モデルもしくは患者免疫細胞を用い
ていた．これらは免疫細胞を標的とした治療を開発してきたが，進行期には効果がないことと感
染症の副作用が問題である．近年 MS の疾患感受性遺伝子が内皮細胞に局在していると指摘さ
れており，血液脳関門（blood-brain barrier：BBB）構成内皮細胞は新規の治療標的を発見する
興味深い候補である．ただし，患者 BBB サンプルのアクセスが困難であるために BBBの研究
は進んでいない．その結果，MS患者の剖検脳でみられる BBB破綻は中枢神経内炎症に伴う二
次的な結果であると一般的には考えられている．研究代表者らは近年，iPS細胞から BBB構成
内皮細胞と平滑筋様細胞(smooth muscle like cells: SMLC)を分化誘導する手法を独自に開発し， 
MS患者由来モデルを作製することで，MS剖検脳でみられるBBB異常を in vitroに再現でき，
病態解明・新規治療法開発に使用できることを示した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，iPS細胞を用いて独自開発した手法でMS患者由来BBBモデルを作製することで，
MS患者での BBB破綻が直接病態に関与する可能性を検討し，BBB破綻に着目した治療法開発
を行うことを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
 
日本人 MS 患者由来 iPS 細胞の作製 
自施設で診断・治療を行っており，詳細な臨床情報の照合が可能な多発性硬化症(MS)患者（再発
寛解型 MS 患者 3 例と二次性進行型 MS 患者 2 例）の末梢血単核球を採取し，erythroblast を分
離，拡大培養した後に iPS 細胞を作製した． 
 
BBB 構成内皮細胞の分化誘導 
研究代表者が独自に開発した方法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 細胞に Wnt/
β-catenin シグナルを活性化し，内皮前駆細胞の分化を行い，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．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
と平滑筋様細胞を分離した． 
 
MS 患者での BBB 破綻の病態への関与の検討 
分化誘導した MS 患者由来 BBB 構成内皮細胞の小分子透過能と接着因子の発現を in vitro 環境
で確認することで，MSでのBBB破綻が直接的に病態進行に関わっている影響について検討した． 
 
BBB 破綻候補分子探索 
MS 患者由来 BBB 構成内皮細胞から RNA を採取し，cDNA ライブラリを作製し，60-100M 
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
して健常人との発現変動遺伝子を解析し，reactome pathway 解析，GO 解析を行った．  
 
小分子を用いた候補 Xの阻害と機能解析 
健常人由来 BBB 構成内皮細胞に，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を作
用させた．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．また，小分子の透過性を検討することで機能変化を評価した． 
 
４．研究成果 
 
(1) 日本人 MS 患者由来 BBB モデルの作製と機能解析 
日本人 MS 患者 5例から新たに各複数株の iPS 細胞を樹立した．また，新規に樹立した iPS 細胞
を用いて，健常人，日本人 MS 患者ともに，ジグザグ状の VE-cadherin，claudin-5，occludin を
細胞間に発現する，初代培養類似の内皮細胞の形態を有する BBB 構成内皮細胞に分化誘導する
ことに成功した．SPMS患者では剖検例同様にclaudin-5が破綻している像が確認できた(図1A)．
日本人 MS 患者では，再発頻度の低い RRMS 例で小分子の透過性が健常人と比べて差がないのに



比べ，SPMS例では有意に亢進していた（図1B）．炎症や神経変性といった他の因子がないin vitro
の環境で MS 患者由来内皮細胞の機能異常を確認したことは，BBB 破綻が進行した病態の二次的
な結果ではなく，直接的に MS 病態に関与することを示唆する． 
免疫細胞の浸潤に関わる接着因子に関しては，MS 例では健常人と比べて炎症性サイトカインの
刺激下 ICAM-1，VCAM-1 が高発現していた．さらには，SPMS では RRMS に比べて接着因子の発現
が高度であった（図 1C）． 
少数例での検討ではあるが，MS 患者の BBB 破綻程度が異なる（進行型 MS 例でより強い BBB 破綻
が観察される）という結果は，「BBB を破綻させる遺伝的な素因が臨床病型に影響を与える」と
いうこれまでの免疫細胞を主体としてきた病態理解とは全く別の，BBB 破綻を中心とした病態解
明，創薬標的の確立につながる．MS での病型決定因子や重症度予測のバイオマーカーを開発す
ることは，MS 治療薬が複数使用可能となった現在の臨床現場で，個別化医療に向けて重要であ
る．今後，臨床病型のことなる MS 患者(benign MS,PPSM,SPMS)から BBB モデルを作製すること
で，「遺伝的な BBB の脆弱性が MS の病態進行に与える影響」の解析を行うために，国内外の施設
と共同研究体制を構築した． 

 
 
(2) BBB 破綻候補分子の機能解析 
 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
変動遺伝子を元にした reactome pathway analysis を用いて MS で障害されている pathway を複
数同定した．そのうち，遺伝子多型が MS 感受性遺伝子と報告されている候補 Xの BBB 構成内皮
細胞における機能を解析した．健常人 iPS 細胞由来 BBB モデルに，候補 X に対する阻害剤を作
用させると，adherence junctionである VE-cadherinの発現は変化させずに，tight junctionで
ある claudin-5を破綻させた（図 2A）．また，阻害剤は小分子である sodium fluorescein（NaFl: 
分子量 376Da）の透過性を優位に亢進した（図 2B）．これらの結果は，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，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
グナルを同定することで，①BBB 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モデルの機能解析 



 

 

 
 

図 2． BBB破綻候補分子 X による健常人由来モデルでのMS様の BBB破綻の再現 
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