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研究成果の概要（和文）：　　当科で樹立した温度感受性微小脳血管細胞株の炎症細胞浸潤を誘導する未治療発
症時の再発寛解型MSの患者血清を選定し、IgGを抽出した。培養したHBMECの膜蛋白をBiotin化し、超遠心後に細
胞膜分画を抽出した。選定したRRMS患者IgGおよび健常者のプールIgGを磁性ビーズに結合させた後に、抽出した
膜蛋白に結合させ、免疫沈降法を行い質量分析解析により膜蛋白分子を約30種類同定した。その中で、BBB機能
に関与する可能性のある分子Xを新たな標的分子とし、10名のRRMS患者血清中3名で同分子Xに対する自己抗体が
検出された。

研究成果の概要（英文）：　　Sera from the patient of RRMS which can downregulate BBB function of 
HBMECs was selected. The membrane of HBMECs were biotinylated and its plasma membrane fraction was 
isolated by ultracentrifugation. The extracted membrane-protein were immunoprecipitated with IgG 
from the RRMS or normal subjects . After separating eluted proteins by SDS-PAGE, specific bands in 
the RRMS were determined by mass spectrometry.
　　We identified the 21 membrane-proteins as targeted auto-antigens in the RRMS. One of them was 
known to be relevant to BBB function. In 10 RRMS patients, three patients had the auto-antibody 
against this molecule.
　　We succeeded in construction of the method that allows us to efficiently investigate targeted 
antigens from plasma membrane fraction of HBMEC, using the biotinylation of HBMECs and the isolation
 of membrane fraction by ultracentrifugation. This identified antigen could be an immunological 
target molecule, contributing to the BBB breakdown in RRMS.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、微小脳血管内皮細胞株の膜蛋白を抽出し、RRMS患者中の自己抗体で標識される膜蛋白分子を同定する方法
を確立した。本手法により他の神経炎症性疾患における血管内皮細胞の標的膜蛋白分子の同定が可能となりう
る。また、同定した分子群においてBBB調整機能を持つ標的分子Xは、複数のRRMS患者で自己抗体が検出され、
RRMSの発症マーカーになるだけでなく、自己抗体が標的となる膜蛋白Xに作用することでBBBの炎症細胞浸潤を誘
発し、RRMSの発症に関与している可能性がある。

※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(MS)は、血液脳関門(BBB)の破綻によって自己反応性病的リンパ球が中枢神経内
に浸潤することが主病態とされている。様々な液性因子によって、血液脳関門が破綻することが
発症の起点と考えられているが、これまで MS の液性因子による炎症細胞浸潤による BBB 破綻の
メカニズムは不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、再発寛解型多発性硬化症(RRMS)患者において、BBB の破綻を誘発する微小脳血管
内皮細胞の膜蛋白に対する自己抗体の検出し、その標的膜蛋白分子を同定することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 当科で樹立した温度感受性微小脳血管細胞株の炎症細胞浸潤を誘導する未治療発症時の再発
寛解型 MSの患者血清を選定し、IgG を抽出した。培養した HBMEC の膜蛋白を Biotin 化し、超遠
心後に細胞膜分画を抽出した。選定した RRMS 患者 IgG および健常者のプール IgG を磁性ビーズ
に結合させた後に、抽出した膜蛋白に結合させ、免疫沈降法を行った。沈降物を、質量分析解析
により分子を同定した。 

  
４．研究成果 
RRMS 患者由来 IgG が特異的に認識する膜蛋白分子を約 30 種類同定した。その中で、BBB 機能
に関与する可能性のある分子 X,Y を新たな標的分子とし、10 名の RRMS 患者血清中の標的分子
X,Y に対する自己抗体の有無を検討したところ、3名で同分子 X,Y に対する自己抗体が検出され
た。 



今回、微小脳血管内皮細胞株の膜蛋白を抽出し、RRMS 患者中の自己抗体で標識される膜蛋白分
子を同定する方法を確立した。本手法により他の神経炎症性疾患における血管内皮細胞の標的
膜蛋白分子の同定が可能となりうる。また、同定した分子群において BBB 調整機能を持つ標的分
子 Xは、複数の RRMS 患者で自己抗体が検出され、RRMS の発症マーカーになるだけでなく、自己
抗体が標的となる膜蛋白 X に作用することで BBB の炎症細胞浸潤を誘発し、RRMS の発症に関与
している可能性がある。 
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