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研究成果の概要（和文）：我々が樹立したヒト血液脳関門(BBB)内皮細胞株と血液神経関門(BNB)内皮細胞株，自
己免疫性神経疾患血清とIgGを用いた。MOG抗体関連疾患患者IgGからBBB破綻を引き起こすGRP78抗体を同定し，
GRP78抗体がNF-κBシグナルを介してBBB透過性増加，接着因子発現増加，酸化ストレス増加を誘導することを示
した．MAGニューロパチーでは，患者血清によりBNB内皮細胞からのTNF-α発現増加が認められ，腓腹神経生検標
本ではBNB血管のTNF-α発現増加，内皮細胞の多数の小胞が確認された．TNF-αを介した小胞介在性トランスサ
イトーシスの機序でMAG抗体がBNBを通過することが示された．

研究成果の概要（英文）：Our established human derived blood-brain barrier (BBB) and blood-nerve 
barrier (BNB)- endothelial cells and sera and IgG from patients with autoimmune neurological disease
 were used for analysis. We identified GRP78 autoantibodies from MOGAD patients, which induce 
increased permeability, upregulated adhesion molecules and increased oxidative stress. We also 
demonstrated that sera from individuals with anti-MAG neuropathy increased transcellular 
IgM/anti-MAG antibody permeability via autocrine TNF-α secretion and NF-κB signaling in the BNB. 
Sural nerve biopsy specimens from patients with anti-MAG neuropathy showed higher TNF-α expression 
levels in BNB endothelial cells and preservation of the structural integrity of the tight junctions 
and the presence of more vesicles in BNB endothelial cells.

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
我々はこれまでに視神経脊髄炎関連疾患の血液脳関門破綻をきたす自己抗体GRP78抗体を同定し，その臨床的意
義を明らかとしたが，本研究ではMOG抗体関連疾患での血液脳関門破綻をきたす新規自己抗体としてGRP78抗体の
役割が明確となった．今後，GRP78モノクローナル抗体を作製し，BBBを操作する薬剤候補となりうるかを検討し
ていきたい．MAG抗体はIgM抗体であるが，高分子の抗体がTNF-αにより誘導され小胞を介してBNBを貫通するこ
と明らかとしたことは，高分子を貫通させる新たなドラッグデリバリーという観点から意義が高い．小胞介在性
機序を利用した血液神経関門通過の詳細な分子機序を解明していきたい．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
中枢神経や末梢神経には流血中の有害物質から神経を保護する血液脳関門 (blood-brain 
barrier 略称: BBB)と血液神経関門（blood-nerve barrier 略称: BNB）が存在している．
BBB は脳血管内皮細胞，ペリサイト，アストロサイトから構成され，BNB は末梢神経血管内
皮細胞，ペリサイトから構成される．BBB/BNB 破綻は多発性硬化症，視神経脊髄炎，自己免
疫性脳炎，ギラン・バレー症候群，慢性炎症性脱髄性多発ニューロパチー，傍腫瘍神経症候
群などの自己免疫性神経疾患やアルツハイマー病，パーキンソン病などの神経変性疾患，糖
尿病性細小血管障害，アミロイドアンギオパチーなどの細小血管障害などの様々な神経疾
患で認められるが，その分子メカニズムは明らかとなっていない．我々は，これらの患者血
清/IgG には BBB/BNB に影響を及ぼす自己抗体が含まれている可能性を見出した． 
 
２．研究の目的 
自己免疫性神経疾患患者血清/IgG が血液脳関門 (BBB)/血液神経関門 (BNB)を破綻させる
分子メカニズムを解明することを目的とした． 
具体的には，①BBB/BNB 構成内皮細胞に自己免疫性神経疾患患者 IgG を作用させた後の下流
シグナルの変化を RNA シークエンスにより解明すること，②患者自己抗体が結合する
BBB/BNB 構成内皮細胞/ペリサイト，アストロサイトに発現する新規標的分子をプロテオー
ム解析で同定すること，③同定できた標的分子が BBB/BNB を破綻させるものであるかを
BBB/BNB モデルを用いて評価する研究を進め，今まで新規医薬品として開発された事の無い，
BBB/BNB を人為的に操作しうる画期的な新規分子標的薬開発につなげることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
我々が樹立したヒト BBB 構成内皮細胞株(TY10)，BNB 構成内皮細胞株，血液筋関門（blood-
muscle barrier: BMB）構成内皮細胞株と自己免疫性神経疾患患者血清と血清から精製した
免疫グロブリン G (immunoglobulin G: IgG)を用いた。 
 
① BBB/BNB 構成内皮細胞に生物学的活性を有する自己免疫性神経疾患患者 IgG の同定 
急性期の自己免疫性神経疾患（多発性硬化症，視神経脊髄炎，自己免疫性脳炎，ギラン・バ
レー症候群，慢性炎症性脱髄性多発ニューロパチー，傍腫瘍神経症候群）の患者 IgG と健
常成人 IgG を BBB/BNB 構成内皮細胞に作用後， NF-kB p65, STAT-1, STAT-3 などの細胞内
シグナルの変化を，免疫染色をベースとしたハイコンテントイメージングシステム（IN Cell 
Analyzer 2000）を用いて定量的に解析した．このアッセイ系により生物学的活性を有する
と確認された IgG が BBB/BNB のバリアー機能を破綻させるかを tight junction 関連蛋白で
ある claudin-5/occludin/ZO-1/ZO-2 の蛋白量と 10kDa-dextran 透過性，電気抵抗値に注目
し検証した． 
 
② 自己免疫性患者 IgG の BBB/BNB 構成内皮細胞に及ぼす影響の網羅的解析 
①にて同定された患者 IgG を BBB/BNB 構成内皮細胞に作用させ，RNA シークエンスを用いて
細胞が発現する mRNA 量の変化を網羅的に解析し，負荷遺伝子を同定した．パスウェイ解析
で上流遺伝子を同定した． 
 
③自己免疫性神経疾患患者 IgG 中の細胞表面抗原に結合する新規自己抗体の標的分子の同
定 
我々が樹立した「living cell-based antibody binding assay」を用いた (Shimizu et al, 
Brain 2019)．ディッシュ上でヒト BBB/BNB 由来血管内皮細胞に患者 IgG を結合させ，クロ
スリンカーで固定させた後に蛋白を抽出しプロテイン A/G ビーズを用いて IgG と結合した
抗原を単離する．えられた抗原蛋白を 2次元電気泳動，質量分析法により同定した．この方
法により，細胞表面抗原に結合する自己抗体の標的分子を同定した．  
 
④患者 IgG から標的分子に対する自己抗体を除去し，生物学的活性が低下するかの検討 
標的分子のタグ融合蛋白質を患者/健常成人 IgG と反応させ免疫複合体を形成させ免疫沈降
させ，上清を回収することで患者 IgG から標的分子に対する抗体を除去した IgG が採取で



きた．得られた IgG が生物学的活性を失っているかをハイコンテントイメージングシステ
ムにより定量的に評価した． 
 
４．研究成果 
2021 年度は最近疾患概念として確立された自己免疫性神経疾患である MOG 抗体関連疾患患
者 IgG から BBB 破綻を引き起こす自己抗体 GRP78 抗体を同定した．GRP78 抗体が NF-κB シ
グナルを介して BBB 透過性増加，接着因子発現増加，酸化ストレス増加を誘導することが明
らかとなった．MOG 抗体関連疾患の BBB 破綻の分子機序が解明された(Shimizu F, et al. 
Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm 2021; 9(1): e1038). 

 
 

 
 
2022 年度は MAG ニューロパチーでの MAG 抗体が BNB 通過をきたす機序を解明した．MAG ニ
ューロパチー患者血清をヒト BNB in vitro モデル作用させると，BNB 内皮細胞からの TNF-
α発現増加が RNA シークエンス/パスウェイ解析，ハイコンテントイメージングで確認され
た．MAG ニューロパチー患者の腓腹神経生検標本では BNB を構成する神経内膜内微小血管の
TNF-α発現増加が確認でき，内皮細胞に多数の小胞があることが確認でき，TNF-αを介した
小胞介在性トランスサイトーシスの機序で MAG 抗体が BNB を通過する機序が示された．MAG
ニューロパチーでの BNB 破綻機序が解明された(Sato R, Shimizu F et al. Neurol 
Neuroimmunol Neuroinflamm. 2023 Feb 21;10(3):e200086). 

 



 
2023 年度は自己免疫性筋疾患で筋内小血管構成 BMB 内皮細胞や筋細胞に炎症を誘導する上
流の因子である TREM-1 を同定した．RNA シークエンス/パスウェイ解析，ハイコンテントイ
メージングにより自己免疫性筋疾患の患者 IgG が BMB 内皮細胞の TREM-1 発現の増強，筋生
検標本で筋内鞘血管と筋細胞に TREM-1 の高発現が明らかとなり，TNF-αを介し炎症を誘導
することが示された．併せて Jo-1 抗体陽性自己免疫性筋炎の Jo-1 抗体が補体介在性機序
で BMB 傷害を誘導することが明らかとなった．自己免疫性筋疾患での BMB 破綻の分子機序
が解明された (Honda M, Shimizu F, et al. Neurol Neuroimmunol Neuroinflamm. 2023 
May 5;10(4):e200116)． 
これらの結果から，様々な自己免疫性筋疾患の BBB/BNB/BMB 破綻機序が解明され，これらの
稀少疾患の疾患特異的治療の開発につながる研究となりうるため，今後も研究を発展させ
ていきたい． 
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