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研究成果の概要（和文）：血液神経関門(BNB)を構成する末梢神経微小血管基底膜の主成分はフィブロネクチン、コラ
ーゲンtype IVとラミニンα5であり、ラミニンα4を主要成分の１つとする脳微小血管基底膜とは明らかに異なること
がはじめて証明された。また、この違いは血液脳関門(BBB)、BNBを構成する細胞の差異による可能性が示された。ギラ
ン・バレー症候群、CIDPをはじめとする末梢神経系の炎症性疾患でのＴ細胞浸潤は、多発性硬化症などの中枢神経疾患
とは別の分子を介することが示唆され、グリア限界膜を持たないBNBでのＴ細胞浸潤阻止に、内皮細胞/ペリサイトを取
り囲む基底膜が機能していることが想定された。

研究成果の概要（英文）：Major basement membrane proteins composing blood-nerve barrier (BNB) were 
fibronectin, collagen type IV and laminin alpha 5. Differed from those of blood-brain barrier (BBB), 
laminin alpha 4 was barely detected. The differences of cellular properties constituting BBB and BNB may 
be responsible for these variations. Our results suggested that in BNB, without glia limitans which 
functions as acellular barrier for T cell intrusion in the nervous system parenchyma in BBB, the first 
basement membrane wrapping endothelial cells and pericytes itself functions as “acellular barrier”.

研究分野：神経内科学、神経免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
血液神経関門(blood-nerve barrier, BNB)研
究は、分子細胞学的にも機能的・生理学的側
面においても BBB 研究に大きく遅れをとっ
ている。研究代表者はウシ馬尾を材料として
BNB 由来内皮細胞の分離培養を試み、いく
つかの成果を上げてきたが(Kanda et al., J 
Neurosci Res 1999, Neurology 2003他多数)、
神経内科学の臨床家としてはヒト難治性末
梢神経障害の治療への寄与が最終目的であ
り、in vivoの性質をよく把持したヒト BNB
構成細胞株の樹立は長い間の念願であった。
10 年近くにわたる試行錯誤の末、ようやく
2007年から 2011年にかけてまずラット、続
いてヒトの BNB 由来不死化細胞株がすべて
研究代表者の教室で確立し、BNB の分子細
胞学的研究が世界に先駆けてスタートした
(Abe et al. Cell Struct Funct 2012; Shimizu 
et al. J Cell Physiol 2008, 2011; Sano et al., 
Cell Struct Funct2007)。これらの細胞の解
析から、ヒト BNB構成細胞は BBB構成細胞
と同等の機能を持ち、類似した分子構成を有
しているが一部重要な分子が異なっており、
BBB での知見をそのまま援用することはで
きないことが明らかになった。 

BBBでは最近、内皮細胞、ペリサイト、ア
ストロサイトの 3層構造の間隙に存在する基
底膜が、”acellular barrier (Engelhardt et al. 
CENI 2010)”として病的Ｔ細胞の中枢神経実
質内浸潤の制御に関与していることが明ら
かになっており、とくに、2 枚目の基底膜で
ある glia limitans の意義が重要であること
が強調されている。BNB には glia limitans
が存在しないため、この”acellular barrier”
の機能は 1枚目の基底膜に負わされているの
か、あるいは同機能は BNB には存在しない
のかが非常に興味のある問題として浮上し
ていた。BNBでの acellular barrierの実態
解明は、ギラン・バレー症候群や CIDP等の
末梢神経系自己免疫疾患の治療に直結する
問題であり、全く手が付けられていないこの
領域への参入、とくに BBB, BNB の不死化
細胞を持ちそれを十分に使いこなす技量の
ある我々の教室からの研究提案は十分に意
義のあるものと考えた。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、①ヒト BNB 構成微小血管
の基底膜成分を生化学的、免疫組織化学的に
同定し、②ここで明らかになった分子を主成
分とした基底膜を第 3の構成成分とした新規
BNB三次元モデルを作成する。③この BNB
モデルを用い、ヒト単核球/基底膜の接着阻止
実験を行って BNB を越える単核球浸潤に必
須のメカニズムを明らかにする、の連続する
3 ステップから構成される。近年 BBB では
その特異な基底膜蛋白構成が非細胞性バリ
アーacellular barrierとして単核球の中枢神
経内侵入制御に関与していることが報告さ
れており、とくにラミニンα4、α5の分布が

Ｔ細胞の神経実質内浸潤阻止に働いている
ものと考えられている。BNB でも同様のメ
カニズムが働いていることが想定される。こ
の機構を解明すればギラン・バレー症候群や
CIDP 等の末梢神経自己免疫疾患の新たな特
異的治療開発に直結する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト生検末梢神経材料、剖検末梢神経材
料を用いて免疫組織化学を行い、神経内膜内
微小血管基底膜に発現する分子を明らかに
する。生検材料は文書による同意を得た生検
腓腹神経 10 例の新鮮凍結標本で、炎症性・
自己免疫性ニューロパチーが診断として考
えられるものは除く。剖検材料は文書による
同意を得たＡＬＳ症例の坐骨神経凍結標本
を用いた。免疫組織化学は研究代表者が確立
した手技(Kanda et al. JNNP 75: 765-769, 
2004)に基づいて施行した。対照として、剖
検ＡＬＳ症例（末梢神経検索例と同一の症
例）脳組織を用い、BBB構成基底膜での染色
性との対比を行った。検索の候補分子はフィ
ブロネクチン、コラーゲン type IV、ラミニ
ン 1-12で、アイソフォームα4、α5を有す
るラミニン 8, 9, 10, 11を中心に解析を進め
た。免疫組織化学の結果は蛍光染色および
DAB染色の双方で確認した。 
(2) ヒト BBB由来不死化細胞（内皮細胞、ペ
リサイト、アストロサイト）を用いた BBB in 
vitro model、およびヒト BNB由来不死化細
胞（内皮細胞、ペリサイト）を用いた BNB in 
vitro modelを作成した。BBBモデルはポリ
カーボネート膜の上面にヒト BBB 由来内皮
細胞、下面にヒト BBB 由来ペリサイトを単
層培養し、ウエル底面にヒトアストロサイト
を単層培養した従来のモデルを用いた。BNB
モデルとしてポリカーボネート膜の上面に
ヒト BNB 由来内皮細胞、下面にヒト BNB
由来ペリサイトを単層培養したものを作成
した。BBB、BNB 両モデルが産生する基底
膜成分を、それぞれ生化学的に解析した。 
(3) ラミニンα5 をポリカーボネート膜に塗
布し、下面にヒト末梢神経由来ペリサイト、
上面に末梢神経由来内皮細胞をそれぞれ単
層培養した。 
 
４．研究成果 
(1) 脳微小血管基底膜の主成分はフィブロネ
クチン、コラーゲン type IV、およびラミニ
ンα4、ラミニンα5であることを複数の剖検
脳検体から確認した。一方、末梢神経微小血
管基底膜の主成分はフィブロネクチン、コラ
ーゲン type IVとラミニンα5であり、ラミ
ニンα4 はほとんど検出されなかった。ラミ
ニンβ1、β2、γ1も脳微小血管基底膜と同
等に検出された。この分子構成は、剖検 ALS
末梢神経で最初に明らかにできたが、糖尿病
性ニューロパチーをはじめとする各種代謝
性ニューロパチーや遺伝性ニューロパチー
でも同等であり、ヒト BNB 固有の属性であ



ることがはじめて証明された（論文投稿中、
Takeshita Y et al. Clinical and 
Experimental neuroimmunology 2016）。 
(2) BBBモデルが産生するラミニンアイソフ
ォームはα4、α5がほぼ等量であるのに対し、
BNB モデルではα4 の発現がほとんど確認
されなかった。 
(3) ラミニンα5とヒト BNB由来内皮細胞、
ペリサイトから成る新規 BNB モデルが完成
した。 
考察：末梢神経微小血管を構成する基底膜成
分が中枢神経のそれと分子構成が異なるこ
とが初めて証明され、これは BBB、BNBを
構成する細胞の差異による可能性が示され
た。ギラン・バレー症候群、CIDP をはじめ
とする末梢神経系の炎症性疾患でのＴ細胞
浸潤は、多発性硬化症などの中枢神経疾患と
は別の分子を介することが示唆される結果
であった。BBB では 1 枚目の基底膜にラミ
ニンα4が豊富に発現しており、ラミニンα4
を介してＴ細胞が容易に基底膜を通過しう
るが、2 枚目の基底膜であるグリア限界膜に
はラミニンα4が無いため、Ｔ細胞はMMP-9
などのプロテアーゼ活性を獲得しない限り
中枢神経内へは浸潤できない。本研究によっ
て BNB 構成基底膜はラミニンα4 が発現し
ていないことが明らかになり、グリア限界膜
を持たない BNB でのＴ細胞浸潤阻止に、内
皮細胞/ペリサイトを取り囲む 1 枚目の基底
膜が”acellular barrier”として機能している
ことが想定された。本研究目的の第 3ステッ
プである、ヒト単核球/基底膜の接着阻止実験
には 3 年間で到達できなかったが、新たな
BNB in vitro modelの開発に成功しており
（特許出願中、2016-081996）このモデルを
用いて本研究成果は大きく花開く可能性が
ある。 
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