
1 

 

   学位論文（博士） 

 

New BBB Model Reveals That IL-6 Blockade 

Suppressed the BBB Disorder, Preventing 

Onset of NMOSD  

（新規 BBBモデルを用いた，IL-6受容体阻害薬の BBB

破綻抑制と NMOSD再発予防効果の検討） 

 

氏名 藤川 晋 

所属 山口大学大学院医学系研究科 

   システム統御医学系専攻  

臨床神経学講座 

 

 

令和 4年１月 
  



2 

 

目 次 

 

 

１．緒言・・・・・・・・・・・・・１ 

２．要旨・・・・・・・・・・・・・７ 

３．目的・・・・・・・・・・・・・８ 

４．材料・方法・・・・・・・・・・８ 

５．結果・・・・・・・・・・・・１３ 

６．考察・・・・・・・・・・・・２６ 

７．結語・・・・・・・・・・・・３０ 

８．謝辞・・・・・・・・・・・・３０ 

９．参考文献・・・・・・・・・・３１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 

 

緒言 

NMOSDと AQP4抗体 

Devicは，1894年に視神経炎と横断性脊髄炎を呈した 45歳女性例を，視神経脊髄炎

（neuromyelitis optica, NMO）として報告した（Devic, 1894）．欧米では，NMOは Devic病

とも呼ばれ，その名の通り視神経と脊髄に病変の主座を有する中枢性炎症性疾患という独

立した疾患群としてとらえられてきた．本邦では，長らく NMOは，「視神経脊髄型の多

発性硬化症」という多発性硬化症の一亜型として扱われ，これらの症例では，一般的な多

発性硬化症と比較して，再発頻度が高いうえに神経障害がより高度で，一度の再発で失明

や対麻痺に至るなど，生涯にわたって著しい ADLの低下に苛まれる患者が少なくないこ

とが指摘されていた（Kira, 2003）．2004年に Lennonらは NMO患者に特異的にみられる

抗体 NMO-IgGを発見し，NMO-IgGは「視神経脊髄型の多発性硬化症」として分類されて

いた患者群にも特異的に検出されることから（Lennon et al., 2004），「視神経脊髄型の多

発性硬化症」は NMO（Devic病）と同一のものとして理解されるようになった．また，

NMO-IgGに定義づけられる疾患群として NMO spectrum disorders（NMOSD）という疾患

概念が提唱された（Wingerchuk et al., 2007）．NMO-IgGの標的抗原としてアストロサイト

の足突起に高発現する aquaporin-4（AQP4）が同定され（Lennon et al, 2005），NMOSDの

病態は AQP4抗体による補体介在性のアストロサイト傷害であることが種々の報告によっ

て示された（Zhang et al, 2011; Hinson et al., 2012; Roemer et al., 2007; Misu et al., 2007; Misu et 

al., 2009; Bradl et al., 2009）．NMOSDが多発性硬化症と区別されたことによって，NMOSD

の再発予防としては，NMOSDに無効または有害である多発性硬化症の疾患修飾薬

（Shimizu et al., 2010; Kira et al., 2014）ではなく，自己免疫疾患一般に広く用いられる経口

副腎皮質ステロイドや免疫抑制剤の使用が標準化した．しかし，副腎皮質ステロイドや免

疫抑制剤使用下でも再発し重度の後遺症を残す例が少なくないことや，長期間の副腎皮質

ステロイド投与に伴う有害事象といった問題があり，NMOSDの病態に着目した新規治療

薬の開発が求められてきた． 
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NMOSD治療薬としての IL-6阻害薬：IL-6によるプラズマブラストからの AQP4抗体

産生抑制 

Chihara らは，AQP4抗体の産生細胞が末梢血のプラズマブラストであることを見出し， 

Interleukin-6（IL-6）がプラズマブラストを活性化し AQP4 抗体の産生を誘導することか

ら，IL-6阻害薬が AQP4産生誘導を抑制する NMOSD治療薬となる可能性を指摘した

（Chihara et al., 2011）．NMOSD患者では，多発性硬化症や非炎症性神経疾患と比較し

て，脳脊髄液，血清中の IL-6濃度が高いことからも（Matsushita et al., 2013; Uzawa et al., 

2009; Uzawa et al., 2010），NMOSDの病態に IL-6シグナリングが深く関わっていることが

示唆され，臨床研究においても IL-6抗体製剤が NMOSDの治療に有効であることが示され

てきた（Araki et al., 2014; Ayzenberg et al., 2013）．2020年 8月に本邦で上市された

NMOSDの再発予防薬サトラリズマブは，近年開発された IL-6受容体に対するヒト化免疫

グロブリン 2モノクローナル抗体であり，膜結合型と可溶性のいずれの IL-6受容体に対し

ても特異的に結合し，IL-6のシグナル伝達経路を特異的に阻害する（Reichert, 2017）．サ

トラリズマブはアミノ酸配列の改変が施されることで，抗原と結合して細胞内に取り込ま

れた後に抗原から解離し，胎児性 Fcγ受容体に強く結合してエンドソームでの分解を免

れ，再び血中で標的抗原に結合できるという「リサイクリング抗体」としての特性が付与

されている（Igawa et al., 2010a; Igawa et al., 2010b）．既存治療薬との併用で行われた第Ⅲ

相二重盲検プラセボ対照比較試験および単剤投与で行われた第Ⅲ相二重盲検プラセボ対照

比較試験で，サトラリズマブはプラセボ群に比較して優れた再発リスク減少効果を示した

（Yamamura et al., 2019; Traboulsee et al., 2020）．サトラリズマブは NMOSDの病態に着目

して開発された再発予防薬であり，古典的治療の問題点を克服できる可能性がある薬剤と

しての期待を受けて盛んに臨床応用されつつある． 
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NMOSDにおける IL-6による BBB破綻 

末梢血のプラズマブラストから産生された AQP4抗体が中枢神経のアストロサイトを傷

害して NMOSDを発症させるためには，AQP4抗体が血液脳関門（blood-brain barrier, 

BBB）を通過する必要がある．すなわち，BBBの破綻によって，自己抗体を含む液性因子

の流入が生じる過程こそ，NMOSD発症の重要な段階であると我々の研究室では考えてき

た．NMOSD患者では，BBBの透過性の指標であるアルブミンの脳脊髄液/血清比が脳脊髄

液中の IL-6濃度に相関する（Uchida et al., 2017）．また，IL-6は血管内皮細胞の密着結合

蛋白の発現を用量依存的に減少させ，ヒト脳微小血管血管内皮細胞（human brain 

microvascular endothelial cells, hEC）の透過性を亢進させる（Rochfort et al, 2014）．これら

の事実は，NMOSDでは BBBの破綻に IL-6が関与していることを示唆するものであっ

た．我々の研究室は，AQ4を発現させたヒトアストロサイト細胞株（human astrocytes, 

hAST）を用いた検討で，NMO-IgGがアストロサイト上の AQP4に作用することでアスト

ロサイトからの IL-6産生を誘導し，BBB機能を減弱して白血球の浸潤を増加させること

を明らかにした（Takeshita et al., 2017）．そこで我々は，サトラリズマブは，IL-6による

末梢血中のプラズマブラストからの AQP4抗体産生誘導を阻害するだけなく，中枢神経の

アストロサイトから産生される IL-6が引き起こす BBB破綻に対して抑制効果を発揮する

ことで，NMOSD発症予防効果をもたらすのではないかと着想した． 

 

理想的 BBBモデル 

NMOSDでの BBBの破綻機構におけるサトラリズマブの治療メカニズムは未知のまであ

る．その理由として，これまで NMOSDの病態の精査を可能とする理想的な in vitro BBB

モデルが存在しなかったことが挙げられる．BBBは血管内皮細胞間の密着結合のみによっ

て成立しているのではなく，血管内皮細胞に近接したペリサイト，アストロサイトといっ

た BBB構成細胞間の相互作用や（Choi et al., 2008），循環血の血管内皮細胞へ流速負荷が

（Tarbell, JM. 2020），BBB機能に影響を与えている．したがって，理想的な BBBモデル
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は，血管内皮細胞だけでは成立し得ず，上述のようなヒト BBBの生理環境を再現し，な

おかつ実験装置としての有用性・利便性を兼ね備えている必要がある．我々の研究室では

理想的な BBBモデルが有するべき特性として以下の 4点が必要と考えた（Takeshita et al., 

2012）．1） BBB機能を恒常的に保持したヒト由来の BBB構成細胞を使用しているこ

と．2）血管内皮細胞がペリサイトおよびアストロサイトの足突起と直接的に接触してい

ること．3）生理的な流速負荷が再現できること．4）BBBモデルを通過した白血球を回収

しさらなる分析に用いることが可能なこと．我々は，これらの特性を有する in vitro BBB

モデルを作製するために，温度感受性 SV40（simian virus 40）ラージ T抗原遺伝子の導入

によって温度条件的不死化細胞とした，hEC（TY-10），AQP4を発現した hAST，ヒトペ

リサイト株（human pericytes, hPCT）を用い，これらの細胞は，形態学的および生理学的に

BBBの特性を有することを確認した（Sano et al., 2010; Shimizu et al., 2013; Haruki et al., 

2013; Shimizu et al., 2008）．既に我々の研究室は，hECと hASTを用いた生理的流速負荷型

ex vivo BBBモデルを構築し，血管内皮に対する生理的血流負荷を再現した条件下で白血球

の血管内皮通過を評価することに成功した（Man et al., 2012; Takeshita et al., 2014; Takeshita 

et al., 2016）．しかしながら，ペリサイトとアストロサイトの足突起の両者が血管内皮細胞

に直接接触する状態で共培養した理想的な in vitro, ex vivo BBBモデルは存在しなかった．

そのため，NMOSDの病態解明を目的として，BBBのバリア機能，白血球の血管外浸潤と

脳内への移行を評価することはこれまで不可能であった． 

 

本研究で行った検討 

本研究において我々は，新たに確立した 3層共培養系を用いて，静的 in vitro BBBモデル

および流速負荷型 ex vivo BBBモデルを構築した．静的 in vitro BBBモデルでは，血管内皮

を介した電気抵抗（transendothelial electrical resistance, TEER）と BBBを介した IgGの移行

量の測定を可能とした．流速負荷型 ex vivo BBBモデルでは，白血球の migrationを評価す

ることを可能とした．本研究ではこれらの BBBモデルを用いて，NMO-IgGによる BBB破
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綻に対するサトラリズマブの効果を検証した．加えて，中枢神経自己免疫疾患のモデル動

物として用いられ，脊髄中の IL-6が著明に増加していることが知られている実験的自己免

疫性脳脊髄炎（experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE）動物（Serizawa et al., 

2018）を用いて，マウス IL-6受容体抗体（MR16-1）が in vivoにおける BBB破綻に与える

影響を評価した． 

 

 

要旨 

新規ヒト in vitroおよび ex vivo BBBモデル，in vivo モデルを用いて，NMOSDの病態生

理とサトラリズマブの作用機序を，BBB破綻の点から検討した．血管内皮細胞に対するペ

リサイトおよびアストロサイトの足突起の接触を再現した 3層共培養系を構築し，これを

用いて静的 in vitroモデルおよび流速負荷型 ex vivoモデルを作製した．これらの BBBモデ

ルを使用し，バリア機能の持続測定，白血球の migration，NMO-IgGとサトラリズマブの

BBB透過性を評価した．In vivo研究では，脊髄中で IL-6が著増する EAEマウスの in vivo

での BBB破綻に対して，マウス IL-6受容体抗体MR16-1が与える効果を評価した．In 

vitroおよび ex vivoでの実験では，NMO-IgGがサトラリズマブおよび NMO-IgGの脳内透

過性を亢進させること，サトラリズマブが NMO-IgGが誘導する T細胞の migrationと BBB

破綻を抑制することが示された．In vivo研究では，IL-6シグナル伝達の阻害によって，T

細胞の脊髄への浸潤が抑制され，脊髄炎の発症が抑えられた．これらの結果から以下のこ

とが示された．（1）我々が作製した，3層共培養による in vitroおよび ex vivo BBBモデル

は，バリア機能，白血球の migration，脳内移行性を評価するために理想的な BBBモデル

である．（2）NMO-IgGは，バリア機能の減弱によって NMO-IgG自身の透過性を亢進

し，アストロサイトからの IL-6分泌を誘導し，さらなるバリア機能の障害と細胞浸潤の制

御破綻を引き起こす．（3）サトラリズマブは，NMO-IgGの共存下で BBB通過が容易とな

り，BBB機能障害と炎症細胞浸潤を抑制する結果，NMOSDの発症を予防する． 



8 

 

目的  

新たに確立した BBBモデルを用いて，NMO-IgGによる BBB破綻に対するサトラリズマ

ブの効果を検証すること，加えて，実験的自己免疫性脳脊髄炎（experimental autoimmune 

encephalomyelitis, EAE）動物を用いて，IL-6受容体抗体（MR16-1）が in vivoにおける

BBB破綻に与える影響を評価することを目的とした． 

 

 

材料・方法 

1. 被験者 

全ての研究プロトコルは，山口大学医学系研究科および中外製薬の倫理委員会の承認を受

けた．血液の供与者からは事前に同意を得た.  

 

2. NMO-IgG, 対照 IgG, サトラリズマブ 

NMOSD患者 10例のプール血清から単離した IgG分画を NMO-IgGとした．対照 IgGは

山口大学医学系研究科の健常人のプール血清から単離した．両者の IgGはプロテイン Gを

用いて精製した．AQP4抗体および GRP78抗体は NMO-IgGから検出されたが対照 IgGに

はみられなかった．サトラリズマブは中外製薬で合成した．NMO-IgG, 対照 IgG, サトラ

リズマブは最終濃度が 100μg/mlとなるように使用した.  

 

3. 細胞培養 

過去に我々の研究室で温度感受性 SV40ラージ T抗原をコードするプラスミドのトランス

フェクションによって不死化した温度感受性不死化細胞株 hEC，hAST，hPCTを用いた

（Sano et al., 2010; Shimizu et al., 2013; Haruki et al., 2013; Shimizu et al., 2008）．hEC, hAST

は既報告の方法に従って培養した（Takeshita et al., 2014）．hPCTは，10%（v/v）の非働化

ウシ胎児血清と抗菌薬（100 UI/mLペニシリン G，100 μg/mL硫酸ストレプトマイシン）を
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添加した Dullbecco’s Modified Eagle’s Medium（Gibco BRL）を培地とした．共培養の培地

は Astrocyte mediumを用いた． 

 

4. 3層培養系 

細胞培胞培養インサート（Corning Life Science, Tewksbury, MA）の多孔質膜（3μm径）の

管腔側に hPCTを，反管腔側に hASTを培養した．hECは UpCellTMディッシュ（Thermo 

Fisher Science, Waltham, MA）表面に培養した．UpCellTM表面に固定化された温度応答性ポ

リマーは 32℃を境に疎水性の細胞接着表面から親水性の細胞遊離表面となることから，環

境温度を 20℃にすることにより，コンフルエントに培養された細胞と細胞外マトリクスを

シート状のまま回収した．シート状に回収された hECを，細胞培養インサートに hASTと

共培養された hPCTの上に移した． 

 

5. cellZscopeを用いた TEERのリアルタイム測定 

3層培養インサートを自動細胞モニタリングシステム cellZscope（CellSeed Inc., Tokyo, 

Japan）に装着した．血管（hEC）側または脳実質（hAST）側に，サトラリズマブと NMO-

IgGまたは対照 IgGを加えた後，cellZscopeを用いて毎分毎の TEERを 96時間測定した． 

 

6. migration測定 

ヒト末梢血単核球（peripjeral blood mononuclear cells, PBMC）の流速負荷条件下での

migration測定には，3D BioFlux flow chamber deviceを用いた（Fluxion Bioscience, San Diego, 

CA）（Takeshita, et al., 2014）．メンブレンを通過した PBMCは血球計算板を用いて定量

した後，フローサイトメーターで定量した移行細胞数によって正規化した．細胞を回収し

室温下で 1% paraformaldehydeによって 10分間固定した後に，0.1mM 

ethylenediaminetetraacetic acidを含むリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し，マウス IgGでブロッ

キングした．回収した細胞を anti-human CD45 eFluor450，CD8a APC-eFluor780
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（eBioscience, San Diego, CA），CD3A-lexa Fluor 647（BioLegend, San Diego, CA），

CD19BV711, CD4 PE-CF594（BD Biosiences）でラベルした．BD FACSCantoⅡ（BD 

Biosciences）を用いてデータを収集し， FlowJo software（v.10.4.1; Treestar, Ashland, OR）

で分析した． 

 

7. 赤外線イメージングシステムによる移行 IgG測定 

対照 IgGとサトラリズマブを，メーカーのプロトコールに従って IRDye 800CW protein

（IRDye 800CW Protein Labeling Kit; LI-COR, Lincoln, NE）でラベルした．3層培養インサ

ートの hEC側に，ラベルされた対照 IgGまたはサトラリズマブを添加した後，チャンバー

に移行した微量 IgGを Odyssey Infrared Imaging System（LI-COR）で測定することで，既報

告の方法に従って BBB透過係数（apparent permeability coefficient, Papp; mm/秒）を計算し

た（Takeshita et al., 2014）． 

 

8. 分光光度計による移行 IgGの測定 

3層培養インサートの hEC側に，NMO-IgGまたは対照 IgGを添加し 12時間インキュベ

ートした．Easy-Titer Antibody Assay Kit（Thermo）のマニュアルに従って，anti-human IgG

でコートされたビーズをウェルの底側に加えて 60分間インキュベートした．ウェルの底

側に累積した IgGを分光光度計で測定した．移行した IgGの総量は，対照 IgGを 1として

正規化した． 

 

9.  Enzyme-linked immunosorbent assayによる移行サトラリズマブの測定 

3層培養インサートの hEC側に，サトラリズマブと NMO-IgGまたはサトラリズマブと対

照 IgGを加え 24時間インキュベートした後，チャンバーに移行したサトラリズマブ濃度

を，サトラリズマブ抗体を用いた Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）によって測
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定した．移行したサトラリズマブの総量は，対照 IgGとサトラリズマブを加えた場合を 1

として正規化した． 

 

10. EAEマウスの実験デザイン 

雌 C57BL/6J マウス（7週齢, Charles River Laboratories Japan, Inc., Kanagawa, Japan）を使用

した．結核菌抽出物 H37Ra（Difco laboratories）を添加した完全型フロイントアジュバンド

で乳化した myeline oligodendrocyte glycoprotein 35-55 ペプチド（MOG35-55, Peptide 

International, Loisville, KY）50μgをマウスに皮下投与することで EAEを誘導した．day 0に

250百日咳毒素（List Biological Laboratories, Campbell, CA）Ⅳを，day 2に腹腔内投与し

た．対照マウスには完全型フロイントアジュバンドと生理食塩水のみで処置した．IL-6抗

体（MR16-1）は，中外製薬研究所で樹立したハイブリドーマを用いて作製した．MOG35-

55を免疫した day 7に EAEマウスにMR16-1（8 mg/mouse）を腹腔内投与した．MOG35-

55を免疫した day15または 16に，脊髄，脾臓，血清を採取し，免疫組織化学染色，フロ

ーサイトメトリー，TEER測定に用いた．EAEマウスの臨床症候を以下のスケールに従っ

てスコア化した．０，明らかな症候なし；1，尾の筋緊張低下；2，後肢脱力；3，後肢の

不全麻痺；4，後肢の麻痺；5，後肢および前肢の麻痺；6，瀕死と死． 

 

11. 免疫組織化学染色 

マウスをイソフルランで麻酔し，20mLのリン酸緩衝生理食塩水で経心臓灌流を行った．

L3-5腰髄を取り出し，4% paraformaldehydeで固定し，30% ショ糖溶液で一晩静置した．

標本を適切な切断温度の化合物に包埋し，クリオスタットを使用して脊髄の凍結切片

（10μm厚）とした．脊髄切片を以下の一次抗体を使用して染色した．goat anti-albumin 

antibody（1:200，A90-134A; Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX），biotin-conjugated 

donkey anti-mouse IgG（1:200, 715-066-151; Jackson ImmuneResearch West Grove, PA），rat 

anti-CD4 antibody （1:100, 550280; BD Pharmingen Inc., San Diego, CA）．脊髄切片を一次抗
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体で 4℃，一晩インキュベートした後，二次抗体 Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-goat 

IgG（1:200, 705-546-147; Jackson ImmunoResearch），Alexa Fluor 488-conjugated streptavidin

（2μg/mL, 016-540-084; Jackson ImmunoResearch）でインキュベートした．CD4染色では，

biotin-conjugated donkey anti-rat IgG（1:200, 712-066-153; Jackson ImmunoResearch），Alexa 

Fluor 488-conjugated streptavidin（2 μg/mL, 016-540-084; Jackson ImmunoResearch）を使用し

た．スライドを Vectashield Antifade Mounting Medium （H-1200; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA）を用いてマウントした．各マウスから無作為に選択した脊髄切片を BD-

9000蛍光顕微鏡（Keyence, Osaka, Japan）で観察した．陽性染色領域を BZ-Ⅱanalyzer

（Keyence）で計算し，CD4陽性 T細胞は画像解析ソフトウェア（WinROOF Version 6.3.1; 

Mitani Corporation, Fukui, Japan）を用いて定量した． 

 

12. in vivo フローサイトメトリー 

対象マウスと EAEマウスから採取した脾臓をホモジナイズし，100μmおよび 40μmのセ

ルストレーナーに通し，単核細胞を分離した．赤血球は，塩化アンモニウム-カリウム溶解

緩衝液 （Gibco, Carlsbad, CA）で溶解した．単核細胞を，Mouse BD Fc Block （BD 

Pharmingen Inc.）でインキュベートした後に，fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-CD4 

antibody （100510; BioLegend） で染色し，次に PE-conjugated anti-IL-17A antibody 

（506904; BioLegend）および APC-conjugated anti-interferon-γ antibody （505810; 

BioLegend） を用いて細胞内を染色した．染色は，Fixation/ Permeabilization Solution Kit 

with BD GolgiPlug （BD Biosciences）を用いてメーカーのプロトコルに準拠して行った．

Treg細胞の分析では，Fcブロッキングした細胞を fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-

CD4 antibodyおよび BV421- conjugated anti-CD25 antibody（102034; BioLegend） で染色し

た後に，APC-conjugated anti- Foxp3 antibody （17-5773-80B; Invitrogen, Carlsbad, CA）で染

色した．染色は Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set （Invitrogen）を用い，メーカ
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ーのプロトコルに従って行った．BD FACSCanto II （BD Biosciences） を用いて得たデー

タを FlowJo 10.4.1（Treestar）で分析した． 

 

13. 統計解析 

全てのデータは，平均と標準誤差（standard error of the mean, SEM）として表した．統計

学的有意差の検定には，対応のない t検定，分散分析による Turkey多重比較検定を使用

し，経時的データの比較には 2元配置分散分析を使用した．0.05未満の p値を有意とみな

した．統計解析は IBM SPSS Statistics （International Business Machines Corporation, Armonk, 

NY） または JMP version 11.2.1 software （SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った． 

 

 

結果 

1. 新規 in vitro BBBモデルの構築 

ヒト BBB構成細胞株として，ヒト脳微小血管 EC（hEC; TY10），AQP4を発現した

hAST，および hPCTを使用した．これらの細胞は温度感受性 SV40ラージ T抗原（ts-

SV40LT）の遺伝子導入によって温度条件的に不死化されている（Fig.1A）．ts-SV40 LTの

p53および Rbの温度感受性阻害活性によって，これらの細胞株は 33℃で増殖する一方，

37℃では ts-SV40 LTは不活性化され，増殖を停止し成熟細胞に分化する（Fig.1B）（Sano 

et al., 2010; Haruki et al., 2013; Shimizu et al., 2008）．我々の研究室では，これらの報告の中

で，これらの細胞株に hEC，hAST，および hPCTの発現マーカー（hEC: occludin, claudin-

5, claudin-12, ZO-1, ZO-2, JAM-A, GLUT-1, CAT-1, LAT-1,4F2hc, MCT-1, calreticulin, MDR1, 

ABCG2, MRP1, MRP2, MRP4, MRP5; hAST: glial fibrillary acidic protein, EAAT2, AQP4; hPCT: 

platelet-derived growth factor receptor beta, Desmin, Kir 6.1, osteopontin, alfa smooth muscle actin, 

and NG2）が発現していることを確認している．これらのヒト BBB細胞株の 3層培養系を

構築するために，温度感受性ポリマーが表面に固定された UpCellTM ディッシュを使用し
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た．UpCellTM表面に固定化された温度応答性ポリマーは 32℃を境に疎水性の細胞接着表面

から親水性の細胞遊離表面となることから，環境温度を 20℃にすることにより，コンフル

エントに培養された細胞をシート状のまま回収することができる（Fig.2 A）．UpCellTM 

ディッシュでの細胞培養を含む，以下の複数の工程を確立し 3層培養系を構築した．hAST

を 3μmの小孔を有するメンブレンの反管腔側で培養し，24時間インキュベートし，AQP4

を含むアストロサイトの足突起がメンブレンの小孔から突出するようにした．次に，メン

ブレンの管腔側で hPCTを培養した後，hASTと hPCTを 24時間共培養した．一方で，

hECを温度感受性ポリマーが表面に固定された UpCellTM ディッシュ上に培養した．環境

温度を 20℃にすることで hECと細胞外マトリクスをシート状のまま剥離し，hPCT上に移

した．3種の細胞を 33℃で 24時間共培養した後，37℃条件下で成熟細胞へと分化させた

（Fig.2 B）．共焦点蛍光顕微鏡で撮影後に 3D構築を行ったところ（Fig.2 H），hEC, 

hPCT, アストロサイト足突起，メンブレン，hASTからなる多培養インサートが 5層構造

を形成していた．アストロサイトの足突起の一部はメンブレンの小孔から突き出ており，

hASTの足突起と hPCTは hEC層に近接していることを確認した． 

 

 

Fig.1. 新規 in vitro BBBモデルの構築に用いた温度条件不死化ヒト BBB構成細胞株

hECの形態は紡錘形を呈し，血管内皮細胞マーカーであるフォンウィルブランド因子

（vWF）を発現している（Aa）． hPCTの形態は敷石上で，hPCTには周皮細胞マーカー
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である PDGFβの発現がみられる（Ab）． hASTの形態は星型であり，hASTのマーカー

であるグリア線維性酸性タンパク質（GFAP）を発現している（Ac）．温度感受性 SV40

ラージ T抗原（Ts-SV40 LT）をトランスフェクトした温度条件不死化ヒト細胞株の概念図

を示す（2）．33°Cでは，活性化された Ts-SV40 LTは，強力な腫瘍抑制因子である p53

と Rbに結合してこれらの機能を阻害し，継続的な細胞増殖を引き起こす（2）． 37°C

では，Ts-SV40 LTは不活化し，細胞は増殖を停止し，成熟細胞へと分化する（2）．BBB, 

blood-brain barrier; hEC, human brain microvascular endothelial cell; hPCT, human pericyte, hAST, 

human astrocyte. 

 

 

Fig.2. UpCellTM を用いた BBB細胞株の 3層培養系の構築 
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温度応答性ポリマーが表面に固定化された UpCellTMの概略図を示す（A）．環境温度を

37℃から 20℃にすることで疎水性の細胞接着表面から親水性の細胞遊離表面となり，コン

フルエントに培養された細胞を，吸湿性シートを用いてシート状に回収することができる

（A）．我々が構築した 3層培養系の作製工程を示す（2）．hASTを 3μmの小孔を有する

細胞培養インサートメンブレンまたは 3Dフローメンブレンの反管腔側で培養した（2）．

メンブレンを反転し管腔側に hPCTを培養した後，hASTと hPCTを 33℃で共培養した

（2）．一方で， hECを培養した UpCellTM ディッシュを 20℃でインキュベートし，吸湿

性シートを被せて hECをシート状のまま剥離し，hPCT上に移した（2）．3種の細胞を

37℃条件下で成熟細胞へと分化させた（2）． CytoID Redで染色された hASTを示す

（D）．hAST上の AQ4発現を確認した（D）．Cell trackerBlueで染色された hPCTを示す

（E）．吸湿性シートによって UpCellTMディッシュから剥離された hECは確認用のゲル膜

に移されていた（scale bar = 10 mm）（F）．コンフルエントに培養された hECは吸湿性シ

ートによって，UpCellTMディッシュの表面から除去されていた（G）．共焦点蛍光顕微鏡

による 3D構築像を示す（H）．hEC, hPCT, アストロサイト足突起，メンブレン，hASTか

らなる多培養インサートが多層構造を形成していた（H）．アストロサイトの足突起の一

部はメンブレンの小孔から突き出ており，hASTの足突起と hPCTは hEC層に近接してい

た（H）．hEC, human brain microvascular endothelial cell; hPCT, human pericyte, hAST, human 

astrocyte. 

 

2. 流速負荷型 ex vivo BBBモデルの構築と NMO-IgGが誘導する白血球の migrationに
対するサトラリズマブの効果 

NMO-IgGが誘導する白血球の migrationに対するサトラリズマブの効果を評価するため

に，我々は hEC/hPCT/hAST 3層培養系を導入した流速負荷型 BBBモデルを構築した

（Fig.3 A-C）．これによって，流速負荷条件下での白血球の migrationの検討が可能とな

った．EC側（血管側）とアストロサイト側（脳実質側）にサトラリズマブと NMO-IgGま
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たは NMO-IgGのみを加えた後（Fig.3 D），migrationした細胞総数およびフェノタイピン

グした細胞数をカウントし，対照 IgGと比較した．NMO-IgGは，総 PBMC，CD4陽性，

CD8細胞の migrationを増加させた．サトラリズマブと NMO-IgGの投与によって，NMO-

IgGによる総 PBMC，CD4陽性，CD8陽性細胞の migrationの増加が有意に抑制された

（Fig.3 E a-d）． 
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Fig. 3 ex vivo BBBモデルの構築と NMO-IgGが誘導する白血球の migrationに対するサ

トラリズマブの効果 
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3層培養された 3Dフローメンブレンおよび 3Dフローチャンバーを示す（A）．3層培養

された 3Dフローメンブレンを 3Dフローチャンバーに装着した（A）．流速負荷型 ex vivo 

BBBモデルの全体像を示す（B）．蓋をして密閉した 3Dフローチャンバーを 37℃に設定

したチャンバーウォーマーに置き，水槽で保温した正常ヒト PBMCを，蠕動運動ポンプが

作り出す生理的流速とともにチャンバー内の管腔側に流入させた（B）．migration測定中

の 3Dフローチャンバーの概略図を示す（C）. 底側チャンバーに migrationした細胞を回

収し，フローサイトメトリーで解析した（C）． NMO-IgGとサトラリズマブまたは

NMO-IgGのみを用いた白血球 migration測定の概略図を示す（D）．NMO-IgGは，対照

IgGと比較して，総 PBMC（E a），CD8陽性（E b），CD4陽性（E c）の migrationを増加

させ，NMO-IgGとサトラリズマブの併用によってその増加が抑制された（E a-c）． *p < 

0.05 by unpaired t test (n = 6 per group)．PBMC, peripheral blood mononuclear cells.  

 

3. EAEマウスにおける IL-6受容体阻害の効果 

MR16（マウス IL-6受容体抗体）を EAE誘導の day7に投与した結果，EAEマウスの臨床

症候の出現を有意かつ著明に抑制した（Fig.4 A）．さらに，EAE動物における白血球の

migrationを確認した．Day15に，EAEマウス脊髄の CD4陽性 T細胞は著明に増加した

が，対照マウスでは CD4陽性 T細胞はほぼ検出されなかった（対照, 33.7±21.5

［mean±SEM］個/脊髄切片; EAE, 628.3±196.5［mean±SEM］個/脊髄切片）（Fig.4 B）．

Day7でのMR16投与によって，CD4陽性 T細胞の脊髄への migrationは有意に抑制された

（EAE + MR16-1, ［mean±SEM］個/脊髄切片; EAE, 628.3±196.5［mean±SEM］個/脊髄切

片）（Fig.4 B）．臨床症候と脊髄での白血球 migrationに与えるMR16-1の影響は免疫反応

の変化によって二次的に生じた現象に過ぎないという可能性を排除するために，EAEマウ

スにおける T細胞分化に対するMR16-1の効果を評価した．脾細胞で，Th1陽性細胞と

FoxP3陽性制御性 T細胞が day16に有意に増加した（Fig.4 C, E）．Th17細胞は，EAEマ
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ウスで増加する傾向がみられたが，有意ではなかった（Fig.4 D）．Day7でのMR16投与

はこれらの細胞の誘導に影響を与えなかった（Fig.4 C-E）.  

 

 

Fig. 4 in vivoでの脊髄への白血球 migrationに対する IL-6受容体阻害の効果 

免疫 7日目に投与した IL-6受容体抗体は（MR16-1）は，EAEマウスの臨床症候の出現を

有意に阻害した（A）．*p < 0.05 by 2-way analysis of variance（n = 3–6 per group）．免疫 15

日目の脊髄の CD4陽性細胞の免疫組織化学染色を示す（B）．CD4陽性 T細胞は，EAE
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マウス脊髄で著明に増加し，免疫 15日目の IL-6受容体抗体はこの増加を有意に予防した

（B）．*p < 0.05 by Tukey multiple comparison test （n = 3–6 per group）. Scale bar = 100 

μm．EAEマウスにおいて，（C）Th1陽性細胞の誘導と（E）FoxP3陽性制御性 T細胞の

誘導は免疫 16日目に有意に亢進した． Th17陽性細胞については増加傾向があったが有意

ではなかった（D）．免疫 7日目に IL-6受容体抗体を投与してもこれらの細胞の誘導に変

化はなかった（C-E）．*p < 0.05 by Tukey multiple comparison test (n = 4–8 per group). EAE, 

experimental autoimmune encephalomyelitis; IL-6, interleukin-6. 

 

4. EAEマウスのバリア機能に対する IL-6受容体阻害の効果 

Day15に行った免疫組織化学染色では，EAEマウスでは脊髄へのアルブミンおよび IgG

の漏出が対照マウスに比較して高く（Fig. 5 A, B）， BBBの透過性亢進が示唆された．

MR-16-1で処置した EAEマウスではこれらの脊髄への漏出が有意に抑制された（Fig. 5 A, 

B）． 

 

Fig. 5 in vivoでの BBB透過性に対する IL-6受容体阻害の効果 

免疫後 15日目の脊髄におけるアルブミン（A）および IgG（B）の免疫組織化学的染色を

示す（A, B）．EAEマウスでは，脊髄へのアルブミンと IgGの漏出は対照マウスよりも高
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く，この漏出は IL-6受容体抗体（MR16-1）によって有意に減少した．*p < 0.05 by Tukey 

multiple comparison test (n = 3–6 per group). Scale bars = 100 μm．EAE, experimental 

autoimmune encephalomyelitis; IL-6, interleukin-6. 

 

5. In vitroでのサトラリズマブの BBBバリア機能に対する効果 

NMO-IgGが血管側または脳実質側の BBBのバリア機能に与える影響を評価するために，

リアルタイム TEERの長期測定が可能な静的 in vitro BBBモデルを構築した．NMO-IgGま

たは対照 IgGを血管側，脳実質側のいずれかまたは両方に添加した後，TEER値を毎分ご

とに 96時間連続して測定した．NMO-IgGの添加から 24時間以内に，全ての群で TEER値

が対照 IgG群と比較して減少し始め，72時間で有意な減少となった（Fig.6 A, B）．血管

側と脳実質側の両方に NMO-IgGを添加した群で最も低い TEERがみられた．NMO-IgGを

脳実質側に添加した場合の TEER値は，NMO-IgGを血管側に加えた場合の TEERよりも有

意に低かった．NMO-IgGによる BBB機能破綻に対してサトラリズマブが影響を与えるか

どうかを明らかにするために，hEC/hPC/hASTの 3層培養系を組み込んだ静的 BBBモデル

を使用した．サトラリズマブと NMO-IgGまたは対照 IgGを血管側と脳実質側のいずれか

または両方に添加した後，上述のように TEER値を測定した．これらの実験に先立ち，サ

トラリズマブがバリア機能に影響を与えないことを確認した（data not shown）．血管側と

脳実質側，またはその両方，いずれにおいてもサトラリズマブと NMO-IgGを添加した条

件では，NMO-IgG単独条件と比較して，72時間での TEER値は有意に高い値を示した

（Fig. 6 C-E）．このサトラリズマブによるバリア機能破綻抑制効果は，血管側に添加した

場合と脳実質側に添加した場合で同程度であった（Fig. 6 D, E）．サトラリズマブを血管

側と脳実質側の両側に添加した場合にバリア機能破綻抑制効果が最も高かった（Fig. 6 

C）. 
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Fig. 6 in vitroでの BBBのバリア機能に対するサトラリズマブの効果 



24 

 

静的 BBBモデルの血管側か脳実質側，あるいは両側への NMO-IgGを投与すると，対照

IgGと比較して，投与 72時間後の TEER値が有意に減少した（A）．*p < 0.05 by unpaired t 

test (n = 3 per group)．cellZscopeによるリアルタイム TEER測定では，TEER値がすべての群

で NMO-IgGの投与から 24時間以内に減少し始め，減少傾向は 48時間続いた（B）．血管

側，脳実質側あるいは両側にサトラリズマブと NMO-IgGを添加した場合，NMO-IgG単独

条件と比較して，72時間後の TEER値は有意に高かった（C-E左）．*p < 0.05 by unpaired t 

test (n = 3 per group)．cellZscopeによるリアルタイム TEER測定では，TEER値は経時的に低

下していく傾向を示したが，サトラリズマブと NMO-IgG では NMO-IgG単独と比較して

と，96時間にわたっての低下の程度は少ないままであった（C-E右）．TEER, 

transendothelial electrical resistance. 

 

6. NMO-IgG共存下でのサトラリズマブの脳実質への移行性 

BBBを通過する微量のサトラリズマブおよび NMO-IgGを，オデッセイ赤外線イメージン

グシステムおよび ELISAで測定可能な in vitro BBBモデルを構築した．サトラリズマブと

対照 IgGについて，透過係数（Papp; mm/秒）を評価した．標識されたサトラリズマブまた

は IgG2（対照 IgG）を hEC（血管）側に加えた．脳実質側に移行した IgGを赤外線イメー

ジングシステムで検出し，サトラリズマブと対照 IgGの透過係数を計算した．サトラリズ

マブの Pappは対照 IgGと比較してほぼ 3倍であった（Fig.7 A）． 

血管側に NMO-IgGまたは対照 IgGに作用させた後，移行した IgGをヒト IgG検出 ELISA

キットで検出した．NMO-IgGおよび対照 IgGの総蓄積 IgGの増量を計算し，対照 IgGに

対して正規化し，IgG蓄積量とした．NMO-IgGの脳内蓄積量は対照 IgGの約 1.5倍であっ

た（Fig.7 B）． 

EAEマウスでのMR16-1が BBBを透過する速度は正常マウスのほぼ 30倍であることが

明らかになっている（Serizawa et al., 2018）．そこで， MR16-1同様にサトラリズマブも
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NMO-IgG存在下で脳内移行が亢進するのかどうか検討した．3層培養 BBBモデルの血管

側にサトラリズマブと NMO-IgG，またはサトラリズマブと対照 IgGを同時に加えた後，

サトラリズマブ抗体を用いた ELISAでサトラリズマブの総蓄積量を定量した．サトラリズ

マブと NMO-IgGを加えた場合のサトラリズマブの総蓄積量を，サトラリズマブと対照

IgGを加えた場合に対して正規化した．サトラリズマブと NMO-IgGを加えた場合のサト

ラリズマブの総蓄積量はサトラリズマブと対照 IgGを加えた場合のほぼ 3倍であった

（Fig.7 C）． 

   

 

 

 

Fig.7 in vitroでの NMO-IgG共存下でのサトラリズマブの脳内移行性 

サトラリズマブの透過係数は対照 IgGと比較してほぼ 3倍であった（A）. *p < 0.05 by 

unpaired t test (n = 6 per group)．IgG検出 ELISAキットで定量した NMO-IgGの脳内総蓄積

量は対照 IgGの約 1.5倍であった（B）．*p < 0.05 by unpaired t test (n = 6 per group)．サト

ラリズマブを NMO-IgGと共に加えた場合のサトラリズマブの総蓄積量は，サトラリズマ

ブを対照 IgGと共に加えた場合のほぼ 3倍であった（C）．*p < 0.05 by unpaired t test (n = 8 

per group)． 
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考察 

ヒト BBB構成細胞株の 3層培養システムを用いて in vitro, ex vivo BBBモデルを作製する

ことに成功した（Fig. 2）．Ex vivo BBBモデルを用いた検討では，サトラリズマブを血管

側および脳実質側に投与することで，NMO-IgGが促進した総 PBMC，CD4陽性細胞，

CD8陽性細胞の migrationが抑制された（Fig. 3）．次に，EAEマウスにおいて，IL-6シグ

ナル伝達の阻害によって，CD4陽性 T細胞の脊髄への migration，BBB透過性の亢進，脊

髄炎の発症が抑制することが示された（Fig. 4, 5）．さらに，NMO-IgGはバリア機能破綻

を生じさせ，このバリア機能の破綻は，NMO-IgGを BBBモデルの血管側と脳実質側の両

方に加えた場合に最も強かった．NMO-IgGを脳実質側に加えた場合は，血管側に加えた場

合と比較してより強くバリア機能を減弱した．サトラリズマブは NMO-IgGによって引き

起こされる BBB機能破綻を抑制し，その効果はサトラリズマブを血管側と脳実質側の両

方に加えた場合に最も高かった．脳実質側に加えた場合の効果は血管側に加えた場合と同

程度であった（Fig. 6）．また，サトラリズマブは NMO-IgG共存下で脳内移行が亢進する

ことを確認した（Fig. 7）． 

これまで我々の研究室では，NMO-IgGのなかでも GRP78に対する自己抗体が，血管側の

ECの核内因子 κB（nuclear factor-kappa B, NFκB）シグナルを活性化して BBBの透過性を

高め，NMO-IgGによる中枢神経側でのアストロサイトへの攻撃を誘引することを明らかに

している（Shimizu et al., 2017）．また，中枢神経側の NMO-IgGがアストロサイトでの IL-

6発現を誘導し，IL-6シグナル伝達が hECに作用することで，CCL2，CXCL8といったケ

モカインの誘導，claudin-5の発現減少，透過性亢進，PBMCの migration増加といった

BBB特性の変化をもたらすことを示した（Takeshita et al., 2016）．本研究では，我々は

NMO-IgGを血管側よりも脳実質側に与えることで，より強くバリア機能が減少することを

示した．これは，中枢神経側の IL-6シグナル伝達によって生じるバリア機能低下作用は，

NMO-IgGが血管側で引き起こすバリア機能低下作用よりも大きいことを示している． 
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以上から，NMOSD発症の病態に関して，NMOSDの発症に関与するいくつかのステップ

が BBBの両側で生じると考えられる（Fig. 8A）．第一に，NMO-IgG（GRP78抗体または

未知の抗体）が ECの NF-κBシグナルを活性化する．第二に，NMO-IgGは血管側のバリ

ア機能を低下させる．第三に，NMO-IgGは NMO-IgG自身の脳内移行性を高める．第四

に，NMO-IgGはアストロサイトの AQP4を攻撃し，アストロサイトでの IL-6発現を誘導

する．第五に，IL-6シグナル伝達は中枢神経側で ECに作用する．第六に，IL-6シグナル

伝達は，血管側よりも中枢神経側においてのバリア機能をより強く低下させる．第七に，

IL-6シグナル伝達は ECで CCL2と CXCL8といったケモカインの発現を誘導する．第八

に，誘導されたケモカインが炎症細胞浸潤を亢進させる．最終的に，NMOSDが発症す

る． 

NMOSD患者の BBBにおけるサトラリズマブの作用機序を検討するために，サトラリズ

マブの脳内移行性を評価したところ，サトラリズマブは対照 IgGの約 3倍の脳内移行性を

もつことが明らかになった（Fig. 7A）．NMO-IgGの脳内移行性は対照 IgGの約 1.5倍であ

った（Fig. 7B）．NMO-IgGの共存下でのサトラリズマブの脳内移行性は，対照 IgGの共

存下と比較してほぼ 3倍に増加した（Fig. 7C）．この結果から， NMO-IgGによってサト

ラリズマブの脳内移行性が増強され，サトラリズマブが BBBを通過して中枢神経側に作

用することが容易になると考えられる． 

本研究では，サトラリズマブが NMO-IgGによって引き起こされるバリア機能の低下や炎

症細胞浸潤を抑制することを示した（Fig. 3, 6）．さらに，EAEマウスにおいて，IL-6シ

グナル伝達の阻害によって，CD4陽性 T細胞の脊髄への浸潤が抑制され，BBB透過性の

亢進と EAEマウスの脊髄炎発症が抑えられた（Fig. 4, 5）．以上より，NMOSD患者の

BBBにおけるサトラリズマブの作用機序について次のことが考えられる．サトラリズマブ

は NMOSD患者の BBB を通過し，中枢神経側でアストロサイトからの IL-6を阻害し，

BBB機能破綻と炎症細胞浸潤を抑制する結果，NMOSDの発症を予防する（Fig. 8B）．サ

トラリズマブは血管側と脳実質側の両方に加えた場合に特に顕著に TEERを改善させたこ
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とから， BBBの破綻が生じている NMOSDの急性炎症部位では，NMO-IgGとサトラリズ

マブがより容易に中枢神経側に到達し，サトラリズマブは特に効率的に効果を発現できる

可能性がある． 

サトラリズマブは，BBBのバリア機能の破綻を防ぐことで NMOSDの再発予防効果を発

現していると考えられるが，それだけではなく，サトラリズマブは NMOSD再発時の白血

球浸潤を阻害することで急性炎症による神経障害に対する治療効果を有することが想定で

きる．このようなサトラリズマブの BBB機能維持効果を考えると， NMOSDと同様に

BBB破綻や脳脊髄液中の IL-6濃度上昇がみられる，自己免疫性視神経炎や，神経ベーチ

ェット病，中枢神経ループス，NMDA受容体脳炎，Vogt-小柳-原田病といった自己免疫性

中枢神経疾患（Lin, 2015; Yoshimura et al., 2009; Asano et al., 2017）の治療においてもサトラ

リズマブは新たな選択肢となる可能性がある． 
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Fig.8 BBBにおける NMOSDの病態生理とサトラリズマブの作用機序 

（A）：BBBにおける NMOSDの病態生理の模式図．第一に，NMO-IgG（GRP78抗体ま

たは未知の抗体）が ECの NF-κBシグナルを活性化する．第二に，NMO-IgGは血管側の

バリア機能を低下させる．第三に，NMO-IgGは NMO-IgG自身の脳内移行性を高める．第

四に，NMO-IgGはアストロサイトの AQP4を攻撃し，アストロサイトでの IL-6発現を誘

導する．第五に，IL-6シグナル伝達は中枢神経側で ECに作用する．第六に，IL-6シグナ

ル伝達は，血管側よりも中枢神経側においてのバリア機能をより強く低下させる．第七
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に，IL-6シグナル伝達は ECで CCL2と CXCL8といったケモカインの発現を誘導する．第

八に，誘導されたケモカインが炎症細胞浸潤を亢進させる．最終的に，NMOSDが発症す

る．（B）：BBBにおけるサトラリズマブの作用機序の病態生理の模式図．サトラリズマ

ブは NMOSD患者の BBB を通過し，中枢神経側でアストロサイトからの IL-6を阻害し，

BBB機能破綻と炎症細胞浸潤を抑制する結果，NMOSDの発症を予防する．AQP4, 

aquaporin-4; BBB, blood-brain barrier; EC, endothelial cell; IL-6, interleukin-6; NMOSD, 

neuromyelitis optica spectrum disorder.  

 

結語 

 本研究において我々は，新たに開発した 3層共培養系を用いて，静的 in vitro BBBモデ

ルおよび流速負荷型 ex vivo BBBモデルを作製することに成功した．これらの BBBモデル

を用いて，NMOSDで生じる BBB破綻の観点から IL-6受容体抗体サトラリズマブの作用

機序を明らかにした．すなわち，サトラリズマブは，NMO-IgGの共存下で BBBを通過

し，IL-6による BBB破綻を抑制することで NMOSDの再発を予防することを示した．IL-6

による BBB破綻は，NMOSD以外の自己免疫性中枢神経疾患の病態にも関与していること

から，サトラリズマブはこれらの疾患に対しても有効な治療薬となる可能性がある． 
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