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研究成果の概要（和文）：本研究では筋萎縮性側索硬化症(ALS)を病態モデルシステムとして、神経変性に対する生体
応答の主役としてのグリア細胞による変性神経細胞の認識機構や生体応答機構の解明についての研究を行った。グリア
細胞関連の病勢悪化因子として、自然免疫関連分子のTRIF, サイトカインTGF-β1を同定した。さらに、免疫・炎症修
飾物質として知られるオステオポンチン(OPN)が、ALSで神経変性抵抗性の運動神経に特異的に発現し、運動神経変性に
伴って周囲に放出されて神経炎症を修飾することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the mechanism for glial cells in recognition and response 
to neurodegeneration in amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We identified an innate immune adaptor, TRIF 
and astrocyte derived cytokine, TGF-β1 as a detrimental factor of ALS related to glial cells. In 
addition, we found that osteopontin (OPN), known as a immune and inflammatory mediator, expressed 
specifically in motor neurons resistant to degeneration in ALS, and modified neuroinflammation through 
secretion to neighboring glial cells.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 神経変性疾患　グリア
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１．研究開始当初の背景 
	 これまでの神経変性疾患研究は、神経細胞

の病態に着眼した神経細胞死の機序に関す

る研究が主流であり、グリア細胞に見られる

病的変化は神経変性に随伴する脇役として

の二次的な現象であると考えられてきた。し

かし、運動神経の細胞死を特徴とする神経変

性疾患である筋萎縮性側索硬化症 (ALS: 
Amyotrophic Lateral Sclerosis)に関する最近の
研究などを通じて、神経変性の過程で活性化

し、細胞傷害性サイトカインなどの異常放出

を引き起こすグリア細胞は、神経疾患の病態

に積極的に関与する細胞群として注目され

ている。 
	 SOD1(Cu/Zn superoxide dismutase)は優性遺
伝性 ALSの原因遺伝子であり、その病因遺伝
子産物である変異 SOD1蛋白が本来の酵素活
性と関係ない未知の毒性を発揮すること

(gain of toxic function)が運動神経細胞死に深
く関与すると考えられている。変異 SOD1に
よる遺伝性 ALS モデルにおける未解決の重
要な問題として、研究代表者は変異 SOD1が
毒性を発現する細胞群の同定を行ってきた。

多くの遺伝性神経変性疾患と同様に、SOD1
変異を有する ALS患者やモデルマウスでは、
特定の神経細胞に細胞死がみられるにもか

かわらず、変異蛋白はユビキタスに発現して

おり、非神経細胞における病因遺伝子産物の

病的意義は不明であった。そこで山中は、ど

の細胞群に由来する変異 SOD1毒性が神経変
性に最も重要であるのかを解明するため、

Cre-loxP システムにより細胞群特異的に除去
可能な変異SOD1を発現する新たなALSモデ
ルマウス LoxSOD1G37R を樹立し、運動神経、

ミクログリア、アストロサイトに発現する変

異 SOD1毒性の役割を解明するため、それぞ
れの細胞群特異的に Cre蛋白を発現するマウ
スと LoxSOD1G37Rマウスを交配した。 
	 一連の研究で研究代表者は ALS の疾患進
行を加速するのは運動神経に起こる病的変

化ではなく、グリア細胞であるミクログリア

とアストロサイトに起こる病的変化である

ことを証明した(Science, 2006; Nat Neurosci, 
2008; PNAS, 2008)。また、骨髄移植を用いて
ミクログリアを正常化することにより、変異

SOD1 マウスの疾患進行を著明に遅延させる
報告(Beers et al., PNAS, 2006)や正常グリア幹
細胞の移植により変異 SOD1ラットの生存期
間が延長した報告(Lapore et al., Nat Neurosci, 
2008)は、研究代表者らの研究結果とともにグ

リア細胞を正常化することによる ALS の神
経細胞死が遅延することを支持している。 
これらの研究成果は、変性する神経細胞由来

の未知のシグナルがグリア細胞の生体応答

を惹起し、その応答異常が神経変性疾患の病

態に深く関与することを示唆している。 
	 このように、神経変性疾患の研究は、従来

の神経細胞のみに着眼した研究のみではな

く、脳内環境とその破綻という新たな概念に

立脚することで、変性ニューロンに対するグ

リア細胞の生体応答機構の解明や、神経—グ

リア細胞間ネットワーク破綻による神経細

胞死研究へと研究の転換点を迎えている。 
 
２．研究の目的 
	 ALSモデルマウスの疾患進行期の病巣にお
ける、細胞群特異的な網羅的遺伝子解析から

得られた遺伝子群の解析を通じて、神経細胞

とグリア細胞の細胞間ネットワークの調節

機構を破綻させる分子機構の同定を行う。特

に、疾患進行期のグリア細胞において自然免

疫関連遺伝子の異常がみられたことから、神

経変性における自然免疫経路の関与につい

て詳細な検討を行い、その鍵分子を明らかす

ることを通じて、変性する神経細胞をグリア

細胞が認識し応答する機構の解明を目指す。	 	  
	 また、抑制性サイトカインとして知られる

Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) およ
び神経炎症への関与が知られているヘルパ

ーT細胞の分化調節因子オステオポンチン 
(Osteopontin: OPN)の発現量を変化させるこ
とを通じて、グリア細胞の生体応答や炎症反

応を調節することにより神経変性が遅延す

るかを検討する。SOD1変異によるALSモデル
は神経細胞死とグリア病態の関連を解析す

るうえで極めて有用なモデルであり、グリア

細胞の応答様式に関して、神経変性疾患の病

態や神経細胞死への理解がさらに深まるも

のと考える。これらの研究計画を通じて、脳

内環境の恒常性維持とその破綻の分子機構

を明らかにし、神経変性疾患の病態への関わ

りを明らかにすることを目的とする。	 

	 

３．研究の方法 
(1)自然免疫経路の主要な受容体である

Toll-like 受容体(TLR)からのシグナルを伝達
するアダプター分子 TRIFあるいはMyD88を
欠損した ALSマウスを作成して、発症時期、
罹病期間、生存期間を比較検討する。さらに、

定量 PCR法による遺伝子発現解析や、免疫組
織学的検討を通じて、疾患進行に影響をきた

す病態メカニズムを明らかにする。 
(2) TGF-β1のグリア応答に関する役割を解析



 

 

するため、TGF-β1 をアストロサイト特異的
に発現するGFAP- TGF-β1マウスを SOD1G93A

マウスと交配して、発症時期、進行速度、生

存期間を検討した。また、グリア病態に影響

を及ぼす分子について定量 PCR法や、免疫組
織学的手法を用いて発現解析を行った。さら

に、TGF-β シグナル阻害剤を発症後の ALS
マウスに対して投与し、生存解析を行った。 
(3)	 オステオポンチン(OPN)の ALSマウスに
おけるグリア細胞応答への関与について検

討を行った。SOD1G93Aマウスを用いて運動神

経の選択的変性における OPN の発現様式を
免疫組織学的手法により解析した。SOD1G93A

と OPN ノックアウトマウスを交配して、病
勢への影響を検討した。 
	 

４．研究成果	 

(1)ALS における自然免疫経路の関与：
MyD88 欠失 SOD1G93A,TRIF 欠失 SOD1G93A, 
SOD1G93Aマウスの発症、生存期間を比較した

ところ、MyD88 欠失は、SOD1G93A マウスの

発症時期、生存期間に有意な変化を来さなか

ったが、TRIF 欠失 SOD1G93A マウスは、

SOD1G93Aマウスと比較して、発症時期は不変

であったが、罹病期間が約 50％短縮し，疾
患進行の著しい加速と生存期間の著明な短

縮が見られた（平均生存期間 , SOD1G93A: 
162日; SOD1G93A/ TRIF–/–: 138日）。そこで、
SOD1G93A/ TRIF–/– マウスの脊髄における発

現分子、グリア、免疫細胞のプロファイルを

比較解析した。TRIF欠失により、CD8T細胞、
ナチュラルキラー細胞、ナチュラルキラーT
細胞といった細胞性免疫を担う免疫細胞の

脊髄内浸潤の顕著な低下とケモカインの発

現低下を認めた。また、TRIF 欠損 ALS マウ
ス脊髄において Nox2 の発現が上昇し異常な
形態を持つアストロサイトが増加している

ことを見いだした。グリア細胞における TRIF
依存性シグナルは、ケモカインの産生誘導、

細胞性免疫担当細胞の脊髄内浸潤を調節し、

グリア細胞の機能維持を通じて脊髄内環境

を神経保護的に維持している可能性が示唆

された（投稿中）。 
(2) TGF-β1のグリア応答に関する役割： 
TGF-β1は、免疫系細胞の抑制作用や神経保
護作用を有する多機能性サイトカインであ

り、孤発性 ALS患者の脳脊髄液で上昇するこ
とが報告されている。SOD1-ALSマウスや孤
発性 ALS 患者の脊髄組織における発現を検
討した結果、アストロサイトにおいて TGF-

β1 の発現の上昇を認めた。そこで、アスト
ロサイト特異的に TGF-β１を過剰発現する
ALS マウスを作製して発症時期や罹病期間
への効果を検討したところ、疾患進行が加速

し生存期間が約 10 日短縮した。その病態機
序を免疫組織染色、フローサイトメトリーで

検討したところ、病巣におけるミクログリア

の活性低下および浸潤 T細胞数減少をきたし、
変性運動ニューロンに対する保護作用が減

弱したことが考えられた。さらに実験的治療

として、ALS マウスに TGF-βシグナル阻害
剤を発症後より投与するとマウスの生存期

間が延長した。本研究成果によって、発症後

に急速な進行をとる ALSにおいて、グリア細
胞を標的とする疾患進行を遅延させる治療

法開発や発症後の進行を予測する技術の開

発が期待される(Endo, Cell Rep, 2015)。 
(3) オステオポンチン (OPN) のグリア病態
への関与：ALSモデルマウス（SOD1G93A）を

用いた免疫組織染色による検討から、 OPN
が ALS で脆弱なα運動神経に強く発現する
ことを見いだし（Misawa, J Neurosci Res, 
2012）、ALS モデルマウスで病気の進行に伴
い細胞外に放出され、粒子状構造物(OPN 細
胞外沈殿)として ECMに沈着することを見出
した。ALS における運動ニューロン(MN)の
サブタイプ選択性変性でのオステオポンチ

ン(OPN)の役割を解析した。OPN は、白筋

(FF)タイプMNマーカーであるMMP-9とは
異なる細胞集団に発現していた。また、赤筋

及び白筋への逆行性神経トレーサー注入に

よるモーターユニット特異的な標識、および

筋線維タイプの分別染色により、OPN は赤

筋(FR/S)タイプ MN に特異的に発現するこ

とを見出した。ALSマウス各病期の脊髄にお
ける免疫染色では、病気の進行に伴い

MMP-9陽性MNの数が最初に減少し、その
後 OPN陽性MNの数が減少する傾向が見ら
れた。また ALS発症前及び発症期において、 
野生型マウスではほとんど観察されない

OPN 及び MMP-9 共陽性の MN（ダブルポ
ジティブMN）が観察された。このダブルポ
ジティブMNは、FFタイプMNの変性の後
に代償的にリモデリングした FR/S MNであ
ることを確認した。OPN欠失により ALSモ
デルの発症時期が遅延するが、生存期間に影

響はなかった。強力な免疫・炎症修飾因子と

して知られる OPN は、運動神経の選択的変
性に関わる分子として新たな役割を有する

ことが判明した(Morisaki, Sci Rep in press)。 
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