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研究成果の概要（和文）：私たちは、二次進行形多発性硬化症(SPMS)における治療薬開発のため、動物モデルを
用いた原因究明を行っている。SPMS患者剖検脳組織では、グリア細胞の活性化と、それらが発現するギャップ結
合蛋白(=コネキシン、Cx)の増加を認める。ここに着目し、私達はグリア細胞のCx機能解析を試みた。Cx30や
Cx43はアストログリアに主に発現している。Cx30欠損マウスに多発性硬化症モデルの病態(EAE)を誘導すると、
野生型マウスと比較し慢性期の症状が改善した。また、Cx43のアストログリア特異的欠損マウスでも同様に、
EAEの軽症化を認めた。このことから、Cx機能抑制による新規治療法開発の可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our main purpose of this project is to investigate the cause of 
secondary-progressive multiple sclerosis (SPMS) using animal model for the development of new 
therapeutic options. In brain autopsied sample of SPMS patients, activation of glial cells and 
increase of gap junction proteins (= connexin, Cx) are observed. Focusing on this, we tried to 
analyze functions of Cxs on glial cells. Cx30 and Cx43 are mainly expressed in astroglia. 
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) which is known as an animal model for MS, in Cx30 
deficient mice resulted in amelioration of chronic phase signs compared to wild type mice. In 
addition, in Cx43 astroglia-specific deficient mice, EAE was also ameliorated. From these findings, 
we found the clue for the development of new drugs for SPMS through the functional modification of 
Cxs.

研究分野：神経科学、神経免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性硬化症(MS)は若年女性に好発する中枢神経脱髄性疾患で、従来は欧米に多かったが、食生活の多様化やグ
ローバリゼーションにより本邦でも患者数は増加傾向にある。MSの発症初期は再発寛解型の経過を取るが、十年
以上経過すると二次進行形となり、現時点で治療方法がない。私達は、二次進行形MSにおけるグリア炎症に着目
し、この時期の疾患メカニズム解明を目的とした。今回の研究で判明したコネキシンの疾患メカニズムにおける
重要性は、同蛋白の機能阻害による二次進行形MSの新規治療薬創薬の足がかりとなる。
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１．研究開始当初の背景 
	 多発性硬化症(Multiple Sclerosis, MS)は再発寛解を繰り返す代表的な自己免疫性神経疾患
である。世界での患者数は 230万人（2013年）、日本では 9,900人(2004)と言われていた。し
かし食生活の欧米化などよによりアジア地域でも患者数は増加傾向である。本疾患は若年女性
に多く、患者数の増加は社会的影響も大きい。疾患のメカニズムとして、発症当初は再発寛解
型MS(RRMS)といって一過性の神経症状をきたすが自然寛解する。しかし、発症後 20年経つ
と二次進行形MS(SPMS)に移行し、以後は症状が徐々に進行する。 
	 RRMS に対する症状軽減治療、および再発予防治療についてはこれまで確立されているが、
SPMSに対する治療法はほとんどない。その原因の多くは、RRMSに比べて SPMSの疾患メ
カニズムが不明であることに起因する。RRMS は末梢の免疫反応が要因であるのに対し、
SPMSは中枢神経系の細胞が疾患メカニズムを形成する。特に中枢グリア細胞(ミクログリア、
アストログリア、オリゴデンドログリア)は重要な役割を担っている。しかし、これらの細胞が
MS の病態にどの程度関わっているのかは不明である。グリア細胞同士は同種および異種細胞
間でギャップ結合を形成し、物質の交換を行っている。これらはおもにコネキシンと呼ばれる
分子が互いに結合してチャネル形成される。また、コネキシンは単独でもヘミチャネルを形成
し、細胞内外で物質の交換を行う。MS の病変では、細胞脱落を来していなくてもこれらのコ
ネキシンの発現が低下しており、病態への関与が強く示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
	 MS の病態メカニズムにおけるアストログリアの関与を明らかにする。MS 病変部で発現低
下しているアストログリアコネキシンが脳内免疫反応に及ぼす影響を解明する。 
 
３．研究の方法 
	 アストログリアはコネキシン 30(Cx30)と Cx43 を発現している。Cx30 欠損マウスは生存、生
殖可能であるが、Cx43 はグリア細胞以外にも多く発現しており、全身欠損マウスは致死的であ
る。このため、Cx30欠損マウスと異なりCx43の研究を行うためにはConditional	knockout(cKO)
マウスが必要となる。私たちは、Cx30 欠損マウス、アストログリア特異的 Cx43 欠損マウスを
作成した。これらのマウスに、多発性硬化症のモデルである EAE を誘導し、それぞれの対照群
と比較した。比較項目は、臨床経過、組織学的解析、分子生物学的解析を行った。また、脳内
で免疫反応を担うミクログリアを単離し、遺伝子の網羅的解析を行った。更にこれらのマウス
脾臓細胞を刺激し比較することにより、Cx機能異常が末梢免疫反応に及ぼす影響を解析した。	
	
・遺伝子改変マウス	
	 Cx30 欠損マウスは KBTオリエンタルから購入した。Cx43cKO は、タモキシフェン投与により
遺伝子改変時期を選定できるよう、Flox-Cre−ERT システムを用いて、以下の２種類を作成した。
すなわち Glast-CreERT2;Cx43fl/fl	 (conditional	 grey	 matter	 astroglia-specific	 Cx43	
ablated	mice)および GFAP-CreERT1;Cx43fl/fl	(conditional	white	matter	astroglia-specific	
Cx43	ablated	mice)により、GFAP 陽性アストログリア特異的 Cx43 欠損マウスおよび GLAST 陽
性アストログリア特異的 Cx43 欠損マウスを作出した。これらの 3 系統の遺伝子改変マウス
(Cx30KO、GLAST-Cx43icKO、GFAP-Cx43icKO を EAE 実験に供した。	
	
・EAE 誘導	
	 生後 10週のマウスに 5日間(day-14 から-10)、タモキシフェンを腹腔内注射し、Day0 に瑞祥
蛋白(MOG35-55)をアジュバント(CFA)とともに皮下注射してマウスを免疫した。通常これらのマ
ウスは、免疫後 12日で尾の脱力にて発症し、15日で症状はピークに達する。この間、EAE症状
スコアおよび体重を記録した。また、免疫前、発症期、慢性期にマウス脊髄組織を採取し組織
学的解析を行った。	
	
・発現遺伝子解析	
	 EAE の経過中にマウス脊髄組織を採取し、RNA を抽出した上で発現遺伝子を網羅的に解析した。
また、濃度勾配法を用いて脊髄組織から単核細胞を採取し、セルソーターを用いてミクログリ
アを単離・回収した。これらのミクログリアについても RNA 抽出および発現遺伝子の網羅的解
析を行った。	
	
・脾臓細胞を用いた proliferation	assay	
	 EAE 経過中の末梢免疫細胞解析のため、適切な時期に脾臓
から単核球を採取し、MOG35-55 ペプチドで刺激することに
より、細胞増殖反応および培養上清のサイトカイン濃度を
解析した。	
	
４．研究成果	
①Cx30KO	EAE	
	 Cx30 の全身欠損マウスを用いた EAE では、慢性期の EAE

図 1 Cx30欠損マウス EAE	



症状の軽症化を認めた(図 1）。同マウスで
はミクログリアの炎症性活性化が抑制さ
れ、抗炎症性マーカーである Arginase1 の
発現が亢進していた。アストログリアは活
性化していたが、やはり抗炎症性マーカー
である S100A10 を、特に慢性期で強く発現
していた(図 2)。これらの結果から、Cx30
の発現低下はアストログリアの神経保護
的活性化を誘導し、ミクログリアの炎症性
活性化を抑制するとともに抗炎症性活性
化を促進することで、急性期でなくおもに
慢性期のEAE症状を軽減することを世界で
初めて見出した。	

②GLAST-Cx43icKO	EAE	
	 GLAST発現アストログリア特異的Cx43
欠損マウスに EAE を誘導すると、急性期とともに慢性期も EAE の症状を軽減した(図 3)。同マ
ウスでは初期の炎症細胞浸潤も抑制さ
れ て い た 。 脾 臓 細 胞 を 用 い た
Proliferation	assay では対照群と比較
し有意差はなかったことから、Cx43 欠損
は末梢の免疫反応に影響を与えること
なく EAE を軽減したと考えられた。中枢
神経細胞を用いたRNAアレイアッセイで
は、野生型アストログリアが炎症性活性
化を示す遺伝子群(A1)を発現するのに
対し、GLAST-Cx43icKO マウスアストログ
リアは抗炎症性活性化を示す遺伝子群
(A2)の発現がみられた。脊髄の組織学解
析でもA1型活性化を示唆するC3の発現
が低下していた(図 4)。これらの
結果から、GLAST-Cx43icKO マウ
スでは炎症細胞浸潤抑制とアス
トログリアの保護的活性化によ
り EAE の症状軽減を来したと考
えられた。	
③GFAP-Cx43icKO	EAE	
	 GFAP 発現アストログリア特異
的 Cx43 欠損マウスの EAE につい
て、研究当初は GLAST-Cx43icKO
と同様に、EAE 誘導前にタモキシ
フェンにより GFAP 発現アストロ

グリアにおける Cx43 の発現抑制
を期待したが、結果として対照マ
ウスと比較し臨床経過および組織学的に全く有意差がみられなかった。これは、GFAP が活性化
アストログリアにおいて強発現することに起因し、活性化していない段階でタモキシフェンを
投与しても効果的な Cx43 の発現低下を誘導できなかった可能性が示唆された。このため、研究
計画を見直し、EAE 誘導後にアストログリアが活性化し、GFAP の発現が十分亢進し、かつ EAE
発症前の段階でタモキシフェンを投与し、その後の経過を比較した。その結果、急性期症状に
変化はなかったものの、慢性期において EAE
の症状軽減を認めた(図 5）。組織学的にも
Arginase-1 陽性の保護的マクロファージ・ミ
クログリアの病変部における増加を認めた
ことから、GFAP-Cx43icKO による炎症性環境
の阻害により慢性炎症を抑制できた可能性
が示唆された。現在も詳細を解析中である。	
	
	 今回の動物モデルを用いた研究により、こ
れまで全く不明であった慢性期における末
梢免疫を介さない中枢炎症遷延の原因とし
て、アストログリアが大変大きな役割を担っ
ていることが初めて明らかになった。アスト
ログリアは Cx からなるギャップ結合により

図 3	 GLAST-Cx43欠損マウス EAE	

図 2	 A2(保護的アストログリア)の増加	

図 4 GLAST-Cx43欠損マウスは A2優位	

図 5 GFAP-Cx43欠損マウス EAE	



細胞同士が連絡しているが、Cxは相手の細胞がない場合、ヘミチャネルとして働き、細胞外へ
サイトカインや ATP などの生理活性物質を放出することが知られている。実際の MS患者病変に
おいてもアストログリアの Cxは急性期に発現低下する一方慢性期には発現が亢進する。これら
のアストログリアの作用について、これまで明らかにされていなかったが、今回の研究により
アストログリアコネキシンは少なくとも慢性期の中枢炎症維持に重要であることが明らかとな
った。	
	 現在、SPMS の治療薬はシポニモドやオザニモドといった薬剤が承認されているが、これらは
いずれも末梢リンパ組織からのリンパ球遊出を阻害するとともにグリア細胞の活性化を抑制す
る可能性が示唆されているが、後者のメカニズムについては明らかにされていない。今後の
SPMS 治療薬開発におけるグリア細胞機能解明の重要性はますます増加し、コネキシンを介する
機能修飾はその一翼を担う重要事項である。コネキシンの機能修飾作用をもつ薬剤は甘草の誘
導体である CBX およびその脳内移行性を改善させた INI0602 等、実用化に向けて開発が進行中
である。これらの薬剤を実用化するためにも、コネキシンが疾患メカニズムに与える影響の解
析は大変重要な研究課題である。今後もこのテーマについて継続的に研究に取り組む必要があ
る。	
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