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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）におけるアストロサイトの毒性転換機構を明らかにする
ため、アストロサイトの毒性転換や蓄積が示唆される自然免疫TRIF経路欠損ALSモデルマウスやアストロサイト
の毒性転換が示唆される末梢免疫反応を変容させたALSモデルマウスの脊髄からアストロサイトを単離し、RNAシ
ーケンス解析を行い、その毒性転換及び細胞死や病態に関与する発現分子の同定を行った。その結果、両者に共
通して発現変動する遺伝子を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate mechanisms of the functional shift toward neuro-toxic astrocyte
 in amyotrophic lateral sclerosis, we performed RNA sequencing analyses with magnetic sorted 
astrocytes from TRIF-deficient and BALB/c background ALS model mouse spinal cords in which a 
detrimental effect or altered gene expressions in astrocytes were observed. We found that 54 genes 
including immune functional genes and cell-death-related genes altered in common.

研究分野：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
これまでのALSモデルマウスを用いた研究から運動神経の周囲で活性化したグリア細胞の異常も病態進行に関与
することが示されていたが、良いマーカーや解析ツール等の少なさからアストロサイトの毒性転換機構について
はほとんど明らかになっていなかった。本研究によりその一端に関与することが示唆される遺伝子の同定ができ
たことは学術的に意義があり、これらの遺伝子を標的にした新規治療法の開発にもつながる社会的意義をもつ成
果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
運動神経の変性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)において、運動神経
の異常のみならずその周囲で活性化したグリア細胞の異常も病態進行に関与していることが
ALS モデル動物を用いた研究により報告されている(Boillee et al., Science, 2006,Yamanaka 
et al., Nat Neurosci, 2008)。特に、脳内免疫を担うミクログリアについては、発現マーカー
を用いた成体脳からの細胞単離技術が確立されていることや遺伝子改変マウスなどの解析ツー
ルの多さから、多くの研究グループにより精力的に解析が行われてきた。しかし、良いマーカー
や解析ツールの少なさから、アストロサイトの神経保護能及び神経傷害能を決定づける(変化さ
せる)分子機構や発現する病態関与分子については、ほとんど明らかになっていない。そこで本
研究は、アストロサイトの神経保護機能の減弱化又は毒性転換に着目し、それを制御する分子機
構の解明や治療標的となりうる発現分子の同定を通じて、アストロサイトの毒性転換機構を明
らかにすることで、アストロサイトを標的とした ALSの新規治療法の開発を目指した。 
２．研究の目的 
これまでの解析から、アストロサイトの毒性転換や蓄積が示唆される自然免疫TRIF経路欠損ALS
モデルマウスやアストロサイトの毒性転換が示唆される末梢免疫反応を変容させた ALS モデル
マウスの脊髄から単離したアストロサイトを用い、その毒性転換及び細胞死や病態に関与する
発現分子の同定を通して、アストロサイトの毒性転換機構を明らかにし、アストロサイトを標的
とした ALS の新規治療法の開発を目的とする。 
３．研究の方法 
アストロサイトの毒性転換や蓄積が示唆される自然免疫 TRIF 経路欠損 ALS モデルマウスやアス
トロサイトの毒性転換が示唆される末梢免疫反応を変容させた ALS モデルマウスの脊髄から磁
気細胞分離法によってアストロサイトを単離し、次世代シーケンサーによる遺伝子発現比較解
析を行う。 
４．研究成果 
まず、成体のマウス脊髄からアストロサイトを単離するため、抗ACSA-2(Astrocyte cell surface 
antigen-2)抗体(Miltenyi Biotec)を用いた磁気細胞分離法を確立した（図 1）。 

 
 
また、これまでの研究により、自然免疫に関わる主要な分子である Toll-like 受容体(TLR)の下
流のシグナル経路の一つである TRIF 経路を遮断した TRIF 欠損 ALS モデルマウスにおいて、毒
性転換した異常な形態をもつ活性化アストロサイトが脊髄灰白質内で増加することで病態進行
が加速することを明らかにし、論文報告した（Komine et al.,Cell death & differ, 2018）。さ
らには、細胞性免疫反応優位なC57BL/6マウスから液性免疫優位なBALB/cマウスに戻し交配し、
ALS モデルマウスの末梢免疫反応のバランスを変化させると、病態進行が加速し、TRIF 欠損 ALS
モデルマウスと同様、アストロサイトにおける遺伝子発現が変化することを明らかにした。そこ
で、アストロサイトの毒性転換に関与する遺伝子を同定するため、上記の磁気細胞分離法により、
自然免疫 TRIF 経路欠損 ALS モデルマウス(G93A/TRIFKO マウス)、ALS モデルマウス（G93A マウ
ス）、末梢免疫反応を変容させた 2 種類の ALS モデルマウス(G93A(B6)、G93A(Balb)マウス)の脊
髄からアストロサイトを単離し、RNA 抽出後、RNA シーケンス解析を行った（n=4 ずつ）。対照群
としては、野生型マウスをそれぞれ用いた(n=3〜4)。 
まず、G93A/TRIFKO マウス由来アストロサイトにおける発現変動遺伝子について、G93A マウス由
来アストロサイトと比較解析を行ったところ、G93A マウス由来アストロサイトに対し、1.5倍以
上の発現変動のあった遺伝子(p<0.05)は、発現上昇が 65 遺伝子、発現低下が 74 遺伝子であっ
た。また、、G93A(Balb)マウス由来アストロサイトにおける発現変動遺伝子について、G93A(B6)
マウス由来アストロサイトと比較解析を行ったところ、G93A(B6)マウス由来アストロサイトに
対し、1.5 倍以上の発現変動のあった遺伝子(p<0.05)は、発現上昇が 897 遺伝子、発現低下が
1208 遺伝子であった。次に、G93A/TRIFKO マウス由来アストロサイトおよび G93A(Balb)マウス
由来アストロサイトに共通して発現変動がみられる遺伝子について比較解析したところ、発現
上昇が 29 遺伝子、発現低下が 25 遺伝子であった（図 2）。特に、共通して発現低下していた遺
伝子は、免疫反応や免疫細胞の遊走に関与する遺伝子や細胞死に関わる遺伝子を含んでいるこ
とが判明した。本研究により同定された遺伝子の病態関与を検証することで、アストロサイト毒
性転換機構の一端が明らかになると考えられる。 
 
 

図 1. 抗 ACSA-2 抗体を用いた磁気細胞

分離法による脊髄内アストロサイトの

単離（野生型マウス FACS データ）  

抗 CD11b 抗体による磁気細胞分離後

(CD11b+ MACS)、抗 ACSA-2 抗体による磁

気細胞分離(CD11b-/ACSA2+ MACS)によ

りアストロサイトを取得する。 

CD45:白血球マーカー 

GFAP:アストロサイトマーカー 
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