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研究成果の概要（和文）：家族性筋萎縮性側索硬化症患者由来の運動ニューロンは、細胞内凝集体形成や細胞死
を起こしやすい。変異SOD1遺伝子を組み込んだA2a細胞を作製し、細胞内凝集体、不溶性異常タンパク質蓄積を
確認し、モデル系を確立した。ヒト乳歯歯髄幹細胞培養上清を投与することで、不溶性異常タンパク質の蓄積抑
制効果が明らかになった。ブラジル産グリーンプロポリスの抽出成分、その成分ケンフェロール、ニコチン酸受
容体α7nAChRアゴニストが細胞死を抑制できることも証明した。SOD1遺伝子変異ALS患者、孤発性ALS、健康者
controlのiPS細胞を運動ニューロンへと分化誘導させた。

研究成果の概要（英文）：Motor neurons derived from patients with familial ALS are prone to aggregate
 formation and cell death. As A2a cells,a mouse neuroblastoma cells, into which the mutant SOD1 gene
 was incorporated, have shown intracellular aggregates and insoluble abnormal proteins, an ALS model
 cell system has been established. Administration of human deciduous dental pulp stem cell culture 
supernatant (SHED-CM) was found to suppress the accumulation of insoluble abnormal protein.In 
addition, ethanol extract components of Brazilian green propolis, as well as its selective 
components of kaempferol and also α7nAChR, a nicotinic acid receptor, have revealed to activate 
autophagy and suppress cell death. We have prepared differentiation to motor neurons using iPS cells
 derived from a patient with SOD1 mutation, a patient with sporadic ALS, and a healthy control.

研究分野： 脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
筋萎縮性側索硬化症（ALS）はこれまで多くの研究がなされ、モデル細胞やモデル動物を使って多くの創薬が提
言されてきたが、ヒトにおいて臨床上満足のいく有効な薬剤は見出されていない。ヒトiPS細胞を使った研究は
新たな創薬への道を切り開いている。ALSの病態は複数の要因が多面的に作用しており、単一薬剤での十分な有
効性は得がたい。SHED-CMは多くの有効成分を含み、自然が作りだした複合剤で、神経難病への活用に期待が大
きい。SHED-CMの有効性についてN2a細胞モデル系を使って証明し、作用機序、有効成分について検索した。ALS
患者由来のiPS細胞についても準備し、創薬スクリーニング系を立ち上げた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症 (ALS)は重篤な筋萎縮と筋力低下を引き起こし、進行も速く、多くは約 2 

～5 年で呼吸困難で死亡する難病の中で最も過酷な疾患である。家族性の ALS（FALS）の原因
遺伝子として、SOD1、TDP43 などが発見された。これらの変異遺伝子を導入した ALS モデル
マウスがこれまで治療薬開発に広く利用されてきた。しかしながら、これらの ALS モデルマウ
スを用いて、100 を越える治療薬が提言されたが、ヒトで十分効果のある薬剤は見出されてい
ない。その理由は、種差に加え、導入遺伝子の過剰なコピー数、過剰なタンパク量の発現など、
病態を誇張したカスケードの設定、ALS の発症が単一薬剤で抑えられるほど単純な発症機構で
はないことなどが考えられる。したがって、よりヒトに近い疾患モデルおよび、複数の治療標的
に対する新たな多面的なアプローチが必要と考えられた。 

 

２．研究の目的 

目的は、複合的かつ相乗的な治療効果を発揮できると期待される歯髄幹細胞培養-上清（DPSC-

CM）の中で、特に強力で、有効性の高いヒト脱落乳歯歯髄幹細胞-上清（SHED-CM）の ALS に
対する治療効果を検証する。従来の ALS モデルマウスに加え、よりヒト病態に近い患者由来の
ヒト iPS 細胞および ALS 自然発症モデル犬を用いて評価し、その有効成分を明らかにする。
SHED-CM の有効成分の中の、いわば、‘山中 4 因子’のような複合して有効な因子を探索、解
明し、いわば‘カクテル療法’といった ALS に対する全く新たな治療法への道を切り開く。 

 

３．研究の方法 

(1) ALS 原因遺伝子の蓄積モデルを用いた検討 
ALS 原因遺伝子として、SOD1、TDP43、FUS、C9orf72 が報告されている。そのうち、SOD1 は銅や
亜鉛と結合し、活性を示す。一方で、変異 SOD1 はそれら生命金属との結合ができなくなり、凝
集体を形成する。そこで、マウス神経芽細胞腫 N2a 細胞、運動神経様 NSC-34 細胞に ALS 原因遺
伝子を遺伝子導入し、凝集体を形成する ALS モデル細胞を構築する。SHED-CM による神経保護効
果について検討する。他の ALS 原因遺伝子についても ALS モデル細胞を構築し、SHED-CM の神経
保護効果について検討していく。SHED-CM の作用機序について解析していく。並行して、我々が
これまでの検索、文献から選別した有望な薬剤についても薬効解析を行い、比較検討していく。 
 
(2) 疾患特異的 iPS 細胞から分化誘導した運動神経細胞の構築と解析 
本研究では、京都大学 iPS 細胞研究所で作製された SOD1 遺伝子に変異を有する家族性 ALS 患者
由来の iPS 細胞、孤発性 ALS、健康者から作製した iPS 細胞に、Lhx3、Ngn2、Isl1 という 3 つの
転写因子を加えて運動ニューロンへと分化誘導させる（参考文献①）。家族性 ALS 患者由来の運
動ニューロンは、SOD1 の蓄積や細胞死が起こりやすいことがすでに報告されている。まず既報
の方法を参考にして、iPS 細胞から運動ニューロンへの分化誘導法を確立する(参考論文①)。今
後、孤発性 ALS 患者由来の iPS 細胞から作製した運動ニューロンの疾患特異的 iPS 細胞につい
ても分化誘導法を確立させる。さらに、ALS 患者由来の疾患特異的 iPS 細胞を活用することで、
ALS における病態の再現と合わせて SHED の神経保護効果について検討する。 
 
(3) SHED-CM の成分分析 
SHED-CM にはすでに MCP-1,ED-Siglec-9 などの有効成分が報告さている（参考文献②）。網羅的
プロテオーム解析による SHED-CM の有効成分の探索を行う。また高感度 ICM-MSを用いて重金属
の解析、合わせて線維芽細胞培養上清、DPSC-CM と比較する。 
 
４．研究成果 
(1) ALS 原因遺伝子導入細胞の凝
集体形成モデルの作製 
初年度(2017 年度)は SHED-CM を作
用させ、凝集体形成および細胞死
の抑制を確認した。変異 SOD1 G85R
が蓄積するモデル細胞（A2a 細胞）
を作製した(図１)。蓄積モデル細
胞に SHED-CM を処置し、共焦点レ
ーザー顕微鏡にて細胞内の凝集体
を観察し、また、Western blot 法
を用いて不溶性の異常タンパク質
蓄積を検討した。統計解析を行っ
た。結果は、変異 SOD1 を導入した
群に関しては細胞内凝集体の有意
な増加を確認した一方で、SHED-CM
処置群では、細胞内凝集体が無処置群に比べ有意に減少していた。Western blot 法では、1% 
triton X に溶けなかった不溶性のものを insoluble 分画とし評価した。変異 SOD1 を導入した群
に関してはそれらの不溶性の異常タンパク質が増加しているのに対し、SHED-CM処置群では、そ



れらが有意に減少していた。以上より、SHED-CM は変異 SOD1 由来の不溶性異常タンパク質に対
し蓄積抑制効果を有することが明らかとなった。 
2 年目(2018 年度)には、SHED-CM の作用として、CCK-8 を用いた細胞生存率の検討、LDH 測定に
よる細胞毒性の評価、Bip、Chop の発現による小胞体ストレスへの影響、CellRoxGreen 試薬を用
いて酸化ストレスへの影響を検討した。いずれの評価項目においても SHED-CM が 30～70%の範囲
内で、至適濃度を持って、その効果が確認できた。 
我々は、この確立した培養細胞系を活用して、2017 年に SHED-CM 同様に複数の有効成分を含む
ブラジル産グリーンプロポリスのエタノール抽出成分（EBGP）さらにその含有成分であるケンフ
ェロール（kaempferol）が細胞内凝集体形成に抑制効果のあることを報告した(発表文献⑤)。一
方、抗酸化剤である低分子化合物１２AC2O が・OH、O2

-を除去して、神経保護効果を持っている
ことを報告した（発表文献④）。さらに、ケンフェロールの成分である p-coumaric acid（クマ
リン酸）にオートファジーを介した凝集体形成の抑制効果があることを見出している（発表論文
③）。今後も SHED-CM 同様に、プロポリスのカクテル製剤としての有効性を確認しつつ、その主
たる有効成分の検索も進めていく。 
3 年度(2019 年度)には、変異 SOD1 G85R 変異以外の変異遺伝子の導入で N2a 細胞内凝集体形成
を確認し、ALS モデル細胞を構築している。また、変異 SOD1 G85R を導入した N2a 細胞内凝集体
形成モデルを用いて、α7nAChR 選択的アゴニストの凝集体形成の抑制効果について検討を行い、
オートファジーを介するその効果を検証した（論文作成中）。 
 
(2) 疾患特異的 iPS 細胞から分化誘導した運動神経細胞の構築と解析 
SOD1 遺伝子に変異を有する家族性 ALS 患者由来の iPS
細胞、孤発性 ALS、健康者から作製した iPS 細胞を運動
ニューロンへと分化誘導させた。分化させた細胞は運動
ニューロンのマーカでもある SMI-32、HB-9 などの発現
が確認できた（図２）また、孤発性 ALS 患者由来の iPS
細胞から作製した運動ニューロンの疾患特異的 iPS 細
胞についても分化誘導法を検討中である。さらに、ALS
患者由来の疾患特異的 iPS 細胞を活用することで、ALS
における病態の再現と合わせて SHED の神経保護効果に
ついて検討する。 
 
(3) SHED-CM の成分分析 
SHED-CM は線維芽細胞培養上清、歯髄幹細胞培養上清成
分と比較しても、より多くの神経栄養成分が含まれてい
る（未発表）。さらに pilot 的に検索した SHED-CM 成分には Zn, Se などのミネラルも多く含ま
れている。未知なる成分も含めて有効成分の分析を行っている(未発表)。 
 
総括として、SOD1 G85R 変異の導入の N2a 細胞で、SHED-CM の有効性が確認できた。CCK-8 を用
いた細胞生存率の検討、LDH 測定による細胞毒性の評価、Bip、Chop の発現による小胞体ストレ
スへの影響、CellROX@Green 試薬を用いて酸化ストレスへの影響、いずれの評価項目においても
SHED-CM が 30～70%の範囲内で、至適濃度を持って、その効果が確認できた。疾患特異的 iPS 細
胞から運動神経経細胞へ分化に手間取ったこと、新型コロナウイルスの影響で培養系が一時中
止せざるを得ないこともあったが、概ね研究基盤ができあがった。また、孤発性 ALS 患者の髄液
においても SOD1 変異体が認められることも明らかにした（発表論文②）。このことは本研究によ
って SOD1 変異を持った細胞に有効性が見出された SHED-CM が、孤発例 ALS 患者においても有効
性がある可能性を示唆している。さらに、歯髄幹細胞（DPSC）、ヒト脱落乳歯歯髄幹細胞上清 
(SHED)およびその上清(CM)の神経変性疾患への活用については今回の研究成果と展望を踏まえ
て、今後の研究の礎に英文総説（発表論文①）としてまとめた。 
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