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研究成果の概要： 

 

本研究ではin vitroの系を用いてグリアからのシグナルが運動ニューロンに与える影響を明

らかにした。実験材料として変異 SOD1（G93A） を導入したトランスジェニックマウス（筋萎

縮性側索硬化症モデルマウス）を用いた。変異 SOD1 を発現したアストロサイト上の運動ニュー

ロンは生存率が低下、細胞体の面積が小さく軸索が短かった。Bax inhibitor である V5 を培養

液に加えることで生存率の低下を抑制でき、細胞毒性の機序として Bax カスケードの関与が示

唆された。 
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研究分野：神経変性疾患 
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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、進行性に

筋萎縮・筋脱力を来たし、四肢麻痺・呼吸筋

麻痺のため 3-5年の経過で死にいたる難治性

神経筋疾患である｡大脳・脳幹および脊髄の

運動ニューロンが選択的に細胞死をおこす

が、原因病態が充分には明らかにされておら

ず、有効な治療法は未だ確立していない。ALS



発症者の 5-10%は遺伝性で(FALS)、1993 年に

細胞質内の活性酸素消去機構である SOD1 遺

伝子の点突然変異が一部の FALS の原因遺伝

子であることが解明された。ヒト ALS 患者と

同じ遺伝子変異をマウス、ラットに導入する

ことで ALS の症状が再現され、これらの ALS

モデル動物の解析により、運動ニューロンの

細胞死における分子病態メカニズム解明は

大きな進展を見せている｡一方、マウスの運

動ニューロンのみに選択的に変異 SOD1 を発

現させても ALS の症状を呈しないこと、正常

の運動ニューロンと変異 SOD1 を導入したア

ストロサイトを持つキメラマウスの研究か

ら、神経細胞と非神経細胞の相互作用が運動

ニューロン死に関わることが分かってきた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、in vitro の系を用いてグ

リア細胞からのシグナルが運動ニューロン

に与える影響を明らかにすることである。こ

れまで変異 SOD1 を導入した様々なモデルか

ら運動ニューロン死のメカニズムが提唱さ

れてきた。主なものはミトコンドリア異常と

それに伴うカスペースカスケードの亢進、神

経細胞体あるいは軸索を構成するニューロ

フィラメントの異常に伴う軸索輸送の障害、

グルタミン酸トランスポーターの異常によ

るグルタミン毒性である。これらに基づいた

治療が始まっているが必ずしも成果を上げ

ていない。本研究では①脊髄初代培養で得ら

れた運動ニューロンあるいは胚性幹細胞（ES

細胞）から分化誘導した運動ニューロンとア

ストロサイトの共培養のシステムを確立し、

②変異 SOD１トランスジェニックマウスで発

症前から認められるアストロサイトの増生

が、運動ニューロン死に関与する機序を明ら

かにし、運動ニューロン死を遅延できる治療

法の開発に結びつけることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

これまで培養細胞に変異SOD1遺伝子を導

入しても研究に適したモデルが確立されて

いなかった。そこで胚性幹細胞（ES細胞）か

ら分化誘導した運動ニューロン、および正常

マウス胚の脊髄から初代培養から得た運動

ニューロン用いた。さらに生後1-2日のALSモ

デルマウスとコントロールマウスからアス

トロサイトを初代培養し、上記の運動ニュー

ロンと共培養した。アストロサイト上で培養

した運動ニューロンの1週間後、2週間後の生

存率を測定した。また運動ニューロンは徐々

に軸索を伸長するが、その軸索の長さ、およ

び細胞体の大きさを測定した。続いてこの運

動ニューロン死を阻害する薬剤について検

討した。ALSモデルマウス脊髄ではアポトー

シスに関わるカスペースの活性化が示唆さ

れているためカスペース阻害剤、Bax 阻害剤

であるV5を投与して生存率を比較した。 

 

４．研究成果 

ES細胞は胚様体を形成させた後、レチノイ

ン酸とソーニックヘッジホッグを添加し、運

動ニューロンに分化させた。11日目マウス胚

の脊髄から運動ニューロンを分離し初代培養

した。アストロサイトは変異SOD1（G93A） を

導入したトランスジェニックマウス（筋萎縮

性側索硬化症モデルマウス）およびコントロ

ールマウスの生後1-2日の脊髄を使用し、トリ

プシン処理後細胞を振とう培養を行い、混入

したミクログリアが除去されたアストロサイ



トの初代培養細胞を得た。得られた運動ニュ

ーロンをALSモデルおよびコントロールマウ

スのアストロサイト上で共培養し、アストロ

サイトが運動ニューロンに及ぼす影響を観察

した。 

その結果、変異SOD1を発現したアストロサ

イト上の運動ニューロンは生存率がコントロ

ールと比較して低下しており、また残存した

運動ニューロンの細胞体の面積が小さく、伸

長した軸索の長さが短いことがわかり、細胞

毒性を持つと考えられた。この細胞毒性が液

性因子によるものかを明らかにするためにそ

れぞれのアストロサイトの培養液を集め、そ

の中で運動ニューロンのみを培養したところ

やはり神経細胞の生存率の低下が認められた。

カスペース阻害剤はニューロン死を抑制でき

なかったが、Bax inhibitorであるV5を培養液

に加えることで生存率の低下を抑制でき、機

序としてBaxの存在が示唆された。原因物質は

同定できていないため同定するために変異

SOD1発現アストロサイトの共培養からmRNAを

抽出しサブトラクション法を用いてコントロ

ールと比較して増減しているcDNAのリストを

作成した。 
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