
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 5月 11日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 我々は、Rho-kinase 阻害剤である fasudil が、多発性硬化症（MS）の動物モデルである実験

的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）に対して、予防的効果や治療的効果があることを報告している。

さらに、実験的自己免疫性神経炎（EAN）においても同様の効果が認められており、自己反応性

T細胞はいずれも Th１への分化が抑制されていた。Rho-kinase 阻害剤は P38 のリン酸化を増大

させることで、Th2 へのシフトを誘導することが示された。Rho-kinase 阻害剤である fasudil

は、既に我が国では「くも膜下出血術後の脳血管攣縮およびこれに伴う脳虚血症状」に対して

使用されている薬剤であり、その安全性は確立している。以上のことからも、Rho-kinase 阻害

薬は MS の新規治療法として効果が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
 多発性硬化症（multiple sclerosis; MS）
は、ミエリン蛋白を自己抗原とした自己反

応性T細胞の関与する自己免疫疾患であり、
IFN-γを産生する Th1 優位な疾患と考え
られている。また、最近の研究では、従来

の Th1/Th2 に加え、IL-17 を産生する
Th-IL17がその発症に強く関わることが示
唆されている。これらヘルパーT 細胞の分
化には、様々なシグナル伝達分子が関与す

る。近年、 3-hydroxy-3-methylglutaryl 
coenzyme A (HMG-CoA)還元酵素阻害剤
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であるスタチン系薬剤が、実験的自己免疫

性脳脊髄炎（experimental autoimmune 
encephalomyelitis; EAE）の発症を抑制し
たり、重症化を抑制することが報告され

（Aktas et al.,2003; Greenwood et al., 
200; Nath et al., 2004; Stanislaus et al., 
1999; Youssef et al., 2002）、最近の検討で
は、simvastatin による MS への効果とし
て、MRIでの新しい病巣の数が有意に低下
したと報告されている（Vollmer et al., 
2004）。スタチン系薬剤はメバロネート経
路を阻害し、コレステロールの産生を抑制

する。メバロネート経路の中間に位置する、

geranyl-pyrophosphate や farnesyl- 
pyrophosphateは、低分子量 GTPaseをプ
レニル化することにより機能的蛋白に誘導

するため、スタチン系薬剤のMSに対する
効果は、これら低分子量 GTPaseの阻害に
よる効果が大きいと考えられている

（Dunn et al., 2006）。実際に低分子量
GTPase の プ レ ニ ル 化 を 行 う

prenyltransferase阻害剤はEAEの発症前
より投与した場合、重症度の軽減が認めら

れる（Walters et al., 2002）。 
 Rho、Rac、Cdc42 などの低分子量
GTPaseは、GDP結合型の不活性体とGTP
結合型の活性体の間を行き来して、さまざ

まな細胞反応の分子スイッチとして働いて

いる。サイトカインやケモカインなどの細

胞外からの刺激に対して、これらの分子ス

イッチはアクチン骨格系の再編成を時間

的・空間的に制御し、細胞分裂、接着、走

化などの応答を支配している。最近、私ど

もの研究室では、Rho の下流に位置する
Rho-kinase の特異的阻害剤である fasudil
を EAE に投与することにより、その発症
が抑制されること、発症後の治療的投与に

おいても再発が抑制されることを報告した

（Sun et al.J Neuroimmunol. 2006）。こ
の抑制効果には、自己反応性 T細胞の Th2
へのシフトが関与し、Th1や Th-IL17が強
く抑制されていることが大きく貢献してい

ることを解明した。一方で、Rho-kinase
阻害剤は神経細胞に対して軸索の伸張や再

ミエリン化を誘導するなどの、神経再生に

も関与することが報告されている（Hiraga 
et al., 2006）。つまり、低分子量 GTPase
の一つである Rho の下流に位置する主要
なエフェクター分子である Rho-kinase の
選択的阻害は、MS の新規治療薬としての
役立つことが示された。 
 
２．研究の目的 
 MS は免疫性神経疾患のなかで最も頻度
が高く、かつ重篤な後遺症を残す代表的な

神経難病である。本研究では Rho-kinase
阻害剤による EAE 抑制のメカニズムの解
明を行い、MS の新規治療法を開発するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
実験的自己免疫性神経炎（EAN）の誘導：7~

8 週齢の雄ルイスラットに、P0 p180-199 を

免疫し EAN を誘導。 

投与方法：浸透圧ポンプを皮下に植え込み、

持続投与を行った。予防的投与では P0 ペプ

チドで免疫する 2 日前（day-2）より投与を

開始した。Fasudil の投与量は 100 mg/kg/day

とし、コントロールでは PBS を投与した。治

療的投与では、免疫後 13 日目（day13）より

投与を開始した。 

評価：体重と clinical score の測定（連日）。 

病理学的評価：予防的投与では免疫後 18 日

目、治療的投与では 35 日目の坐骨神経を HE

染色、抗 myelin basic protein (MBP)抗体、

抗neurofilament (NF)抗体を用いた免疫染色

により評価した。 



P0 ペプチド反応性 T 細胞の解析：予防的投与

において、day10 のリンパ節細胞を P0 ペプチ

ドにて刺激し、増殖応答、上清中のサイトカ

インの測定を行った。更に day10 のリンパ節

において、stat-3, -4, -6 のリン酸化をウェ

スタンブロット法を用いて検討した。 

MAP kinase への影響：ラット脾臓細胞に対し

て抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体による刺激を

行い、Rho-kinase 阻害剤の有無で増殖応

答の検討、並びに MAP kinase のリン酸化

を検討した。 

 
４．研究成果 

予防的投与：Fasudil 投与群では、コントロ

ール群と比べ重症度の有意な低下が認めら

れた（図１）。onset は fasudil 投与群は PBS

投与群に比べ有意に遅れ（15.0 vs. 12.1, 

p=0.0004）、最大 clinical score も有意に低

下した（0.94 vs. 2.45, p=0.003）。免疫後

18 日目の坐骨神経では、fasudil 投与群では

炎症細胞浸潤の程度の有意な低下や脱髄巣

の有意な縮小が認められた（ p=0.042, 

p=0.036）。免疫後 10 日目のリンパ節細胞に

おいて、P0 ペプチド反応性 T細胞の増殖応答

はfasudil 投与群はコントロール群に比べ低

下していた。この時の上清中に産生されたサ

イトカインの測定では、fasudil 投与群にお

いて IFN-γ産生は著明に低下し、IFN-γ

/IL-4 比の低下が認められた（図２）。リンパ

節を用いた STAT のリン酸化の検討では、

STAT-6のリン酸化の割合がfasudil投与群で

有意に上昇していた（p=0.012）（図３）。 

治療的投与：免疫後 13 日目より fasudil を

投与した群において、免疫後 18 日目以降で

重症度の有意な低下が認められた（図４）。

35 日目の坐骨神経の免疫染色では、fasudil

投与群で有意な脱髄巣の縮小が認められ

（p=0.009）、軸索変性の程度も軽度であった。 

 Rho-kinase 阻害剤である fasudil は、EAN

に対して予防的投与では軽症化させ、治療的

投与においても早期に重症度を改善させる

ことが示された。予防的投与での効果は、自

己反応性T細胞の分化や増殖により規定され

ていると考えられた。過去の報告では、

Rho/Rho-kinase経路の遮断はT細胞に対して

IFN-γや IL-2 などの Th1 サイトカインの産

生を著明に低下させることが報告されてい

る。また、T 細胞のプライミングには免疫学

的シナプスの形成が必要であるが、Rho はこ

の形成にも関わる。さらに、Rho-kinase 阻害

薬は T 細胞に対し IKK の活性化を抑制するこ

とが示されている。これにより IκB の

degradation は抑制され、NF-κB の核内への

移動が阻害される。これらの機序により自己

反応性 T細胞の Th2 へのシフトや増殖抑制が

誘導されると推察される。また、Rho-kinase

阻害薬は T細胞の migration を抑制するため、

神経炎惹起性 T 細胞が誘導された後の

fasudil の投与（治療的投与）においても効

果が認められた。 

 本研究では更に、ラット脾臓細胞に対

して抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体による刺激

を行い、Rho-kinase 阻害剤の有無で増殖

応答を検討したところ、Rho-kinase 阻害

剤の濃度に依存して増殖応答の低下が認

められた。Rho-kinase の下流にある MAP 

kinase のリン酸化を検討した結果、p38

のリン酸化は fasudil を加えた場合で上

昇していた。P38 のリン酸化の上昇は、T

細胞に対して Th2 へのシフトを誘導する、

或いは p38 のリン酸化をブロックするこ

とで Th2 サイトカインの産生が低下する

ことが報告されている。つまり以上のよ

うな理由により、Rho-kinase 阻害剤であ

る fasudil は Th2 への分化や Th2 サイト

カイン産生を増大させ、Th1 や ThIL17 へ

の分化を阻害していると考えられた。 



 一方で、Rho-kinase の阻害はニューロンの

軸索伸張を誘導したり、シュワン細胞による

ミエリン化を促進させることが報告されて

おり、近年、神経系の再生の面でも期待され

ている。fasudil は我が国においては、既に

「くも膜下出血術後の脳血管攣縮およびこ

れに伴う脳虚血症状」に対して使用されてい

る薬剤であり、その安全性は確立している。

以上のことからも、Rho-kinase 阻害薬は MS

の新規治療法として効果が期待される。 

 

 

図１ Rho-kinase 阻害剤の予防的投与 

 

 

図２ Rho-kinase阻害剤によるTh1反応抑制 

 

 

図３ Rho-kinase 阻害剤による STAT リン酸

かの変化 

 

 

図４ Rho-kinase 阻害剤の治療的投与 
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