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研究成果の概要（和文）： 

 運動ニューロン変性が進行する筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルラット脊髄では、不十分ながら再

生反応が認められる。未熟な神経前駆細胞の増殖を促す再生誘導因子の後に、神経新生を誘導しや

すい因子に切りかえて投与すると、グリア新生や再生阻害因子の沈着を抑制でき幼若ニューロンの増

加が認められた。一方、微小血管新生因子の単独投与を行うと血管新生促進効果とともに神経保護効

果が得られた。効果的な神経再生誘導には、再生阻害因子を抑制するためにグリア新生を適度に抑制

し、かつ微小血管を新生し保護する環境誘導戦略が重要と考えられる。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset neurodegenerative disease characterized by 

selective loss of motor neurons. As compared with vehicle-treated ALS rats, a sequential intrathecal 

infusion of FGF-2 and EGF followed by hepatocyte growth factor (HGF) resulted in increased 

neuroblastic cells in the spinal cord of ALS rats, even after the onset of motor neuron disease. It was 

accompanied by significant suppression of gliogenesis and deposition of chondroitin sulfate. Moreover, 

angiogenic factors such as FGF-2 and HGF revealed significant neuroprotective effects in ALS rats. 

Therefore, motor neuron-surrounding microenvironment may be a potential therapeutic target in the 

future development of regenerative therapy for ALS. 
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１．研究開始当初の背景 

 筋萎縮性側索硬化症(Amyotrophic Lateral 

Sclerosis，以下 ALS)は神経疾患のなかで最

も過酷な疾患とされており、早期に病因の解

明と有効な治療法の確立が求められている。

Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1)遺伝子

が一部の家族性 ALSの原因遺伝子であること

が発見された。この変異 SOD1 を過剰発現す

るマウスモデルは ALSの臨床症状と神経病理

所見をよく再現することから運動ニューロ

ン変性のメカニズムについて数多くの知見

が得られている。一方で、いったん損なわれ

た運動神経系をいかに再構築するかという

再生研究はまだ発展途上にある。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではこの変異 SOD1 がもたらす神経

変性の過程における内在性の神経幹(前駆)

細胞の動態に注目し、本研究代表者の青木ら

が開発したトランスジェニックラットによ

る ALSモデル（変異 SOD1遺伝子導入ラット，

以下 ALSラット； Nagai M, et al. J Neurosci, 

2001）を用い、ALS 病態下における脊髄神経

前駆細胞の増殖と分化、すなわち内在性再生

機転に注目した。さらに、内在性の神経幹（前

駆）細胞だけでなく、変性する運動ニューロ

ン周囲の微小環境（microenvironment）にも

着目し、これらの環境を構成するグリア細胞，

細胞外マトリックスに存在する再生阻害因

子，血管因子などをも標的にして再生誘導因

子をどのように投与することで効果的な内

在性再生機転促進が図れるかを解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) 再生促進環境をめざした再生誘導因子

の順次的投与 

 発症後の ALS ラット（24-25 週齢）を対象

とし（各群 n=4-5）、以下の 3群間での比較検

討を行った。 

① 代表的な神経幹（前駆）細胞の増殖因子

である上皮細胞増殖因子（Epidermal Growth 

Factor, 以下 EGF）と塩基性線維芽細胞増殖

因 子 （ Fibroblast Growth Factor, 以 下

FGF-2）を初めの一週間髄腔内投与、ついで

ニューロン新生促進・グリア増生抑制・神経

保 護 作 用を 併 せも つ肝 細 胞増 殖 因子

（Hepatocyte Growth Factor, 以下 HGF）を

2週間髄腔内に持続投与（順次投与群） 

② EGF/FGF-2/HGF三者を同時に3週間髄腔内

投与（同時投与群） 

③  溶 媒 で あ る リ ン 酸 緩 衝 液

（phosphate-buffered saline, 以下 PBS）の

み 3週間髄腔内投与（対照群） 

 チミジンアナログであるブロモデオキシ

ウリジン（5-bromo-2′-deoxyuridine, 以下

BrdU）をいずれの群にも持続投与して新生細

胞を標識し、再生誘導因子投与終了後の腰髄

灌流固定凍結切片で各種細胞選択的マーカ

ーと BrdUとの多重蛍光免疫組織化学を行い、

共焦点レーザー顕微鏡下で定量的に解析し

た。 

(2) 再生促進環境をめざした血管新生・保護

因子の持続投与 

 発症後（25-26 週齡）の ALS ラット髄腔内

に微小血管新生効果と微小血管保護効果が

知られる FGF-2、HGF、PDGF をそれぞれ単独

で 2 週間持続投与し、溶媒（PBS）投与群と

合わせ(1)と同様な方法で血管内皮細胞新生

と神経変性抑制効果（神経保護効果）につい

て比較検討した。 

 なお、すべての遺伝子操作は東北大学 DNA

組換え実験指針に従い、動物実験は同動物実

験施設実験指針に従った上で動物実験施設

愛護面に十分配慮し、利用動物実験数を極力

減らすように努めた。 

 

４．研究成果 

(1) 再生誘導因子の同時投与群・順次投与群

においては、腰髄の前角細胞（運動ニューロ

ン）脱落が有意に抑制された（それぞれ



P<0.01・P<0.001）。同時投与群でのみ新生細

胞密度が全体として有意に増大し（P<0.01）、

グ リ ア 前駆 細 胞の 増殖 も 有意 に 促進

（P<0.001）されていたのに対し、順次投与

群ではこれが抑制されていた（P<0.05）。さ

らに、この順次投与群では新生アストロサイ

トが他の 2 群より有意に抑制されており

（P<0.001）、結果として順次投与群のみで再

生阻害因子コンドロイチン硫酸の沈着が抑

制されていた（P<0.001）。 

 また、幼若ニューロンの選択的マーカーで

あるポリシアル酸化神経系細胞接着因子

（PSA-NCAM）陽性ニューロンが、同時投与

群・順次投与群の腰髄前角で有意に増加して

いた（それぞれ P<0.01・P<0.001）。ニューロ

ン新生増加の有無については現在なお検討

中である。 

(2) FGF-2，HGF，PDGF投与群ともに腰髄前角

で は 微 小 血 管 密 度 が 有 意 に 増 加 し

（P<0.0001）、新生血管内皮細胞密度も増加

傾向で、とりわけ HGF投与群で有意な血管新

生促進を認めた（P<0.0001）。また、HGF投与

群でのみ血管内皮バリア抗原陽性像が有意

に保持され（P<0.001）、前角細胞脱落も抑制

されていた（P<0.0001）。 

 以上(1)・(2)の結果より、不十分ながら ALS

病態下でも存在が示唆される内在性再生能

を促進する戦略として、神経幹（前駆）細胞

と周囲の微小環境の両者を標的とした外来

性再生誘導因子の髄腔内持続投与が有力な

一つの方法である可能性が示された。 

 神経幹（前駆）細胞の増殖因子である

EGF/FGF-2 は一方で後期ニューロン新生を抑

制することから、長期にわたる EGF/FGF-2投

与はかえってグリア新生有意の再生効果を

もたらしてしまう。そこでニューロン新生が

促進されやすいように再生誘導因子の選択

と適切な組合せ投与・タイミングが必要とな

る。実際、本研究により EGF/FGF-2を投与後

に HGF に切り替え順次的に投与することで、

同時投与より望ましい再生誘導効果を得る

ことができた。 

 今後、ニューロン新生効果に着目してより

詳細な検討を進め、神経幹（前駆）細胞と周

囲の微小環境の両者を標的とした効果的な

内在性再生能の促進戦略を開発していくこ

とが重要と考えられ、研究の進展が期待され

る。 
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