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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトA53T変異α-synucleinをTet-off systemにより任意の時期にオリゴ
デンドログリアに発現できる遺伝子改変マウスを樹立し、世界初の急速進行型MSA-Cモデルの作成に成功した。
脳幹・小脳白質の広範な脱髄を呈し、炎症分子の発現が亢進した。脳脊髄から単離したCD11b+ microgliaの単一
細胞RNAシークエンスにより、炎症性サイトカインやα-synucleinの貪食に関わる分子（Sdc4、Tgm2、Tlr2等）
を豊富に発現するユニークな細胞群を同定した。コネキシン43阻害薬は進行を有意に遅らせ、グリア炎症を軽減
してリン酸化α-synの凝集を減少させた。

研究成果の概要（英文）：We developed a rapidly progressive multiple system atrophy-cerebellar 
(MSA-C) mouse model. Plp1-tTA::tetO-SNCA*A53T transgenic (Tg) mice that express mutant A53T α
-synuclein (α-syn) in oligodendroglia from 8 weeks and develop MSA-C at 22 weeks reaching mortality
 at 30 weeks. Tg mice had abundant phosphorylated α-syn (pα-syn) deposits and glial inflammation 
in the brainstem/cerebellum. Single-cell RNA sequencing of CD11b-positive microglia isolated from 
brainstem/cerebellum and spinal cord of Tg mice revealed a unique microglia cluster that highly 
expresses Toll-like receptor 2, transglutaminase 2, arginase-1, and various inflammatory cytokines 
compared to other clusters. These microglia surrounded pα-syn aggregates and increased after the 
onset of MSA-C. Therefore, we named these microglia as α-synucleinopathy-associated microglia 
SAM). A centrally acting pan-Cx blocker, INI-0602, attenuated disease progression and pα-syn burden
 in Tg mice.

研究分野：神経内科学

キーワード： 脱髄　多系統萎縮症　多発性硬化症　シヌクレイン　小脳型　進行型　ミクログリア　コネキシン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、従来モデルのなかった、急速に進行する多系統萎縮症―小脳型(MSA-C)のマウスモデルの開発に成功
し、ユニークな炎症性ミクログリア群を同定することに成功した。このミクログリア群は、凝集沈着したリン酸
化α-synに密着し、発症に伴い増加することから病原性と考えられた。類似の特徴を持つミクログリアを、ヒト
MSA-Cや進行型多発性硬化症剖検脳病巣でも認めた。このモデルは、病原性ミクログリアを標的とした治療法開
発に極めて有用と考えられる。私たちが開発した中枢神経高移行性コネキシン43阻害薬はこのモデルマウスの障
害の進行を有意に遅らせたことから、将来の治療開発の展望が開けた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

難治性脳神経疾患は、異常蛋白が蓄積する神経変性と免疫機序による脱髄が代表である。両者とも

に根治療法はない。脱髄疾患の多発性硬化症(multiple sclerosis, MS)は、疾患修飾薬で再発を減らす

ことができても、障害の慢性進行は約 20%遅れるにすぎない。進行型MSでは T細胞浸潤は乏しく、脳

常在免疫細胞である microgliaが活性化し髄鞘と軸索を貪食する。神経変性でもグリア炎症が惹起され

microgliaが活性化しニューロン死が生じる。多系統萎縮症(multiple system atrophy, MSA)は最重症な

神経変性疾患で、小脳/錐体外路/自律神経等を侵す。オリゴデンドログリアに α-synuclein (α-syn)が蓄

積し、特に cerebellar type (MSA-C)では脳幹・小脳白質に広範な脱髄を生じる。MSでも α-synがオリゴ

デンドログリア、神経細胞、microgliaに蓄積し、髄液で上昇することが知られているが、MSとMSA共通

の病態機序を検討した報告はない。 

私たちは、凝集性の高いヒト A53T変異 α-syn を Tet-off system により任意の時期にオリゴデンドログ

リアに発現できる遺伝子改変 (Plp1-tTA::tetO-SNCA*A53T) マウス(以下Tgマウス)を樹立し、世界初の

急速進行型 MSA-C モデルの作成に成功した。1) この Tg マウスでは、髄鞘完成後に変異 α-syn を発

現させると、脳幹・小脳白質の広範な脱髄を呈し、マイクロアレイでは自然免疫・炎症系分子や MHC の

発現が顕著に亢進した。したがって、本 Tg マウスは、世界初の急速進行型 MSA-C モデルマウスとい

える。本 Tgマウスは交配中から離乳時まで doxycycline (DOX)添加餌を与えて変異 α-syn 発現を抑制

し、生後 8 週齢より通常餌とし変異 α-syn をオリゴデンドログリア特異的に発現させる。20週齢より運動

失調を発症し、急速に進行して、30 週齢までに死に至る。発症後 3 週以内に食餌に DOX を添加して

変異 α-syn 発現を再抑制すると運動障害は回復するが、この critical periodを過ぎると変異 α-syn が消

失しても microgliosisが継続して神経障害は回復しない。1) つまり組織障害には病原性 microgliaの寄

与が大きい。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、(1) 私たちが独自に開発した上記 MSA-C モデルマウスで、病態を悪化させる病

原性 microglia を同定し、その発生機構を明らかにすること、(2) MSA とMS剖検標本の分子病理学的

解析によりヒトで同様な病原性 microglia を同定すること、(3) この病原性 microglia を標的としたグリア

炎症治療を開発することである。 

 

３．研究の方法 

(1) 病原性 microglia の同定と発生機序の検討 

Tg マウスは交配中から離乳時まで doxycycline (DOX)添加餌を与えて変異 α-syn 発現を抑制し、

MSA-C モデルでは生後 8 週齢より、進行型 MS モデルでは離乳後より通常餌とし変異 α-syn をオリ

ゴデンドログリア特異的に発現させた。毎週行動学的解析(rotarod)を行い、免疫組織化学的・生化学的

解析、マイクロアレイ解析、CD11b+ cell scRNA-seqにより、リン酸化 α-synの凝集出現と microgliaの浸

潤との関係、及びそれぞれの誘導に関わる分子を検討した。 

 

(2) ヒトMSA-C及び進行型MSで共通する病原性 microglia と関連分子の同定  

病原性 microglia を MSA-C 及び進行型 MS 剖検標本で免疫組織化学的に同定し、Tg マウスで同

定した病原性 microgliaの表面マーカー分子と比較した。MSA-C患者と進行型MS患者の末梢血と髄

液を用いて、超高感度 ELISA法である single molecule array (SIMOA)で、神経軸索障害マーカーであ



る neurofilament L (NfL)及びアストログリア障害・アストログリオーシスマーカーである glial fibrillary 

acidic protein (GFAP)を測定した。 

 

(3) グリア炎症を標的とした治療開発 

グリア炎症を増悪させる Cx43ヘミチャネルはアストログリアに加えて活性化 microglia にも発現する。

分担研究者が開発した中枢神経移行性の Cx43 ヘミチャネル阻害薬(INI-0602)、及び microglia の生

存に必須な colony stimulating factor receptor 1 (CSF1R)の阻害薬を投与し臨床病理学的に評価した。 

 

４．研究成果 

1) Tg マウスに離乳直後の髄鞘形成期から変異 α-syn を発現させると、単麻痺/片麻痺/対麻痺/小脳失

調等の多彩な症候と脳幹から脊髄にかけての focalな脱髄と活性化microgliaの浸潤を示す進行型MS

様病態を呈した。 

 

2) 生後 8 週齢より通常餌とし変異 α-syn をオリゴデンドログリア特異的に発現させ、20 週齢より運動

失調を発症した MSA-C モデルマウスの脳脊髄から単離した CD11b+ microglia の single cell RNA 

sequence (scRNA-seq)を行った。t-distributed stochastic neighbor embedding (tSNE) plotsにより、既報の

神経保護的な disease-associated microglia (DAM)や脳常在の保護的な border-associated macrophage 

(BAM)に加えて、新たに炎症性サイトカインや α-syn の貪食に関わる分子（Sdc4、Tgm2、Tlr2 等）を豊

富に発現するユニークな microglia cluster を同定した(図 1)。そこで、私たちは、この炎症性 microglia 

cluster を、synucleinopathy-associated microglia (SAM)と命名した。SAMは、BAMや DAM とは異なる

differentially expressed genes (DEGs)を示し、特に NFkB経路の分子の発現が顕著だった。 

 

3) SAM は、KEGG pathway 解析では、TNF signaling pathway、NFkB signaling pathway、toll-like 

signaling pathway等の発現が亢進していた。 

 

3) SAM マーカーの TLR2、TGM2 の組織免疫染色では、MSA-C マウス脳幹病巣において、これらの

Iba1+TLR2+ microglia、Iba1+TGM2+ microglia群は凝集 α-synに密着し、MSA-C発症に伴い増加し



た(図 2)。 

 
3) Microgliaの生存に必須な colony stimulating factor receptor 1 (CSF1R)の阻害薬の予防的投与は病

態を悪化させ、神経保護的 BAMが減り SAMが増加した。中枢神経高移行性 Cx43ヘミチャネル阻害

薬 INI-0602 の 18週齢からの投与は、MSA-C マウスの進行を有意に遅らせた（図 3）。INI-0602 は、グ

リア炎症を軽減し、リン酸化α-synの凝集を減少させた。 

 

4) ヒ ト MSA-C 及び MS 剖検標本でも病巣に、 SAM 類似の特徴を示す CD68 陽性の

microglia/macrophage の浸潤を認めた。MSA-C では病初期にその浸潤が高度で、病期の進行とともに

減少した。 

 

5) ヒトMSA-C患者では、その他の神経疾患患者より NfLが、髄液と血漿で有意に高値だった。私たち

のMSA-Cモデルマウスでも同様に髄液と血漿で NfLが野生型マウスより有意に高値だった。GFAPは、

ヒト MSA-C 患者では、その他の神経疾患患者と比べて髄液では有意な差はなかったが、血漿で高値

だった。MSA-C モデルマウスでも投与に野生型マウスと比べて GFAP は髄液では有意な差がなく、血



漿で有意に高値だった。このことは、私たちのMSA-Cモデルが、ヒトMSA と神経軸索障害とグリア炎症

において同様な病態傾向を示すことを示唆している。他方、進行型 MS では、健常対照と比べて血清

GFAPが有意に高値だった。 

 

 以上の研究結果から、SAM はこれまでに報告の無いユニークな特徴をもつ病原性 microglia で、

MSA-C の病態の進行に寄与していると考える。MS の病巣にも類似の特徴を示す microglia の浸潤が

みられることから、SAM を標的としたグリア炎症治療がこれらの疾患で有用な可能性がある。その一つ

の候補として、中枢神経高移行性の Cx43ヘミチャネル阻害薬が候補であることを示すことができた。 
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