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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、犬の変性性脊髄症(DM)の原因を明らかにし、新しい治療法を開発すること
である。DMに罹患した犬の脊髄を用いた病理検査の結果から、病変形成の初期段階からミクログリアと呼ばれる炎症細
胞が多数出現していることが明らかになった。ミクログリアは神経細胞に対して障害性のサイトカインを産生している
と考えられ、そのためミクログリアの活性化を抑える治療法が有効であると考えられた。本研究では、DMの原因遺伝子
から産生される異常蛋白に特異的に結合する抗体を作製した。神経細胞死を引き起こすミクログリアの活性を抑え、DM
の進行を止める抗体療法の確立を目指している。

研究成果の概要（英文）：This research was conducted to elucidate pathomechanisms of canine degenerative 
myelopathy and develop a novel antibody therapy for this disease. Immunohistochemistry of spinal cord of 
affected dogs revealed accumulation of activated microglia in the early phase of the degenerating region. 
Microglia seemed to produce cytotoxic mediators; therefore inhibition of activated microglia was thought 
to be a promising therapeutic strategy. In this research, we generated canine mutant SOD1-specific 
antibodies. We are currently working to develop a novel antibody-based therapy for DM using our canine 
mutant SOD1-specific antibodies.

研究分野：獣医臨床神経病学
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１．研究開始当初の背景 
 変性性脊髄症（DM）はウェルシュ・コーギ
ーにおいて近年急速に増加している致死性
神経変性疾患であり、四肢骨格筋の進行性麻
痺から始まり、発症後約 3年で呼吸筋麻痺に
より死亡する。現在のところ有効な治療法は
存在しない。DM 発症例には、スーパーオキシ
ドジスムターゼ１（SOD1）遺伝子の変異が存
在すると報告されたが（PNAS. 106:2794-9, 
2009）、神経細胞死の詳細な病態機序は不明
である。人において SOD1 遺伝子変異は、致
死性神経難病である家族性筋萎縮性側索硬
化症（ALS）を引き起こすことが知られてい
る。ALS においては変異 SOD1 トランスジェニ
ック(Tg)マウスを用いた研究から神経細胞
死に関わる多くの病態機序が解明されたが、
いまだ根治療法の確立には至っていない。犬
に発生する DM は、自然発生した SOD1 変異遺
伝子により生じるため、変異遺伝子のコピー
数は ALS と同じであり、ALS と類似する表現
型を示す。そのため、DM を新しい ALS モデル
として捉え、変異 SOD1 蛋白による神経細胞
死の病態メカニズムを解明すれば DM と ALS
の新規治療法の開発につながると考えるが、
このような視点での研究は現在までに皆無
である。 
 
２．研究の目的 
 ミクログリアによる神経細胞死のメカニ
ズムを解明し、ミクログリアの活性化を制御
できれば、DMに対する新たな分子標的治療の
確立に繋がる。本研究は、その基盤的研究と
して、変異型犬 SOD1 蛋白特異的抗体を用い
て DM 罹患症例の脊髄における神経変性の分
布、変異型 SOD1 蛋白の局在、ミクログリア
のおよびアストロサイトの活性化、ミクログ
リアの機能的解析を目的として行なった。 
 
３．研究の方法 
 DM の病態発生におけるミクログリアの関
与を調べるため、変異型 SOD1 ホモ接合体を
有する DM 罹患犬、変異型 SOD1 ホモ接合体を
有する DM 未発症犬、SOD1 ヘテロ接合体を有
する DM 未発症犬、野生型 SOD1 ホモ接合体を
有する正常犬の脊髄組織に対する免疫組織
化学的解析を行い、脊髄における神経変性病
変の分布とアストロサイトおよびミクログ
リアの集蔟の有無を解析した。またミクログ
リアの機能的解析を目的とし、脊髄組織の
real-time RT-PCRおよび蛍光免疫組織化学を
実施した。さらに、犬 SOD1 蛋白特異的ポリ
クローナル抗体および犬変異型 SOD1 蛋白特
異的モノクローナル抗体を作製し、変異型
SOD1 ホモ接合体および SOD1 ヘテロ接合体個
体の脊髄における変異型 SOD1 蛋白の局在解
析を免疫組織化学により行なった。 
 
４．研究成果 
 脊髄の病理組織学的解析から、DM 罹患犬の
脊髄変性病変には高度にミクログリアの集

蔟が認められた（図 1）。変異型 SOD1 ホモ接
合体を有するが、DM 未発症の個体の脊髄では、
軽度の変性が認められ、野生型 SOD1 ホモ接
合体と比較すると、ミクログリアの集蔟が観
察された（図 1）。 

図 1 脊髄ミクログリアの集蔟。A,変異型 SOD1 ホモ接合

体の未発症個体、B,変異型ホモ接合体の発症個体。SOD1

ホモ接合体の個体では、症状発現前から HLA-DR 陽性ミ

クログリアが出現している。発症症例ではミクログリア

の集蔟と活性が顕著である。 

 
 脊髄病変から total RNA を抽出し、
real-time RT-PCRにより細胞傷害性因子およ
び保護因子のmRNA転写量を定量したところ、
ミクログリアの集蔟が生じた脊髄分節にお
いて細胞傷害性因子の転写量が増加してい
ることが明らかになった（図 2）。このことか
ら、DM における脊髄変性病変の形成において、
ミクログリアが積極的に関与していること
が考えられた。 

図 2 脊髄組織における細胞傷害性因子および保護性因

子の発現解析。DM罹患犬脊髄においてIL-1βおよびTNF-

αの高発現が認められる。 

   
 犬 SOD1 蛋白特異的抗体を用いて、DM 症例
脊髄組織に対する免疫組織化学を行なった
ところ、神経細胞内への凝集体様構造物の蓄
積が認められたことから、変異型 SOD1 蛋白
の凝集が DM の病態発生に関与している可能
性が示された（図 3）。同抗体による陽性反応
は、変性神経細胞周囲に集蔟するグリア細胞
にも認められた。 



 
 
 
 
 
 
図 3 脊髄における SOD1 蛋白の局在。A, ヘテロ接合体の

未発症個体、B,変異型 SOD1 ホモ接合体の発症個体。発

症個体においては腹角神経細胞内と灰白質に集属する

グリア細胞への高度の SOD1 蛋白の蓄積が認められる。

ヘテロ接合体においては神経細胞への SOD1 蛋白の蓄積

は軽度であり、グリア細胞への蓄積が認められる。 

 
 変異型 SOD1 蛋白特異的モノクローナル抗
体を用いて、DM の初期病態を反映すると考え
られる SOD1 へテロ接合体個体の脊髄組織を
解析した結果、神経細胞への変異型 SOD1 蛋
白の蓄積は軽度であり、主に集蔟した活性型
アストロサイトに蓄積していることが確認
された。これらの個体に認められた初期の変
性病変にもミクログリアの集蔟が認められ
た。これらのことから、DMの脊髄変性病変の
発生において、活性型アストロサイトへの変
異蛋白の蓄積とミクログリアの活性化が重
要であると考えられた。以上の解析結果から、
DM の神経細胞死に深く関与すると考えられ
るグリアの活性化制御が DM に対する新しい
治療戦力として有効である可能性が示され
た。 
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