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研究成果の概要（和文）：セロトニン1Aレセプターアゴニスト8-OH-DPATを用いて，筋萎縮性側索硬化症(ALS)モデルマ
ウスでの発症遅延・進行抑制効果の検討，初代培養神経細胞障害に対する保護効果とそのメカニズムについての検討を
行った．発症前および発症後からの8-OH-DPAT連日投与により，発症遅延・進行抑制効果が認められた．運動症状発現
後からの8-OH-DPAT投与は，ALS モデルの頸髄・腰髄において運動神経保護効果を発揮した．また，その神経保護効果
は，アストロサイトのセロトニン1Aレセプターとそれに続く転写因子Nrf2の活性化を介するアストロサイトでのメタロ
チオネインの発現・放出によることも明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We examined neuroprotective effects of serotonin-1A receptor agonist 8-OH-DPAT on 
progressive motor neuron degeneration in amyotrophic lateral sclerosis (ALS) model mice and in primary 
culture cells. The pre-treatments of 8-OH-DPAT prior to onset of motor symptoms delayed disease onset. 
The chronic post-treatments of the drug after the onset significantly inhibited disease progression and 
showed protective effects on motor neuron loss in the cervical and lumber spinal cords in the ALS models. 
Furthermore, we revealed that the neuroprotective effects are based, in part, on expression and release 
of metallothionein in/from astrocytes via serotonin-1A receptors and sequent activation of transcription 
factor Nrf2.

研究分野：神経薬理化学
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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，脊髄，脳幹
および大脳皮質の運動ニューロンが変性・脱
落し，不可逆的かつ進行性の全身性運動麻痺
を呈する神経変性疾患である．ALS の運動ニ
ューロン障害には，活性酸素種による酸化ス
トレス，ミトコンドリア障害，炎症反応など
の関与が報告されているが，グルタミン酸
(Glu)による興奮性神経障害も注目されてい
る．細胞外 Glu はアストロサイトに特異的な
GluトランスポーターGLT1によって除去され
ることから，ALS におけるアストロサイトの
関与は大きい．実際，ALS 患者および ALS 動
物モデルの運動ニューロン脱落部位ではア
ストロサイトの GLT1 の機能障害および著明
な低下が認められる(Rothstein et al., 
1995)．また，遺伝子操作によるアストロサ
イトの GLT1 発現誘導(Guo et al., 2003)，
アストロサイトに発現している抗酸化分子
のマスター転写因子 Nrf2 の過剰発現 
(Vargas et al., 2008)，アストロサイトで
の SOD1 変異除去(Yamanaka et al., 2008)あ
るいはアストロサイト自体の移植により
(Lepore et al., 2008)，ALS モデルの運動ニ
ューロン障害の抑制や生存期間の延長が認
められた．以上より，アストロサイトの GLT1
および抗酸化機構の重要性が注目された． 
 われわれは，アストロサイトの抗酸化分子
を賦活化する薬剤の神経保護効果に関する
一連の研究を行い，新規抗パーキンソン病薬
ゾニサミド(ZNS)がアストロサイトへの作用
を介してグルタチオン(GSH)量を増加させ，
神経保護効果を発揮することを明らかにし
た(Asanuma, Miyazaki et al., Ann. Neurol., 
2010)．また，ZNS 同様にアストロサイトに作
用し，GSH 量を増加させる薬剤を探索した結
果，buspirone を含むセロトニン神経作用薬
が GSH だけでなく，アストロサイトの GLT1
および強力な抗酸化分子であるメタロチオ
ネイン(MT)発現を誘導することを見出した． 
２．研究の目的 
 アストロサイトにおける GLT1 は ALS 治療
ターゲットであること，アストロサイトが特
異的に発現する MT は神経保護機能を有する
こと (Miyazaki et al., FEBS Lett., 2007，; 
Miyazaki et al., GLIA, 2011)，ALS モデル
において MT 欠損により ALS 発症促進および
生存期間の短縮が報告されていた(Nagano et 
al., 2001)ことから，投薬によりアストロサ
イトの GLT1, MT さらには GSH を増加させる
セロトニン神経作用薬がALS治療薬となりう
ると想定された．そこで，セロトニン神経作
用薬によりALSモデルにおけるアストロサイ
トの GLT1 および抗酸化分子の賦活による神
経保護，すなわち神経を標的とした従来の
ALS 治療法とは異なるアストロサイトを標的
とした神経保護薬を見出すことを目指した． 
３．研究の方法 
 具体的には，①セロトニン作用薬のうちで
アストロサイトの抗酸化防御機構を最も賦

活させる薬剤の検索，②ALS モデル動物への
セロトニン神経作用薬投与によるALS発症遅
延・進行抑制効果の検討，③初代培養細胞を
用いた神経障害に対するセロトニン神経作
用薬の保護効果とアストロサイトの関与，そ
のメカニズムについての検討を行った． 
４．研究成果 
①アストロサイトの抗酸化防御機構を最も賦
活させるセロトニン作用薬の検索： 
 セロトニン神経作用薬のうち，アストロサ
イトの抗酸化防御機構のGSH, MTの発現を賦
活する薬剤が，セロトニン1Aレセプターアゴ
ニスト活性を有するbuspirone, 8-OH-DPATな
どの薬剤であることを明らかにした．特に，
セロトニン1Aレセプターフルアゴニストの
8-OH-DPATがアストロサイトでのGSH, MTの発
現を最も増加させることを見いだした．した
がって，ALSモデルに投与するセロトニン神経
作用薬として8-OH-DPATを用いることとした． 
②ALSモデル動物へのセロトニン神経作用薬
投与による発症遅延・進行抑制効果の検討： 
 筋萎縮性側索硬化症(ALS)のモデルマウス
であるヒトSOD1G93A mutant transgenic mice 
(G93A)を用いて発症時期，生存期間，罹病期
間，体重変化，rotarod test等による運動機
能の変化を評価し，投与時期，投与量，評価
法などを設定した．8-OH-DPAT投与開始時期を
発症前投与では8週齢からとした．2012年度は，
ALSモデルのヒトSOD1G93A mutant マウスに
8-OH-DPATの発症前からの連日投与および発
症後からの連日投与を行い，発症時期，生存
期間，罹病期間，運動障害を評価した．
8-OH-DPATの発症前(9週齢)からの連日投与に
より発症遅延効果が認められた．また，
8-OH-DPATを発症後(10週齢)から連日投与し
たところ,5-6週目から懸垂試験や開脚反射で
の運動障害の進行を抑制する効果がみられた． 
 以上の検討から，ALSモデルを用いた行動学
的検討で，発症前および発症後からの
8-OH-DPAT連日投与の発症遅延効果および進
行抑制効果を明らかにすることができた． 
さらに，SOD1G93A mutant マウスに
8-OH-DPATを運動症状発現後(10週齢)から連
日投与し，経時的（3，6週後）に，頸髄，胸
髄，腰髄の組織切片を用いて組織学的評価を
行った．Nissl 染色では， 8-OH-DPAT 投与 3
週後のマウスにおいて，頸髄・腰髄の前角に
おける運動神経細胞数の低下が有意に抑制
され，特に頸髄においては保護効果が顕著で
あった．また 8-OH-DPAT 投与 6週後でも，
頸髄前角の運動神経細胞数の低下が有意に
抑制され，腰髄においても抑制傾向がみられ
た．胸髄では，神経細胞の保護効果は見られ
なかった．さらに， 8-OH-DPAT 投与により， 
MT を発現している GFAP 陽性活性化アスト
ロサイトの割合が，頸髄および腰髄の前角に
おいて有意に増加していた． 
 以上の組織学的検討により， 8-OH-DPAT は 
ALS モデルマウスの頸髄・腰髄において運動
神経保護効果を発揮することが明らかになっ



た．また， 8-OH-DPAT 投与によるアストロサ
イトにおける MT 発現誘導が，運動神経保護
効果に関与する可能性が示唆された． 
③初代培養神経障害に対する保護効果とその
メカニズムの検討： 
 神経アストロサイト共培養系において
8-OH-DPAT処置が，酸化ストレスによる神経細
胞死に対して保護効果を発揮すること，あら
かじめ8-OH-DPATで処置したアストロサイト
の培養液が酸化ストレスによる神経細胞死を
有意に抑制し保護効果を有することを明らか
にできた．さらに，その8-OH-DPATの神経保護
効果は，アストロサイトのセロトニン1Aレセ
プターとそれに続く転写因子Nrf2の活性化を
介する主にアストロサイトでのMTの発現・放
出によることも明らかにした． 
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