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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）は運動ニューロンのほぼ選択的な変性脱落を主徴とす
る。成体中枢神経系が本来もつ内在性再生機転は不十分とされているが、動物モデルでは運動ニューロン変性に
並行したニューロン以外の細胞には活性化や増殖が生じている。本研究では微小血管の生理的機能維持に与る周
皮細胞に注目した。ALSモデルラットに新生ペリサイトを同定し、その有意な増加を明らかにした。周皮細胞選
択的受容体を同モデルで解析後、周皮細胞維持因子の脊髄腔内持続投与を実施し、神経保護を示唆する結果を得
た。今後、ALS病態下における新生周皮細胞・微小血管の意義、および神経変性との連関メカニズムを解明すべ
く解析を進める。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset neurodegenerative 
disease characterized by systemic loss of motor neurons. In adult brain and spinal cord, endogenous 
regenerative responses cannot lead to sufficient tissue repair, although neural stem/progenitor 
cells reside along the central neuraxis. However, non-neuronal cells such as glial cells and 
microvascular components are activated and proliferate by various insults including 
neurodegeneration.
In the present study, we examined a possible regenerative response in an ALS rat model. In contrast 
to controls, multiple immunohistochemistry revealed a significant increase of newborn microvascular 
pericytes in the ALS rat spinal cord. As compared with vehicle-treated group, intrathecal infusion 
of a maintaining factor for pericytes significantly augment the newborn pericytes and attenuated the
 loss of ventral horn neurons in the ALS rats. The pericytes may, therefore, be a novel therapeutic 
target in 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, ALS）は成人発症の神経変性疾患で、
運動ニューロン変性が中核病態である。全身
の骨格筋萎縮と筋力低下が進行し、発症後 3
～5 年で呼吸筋麻痺にいたる致死的疾患であ
るが、いまだ有効な治療法がない。そのうえ
診断バイオマーカーが未確立なため早期診
断は困難で、診断時には多くの運動ニューロ
ンが変性に陥っている。したがって、たとえ
神経変性を抑止する治療法が将来的に開発
されたとしてもなお、いったん失われた運動
ニューロンの細胞体と神経回路を再生する
「神経再生戦略」の必要性がきわめて高い。 
 運動ニューロンは大脳・脳幹から脊髄全長
へと広く存在するため、単純な細胞移植によ
る神経再生は難しい。また、ALS 変性部位、
とくに脊髄は生理的にきわめて可塑性に乏
しく、ニューロン新生がない部位である。実
際、ALS で誘導されるのはグリア系細胞増殖
ばかりで（Magnus ら, 2008）、ニューロン新
生は動物モデル・ヒト共に確認されていない
（Guan ら, 2007）。加えて変性ニューロン周
囲ではグリア細胞増生・活性化が進行し、細
胞傷害性物質や炎症性サイトカインの増加
〔グリア炎症〕（Yamanaka ら, 2011）、その
結果、神経再生に阻害的な微小環境が形成さ
れる（Voloboueva ら, 2011）。したがって神
経再生を促進するには、グリア炎症の抑制が
必要と考えられる。 
 家族性ALSのおよそ1/4に見出される変異
Cu/Zn superoxide dismutase 遺 伝 子
（SOD1）を全身に過剰発現した動物モデル
は選択的な脊髄運動ニューロン変性を呈し、
ALS 研究の進展に大きく寄与している。近年、
新しい ALS 微小環境異常として血液-脊髄関
門の破綻が早期病態として本動物モデルに
見出された（Garbuzova-Davis ら, 2007）。
同様な複数の報告から、血管内成分の脊髄実
質への漏出に続くグリア炎症が神経変性に
先行していることが示された。その後、ヒト
剖検例においても家族性・孤発性 ALS 血液-
脊髄関門形成分子の発現減少、その破綻を示
す病理学的所見とペリサイト減少が示され
た（Henkel ら, 2009; Winkler ら, 2013）。 
 中枢神経の微小血管を特徴づけるのは血
液-脊髄（脳）関門の存在である。そのバリア
の本態は内皮細胞同士の密着結合であるが、
機能的には「内皮細胞－ペリサイト－アス
トログリア－ニューロン」をひとつの単位
として捉えられる〔神経-血管ユニット〕。 そ
の中でペリサイトこそが血液-脊髄関門の形
成・維持・制御に必須である（del Zoppo ら, 
2006）。実際、未熟な新生血管にペリサイト
を動員する血小板由来増殖因子（PDGF）-B
あるいはその受容体（PDGFRβ）をノック
アウトしたマウスでは血液-脊髄関門形成不
全により胎生致死となる。さらに同じシグナ
ルを阻害した機能不全マウスでは、神経変性

が生じる（Bell ら, 2010）。 
 本研究代表者は ALS 神経再生に早くから
注目し（Warita ら, 2001）、変性運動ニュー
ロン周囲ではグリア炎症によって再生阻害
因子が進行性に沈着していることを示した
（Mizuno, Warita ら, 2008）。ALS 運動ニュ
ーロン変性部位における神経再生戦略にお
いては、「血液-脊髄関門の保護と、それによ
るグリア炎症の抑制」が重要な鍵を握ること
が想定される。 
 
 
２．研究の目的 
 
 以上のような背景のもと本研究では ALS
変性脊髄における「神経再生が生じやすい微
小環境構築」をねらい、ALS 動物モデル脊髄
ペリサイトの経時的病理、新生ペリサイトの
同定とその神経変性との連関、介入研究によ
る新生ペリサイトの意義を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 変異 SOD1 導入ラット（以下、ALS-Tg ラ
ット）を ALS 動物モデルとして用い、発症
前、発症早期、発症後期（進行期）という 3
つの病期に分けた（各群 n＝4～5）。対照と
して週齢一致同腹仔を用いた。まず本ラット
系統を系統維持し、産仔はヒトSOD1の exon 
4もしくはexon 5特異的プライマーを用いて
生検尾由来 DNA を試料とした polymerase 
chain reaction（PCR）にて遺伝子型を確認
し、導入遺伝子のヘテロ接合体を上記 ALS
動物モデルとした。本モデルは既報（Nagai
ら, 2001）の通り一側後肢から他の部位へ進
展する骨格筋萎縮・筋力低下を約 24 週齢で
発症するため、定期的に体重を含めた表現型
を確認した。 
 チミジンアナログを一週間全身的に持続
投与して新生細胞を標識し、投与終了後 4％
パラフォルムアルデヒド・リン酸緩衝液にて
脊髄の灌流・浸漬固定後凍結切片を作製した。
各種細胞選択的マーカーとチミジンアナロ
グに対する特異抗体を用い、多重蛍光免疫組
織化学をおこなった。共焦点レーザー顕微鏡
下に 12 ミクロン厚切片を観察し、関心領域
のデジタル画像をソフトウェアにて取得し、
256 階調の TIFF ファイルとして保存した。
専用の画像解析・定量・統計学的ソフトウェ
アを用いて比較検討した。 
 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、また動物実験は同動
物実験指針に従った上で動物愛護面に十分
配慮し、かつ動物利用数を極力減らすように
つとめた（承認番号：2014 医動-202、2014
医組換-174、2016 医動-106、2016 医組換
-030）。 
 



 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、内在性神経再生の足場となり
得る血管新生に重要で、神経変性とも密接な
関わりをもつペリサイトの新生増殖につい
て、ALS モデル動物を用いて検索した。 
 ペリサイトは微小血管壁細胞の 1つとして、
血管内皮細胞とアストログリア終足間に基
底膜で囲まれた細胞として同定できた。コン
トロールに比較してALS-Tg ラットではおも
な病変部位である脊髄腹側では発症前より、
神経変性と並行した新生ペリサイトの有意
な増加を認めた。その増加ピークは発症後・
早期にあり、後期にはその程度を減じる傾向
を認めた。遅れて発症後早期より ALS-Tg ラ
ット脊髄の中心管周囲においても有意なペ
リサイト新生増加が明らかとなった。この増
加プロファイルは新生微小血管の動態と同
様であった。 
 以上のように、本研究では ALS モデル変
性病態下の脊髄にペリサイト新生促進を見
出した。次に効果的なペリサイト検出マーカ
ーを探索し、組織学的検出に適した複数のペ
リサイトマーカーを明らかにできた。また、
ペリサイト選択的シグナル伝達受容体の in 
vivo 検討をおこない、ALS-Tg ラットにおい
ても同受容体の発現保持を認めた。 
 これらの成果をもとに新生微小血管との
機能的連関、神経再生と神経変性における役
割を解明するため介入研究を実施した。ペリ
サイト維持因子を発症後 14 日間にわたり脊
髄腔内に持続投与した。溶媒投与（コントロ
ール）群と比較して、新生ペリサイトの有意
な増加、そして軽度ながら有意な運動ニュー
ロン保護効果を得た。 
 今後、神経変性の抑止戦略のひとつとなり
得るため、本介入研究の再現性を確認すると
ともに、その神経保護メカニズムについて解
明を進めている。また、ALS 関連変異 SOD1
発現培養ペリサイトにおける細胞生物学的
解析結果が待たれる。 
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