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研究成果の概要（和文）：スーパーオキシドジスムターゼ1（SOD1）の変異遺伝子は本邦の家族性ALS最大の原因
である。我々は変異SOD1を特異的に認識するモノクローナル抗体D3-1の作出に成功した。ハイブリドーマ由来の
scFvの作製とボルナ病ウイルスベクターへの組み込み、さらにオリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC)への感染に
よって得られる、治療scFvを分泌するOPCを変異SOD1トランスジェニックラットの髄腔に移植することで、著明
な進行抑制効果と神経炎症、運動ニューロン死の抑制と変異SOD1蛋白質の除去効果を認めた。さらに炎症関連分
子の発現抑制がその治療メカニズムであることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Genetic mutations in SOD1 are the most prevalent familial ALS cause in 
Japan. We designed novel regenerative immunotherapy in which scFv from D3-1 hybridoma mRNA was 
subcloned into a Bornavirus disease vector (BoDV) to be introduced into oligodendrocytes precursor 
cells (OPCs-D3-1). We generated a monoclonal antibody against misfolded SOD1, named D3-1. First, we 
confirmed that intrathecal infusion of full-length D3-1 antibody into H46R SOD1 transgenic rats 
extended the longevity. Then we injected OPC-D3-1, OPC alone, and saline as procedural control into 
the cisterna magna of H46R SOD1 rats. Intracysternal transplantation of OPC-D3-1 markedly slowed 
progression and prevented the worsening of limb functions. Moreover, we observe marked amelioration 
of motor neuron loss and gliosis and reduction of neuromuscular junctions. Mutant SOD1 proteins were
 also reduced in the spinal cords. Transcriptome analyses demonstrated the downregulation of 
proinflammatory molecules.   

研究分野：脳神経内科

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　抗体　SOD1　移植　ウイルスベクター　オリゴデンドロサイト前駆細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子疾患に対する核酸治療の開発が進み、難病の治療展望に明るい光が見えてきました。我々の研究成果は変
異遺伝子が作り出す蛋白質を治療標的と捉え、これまでの抗体治療の限界を細胞移植という全く異なる次元の治
療法と融合させることによって、難病ALSに新しい治療の選択肢を提示しました。特に腫瘍原性や炎症を起こし
にくいオリゴデンドロサイトを用いた抗体再生治療は世界初の成果です。

※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 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）の 10％は家族性であるが、本邦のおける最大原因は superoxide 
dismutase 1(SOD1)蛋白質をコードする SOD1遺伝子の突然変異で有家族性 ALSの 30％前後
を占めると言われている。SOD1遺伝子は孤発性 ALSの疾患感受性遺伝子としても注目されて
おり、ALSの治療標的として最も注目されている分子の一つである。変異 SOD1蛋白質はアミ
ノ酸の置換変異を有する者が殆どであるが、それによる酵素活性の変化ではなくアミノ酸置換
に基づく構造異常（蛋白質ミスフォールディング）によって様々な細胞内外の有害なパスウェイ
を経て運動ニューロン変性を来すと考えられており、変異蛋白質を除去することが根治につな
がる治療戦略となる。 
近年変異遺伝子の転写翻訳の阻止を目的とした核酸治療の開発が著しいが、SOD1 においては
200種類以上の変異があること、現在治験が進められているトフェルセンなど、多くの創薬は野
生型の SOD1 も減少させることから、長期的な安全性について懸念が残る。抗体はミスフォー
ルド蛋白質に共通するエピトープを認識することで、野生型など清浄な構造を有する SOD1 へ
の影響は最小限に抑えられる。しかしながら、これまで SOD1 抗体の前臨床治療における有用
性は限られており、その原因の一つとして病巣へのドラッグデリバリーや抗体の治療効果を促
進する環境因子の影響が示唆されてきた。致死性の神経難病である筋萎縮性側索硬化症 (ALS) 
患者やモデルマウスにおいて、オリゴデンドロサイト（OLG）の成熟化と乳酸トランスポーター
の発現低下による運動ニューロンへのエネルギー供与不全が明らかとなり、ALS の主要病態の
一つとして注目されている。そこで我々は、病巣における OLGのターンオーバーやあるとすれ
ば、OLGの前駆細胞であるオリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC）は病巣に速やかに置き換わ
る可能性があり、OPC の移植が治療法として考えられるが、非細胞自律性の病態が障害となる
可能性があり、その要素として細胞外の変異 SOD1の可能性を我々は提示している（Urushitani 
2006）。 
つまり変異 SOD1に対する抗体治療にはドラッグデリバリーの問題が、OPCの移植治療には変
異 SOD1を含む細胞外因子の問題が想定され、その両者を克服治療が待たれる状況にある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、ALS病態における OLGの分子病態の解明と OPC移植治療法の確立、さらに細胞移
植治療の壁として常に問題となる ALS関連蛋白質の細胞間伝搬を「特異的一本鎖抗体を分泌す
る OPC の移植」によって阻止するというあらたな治療パラダイムの構築を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
(1)変異 SOD1 特に認識モノクローナル抗体由来 scFv のボルナ病ウイルス（BoDV）ベクター構築 
増殖能を欠如させたボルナウイルスベクターを作製するために、pCAG-BoDV P/M-scFvD3-1 GFP 
or pCAG-BoDV P/M-GFP ベクターゲノムプラスミドとヘルパープラスミドを HEK293T 細胞に動じ
に遺伝子導入し、ピューロマイシン耐性遺伝子を有する細胞を選択した。細胞を回収し、超音波
破砕の後超遠心分離によってウイルスを精製した。 
 
(2)ラット新生仔脳由来 OPC 初代培養と BoDV ベクターの感染による D3-1 分泌 OPC の作製 
上記（1）で作製した D3-1 scFv の発現と感染細胞からの分泌は、下記ラット新生仔脳由来 OPC
に感染させ、培養培地中の抗体の確認と、抗体活性については免疫沈降法とウェスタンブロット
法によって確認した。 
 
(3)H46R SOD1 トランスジェニックラットへの OPC 移植治療と、ラットの表現型解析 
H46R Tg ラットの発症時期に GFP Tg ラット由来の OPC, D3-1 抗体由来 scFv を発現するボルナウ
イルスベクターを感染させた野生型ラット由来の OPC を、生後 19週目の発症直前の H46R SOD1
ラットの大槽からハミルトンシリンジを用いて 1分間で投与した。体重減少や後肢開脚反射、握
力などの症状バッテリーで評価し、進行抑制、寿命延長効果を評価した。 
 
(4)ラット免疫組織化学解析とウェスタンブロッティング 
治療したラットを安楽死させ、脳幹と腰髄を採取した。神経炎症への影響を GFAP, Mac2, Iba1
の免疫染色にて、運動ニューロン死に対する保護効果については NeuN 染色による運動ニューロ
ン計数とα-bungarotoxin と synaptophysin の共染色を用いた神経筋接合部（NMJ）解析によっ
て行う。脊髄組織中の変異 SOD1 の定量は脊髄組織ライセートを作製し界面活性剤溶性、不溶性
分画の SOD1 量を Western blotting で解析した。 
 
(5)ラット脊髄 cDNA マイクロアレイ解析 
移植脊髄を採取し oligodT とランダムプライマーを用いて mRNA を採取し、cDNA マイクロアレイ



を行い、抽出分子について Gene ontology の解析と、一部分子については脊髄組織のｃDNA から
リアルタイム PCR 解析を行い定量化した。 
 
４．研究成果 
(1) ミスフォールド SOD1 特に認識モノクローナル抗体 D3-1 由来の scFv を発現するボルナウイ
ルス（BoDV）ベクターの構築と、OPC への感染による scFv 分泌 OPC の作製に成功した。内在性
の分泌シグナルを付与することで培養培地中に分泌され（B）、小胞体からゴルジ体への細胞内移
送を抑制する BrefeldinA の投与によって培地中から消失したことから、scFv が古典型経路を通
じて細胞外に分泌されることが示された（E,F）。また scFv（Myc）タグ）と野生型、4種類の ALS
関連変異 SOD1（FLAG タグ）を共発現させた細胞ライセートを、FALG 抗体あるいは Myc 抗体で免
疫沈降し、さらに各々Myc 抗体と FLAG 抗体で Western blotting を行ったところ、変異 SOD1 と
D3-1scFV の共沈降のみが確認され、D3-1 はミスフォールド SOD1 蛋白質を特異的に認識する抗
体であることが確認された（C）。 

（2）D3-1 scFv 型 OPC の移植による H46R 型 SOD1 トランスジェニックラットの髄腔内移植によ
って、著明な寿命延長効果を認め、それらは OPC 移植単独に比しより有効であった（A）。さらに
体重減少（B）、下肢筋力（C）、握力（D）、下肢伸展反射（E）のいずれにおいても、生理食塩水
対照群、OPC 単独移植群に比べ有意な改善効果を示した。 

3）25 週齢、治療継続中ラット脊髄の免疫組織学検索を行った。ChAT 染色による運動ニューロ
ン、Iba1 抗体によるミクログリア、GFAP によるアストロサイトの傾向定量によって D3-1 scFV
型 OPC は運動ニューロン減少、ミクログリア、アストロサイトの活性化のいずれにおいても最も
高い抑制効果を示した（A-D）。さらにブンガロトキシンスナプトフィジンの共染色による神経筋
接合部の評価においても D3-1scFv 型 OPC は有意な減少抑制効果を示した（F）。脊髄ライセート
の Western blotting 解析では、不溶性と陽性 SOD1 の有意な除去効果が得られた（J、I, K）。 
 



 
（4）25 週齢のラット脊髄より mRNA を回収し cDNA マイクロアレイ解析を行ったところ、D3-
1scFv 型 OPC は神経免疫、炎症反応関連分子の発現を著明に抑制しした（A,B）。 

以上の通り、本研究を通じて OPC 移植と治療抗体の再生免疫ハイブリッドの開発に成功した。今
後臨床応用に向けて、ヒト iPS を用いた OPC の誘導と適切な前臨床試験のモデルの確立によっ
て臨床応用を目指す。これらの成果は現在国際学術誌に投稿し現在査読中である（2022 年 4 月
現在） 
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