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研究成果の概要（和文）：中枢神経系には、神経細胞と同数のグリア細胞が存在する。これらはアストログリ
ア、オリゴデンドログリアおよびミクログリアからなり、それぞれが高度に分化し中枢神経系のホメオスターシ
スを担っている。近年、神経疾患や精神疾患の原因としてのグリア細胞機能異常が注目を集めている。グリア細
胞はコネキシン蛋白により構成されるギャップ結合により直接的に細胞同士が結合し巨大なネットワークを形成
している。私達は神経疾患の患者剖検標本やモデル動物におけるコネキシン異常を介した神経障害発症機序を検
討した。

研究成果の概要（英文）：In the central nervous system, the same number of glial cells as nerve cells
 exist. These consist of astroglia, oligodendroglia and microglia, each of which is highly 
differentiated and is responsible for the central nervous system homeostasis. In recent years, glial
 cell dysfunction as a cause of neurological diseases and psychiatric disorders attracts attention. 
Glial cells are directly connected to each other by gap junctions composed of connexin proteins to 
form a huge network. We examined the mechanism of neuropathy-induced connexin abnormalities in 
autopsy specimens and model animals of patients with neurological disorders.

研究分野：神経内科学、神経科学、神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 神経炎症性疾患、神経変性疾患、精神疾患
は、中枢神経系を侵す神経難病で、これまで
有効な治療法が開発されていない。その原因
として、これまでの研究が神経細胞もしくは
末梢炎症を標的としていたことが挙げられ
る。 
	 中枢神経は神経細胞と同数の非神経細胞 
= グリア細胞からなる。グリア細胞は主に星
膠細胞(アストログリア)、希突起膠細胞(オリ
ゴデンドログリア)および小膠細胞(ミクログ
リア)で構成され、それぞれ 40%、50%、10%
を占める。アストログリアは神経細胞のメン
テナンス、血液脳関門の構成など様々な役割
をもつ。オリゴデンドログリアは髄鞘形成が
主な役割であるが他にも貪食作用やサイト
カイン放出機能などが判明している。ミクロ
グリアは脳内唯一の免疫細胞で、脳内環境の
変化や外部からの侵害刺激に反応するが、定
常状態でも脳神経を構成する細胞のターン
オーバーや使用頻度の低いシナプスの貪食
など様々な機能をもつ。 

これらのグリア細胞は単独では機能せず、ギ
ャップ結合を介して細胞同士が直接接合し、
また半ギャップ結合(hemichannel)を介して
様々な生理活性物質を放出し、直接的・間接
的に大きなネットワーク(=グリアアセンブ
リ)を形成している。ギャップ結合蛋白は主に
コネキシンという蛋白で形成されている。コ
ネキシンは 4 回膜貫通型細胞表面蛋白で、6
量体を形成し、ヘミチャンネルをなす。この
ヘミチャンネル同士が結合することで細胞
間を直接連絡するギャップ結合ができる。 

ヒトの脳では、ニューロンがコネキシン
(Cx)36、アストログリアは Cx30 と Cx43、
オリゴデンドログリアが Cx32 と Cx47 を発
現している。ミクログリアは活性化すると
Cx43 を発現する。これらのうち、アストロ

グリアとオリゴデンドログリアは同種細胞
間のみならず異種細胞間でもギャップ結合
を介して直接結合している。オリゴデンドロ
グリアの Cx32は別名 GJB1と呼ばれ、劣性
遺伝性シャルコーマリーツース病(CMTX)の
原因遺伝子として有名である。また、我々の
研究では、MS 患者の病変部剖検組織を解析
し、急性期病変ではアストログリアの Cx30
や Cx43 とともにオリゴデンドログリアの
Cx32 や Cx47 が低下する一方、慢性期病変
ではオリゴデンドログリアの Cx32/47 は低
下したままであるがアストログリアの
Cx30/43 は増加することが明らかとなった。
また、筋萎縮性側索硬化症(ALS)モデルマウ
スの脊髄でもMSの慢性期病変同様にアスト
ログリアの Cx30/43 が増加する一方でオリ
ゴデンドログリアの Cx32/47 は低下してい
た。これらの結果から、グリアアセンブリを
形成するおもな分子であるコネキシンが、
MS などの神経炎症性疾患のみならず ALS
でも発現の変動がみられ、病態生理に関与し
ている可能性が強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1)	 多発性硬化症モデルマウスである実験
的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)の病態における
コネキシンの機能解析 
 
(2)	 EAE におけるグリア炎症を標的とした
既存治療薬の適応拡大による治療法開発 
 
(3) 	 筋萎縮性側索硬化症モデルマウス
(mSOD1 マウス)脊髄前角細胞およびヒト
ALS 患者脊髄前角細胞におけるコネキシン
発現解析 
 
３．研究の方法 
(1)	コネキシンの機能解析を行うため、コネ
キシン欠損マウスを導入した。Cx30 は欠損し
ていても出生発達に問題ないが、Cx43 や Cx47
は欠損すると出生できないので、Cx43 や Cx47
は時限的かつ細胞特異的に欠損させる方策
を検討した。その結果、タモキシフェン投与
で時限的に遺伝子変異を誘導し、その遺伝子
変異を Cx43 ではアストログリア、Cx47 はオ
リゴデンドログリア特異的に欠損させるマ
ウスを作出した。すなわち、Cx30 は Cx30 欠
損マウス、Cx43 はアストログリア特異的・時
限的 Cx43 欠損マウス(Cx43icKO)、Cx47 はオ
リゴデンドログリア特異的・時限的 Cx47 欠
損マウス(Cx47icKO)の 3 系統と、それぞれの
同腹仔をもちいて、EAE の臨床経過、病理学
的解析および生化学的解析を行った。タモキ
シフェンは、EAE 誘導 2 週間前から、一日 2
回の腹腔内投与を 5 日間連続で行った。EAE
の誘導は、生後 12 週の雌マウスに髄鞘蛋白
である MOG ペプチドと免疫賦活物質アジュバ
ントのエマルジョンで作成した抗原を皮下
注射し、臨床経過を観察した。連日の体重変
化とともに、マウスの神経症状をスコア化



(0:	無症状、1:	尾脱力、2:	片足麻痺、3:	両
足麻痺、4:	上肢麻痺、5:	死亡)した。観察
対象のマウスは、セボフルランで吸入麻酔後
に経左室還流固定を行い、脳や脊髄を摘出し
組織学的解析に供した。生化学的解析には、
還流後に固定せず組織を回収し、遺伝子解析
に供した。	
	
(2)	 抗リウマチ薬イグラチモドはすでに市
販され副作用もすくない薬剤で、末梢血白血
球の機能抑制による抗炎症作用が知られて
いる。本研究では、同薬剤をマウスに経口投
与することで、前述の EAE 症状が改善するか、
検討した。生後 12 週の野生型雌マウスに EAE
を誘導し、その直後もしくは疾患極期からイ
グラチモドの経口投与(一日二回)を行った
(投与量は都合により割愛)。イグラチモド投
与の有無による臨床症状の変化、組織・生化
学的解析を行った。また、中枢神経からミク
ログリアを抽出し、イグラチモドに対する反
応を培養系で検討した。	
	
(3)	 神経細胞の Cx36 は、神経細胞のシナプ
ス前、後膜に発現し、電気シナプスを形成す
るとされる。家族性 ALS の原因遺伝子である
変異 SOD1(G93A)をもつマウス(mSOD1 マウス)
では、生後 12 週頃から後ろ足の麻痺が出現
し、生後 20 週頃に呼吸不全で死亡する。同
マウスの脊髄前角細胞における Cx36 電気シ
ナプスの発現を検討した。また、これらの
Cx36 電気シナプスは興奮性シナプス、抑制性
シナプスのどちらに発現しているか、それぞ
れの分子マーカーとの多重染色により定量
解析した。	
	
４．研究成果	
(1)	①Cx30KO マウスでは、野生型同腹仔と比
較し EAE の症状が軽減した。同マウスではミ
クログリアが神経保護的活性化を遂げてい
た。中枢神経系ではアストログリアが Cx30
の主な発現細胞であることから、アストログ
リアの機能修飾が何らかの原因でミクログ
リアの保護的活性化を促進したと考えられ、
現在原因を検討中である。	

②アストログリア特異的 Cx43icKO マウスで
は、やはり EAE の軽減がみられた。炎症細胞
の脊髄への浸潤は軽減していた。本マウスで

はアストログリアが保護的に活性化してい
た。現在はアストログリアが保護的活性化し
た原因について検討している。	

③オリゴデンドログリア特異的 Cx47icKO マ
ウスでは、上記①②とは逆に早期発症かつ重
症化した。また、興味深いことに、慢性期に
なって症状の再増悪を認めた。通常、
C57Black6 を遺伝的背景に持つマウスは急性
発症のあと慢性化するが、再発することはな
い。Cx47icKO マウスはその 80%以上で再発し
たことから、このマウスは世界初の
C57Black6系統の二次進行性MSモデルと考え
られた。Cx47icKO マウスでは、末梢血の炎症
細胞機能には野生型と比較し有意差がなか
ったことから、中枢神経グリア細胞に症状悪
化要因の存在を考え検討中である。	

	 ①②③の結果から、概してアストログリア
のコネキシンは通常は中枢神経の炎症悪化
に関与し、オリゴデンドログリアのコネキシ
ンは逆に症状改善や組織修復、再発抑制に寄
与していると考えられる。同じコネキシンで
も発現細胞により反対の機能を有すること
は大変示唆に富んでおり、今後の解析により
コネキシンが EAE の病態に及ぼす役割を解明
できれば、新たな治療標的となりうる。	

(2)	抗リウマチ薬イグラチモド(IGU)をマウ
スに予防投与すると、EAE の発症を完全に抑
制した。また、EAE の症状極期から投与開始
すると、その後の慢性症状を軽減した。同マ
ウス脊髄では、iNOS や COX2 の発現が低下し
ていた。抽出ミクログリアに IGU を添加する
と、NF-kB の核内移行を抑制した。これらの
結果から、IGU はミクログリアの活性化を抑
制することで EAE の慢性症状軽減に寄与して



いることが考えられた。	

	
(3)	まず、実際の ALS 患者前角細胞において、
Cx36 の発現異常がみられるか検討した。その
結果、大変興味深いことに、ALS 患者では脊
髄前角細胞の樹状突起における Cx36 の発現
が著明に減少していることが明らかとなっ

た。同様の変化は mSOD1 マウス前角細胞でも
認められ、この点では実際の患者における病
態を mSOD1 マウスでもよく再現されているこ
とが確認された。次に、野生型マウスにおけ
る Cx36 が興奮性シナプスにあるのか、抑制
性シナプスにあるのか、多重染色により検討
したところ、Cx36 は抑制性シナプスにより多
く存在することが明らかとなった。これらの
結果から、実際の患者および mSOD1 マウスの
前角細胞でみられた Cx36 の発現低下は、抑
制性シナプスの減少を強く示唆し、Cx36 機能
異常が前角細胞の異常興奮性(興奮毒性)に
寄与している可能性が強く示唆された。	
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