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研究成果の概要（和文）：  近年確立した脳血流低灌流を伴う認知症モデルマウスを用いた実験により、エダラ
ボン治療により運動機能および認知機能障害の大幅に改善できることを明らかにした。また酸化ストレス可視化
ALSモデルマウスを確立し、ALS発症早期で脊髄および下肢筋の酸化ストレスの発現が増強することを明らかにし
た。またALS患者脊髄における血流および糖代謝をPET検査で評価し、ALS頸髄において糖代謝が異常亢進を起こ
している一方で血流増加を認めないことを明らかにした。さらに新しいペプチドーム解析技術を用いた探索的研
究の結果、軽度認知機能障害（MCI） とアルツハイマー病（AD）に特異的な 4 種類のペプチドを見出した。

研究成果の概要（英文）：By using a AD model mouse with cerebral blood flow hypoperfusion established
 recently revealed that edaravone treatment can significantly improve motor and cognitive 
dysfunction. We also established novel ALS mice model that visualize oxidative stress, and found 
that the expression of oxidative stress in the spinal cord and lower limb muscles was enhanced early
 in the onset of ALS. Blood flow and glucose metabolism in the spinal cord of ALS patients were 
evaluated by PET examination, and it was observed that glucose metabolism was abnormally elevated in
 the ALS cervical spinal cord without increase in blood flow. Furthermore, as a result of 
exploratory research using a new peptideme analysis technology, 4 types of peptides specific to mild
 cognitive impairment (MCI) and Alzheimer's disease (AD) were found.

研究分野：臨床神経
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究は、神経変性疾患共通（普遍性のある）の分子病態解明のため、酸化ストレスと核細胞質輸送障害、蛋
白ゲル化異常の相互関与に注目した挑戦的かつ総合的研究である。課題申請者らが発見したAsidanの病態も、欧
米で特に多いC9orf72遺伝子異常との類似点から、神経変性疾患共通病態への関与に注目し解明を目指してお
り、本研究成果は国際的にも重要なインパクトを与えうる。本研究では神経変性疾患共通の分子病態解明および
新規治療法開発につながる可能性があり、この課題研究から得られた成果は、将来的には神経変性疾患共通の根
本的治療法の確立に道を開き、国際的にも波及効果の高い貢献をもたらすものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は選択的に運動ニューロン変性が起こる神経難病である。ALS

病態研究は、全 ALS 患者の 5%である家族性 ALS(FALS)の 20%において、細胞質内の活性酸素

消去作用のある SOD1 の遺伝子変異が原因であることが申請者の阿部らのグループにより解

明され(Rosen ら; Deng ら; Aoki ら)、変異 SOD1 遺伝子を導入した ALS モデルマウスが作成

され進展した。阿部らはこの ALS マウス脊髄におい

て、ALS発症前からの神経血管網構成タンパクの減少

およびグルコース代謝の亢進、低酸素ストレスに対

する神経保護機構の機能低下（neurovascular 

uncoupling）と酸化ストレスの関与を報告した

（Miyazaki ら、2011：Sato ら、2013、図 1）。また、

阿部らが中心に多施設で第 3 相臨床治験を行い、酸

化ストレスを起こすフリーラジカルの除去作用のあ

るエダラボンの ALS 患者に対する、ALS 進行抑制効

果を認め（Abe ら、2014）、世界中で注目を浴びてい

る。以上から、酸化ストレスは ALS 病態に深く関わ

っていることが判明している。また阿部らは驚くべきことに、ALS 患者に加えパーキンソン

病（PD）患者においても共通の血管内皮障害が関与しており（Fukui ら、2016）、アルツハイ

マー病(AD)モデルマウスおよび患者にも酸化ストレスが関与していることも報告している

（Kurata ら、2013；未発表）。よって、酸化ストレスは神経変性疾患共通の分子病態に関わ

る可能性がある。 

 また近年、FALS および前頭側頭型認知症の欧米で特

に多い原因遺伝子として C9orf72 遺伝子のイントロン

1 における 6 塩基リピートの異常延長が発見され

（DeJesus-Hernandez ら；Renton ら）、さらに C9orf72

変異の病態に核－細胞質輸送障害が関わることが報告

されている（Zhang ら）。阿部らは小脳失調症に加えて

運動ニューロン疾患の臨床的特徴を併せ持つ、新しい

常染色体優性遺伝性変性疾患Asidan（spinocerebellar 

ataxia type36: SCA36）の原因遺伝子変異として

nucleolar protein 56 (NOP56)遺伝子のイントロン１

における GGCCTG リピートの異常伸張を発見した

（Kobayashi, Abe ら、2011、図 2）。Asidan は C9orf72 

遺伝子変異疾患と、イントロン領域の 6 塩基リピート異常伸張と運動ニューロン変性を起

こす点で類似点が多く、Asidan 病態にも C9orf72 遺伝子変異疾患と同様に核―細胞質輸送

障害が関わっている可能性がある。さらに阿部らは、核－細胞質輸送障害が ALS モデルマウ

スである変異 SOD1 transgenic(Tg)マウスおよび脳虚血モデルマウスの両病態において関

係していることを報告しており（Shang ら、2016：Li ら、2016）、酸化ストレスが核―細胞

質輸送障害を起こすことも報告されている（Kodiha ら）。 また近年 FUS 遺伝子変異を有す

る ALS 病態に、異常 FUS 蛋白の液状化―ゲル化変化異常が病態に関わることも報告されて

いる（Patel ら、Murakami ら）。FUS が核内タンパク質であることから、核―細胞質輸送障

害により FUS 蛋白が細胞質にたまり、液状化―ゲル化変化異常により細胞内沈着を起こし

ている可能性はある（仮説）。同じく ALS 原因遺伝子であり核内蛋白である TDP-43 の細胞



内沈着についても同様に、核―細胞質輸送

障害と液状化―ゲル化変化異常が関わっ

ている可能性はある。さらに神経変性疾患

共通の病態として、異常蛋白の細胞内沈着

があり、アルツハイマー病(AD)で沈着する

アミロイドβ、パーキンソン病(PD)で沈着

するαシヌクレインにおいても液状化―

ゲル化変化異常が病態に関わっている可

能性がある。 

 このように最近の研究動向は、ALS、

アルツハイマー病、Asidan、パーキンソン

病などの神経変性疾患病態に共通して、酸

化ストレスと核―細胞質輸送障害、蛋白ゲル化異常が相互に関与している可能性がある（図

3）。 

 

２．研究の目的 

本研究は神経変性疾患の包括的分子病態解明のため、ニューロン変性の原因である酸化

ストレスと、近年難治性神経疾患である筋萎縮性側索硬化症（ALS）で報告されている、核

細胞質輸送障害および蛋白ゲル化異常とに関連する分子機構を明らかにし、臨床的に有用

性の高い次世代型治療法の開発研究を推進することが目的である。 

 

３．研究の方法 

3.1 大脳低還流（頸動脈狭窄）ADモデルマウス（APP23 マウス）の確立と血液酸化ストレス

マーカー解析 

阿部らは、AD モデルマウスである APP23 マウスの両側総頚動脈を ameroid constrictor

により狭窄し、慢性大脳低還流（血流）AD モデルマウスを確立した（Shang ら、2015；Zhai

ら 2016）。低還流により、高次脳機能障害は促進され、アミロイドβ（Aβ）沈着と大脳微小

血管障害、および neurovascular unit uncoupling が促進されることを報告している。この

ことから、大脳低還流 ADモデルマウスモデルにおいて血管障害および neurovascular unit 

uncoupling による酸化ストレス亢進が予想される。そこで同モデルを作成し、経時的（3か

月齢、6か月齢、9か月齢、12ヶ月齢）に高次脳機能検査（Eight-arm radial maze test な

ど）を行う。また眼静脈から採血を行い、マウス血液中の酸化ストレスマーカーを dROMs テ

スト、抗酸化マーカーを BAP テスト、OXY 吸着テストを用いて測定する。dROMs テスト、BAP

テスト、OXY 吸着テストは、臨床現場でも患者血液を用いて簡便に測定でき、有用な検査法

である。また 6か月齢、9か月齢、12 ヶ月齢において大脳サンプリングを行う。 

 

3.2 酸化ストレス可視化 ALS モデル（OKD×SOD1 double Tg）マウスの確立と運動機能およ

び血液酸化ストレスマーカー解析 

近年開発された OKD-Luc マウス（OKD48 マウス）は、酸化ストレス応答機構である

Keap1/Nrf2 システムを利用している。酸化ストレス下では keap1 による Nrf2 抑制が解除さ

れ、核から移行した Nrf2 が抗酸化応答配列 ARE (antioxidant response element)に反応



し、発光蛋白である Luciferase（Luc）が細胞内で

発行することで、酸化ストレスを可視化すること

ができる（右図）。 

このマウスを ALS モデルマウス（G93A-SOD1）と

かけあわせて OKD×SOD1 double Tg マウスを作成

し、ALS 病態における酸化ストレスの経時的変化

の解析を Luciferase 発光の観察（in vivo 

imaging）により行うことができる。そこで、ALS 発

症前（運動障害出現前、10週齢）、ALS 発症早期（15

週齢）、ALS 発症後期（18週齢）において、酸化ストレス発現部位および発現強度を観察し、

同時期にマウス体重および Rotarod 法により運動機能を評価した。また 10 週齢、15 週齢、

18 週齢において、マウス眼静脈から採血を行い、血液酸化ストレスマーカーおよび抗酸化

マーカーを測定した（dROMs テスト、BAP テスト、OXY 吸着テスト）。10 週齢、15 週齢、18

週齢においてマウス脊髄および下肢筋肉のサンプリングも行った。 

 

3.3  ALS 患者脊髄における血流・糖代謝変化と酸化ストレスマーカーイメージングの PET

解析、および剖検組織による核細胞質輸送関連蛋白・蛋白ゲル化異常の解析 

 ALS モデルマウス脊髄において発症前より脊髄血流減少および糖代謝亢進を認め、発症に

伴いそれらの変化は抑制された。まずは ALS 患者脊髄において PET 検査で血流および糖代

謝変化を調べる。また患者血液を用い酸化ストレスマーカーおよび抗酸化マーカーを測定

する（dROMs テスト、BAP テスト、OXY 吸着テスト）。PET および血液検査において酸化スト

レス亢進の確認後に、患者剖検組織を用い酸化ストレスと核細胞質輸送障害については免

疫組織化学法とウエスタンブロット法で、蛋白ゲル化異常については電子顕微鏡で解析す

る。 

 

４．研究成果 

4.1 近年確立した脳血流低灌流を伴う認知症モデルマウスに対してフリーラジカルスカ

ベンジャー、エダラボンを投与し、その治療効果を詳細に検討した。その結果、12ヶ月齢

において、エダラボン治療群では運動機能および認知機能障害の大幅に改善を認めた。ま

た病理学的組織の検討から、海馬の 神経細胞数の減少を軽減するとともに、Aβ蛋白や

pTau蛋白の異常蓄積を抑制することを明らかにした。以上の結果をまとめ、Journal of 

Alzheimer's Disease誌 に既に報告を行っている。 

 

4.2 酸化ストレス可視化ALSモデルマウスとして、0KD×S0D1 double Tgマウスの確立をし

た。0KD×S0D1 double Tgマウスは、酸化ストレスを可視化できる0KDマウスとALSモデルマ

ウスであるG93A-S0D1マウスをかけあわせて作成し、ALS病態における酸化ストレスの経時

的変化の解析をLuciferase発光の観察（in vivo imaging)により行った。ALS発症前（運動

障害出現前、12週齢）、ALS発症早期（15週齢）、ALS発症後期（18週齢）において、in vivo 

imagingを行い、15週齢から18週齢になるにしたがい、脊髄および下肢筋の酸化ストレス発

現増強を認めた。また、同時期にマウス体重およびRotarod法により運動機能を評価し、15

週齢から18週齢になるに従い運動機能低下を認めた。また18週齢において、マウス眼静脈

から採血を行い、血液酸化ストレスマーカー（dROMsテスト）について解析を行い、ALSマ

ウス血清において酸化ストレスマーカー上昇を認めた。また18週齢においてマウス脊髄お

よび下肢筋肉のサンプリングも行い、組織学的解 析にて酸化ストレスマーカーである、



Nrf2の発現が下肢骨格筋および腰髄運動ニューロンで亢進していることを確認した。 

 

4.3 臨床研究においては、ALS患者脳および脊髄における血流および糖代謝をPET検査で評

価し、ALS頸髄において糖代謝が亢進しているが、血流増加を認めないことを確認した。よ

って、ALS頸髄においては血流と糖代謝のアンカップリングが起こっていることが判明し

た。またALS頸髄における糖代謝亢進はALS症状の重症度と相関を認めた。以上よりALS病態

には頸髄の糖代謝の亢進と血流増加を認めないアンカップリングが関与していることが判

明した。 

 

4.4 臨床研究において、健常者血清 100 例、MCI 血清 60 例、AD 血清 99 例を、プロト

セラ株式会社が特許を保有する新しいペプチドーム（組織や細胞が産生するペプチド総体）

解析技術(BLOTCHIP-MS法)を用いて探索した。 その結果、MCIとアルツハイマー病（AD）に

特異的な 4種類のペプチドを見出した。このバイオマーカーセットを用いると健常者と 

MCIとADを識別することができ、健常者とADの間で感度が87％、 特異度が65％（***p<0.001）

であった。また、AD 患者のミニメンタルステート検査（MMSE）スコアとこのバイオマーカ

ーセットから得られたスコアの相関が良好であることも確認した。今回発見された新しい

血中ペプチド性バイオマーカーセットは、新規で、迅速で、非侵襲性で、定量性の高い、

低コストで行える認知症スクリーニング法を提供するほか、新しい創薬アプローチを提供

する可能性を示した。以上の研究成果をまとめ、 Journal of Alzheimer's Disease誌に既

に報告を行っている。 
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