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研究成果の概要： 

筋萎縮性側索硬化症(ALS)の病態を明らかにし、早期に有効な治療法を開発するため、ALS モデル

マウスを用いて ALS 病態に関連する種々の分子の役割を明らかにした。また、ALS 患者の脳脊髄液

中に早期の確定診断を得るためのマーカーとなり得る分子があるかどうかを検討し、その候補を得

た。また、再生療法と関連して、脊髄における内在性神経幹細胞の動態と各種神経栄養因子の神経

幹細胞に対する活性化作用を明らかにした。さらに ALS モデルマウスに対して、TAT 融合蛋白の髄

腔内持続投与による蛋白療法を開発し、良好な治療効果を得た。本研究による成果は ALS 患者の新

規治療法の開発と臨床応用へ向けて、重要な知見を与えるものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

ALSは１次および2次運動ニューロンの選択的細

胞死により、全身の骨格筋の筋萎縮・筋力低下を

もたらす予後が極めて不良な進行性難治性神経疾

患であり、その原因病態も充分には解明されてい

ない。ALS患者の5-10%は遺伝性(FALS)で、1993年

に細胞質内の活性酸素消去機構であるSOD1遺伝子

変異が一部のFALSの原因であることが明らかにさ

れ、この発見によりALSの症状や病理所見を再現す

る、変異型SOD1遺伝子を導入したモデル動物が作

成され、ALSの病態に関する研究は大きく進展した。

しかしながら、ALSに対する治療法は未だ確立され

ておらず、早期に有効かつ根本的な新規治療法の

開発が望まれている。 

 

 



２．研究の目的 

(1) ALS発症の分子メカニズムの検討 

①オートファジーとの関連 

②ミトコンドリアDNA修復酵素の異常 

③小胞体ストレスの関与 

④TRIAD(transcriptional repression-induced 

atypical death)との関連 

ALSにおける選択的運動ニューロン死への関与

が想定される上記の機構を検討することにより発

症に至る分子メカニズムを明らかにする。 

(2) ALS診断マーカーと新規治療法の開発 

①脳脊髄液中のALS特異的な診断マーカーの開発 

②内在性神経幹細胞の動態解析 

③TAT融合蛋白を用いた蛋白療法の開発 

 ALSを発症早期に確定診断するための新たな診

断マーカーの開発および再生療法を目指した内在

性神経幹細胞の動態解析や、治療効果の高いタン

パク分子をALS病変の主座である脊髄へ効率的に

導入するための治療法を開発する。 

 

３．研究の方法 

ALSの臨床症状を再現するモデル動物である、

G93A変異型SOD1遺伝子導入トランスジェニックマ

ウスを用い、運動症状の発症前、発症早期、発症

後期のそれぞれの時点においてALS病変の主座で

ある脊髄における種々の分子の量的・質的な変化

をウエスタンブロット解析や免疫組織化学などに

より検討を行った。 

また、ALSモデルマウスに神経栄養因子（EGFお

よびFGF2）を投与し、そのマウス脊髄における内

在性神経幹細胞の動態を検討した。 

ALSの新規治療法開発を目指した研究として、細

胞膜や血液脳関門の通過性を持つHIV-1のTAT蛋白

由来のprotein transduction domain(PTD)と、強

力な抗アポトーシス作用を有するFNK蛋白を融合

したTAT-FNK蛋白を、ALSモデルマウスの脊髄腔内

にosmotic minipumpを用いて持続投与し、治療効

果を検討した。 

さらに、ALS患者の脳脊髄液中に特異的に出現、

もしくはその発現量が明らかに過剰または減少を

示す分子をALSの診断マーカーの候補として検討

した。 

 

４．研究成果 

(1) ALS発症の分子メカニズムについて 

①オートファジーとの関連 

 オートファゴソーム形成に関連するLC3-IIとそ

の制御に関わるmTORの動態について解析し、ALS

モデルマウスの運動障害発症期において野生型マ

ウスよりも脊髄におけるLC3-IIのタンパクレベル

の発現増加を確認した。また、リン酸化mTORを用

いた免疫染色では発症初期においてリン酸化mTOR

陽性運動ニューロンの割合が有意に減少していた。

このことはALSにおけるオートファジーの亢進を

示唆し、リン酸化mTORはオートファジーの調節に

関与している可能性が考えられた。 

②ミトコンドリアDNA修復酵素の異常 

ALSモデルマウス脊髄においてはミトコンドリ

ア内DNA修復酵素発現の低下を認め、ALSにおける

選択的運動ニューロン死との関連が示唆された。 

③小胞体ストレスの関与 

 ALS モデルマウスの脊髄において発症前期から

小胞体ストレスに関わるアポトーシス関連タンパ

クの不均衡を認めており、これらの変化とALS に

おける選択的運動ニューロン死との関連が示唆さ

れた。 

④TRIADとの関連 

 遺伝子の転写阻害による緩徐な神経細胞死の形

式であるTRIADの調節分子であるYAPdeltaCとp73

の二つのタンパクのALS 病態への関与について検

討した。ALS モデルマウス脊髄の運動ニューロン

におけるYAPdeltaC 陽性細胞の割合は発症前から

低下しており、また、p73 はその一部がリン酸化

され、リン酸化p73とYAPdeltaCの共局在も一部

の運動ニューロンに認めた。以上から、ALS モデ

ルマウスの運動ニューロン死において、p73 のリ



ン酸化とYAPdeltaC の早期からの減少が関係して

いる可能性が示された。 

(2) ALS診断マーカーと新規治療法の開発 

①脳脊髄液中のALS特異的な診断マーカーの開発 

 42名のALS患者の脳脊髄液中の単球走化活性因

子（MCP-1）と血管内皮増殖因子（VEGF）を解析し、

ALS 患者においてはコントロールに比べて MCP-1

の有意な上昇を認め、対照的にVEGFは低い傾向を

認めた。MCP-1の値はALSの重症度と相関があり、

MCP-1/VEGF比の上昇は他の神経変性疾患に比べて

ALS患者に特異的に認められ、脳脊髄液中のMCP-1

値およびMCP-1/VEGF比は臨床的に有用なALSの診

断マーカーになり得ると考えられた。 

②内在性神経幹細胞の動態解析 

 BrdUの腹腔内投与後のALSモデルマウス腰髄

を解析した。新生した細胞と考えられるBrdU陽性

細胞数及び、増殖した神経幹細胞と考えられる

BrdU＋nestin二重陽性細胞数が野生型マウスに比

べて増殖していた。増殖した神経幹細胞の分布は、

中心管周囲や白質に多く認めたが、灰白質に注目

すると、ALS 病変の主座である脊髄前角により多

く認められた。神経細胞死が起こっている中枢神

経系において欠落した神経細胞を補おうとするか

のように内在性の神経幹細胞が増殖することが示

された。また、内在性の神経幹細胞を増殖させる

目的で髄腔内にEGFおよびFGF2を持続的に投与し

たところ、ALS モデルマウス脊髄における神経幹

細胞はさらに活性化された。 

③TAT融合蛋白を用いた蛋白療法の開発 

 細胞膜や血液脳関門の通過性を持つTAT 蛋白と

GFP を融合したTAT-GFP 蛋白をALS モデルマウス

の脊髄腔内に持続投与したところ、脊髄運動ニュ

ーロンに良好に取り込まれた。さらに、TAT 蛋白

と強力な抗アポトーシス作用を有するFNK 蛋白を

融合したTAT-FNK 蛋白を持続投与した結果、対照

群に比べてTAT-FNK蛋白を投与したALSモデルマ

ウスの発症日および生存期間を有意に延長し、

clinical scoreも有意に改善した。以上より、TAT

融合蛋白の髄腔内投与は目的の蛋白を脊髄内へ導

入するための有効な手段と考えられ、これらの研

究成果はALS 患者の新規治療法の開発へ向けて、

臨床応用可能性を支持するデータであると考えら

れた。 
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