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研究成果の概要（和文）：  
本研究課題では，筋萎縮性側索硬化症(ALS)モデルマウスのグリア病態に関連する候補遺伝子

の検証を行った．ニコチン性アセチルコリン受容体(α7-nAChR)の欠失により，ミクログリア

の遊走能が低下し，ALS マウスの疾患進行後期を遅延することが判明した．また，in vitro で

のグリア病態検証系としてマウス ES 細胞由来運動ニューロンの分化誘導系の構築と植物由来

の低分子化合物ライブラリーの整備を行った． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this research program, the role of the candidate genes linked to the glial pathology in 
amyotrophic lateral sclerosis mouse model was examined. Mice deficient ofα7-nAChR gene 
showed slowing late disease progression in ALS mice. Moreover, ES-derived motor neuron 
culture and plant-derived chemical library were established as tools for investigating glial 
pathology in vitro.  
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１．研究開始当初の背景 
SOD1(Cu/Zu superoxide dismutase)変異を
有する遺伝性筋萎縮性側索硬化症（ALS）患
者や動物モデルでは，変異蛋白はすべての細
胞群に発現しているにもかかわらず，運動ニ
ューロン特異的に変性が起こる．また ALS
病巣で疾患の発症，進行に伴ってアストロサ

イトの増殖やミクログリア活性化の病理像
が患者，モデルマウスの両方でみられ，グリ
ア細胞が ALS の病態に関与している状況証
拠が蓄積されてきている．しかし，これらの
病理変化が単に神経変性に随伴した二次的
変化なのか，神経変性の過程に直接貢献する
一次的な病的変化であるのかは未解明であ
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った．そこで代表者らは，細胞群特異的に除
去可能な変異 SOD1（G37R 変異）を発現す
る新たな ALS モデルマウス LoxSOD1G37Rを
用いて，ALS の疾患進行を実行するのは運動
ニューロンに起こる病的変化ではなく，グリ
ア細胞であるミクログリアとアストロサイ
トに起こる病的変化であることを明らかに
してきた．このように，ALS の病態研究は，
従来の神経細胞のみに着眼した研究から，グ
リア細胞により実行される“非細胞自律性の
神経細胞死”（神経変性は神経細胞に起因す
る病的変化のみで自律性に起こる訳でなく
非神経細胞由来の病的変化も必要である）と
いう概念に基づいて，神経—グリア連関によ
る神経細胞変性機構の解明へと研究の焦点
の大きな転換点を迎えている． 
 
２．研究の目的 
SOD1 変異を発現した ALS モデルマウスの
疾患進行期の病巣における遺伝子発現の細
胞群特異的な網羅的解析で見いだした遺伝
子や，候補遺伝子的アプローチを通じて，神
経細胞とグリア細胞の細胞間ネットワーク
の調節機構を破綻させる分子機構の同定を
行う．また，変性病態における神経—グリア
ネットワーク解明のための新たな実験系と
して，マウス ES 細胞由来運動ニューロン培
養系，植物由来化合物ライブラリーの樹立と
その検証を行う． 
 
３．研究の方法 
本研究課題では以下の３つの研究を行った． 
（１）疾患進行期の ALS モデルマウスのグ
リア細胞に異常発現する遺伝子 MMP12 
(matrix metalloproteinase-12)，ミクログリ
ア遊走に関与する遺伝子ニコチン性アセチ
ルコリン受容体(α7-nAChR)の ALS モデル
マウス(SOD1G93A トランスジェニックマウ
ス)の発症時期，生存期間への影響を交配実験
によって検討する． 
（２）マウス ES 細胞由来運動ニューロンの
分化誘導系の構築． 
（３）植物由来の化合物ライブラリーの整備
と化合物の変異 SOD1 タンパク質発現大腸
菌におけるストレス応答への影響の検証． 
 
４．研究成果 
（１）変異 SOD1 マウスの疾患進行における
２種のグリア関連遺伝子の関与の検討． 
 これまでの遺伝子網羅的解析で細胞外マ
トリックスの分解酵素である MMP-12 が，
SOD1 マウスの病巣のミクログリアに高発現
することを見いだしている．MMP-12 は末梢
ではマクロファージから分泌され，関節炎，
肺気腫など慢性炎症性疾患への関与が知ら
れているが，中枢神経系での役割は不明であ
る．そこで神経変性疾患における役割を検討

するために，MMP-12-KO と SOD1G93Aマウス
の交配実験を行い，生存期間や疾患進行への
影響を検討した．MMP-12 の除去により変異
SOD1 マウスの生存期間がやや短縮する傾向
がみられたが，統計学的な有意差には至らな
かった．MMP-12 は神経変性疾患のミクログ
リアで高発現し，神経変性の病巣で分泌され
ていると考えられるが，その病態への影響は
限定的であると考えられた． 
 また，第２の候補遺伝子として，ミクログ
リアの遊走に関与し，他の神経変性疾患の病
態を修飾することが知られているニコチン
性アセチルコリン受容体(nAChR)の役割を
検討した．変異 SOD1 マウスの疾患進行にお
ける�α7nAChR の役割を検討するため，
SOD1G93A マウスと α7nAChR KO マウスと
の交配実験を行い，ALS 早期症状の期間(病
気発症日～体重の10％減少日)とALS後期症
状の期間(体重の 10 ％減少日～死亡日)を解
析した．後期症状において， SOD1G93A 
/α7nAChR KO マウスは SOD1G93Aマウスに
比べて期間が延長する傾向が見られ(15.7 日)，
この受容体が ALS の疾患進行に関与してい
ることが示唆された．さらにそのメカニズム
を解明するために，初代培養ミクログリアの
遊走活性を測定したところ，ATP 誘発性の遊
走はニコチンの併用により濃度依存性に抑
制されることを見出した．したがって，ミク
ログリアにおける α7nAChR 抑制は神経保護
的に働く可能性が示唆された． 
（２）マウス ES 細胞由来運動ニューロンの
分化誘導系，培養系の構築を行った．遺伝性
ALSモデルであるSOD1G85Rマウスと運動ニ
ュ ー ロ ン 特 異 的 に GFP を 発 現 す る
HB9-GFP マウスと交配し，その初期胚から
ES 細胞を樹立した．この ES 細胞にレチノイ
ン酸，Sonic Hedgehog (Shh)を添加する方法
を用いて，運動ニューロンへの分化に必要な
転写因子 HB9 の発現を指標に運動ニューロ
ンへの分化誘導を検討した．分化誘導効率は
さほど高くないものの，分化誘導が起こるこ
とを確認できた．SOD1G85R 発現運動ニュー
ロンは，野生型 ES 細胞由来運動ニューロン
よりも生存期間が短縮する傾向がみられた． 
（３）植物由来化合物ライブラリーを用いた
変異 SOD1 タンパク質の異常を軽減する研
究について，代表的な疾患関連 SOD1 変異体
を対象に，大腸菌での異常蛋白質ストレス応
答と，in vitro での異常化評価系の検討を行
った． まず，大腸菌発現系を用いて異常タ
ンパク質ストレス応答をモニターできる系
を樹立した．この実験系を用いて，疾患変異
SOD1 の発現によって，Metal-Catalyzed 
Oxidation による酸化に伴うストレス応答レ
ベルの上昇を確認した．さらに，植物由来の
低分子化合物ライブラリーを用いて，そのス
トレス応答を促進，軽減する低分子化合物を



 

 

見いだした． 
 これらの研究を通じて，in vitro における
グリア細胞病態解析ツールとしての ES 細胞
由来運動ニューロン培養系と植物由来低分
子化合物ライブラリーの構築を行うことが
できた．また，個体レベルでの ALS モデル
の病態に関与する候補遺伝子の検証からは，
α7nAChR 遺伝子に関しては，神経変性病態
に一定の関与がみられることが判明した． 
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