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研究成果の概要（和文）：ALSモデルマウス由来初代培養アストロサイトおよびミクログリアにて、M1ミクログ
リア由来IL-1βによる反応性アストロサイトの誘導および、反応性アストロサイト由来TGF-βによるM1ミクログ
リアの誘導が起こりやすい状態にあることがわかり、ALSマウスにおけるグリア細胞間の相互作用が治療標的と
なると考えられた。そこで、ALSモデルマウスを用いて、ミクログリア標的化siRNA-IL1βを髄腔内に投与するこ
とによる治療実験を行ったところ、運動機能検査および生存曲線の改善を認め、ミクログリアを標的とした細胞
特異的な遺伝子発現抑制による新たな分子治療法となる可能性が示唆され、今後の臨床応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：In primary culture of astrocytes and microglia derived from ALS model mice, 
it has been clarified that reactive astrocytes were induced by M1 microglia-derived IL-1b and M1 
microglia induced by reactive astrocyte-derived TGF-β. These interactions between glial cells in 
ALS mice was considered to be a therapeutic target. Therefore, we conducted a therapeutic experiment
 using microglia-targeting siRNA-IL1β intrathecally using ALS model mice. Improvements were 
observed in motor function tests and survival curves. These results suggest the possibility of a new
 molecular therapy by suppressing gene expression with microglia-specific targeting peptide, and 
future clinical applications are expected.

研究分野： 脳神経内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSにおいて、確立された根治療法はなく、治療法開発が急務である。近年、アストロサイトとミクログリアは
病態への関与が大変注目されているが、両者の相互間作用を考慮した分子治療は報告がなく、グリア間ネットワ
ークを解明して制御することは、有効性の高い治療法開発に結び付くと考えられる。そのため、本研究にてグリ
ア間ネットワークの解明およびMolecular ZIP codeによるsmall RNAの細胞特異的標的化輸送によって、治療効
果を示したことは意義深く、他の神経変性疾患への汎用性も含め、難病への核酸医薬による治療効率を飛躍的に
向上させる技術となることが期待され、社会的意義は大きい。

※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。



１．研究開始当初の背景 
ALS は、難治性神経変性疾患であり、未だ確立された根本治療はなく、その治療法の開
発は急務である。近年、病変部位である脊髄組織内で、神経細胞以外の細胞が、病因に
深く関わっていることが報告されており、非細胞自律性神経細胞死 (non-cell 
autonomous neuronal death)として、ALS のみならず神
経変性疾患全般に認められる現象として注目をあ
びている。 
 それら神経細胞を取り巻く細胞のうち、ミクログ
リアは、特徴により大きく M1 型（炎症惹起型）と
M2 型（神経保護型）の２つのタイプに分類される
（図 1）。そして、ALS の病期が進行するとともに、M1 ミクログリアが病変部位に集積
し、炎症の増強、神経細胞死を誘発し、機能障害を悪化させる。また、アストロサイト
は、ALS において病期の進
行とともに反応性アストロ
サイトと変化して増殖し、グ
リオーシスをきたし、神経機
能障害を惹起する（図 2, 3）。
これら、ミクログリアとアス
トロサイトは相互に影響を与えていることが解っており、M1 ミクログリア由来のサイ
トカイン刺激(IL-1α, IL-1β, TNF-α, C1q など)にて、反応性アストロサイトが誘導され(図
4)、反対にアストロサイト由来の TGF-βが M1 ミクログ
リアを誘導することが報告されている(図 4)。これらグ
リア間ネットワークの制御が、ALS 治療の鍵を握ると考
えられ、治療標的となると考える。 
 また、その制御には、M1 ミクログリアおよび反応性ア
ストロサイトを独立して特異的に標的とする薬物や遺伝
子輸送が必要であり、どのように目的の細胞のみに輸送
するかが問題となる。脊髄組織内には、他に、神経細胞を
はじめ、オリゴデンドロサイト、血管内皮細胞など様々
な細胞が存在し、治療標的以外の細胞への影響を考慮す
る必要があり、その副作用を最小限に抑えるために、標的化が必要である。標的化を実
現するツールとして、近年、我々は細胞および組織特異的結合ペプチドを同定し、報告
してきた。そのペプチドは、Molecular ZIP code (homing peptide) と呼ばれ、7つ程度の
アミノ酸で構成されており、体内の郵便番号の様に考えられており、この技術の応用に
て、グリア間ネットワーク制御のためのピンポイントな遺伝子輸送が可能となると考え
る。 
 
２．研究の目的 
 ALS について世界中でその病態解明や治療法開発が行われているが、依然として根
治療法はなく、治療法開発が急務である。その中で、非細胞自律性の神経細胞死に影響
しているアストロサイトとミクログリアは大変注目されており、それらの疾患発症への
関与が重要視されつつある。しかし、アストロサイトまたはミクログリアそれぞれを標
的とした治療は認められるが、両者の相互間作用を考慮した分子治療は報告がなく、グ
リア間ネットワークを制御することは、有効性の高い治療法となる可能性を秘めており、
独自性があると考えている。 
Homing peptide を用いた研究は、ガン細胞の標的化では幅広く研究されており、本国
でもガン研究で用いられているが、慢性疾患や神経難病への開発はほとんど行われてお
らず、新規性のある研究である。以上から、ALS におけるグリア間ネットワークを制御
する試みとピンポイントな標
的化技術を組み合わせること
で、画期的な治療法を開発する
ことを目的とする（図５）。 
 



３．研究の方法 
[1] ALS マウス由来グリア細胞間の相互作用と関連遺伝子検索 
i) ALS マウス由来アストロサイトの遺伝子発現解析とミクログリアへの影響 
新生児または発症後の G93ASOD1(ALS モデル)マウス（正常マウスをコントロール）
大脳より混合グリア培養後にアストロ
サイトを単離。反応性アストロサイト
の割合、サイトカイン刺激 (IL-1α, IL-
1β, TNF-α, C1qなど) による反応性アス
トロサイトへの移行を検証する。また、
アストロサイト培養上清下に初代培養
ミクログリアを孵置し、M1 タイプへの
誘導割合をコントロールと比較して検
証する（図 6-1）。 
ii) ALS マウス由来ミクログリアの遺伝子発現解析とアストロサイトへの影響 
上記同様に得られた混合グリア培養から、ミクログリアを単離。mRNA array による治
療候補遺伝子解析および M1 ミクログリアの細胞割合、TGF-β 刺激による M1 ミクログ
リアへの反応性を検証する。また、ミクログリア培養上清下に初代培養アストロサイト
を孵置し、反応性アストロサイトへの誘導割合について検証する（図 6-2）。以上により、
ALS マウスにおけるミクログリア間の相互誘導作用が亢進していることを検証し、関与
している遺伝子群について、治療候補遺伝子の選別を行う。 
 
[2] ALS マウス由来ミクログリアへの siRNA の標的化輸送 
同定済みのアストロサイト結合ペプチド(AS1 ペプチド：C-LNSSQPS-C) に 9 つのア
ルギニン(R)連鎖（正電荷に富む）を連結したペプチドを合成委
託。M1 ミクログリアへの誘導が報告されている TGF-β の
siRNA(siRNA-TGF-β)を外部業者に合成委託。AS1 ペプチドと
miRNA を静電的相互作用により結合し、標的ペプチドと輸送核
酸の複合体を合成する(図 7)。ALS 由来アストロサイトにその複
合体を投与し、取り込み(FITC 蛍光を顕微鏡で確認)および、培
養アストロサイトへの遺伝子導入効率を TGF-β など標的遺伝子
発現の抑制効果にて評価し、M1 ミクログリアの選択的誘導抑制
について評価する(図 8-1)。ミクログリアについても、上記同様に、M1 ミクログリア特
異的結合ペプチド（MG1 ペプチド：C-HHSSSAR-C）と、治療候補 siRNA(IL-1β-siRNA)
を外部業者に合成委託し、同複合体
(図 7)を培養ミクログリアに投与し、
反応性アストロサイトの選択的誘導
抑制について評価する(図 8-2)。 
 
[3] Molecular ZIP code 標識遺伝子輸
送による ALS マウスへの治療検討 
［1］［2］より得られた基礎検討の結
果をもとに、MG1＋核酸医薬による
ALS モデルマウスへの治療実験を行った（図
9）。発症早期からの予防的投与を施行し、効果
判定（行動実験（運動機能検査（Rota-Rod test、
grip strength test、Wire-hang test など）、生存曲
線）を行った。エンドステージに至ったマウス
を用いて、脊髄組織内のグリオーシスやミクロ
グリアの細胞数の検証、非治療群との比較検
討、残存神経細胞数の検討、遺伝子解析による
炎症関連遺伝子の発現抑制の有無など総合的に治療効果を判定した。 
 
４．研究成果 



①ALS マウス由来グリア細胞間の相互作用と関連遺伝子検索 
生後１日の G93ASOD1(ALS モデル)マウスおよび野生型マウス大脳より得られた初代培
養アストロサイトおよびミクログリアを用いて（１）GMCSF 刺激 M1 ミクログリアとア
ストロサイトの共培養および（２）IL-1βで誘導した反応性アストロサイトとミクログ
リアの共培養にて遺伝子発現検索を行った。結果、GM-CSF 誘導 M1 ミクログリアの刺激
を受けたアストロサイトで、反応性アストロサイトに特徴的な遺伝子群の発現を認め、
M1 ミクログリアにより、反応性アストロサイトが誘導されることが実証された。また、
反対に IL-1βにて誘導した反応性アストロサイトの刺激を受けたミクログリアは、M1
ミクログリアに特徴的な遺伝子発現を認め、反応性アストロサイトにより、M1 ミクロ
グリアが誘導されることが実証された。また、ALS モデルマウスにおいて、反応性アス
トロサイトおよび M1 ミクログリアを示す遺伝子発現量が高いことも示された。 
②ALS マウス由来グリア細胞への siRNA の標的化輸送 
ALS マウス由来の単離培養アストロサイトおよびミクログリアにて、アストロサイト標
的ペプチド(AS1)による siRNA-TGF-β輸送により、M1 ミクログリア誘導が、ミクログリ
ア標的ペプチド(MG1)による siRNA-IL-1β輸送により、反応性アストロサイト誘導が抑
制され、それぞれのクロストークが証明され、治療標的となると考えられた。 
③ALS マウスへのミクログリア標的化 siRNA-IL1β 投与における治療検討実験 
ALS モデルマウス脳脊髄腔内にミクログリア標的化 siRNA-IL1βを投与し、運動機能検
査および生存曲線を調査し、その治療効果判定を行った。Rota-Rod テストおよびその
他運動機能検査にて対照群に比し、進行遅延効果を示し、また、生存曲線の改善も認め
られ、今後の臨床応用を期待させる結果であった。 
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