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研究成果の概要（和文）：私たちが作成した新規多系統萎縮症（MSA）モデルマウスにて、組織学的にはミクロ
グリアの著明な増加がみられ、病態への関与が考えられた。CSF1R阻害薬にてミクログリアの一部を除去する
と、運動症状、組織学的所見はむしろ悪化することが分かり、single cell RNA sequencingにより、病態の悪化
に関与するミクログリアの同定を行った。をまた、α-Synuclein除去治療も行い、発症前投与では有効性を見出
した。またα-Synucleinのオリゴマーは発症前に発現がピークとなるのに対し、リン酸化α-Synucleinは病期の
進行とともに徐々に蓄積することが分かった。

研究成果の概要（英文）：In the new multiple system atrophy (MSA) mouse model we created, a marked 
increase in microglia was observed histologically, suggesting that they may be involved in the 
pathology. It was found that when some microglia were removed using a CSF1R inhibitor, the motor 
symptoms and histological findings actually worsened, and single cell RNA sequencing was used to 
identify the microglia involved in the worsening of the pathology. We also performed α-Synuclein 
removal therapy and found that it was effective when administered before onset of symptoms. It was 
also found that the expression of α-Synuclein oligomers peaks before the onset of symptoms, whereas
 phosphorylated α-Synuclein gradually accumulates as the disease stage progresses.

研究分野： 神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多系統萎縮症はいまだ治療法のない、最重症の神経難病の一つである。その治療法の確立のためには、まず病態
を解明し、病態の増悪に関わる因子を明確にすることが必要不可欠である。私たちはそのために、多系統萎縮症
の病態を反映し、また急速に進行するマウスモデルを作成した。進行が早いこのモデルを解析することで、本疾
患の病態の解明や、治療薬の効果判定が速やかに可能となる。本研究で、病気の要因と考えられるα-Synuclein
の動態や、病態増悪に関わるミクログリアの特徴、また適切な治療介入時期について新たな知見を得ることがで
きた。現在進行中のさらなるモデル動物解析や候補治療薬の実験により、研究の進歩が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 多系統萎縮症（MSA） はαシヌクレイノパチーに分類され、オリゴデンドログリアへの不溶
化したα-Synuclein の蓄積が MSA の発症、進展に重要な役割を演じている。私たちは、MSA 
患者髄液では GM-CSF、IL-6、IL-7、IL-12 などの炎症性サイトカインが非炎症性神経疾患患
者と比較し有意に上昇していること、MSA 患者において髄液中 MCP-1 値と罹病期間が負に相
関し、かつ髄液中 IL-6 値と橋底部径が負に相関することを初めて見出し報告した(Yamasaki, et 
al. J Neuroinflammation 2017)。また、多系統萎縮症患者の末梢血において、Intermediate 単
球の割合が特に病初期で減少していることを発見した(Matsuse, et al. J Neuroimmunol 2020)。
これらは MSA 初期病態への炎症の関わりを強く示唆する。私たちは tet-off システムを利用し、
オリゴデンドログリア特異的にヒト変異α-Synuclein A53T を任意の時期に発現するモデルマ
ウスを作成した。本モデルは髄鞘完成後の成熟期以降に発現させると小脳失調を主徴とする
MSA-C 様病態に移行する。発病や進行も早く、病態解明や治療法開発に有用な動物モデルであ
る。本モデルでは arginase-1 陽性ミクログリアの顕著な活性化、TLR2 の発現増加、コネキシ
ン(Cx)群の広汎な脱落をすでに確認している。また本モデルの運動症状発症直後にα-Synuclein
の発現を停止すると、症状や病理学的所見はほぼ完全に回復するが、発症後約１か月後にα-
Synuclein の発現を停止すると、症状や病理学的所見の回復は部分的にとどまることが分かった。
オリゴデンドログリアにα-Synuclein が蓄積すると、続いてミクログリアが活性化され、種々
のサイトカインを産生すると考えられる。また、病勢の進行とともにオリゴデンドログリアに蓄
積するα-Synuclein は拡散し、それと共にミクログリアの活性化も拡大し、神経細胞障害も増
悪する可能性が考えられる。 
これらをふまえ、今後 MSA の治療法を考える上で、α-Synuclein の蓄積や伝播をターゲッ

トにするか、ミクログリアをターゲットにするかいずれかが有効な治療法になりうると考える
に至った。 
２．研究の目的 
 MSA の病態を解明するため、すでに作成した新規 MSA モデルマウスを用い、α-Synuclein
の蓄積・伝播と炎症の関係を明らかにすることを目指した。炎症に関しては、特にミクログリア
の関与について注目し、解明を進める。モデルマウスは髄鞘形成後にα-Synuclein を発現させ、
臨床症状、運動機能、病理学的所見などについて評価し、MSA の病態のより深い解明を行う。
また、α-Synuclein やミクログリアをターゲットとした治療的介入も行い、本疾患の新規治療
開発を目指した。 
さらに、ヒト MSA 病理の解析も進め、マウスモデルで得た知見との比較や、動物モデルに関

する妥当性の検証を行った。 
３．研究の方法 
 TetO-αSynA53T Tg/+ マウスと PLP-tTA Tg/+マウスをさらに交配させ TetO-αSynA53T 
Tg/+; PLP-tTA Tg/+ マウスを得る。交配中および、髄鞘形成が完成する生後 8 週までは
Doxycycline（DOX）添加の餌を与えαSyn A53T の発現を抑制する。生後 8 週齢より通常餌を与
えαSyn A53T をオリゴデンドログリア特異的に持続的に発現させる。その後、行動学的解析
(rotarod）、組織学的解析、生化学的解析を行い、ミクログリア、アストログリアがどの時期に
脳脊髄のどの部位で活性化するかを明らかにする。またそれらの細胞を、免疫組織化学、フロー
サイトメトリー、ウエスタンブロット、マイクロアレイなどを用いて、種々のマーカーの発現を
評価し、どのような性質の細胞が病態悪化、保護に関与しているか明らかにする。 
 治療的なアプローチとしては、まずはα-Synuclein をターゲットにした治療法として、ユビ
キチン - プロテアソーム経路によるα-Synuclein 分解を促進するために、E3 リガーゼを特異
的に動員する PROTAC (proteolysis targeting chimera) 化合物をもちいた薬物治療法を行っ
た。症状発現後 4 週間にわたり、脳室内注射を週 2 回実施した。その後、毎週の体重測定と
rotarod を実施した。 
また、MSA 病態に関与しているミクログリア集団を調べるために、CSF1R 阻害剤投与実験も行

った。CSF1R 阻害剤である BLZ945（El-Gamal et al., 2018）を 17〜21（18.6±0.4）週齢の無
症候性 Tg マウス（n=10）に連日 4週間経口投与した。vehicle 群では、17〜21（18.6±0.6）週
齢の無症候性 Tg マウス（n＝5）に同量のメチルセルロースを 4週間毎日投与した。 CSF1R 阻害
の治療効果を調べるために、23〜25（24.2±0.2）週齢の症候性 Tg マウス（n＝6）に BLZ945 を
4 週間毎日経口投与した。vehicle 群では、22～25（23.5±0.5）週齢の症候性 Tg マウス（n =5）
を同量のメチルセルロースで毎日 4 週間治療した。 BLZ945 をメチルセルロースで 30 mg/μl 
に希釈し、体重 1g あたり 300μg (10μl) の用量で投与した。 その後、毎週の体重測定とロ
ータロッドテストを実施した。 
 本モデルマウスのミクログリアの特徴を調べるため、Single cell RNA sequencing（scRNAseq）
を施行。また、CSF-1R 阻害剤によるミクログリアの変化を確認するため、CSF-1R 阻害剤治療実
験における、CSF-1R 阻害剤投与群、vehicle 群の比較も行った。 
 ヒト MSA 剖検 15 例を用いた神経病理学的検討を行った。まずミクログリアに注目し、モデ

ルマウスで増加しているミクログリアのサブポピュレーションが、ヒトでも増加していないか



など調べた。α-synuclein の蓄積が顕著な橋横走線維や小脳白質の入力線維における脱髄パタ
ーンやランビエ絞輪部蛋白の脱落について評価し、脱髄病変におけるコネキシン蛋白群の発現
変化および炎症細胞浸潤程度との関連性について解析を行った。 
４．研究成果 
 TetO-αSynA53T Tg/+ マウスと PLP-tTA Tg/+マウスを交配させ TetO-αSynA53T Tg/+; PLP-
tTA Tg/+ マウスを得た。まず、成年マウスとなった生後 8週以降にαSyn 発現させることで、
多系統萎縮症のモデルマウスを作成した。マウスは平均 22.1 週齢で発症したが、その表現型は
失調歩行のほか、尾や後肢の麻痺、寡動など多岐にわたった。症状は発症後徐々に進行し、体重
減少や rotarod score の悪化がみられた（図 1）。病理学的所見ではαシヌクレインの沈着や脱
髄所見が大脳、小脳、脳幹、脊髄にみられ、それに伴い arginase-1 陽性ミクログリアの顕著な
浸潤（図 2）、またアストロサイトのコネキシン 43/30、オリゴデンドロサイトのコネキシン 47/32
の広汎な脱落を認めた。マイクロアレイにて遺伝子発現を解析したところ、炎症や免疫に関する
遺伝子群の発現が上昇していた。 
発症直後からの治療的介入として行った PROTAC 投与実験では、統計学的に有意ではないもの

の、rotarod での運動機能が軽度改善し、血清 neurofilament L が低下した。また、Western Blot
では TBS-T 可溶性 p-α-Synuclein の脳幹、脊髄レベルでの低下、TBS-T 不溶性 p-α-Synuclein
の脊髄レベルでの低下を認めた。十分な治療効果ではなかったものの、一定の効果の所見が見ら
れ、本剤のさらなる改良が、治療薬につながる可能性は示唆された。 

CSF1R 阻害薬の、発症後での治療的投与
実験は明らかな運動機能、病理学的変化を
来さなかった。発症前での予防的投与では、
むしろ運動機能は悪化し、病理学的にも p-
α-Synuclein の蓄積が高度になって脱髄
が悪化した（図３）。 

モデルマウスの脳幹・脊髄からソーティ
ングした CD11 陽性ミクログリアを
scRNAseq で解析したところ、複数のサブポ
ピュレーションが得られた。その中では、
既報告でアルツハイマー病やALSで発見さ
れた DAM や、パーキンソン病やアルツハイ
マー病で発見されたBAMといった神経保護
作用があるとされるミクログリアも見ら
れた。一方、Tgm2、Tlr2、Arg1、Sdc4、Ccl12、
Msr1、および炎症性サイトカイン遺伝子の
高発現を特徴とするユニークなミクログ
リアクラスターが存在しており、これをシ
ヌクレイノパチー関連ミクログリア 
(SAM) と暫定的に呼ぶことにした。このク
ラスターは、予防的 CSF-1R 阻害治療後に

増加しており（図３）、病理学的にも Msr1 陽性 Iba1 陽性ミクログリアの豊富な浸潤が p-α-



Synuclein 浸潤部位に認めた。SAM が本モデル動物の病態増悪に関与している可能性が考えられ
た。ヒト病理でもやはり Msr1 陽性ミクログリアが沈着した p-α-Synuclein に密接して存在し
ており、動物モデルで認めた SAM に類似したミクログリアが病態の悪化に関与している可能性
を考えている。α-Synuclein のオリゴマーは発症前に発現がピークとなるのに対し、リン酸化
α-Synuclein は病期の進行とともに徐々に蓄積することが分かった。 
ヒト病理のさらなる解析として、まず Kluver-Barrera 染色に基づいて脱髄病変を軽症のもの

から stage I-III の 3 段階に分類して解析を行った（図 4）。MAG はステージ Iで優先的に減少
したが、MOG は減少しなかったことから、distal oligodendrogliopathy 型脱髄を呈しているこ
とが示唆された。 オリゴデンドロサイトにおける p-α-Synuclein の蓄積は、ステージ I で目
立ったものの、stage II, III では減少した。TPPP/p25α陽性オリゴデンドロサイトは、ステー
ジ I では保たれていたが、ステージ II、III では徐々に減少した。 Cx32 stage I ですでに顕著
に減少しており、GCI と共局在した。 Cx47 は stage の進行に従ってオリゴデンドロサイトで
徐々に減少したが、GCI と共局在しなかった。アストロサイトの Cx43 は、ステージ I では減
少していた、ステージ II および III では上昇しており、これはアストログリオーシスを反映
していた。 Cx43/Cx47 ギャップ結合はステージ I から III まで著しく減少した。 活性化さ
れたミクログリア/マクロファージおよび T 細胞は、ステージ II および III ではなくステー
ジ I に浸潤していた。 したがって、グリア Cx の早期かつ広範な変化、特に Cx32 喪失が MSA で
起こり、グリア間コミュニケーションの破壊を通じて遠位希突起膠症型脱髄および結節/傍結節
機能不全を促進する可能性があると考えられた。 
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中枢神経脱髄におけるオリゴデンドログリア変性によるミクログリア活性化メカニズムの解明
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