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研究成果の概要（和文）：ALS/FTLDの病初期にみられるグリア細胞の神経保護効果を維持、活用するという独自
の治療戦略の有用性を示すため、十分量のプレオトロピンを変性神経細胞周囲に供給させる方法としてリコンビ
ナント-プレオトロピンの補充（定期的髄腔内投与）を検証した。リコンビナント-プレオトロピンの髄腔内/脳
室内投与に伴い特筆すべき副作用が見られないことを病理学的検討を含めて確認した。変異SOD1マウスへのリコ
ンビナント-プレオトロピン髄腔内投与を施行し、生存率、運動機能の変化を確認した。さらに、グリア特異的
FUSノックダウンにて、プレオトロピンの発現上昇、一部神経保護効果を病理学的に確認した。

研究成果の概要（英文）：To demonstrate the utility of a unique therapeutic strategy to preserve and 
harness the neuroprotective effects of glial cells in the early stages of ALS/FTLD disease, we 
tested recombinant pleiotropin supplementation (periodic intrathecal administration) as a means of 
providing sufficient amounts of pleiotropin to the peri-neuronal degenerating cells. Pathological 
studies confirmed that there were no significant adverse effects associated with 
intrathecal/intracerebroventricular administration of recombinant pleiotropin. Intrathecal 
administration of recombinant pleiotropin to SOD1 mutant mice was performed and changes in survival 
and motor function were confirmed. In addition, we pathologically confirmed the increased expression
 of pleiotropin and some neuroprotective effects in glia-specific FUS knockdown.

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
筋萎縮性硬化症/前頭側頭葉変性症(ALS/FTLD)は未だ致死性の神経難病であり新規治療法の確立は急務である。
我々が今回着目したプレオトロピンはFUS機能喪失時に生理的に機能する神経保護因子であるが、検討により治
療効果、副作用の面で十分期待ができるものであった。本課題を通じプレオトロピンのALS/FTLDへの治療応用へ
の道筋を示した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。
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性硬化症/前頭側頭葉変性症(ALS/FTLD)は致死性の難治性神経変性疾患の一つであり、

治療に直結する病態解明が喫緊の課題である。種々のグリア細胞からなる周辺環境の毒性化が
ALS/FTLD の発症、病気の進行に関わることも近年指摘されつつあるものの、治療応用は道半
ばである(Yamanaka K et al, Neurosci Res. 2018)。   
一方、申請者らはこれまで家族性 ALS/FTLD の原因遺伝子の１つである FUS の生理機能に

注目し機能喪失が神経変性に関わることを報告してきた(Sci Rep 2012, Nat Commun 2015, 
Cell Rep 2017a, Cell Rep 2017b)。そして、神経細胞のみならずグリア細胞においても FUS の
機能喪失時には非常に多くの遺伝子発現変化、スプライシング変化が生じることを明らかにし
た(Sci Rep 2014)。とりわけ、グリア細胞での免疫・炎症に関わる分子の変化が顕著であったこ
とから、神経に対する何らかの影響の存在が示唆された。治療介入を念頭に FUS を発現抑制し
たマウスの初代培養グリア細胞と共培養させた神経細胞の神経突起形態を観察すると、FUS ノ
ックダウン(KD)グリア細胞に強力な神経保護効果を認めた（図１）。FUS KD グリア細胞の培養
上清を LC-MS/MS を用いて網羅的に解析したところ FUS  KD グリア細胞特異的にプレオト
ロピン という分泌型神経栄養因子が存在していることを発見した（図２）。 
 プレオトロピンは GDNF,NGF 等とともに主にアストロサイトから分泌される Midkine ファ
ミリーの神経栄養因子で、通常成人時は抑制されているものの、発生段階や虚血モデル、脊髄損
傷モデルなどの非常時に増加がみられる(Gonzalez-Castillo C et al, Front Cell Neurosci. 2015)。 

病初期の神経保護効果の消失も ALS/FTLD 悪化の一因であり、このグリア細胞の変容を把握
し、プレオトロピンを補充するなど適切に補正することは有効な治療戦略となりうるのではな
いか、との仮説に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的はプレオトロピンの ALS/FTLD 治療への応用である。プレオトロピン自体は、

強力な神経栄養因子として知られているが ALS/FTLD 病態における役割は未知であった。
ALS/FTLD 病態関連分子 FUS のグリア細胞における機能喪失によって増加する分泌型タンパ
ク質の網羅解析という独自のアプローチによってはじめて、ALS/FTLD 関連病態でのプレオト
ロピンの分泌亢進が明らかとなった。プレオトロピンは効果が強力であるだけでなく、この意味
で生理的であるため ALS/FTLD の治療としても理にかなった神経栄養因子である点は他治療薬
と大きく異なる。さらに、本研究課題にて提案するアデノ随伴ウイルス(AAV)投与による生体細
胞の遺伝子改変を用いた手法は、単純な補充にとどまらない周辺微小環境の積極的な補正であ
り、新たな治療戦略の創出にもつながると考えた。 
 
３．研究の方法 
病初期にみられるグリア細胞の神経保護効果を維持、活用させる独自の治療戦略を立案した（図
5,6）。その主眼は変性神経細胞周囲に十分量のプレオトロピンを供給することである。以下、2
つの戦略に大別し計画を概説する。 
① リコンビナント-プレオトロピンの補充（定期的髄腔内投与） 
 プレオトロピンはグリア細胞における FUS の機能喪失等 ALS/FTLD 病態の進展に即応して分泌



される生理的かつ強力な神経栄養因子であるため、これまでの神経栄養因子補充療法に比べて
高い効果が期待される。一方で、FUS 機能喪失が依然不明である孤発性 ALS や他家族性 ALS の進
行抑制に効果が得られるかは未知である。そこで申請者らが作成した FUS conditional 
knockout(CKO)マウスモデルに加え、変異 SOD1 家族性 ALS モデルマウスに対し、治療介入を行っ
た。リコンビナント-プレオトロピンの髄腔内/脳室内に投与し、投与開始時期、投与回数、用量
ごとに治療効果を比較。治療効果は生存率、運動機能検査に加え、FUS/TDP-43 CKO、TDP-43 BAC 
Tg マウスモデルでは FTLD の表現型を念頭に、高架式十字試験やオープンフィールド試験等を用
いて高次脳機能解析も行う。また、経時的な MRI 画像変化、脊髄運動神経の神経脱落、グリオー
シス、炎症の程度など病理学的な検討も併せて行う。リコンビナント製剤投与の副作用を確認す
るため、血液検査、各種臓器の病理学的検討も行う。 
②グリア細胞の神経保護効果の賦活 
 AAV を用いグリア細胞の FUS を発現抑制しプレオトロピンを持続的に分泌させる。 
①の様に神経栄養因子を髄腔投与する直接投与するシンプルな方法は、これまでも複数の ALS 臨
床研究で同様に行われてきたが、頻回の髄腔内投与による患者負担、費用面でのデメリットも大
きく、有効な治療濃度が神経周囲微小環境で得られているかという問題点も存在した。このため
本研究では予め複数の戦略を平行して検討する。神経細胞の近傍に存在するグリア細胞の FUS の
発現抑制によってプレオトロピンの分泌を賦活する。まず、変異 SOD1 家族性 ALS モデルマウス
を用い GFAP プロモーター下に FUS に対する shRNA を発現する AAV を髄腔内にそれぞれ単回投与
する。治療効果判定は生存率及び運動機能検査等にて行う。また、コホート群と別に投与後 2週
間後、4 週間後、8 週間後に予定数解剖し病理学的な経時的変化からプレオトロピン発現量、治
療効果、および副作用を詳細に検討する。 
 
４．研究成果 
まず十分量のプレオトロピンを変性神経細胞周囲に供給させる方法として①リコンビナント-

プレオトロピンの補充（定期的髄腔内投与）を検証した。まずリコンビナント-プレオトロピン
の髄腔内/脳室内投与が技術的に可能であることを検証するために、GFP を発現可能な AAV を投
与し各組織への分布を確認した。またリコンビナント-プレオトロピン製剤投与に際し副作用の
出現を確認するため、野生型マウスに投与後、血液検査や各種臓器の病理学的検討も行い、特筆
すべき副作用が見られないことを確認した。 
 複数の ALS/FTLD マウスモデル（FUS conditional knockout(CKO)マウスモデル、変異
SOD1 家族性 ALS モデルマウスおよび TDP-43 CKO マウスモデル、TDP-43 BAC Tg マウ
スモデル）を用意した。投与回数、用量の妥当性の検討を行ったのち変異 SOD1 家族性 ALS
モデルマウスを用い投与を開始した。この結果に基き変異 SOD1 マウスへのリコンビナン
ト-プレオトロピン髄腔内投与を施行し、生存率、運動機能の変化を確認した。 
 また AAV 投与によるグリア細胞の賦活による神経保護効果の検証(②)を行うためのウイルス
作成を問題なく行った。モデルマウスに投与し、有用性確認および経時的な病理学的検討を施行
した。ウイルス投与により、近傍のグリア細胞において FUS のノックダウンおよびプレオトロピ
ンの発現上昇を認めた。さらに、コントロール AAV と比較し神経細胞脱落が軽度であることから
一部神経保護効果を病理学的に確認した。運動機能の改善効果は有意差を認めなかったが改善
の傾向を確認した。 
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