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研究成果の概要（和文）：本研究は、ALS患者やALSモデルマウスの脳脊髄液において存在する内因性アルデヒド産物で
ある4-hydroxynonenal（HNE）の役割を精査した。HNE付加タンパク質の増加が認められる15週齢のALSモデルマウスへ
のN-acetyl-L-cysteine投与は生存期間に影響を及ぼさなかった。しかし、N-acetyl-L-cysteine amide（NACA）投与は
、生存期間を有意に延長するとともに、運動機能低下を抑制した。以上より、HNEがALSの進行に重要な役割を演じてい
ること、NACAは運動機能障害発症後にも有効なALS新規治療薬となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Higher levels of 4-Hydroxynonenal (HNE) have been shown in the cerebrospinal fluid
 of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) patients and mice models of ALS. In this study, we investigated ph
athophysiological roles of HNE in ALS and protective potentials of N-acetyl-L-cysteine (NAC) and its deriv
ative, NAC-amide (NACA) in a mouse model of ALS (G93A). The levels of HNE-modified proteins in the spinal 
cord of the G93A were significantly increased at 15 weeks (onset of motor disturbance) and older. Administ
ration of NAC had no effect on disease progression and survival in the G93A. In contrast, administration o
f NACA slowed disease progression and prolonged survival in these mice. These results suggest that HNE may
 play a role in the degeneration of motoneurons in the G93A, and that NACA is a promising therapeutic drug
 for ALS.
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１．研究開始当初の背景 
筋萎縮性側索硬化症 (ALS)は、運動ニュー
ロンの選択的な変性を特徴とする極めて予
後不良の疾患で、発症メカニズムも不明の
ままである。ALS の病因としては、これま
でに、酸化ストレス、小胞体ストレス、グ
ルタミン酸などの興奮性アミノ酸の過剰、
神経栄養因子欠乏などが提唱されているが、
いずれも仮説の域を出ない。申請者は、ALS
患者の脳脊髄液において、高濃度に存在す
るアルデヒド産物である 4-hydroxynonenal
（HNE）に注目し、その神経細胞死誘導作
用について詳細に検討を行ってきた。その
結果、HNE の神経毒性発現には細胞内グル
タチオン（GSH）の枯渇と HNE 付加タン
パク質の増加が重要な役割を演じており、
これらが原因となってミトコンドリア障害
が誘導されること見いだしている。また、
ALS の病態モデルである変異 superoxide 
dismutase 1（G93A-SOD1）を過剰発現させ
たトランスジェニックマウス（G93A マウ
ス）において、細胞内の Cu2+の不均衡によ
り生じる酸化ストレスが発症に関与するこ
とや運動機能障害の発症に先だって HNE
付加タンパク質が脊髄で増加することも見
いだしている。さらに、細胞内の主要な抗
酸化物質であるグルタチオンの前駆物質で
ある N-acetyl-L-cysteine（NAC）が HNE 付
加タンパク質の発現を抑制することで細胞
死抑制効果を示すことや NAC と抗酸化作
用を有する ebselen と併用することで強い
細胞死保護効果が発現することを見いだす
とともに、このような HNE 誘発細胞死に
対する細胞保護効果はトコフェロールの様
な脂溶性抗酸化物質では認められないこと
も示した。また、この NAC が ALS モデル
マウスに及ぼす影響については、経口投与
により生存率を延長することが知られてい
るものの、その効果は唯一の治療薬として
認可されている riluzole が持つ延命効果に
は及ばないことが報告されており、申請者
らも同様な結果を得ている。申請者の研究
グループでは、これまでにも、Cu2+のキレ
ート剤である D-ペニシラミンやトリエン
チンが ALS に対して有効であるという報
告をもとに、中枢移行性や細胞移行性（細
胞外だけでなく細胞内のCu2+もキレートす
る ） を 改 善 し た 薬 物 で あ る
tetrathiomolybdate（TTM）が、既存のキレ
ート剤や riluzole よりも顕著に生存期間を
延長させることを報告している。このよう
に、in vitro モデルでは細胞保護効果を示す
NAC が in vivo モデルでは顕著な影響を及
ぼさない原因として、NAC が生体内で代謝
されやすいことや脳・脊髄への移行性が良
好ではないことが原因の１つとして考えら
れる。そのため、NAC の安定性や中枢移行
性を改善すれば、ALS に対してより有効な
のではないかと考えるに至った。 
 

２．研究の目的 
本研究は、筋萎縮性側索硬化症 (ALS)は、

運動ニューロンの選択的な変性を特徴とす
る極めて予後不良の疾患で、発症メカニズム
も不明のままである。ALS 患者の脳脊髄液中
では、健常者と比較して膜脂質過酸化により
生じるアルデヒド産物 HNE のレベルが高い
ことが報告されている。申請者は、この HNE
誘発神経細胞死のメカニズムの一部を明ら
かにするとともに、NAC が神経細胞死抑制
作用を持つことを見だしている。そこで、本
研究では、中枢移行性や細胞移行性のよい
NAC 誘導体を合成して ALS モデルマウス
における運動機能障害や生存期間等に及ぼ
す影響について検討するとともに、ALS の
発症や病態の進行における HNE の役割を
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物 
野生型マウス (WT) と G93A マウスは、
Jackson Laboratory より購入し、日本大
学薬学部実験動物センターで飼育、繁殖し、
実験に供した。飼育条件は、温度 23±1 ℃ 、
湿度 50±10%、明暗サイクルを 12 時間毎
とし、水、餌は自由に摂取できるようにし
た。全ての動物実験は、日本大学動物実験
運営内規に基づいて行った。 
 
(2) 運動機能の測定 
Rotarod 法を用いて評価した。回転数は毎
分 24 回とし、カットオフを 60 秒とし、
5 回測定した平均値を示した。 
 
(3) タンパク質発現解析 
①Western Blot 法 
ペントバルビタール (100 mg/kg、i.p.) 投
与による深麻酔下の 9 ~ 19 週齢のマウス
か ら 腰 髄 を 取 り 出 し て 、
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) 
buffer [150 mM NaCl, 1% NonidetP-40, 
0.5% Sodium deoxycholate, 0.1% sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 50 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 1% TritonX-100, 5mM EDTA] 
中に回収し、Handy sonic (TOMY SEIKO) 
でホモジナイズし、15 分間遠心した上清を
抽出液とした。タンパク定量は、Bovine 
serum albumin (BSA) を標準として 
Bradford らの方法によって行い、一定の濃
度になるように 4×Sample buffer [125 
mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 20% 
glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.04% 
bromophenol blue] および RIPA buffer に
て 5 分間煮沸したものを sample とした。
5 ~ 15% の polyacrylamide gel を用いて
電気泳動した。泳動後、ImmobilonTM-P 
Transfer Membrane (Millipore) に転写し、
blocking buffer [5% skim milk in Tween 
Tris buffered saline (TTBS) [20 mM 
Tris-HCl (pH 7.6), 137 mM NaCl, 0.05% 
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Fig.2 Immunodetection of 
HNE-modified proteins in 
Cu2+-treated cells 

Tween20]]中に浸し、攪拌しながら室温で
1 時間ブロッキングした。ブロッキング終
了後、TTBS で洗浄し、各種の一次抗体と 
4 ℃で一晩反応させた。TTBS で洗浄後、
HRP で標識された二次抗体を室温で攪拌
しながら 1 時間反応させ、洗浄後に ECL
または ECL plus により発光させた。内部
標準として -actin を用いた。 
②免疫組織化学染色法（蛍光抗体法） 
0.1 M Phosphate buffer、4.5 % sucrose を
含む 4 % PFA で 30 分固定し、PBS で洗
浄した後、0.4 % Triton-X-100 を含む PBS 
を用い4 ℃ で一晩反応させた。その後2 % 
正常ヤギ血清を含む PBST (PBS＋0.1 % 
TritonX-100) を用い室温で 1 時間ブロッ
キングし、各種の一次抗体を 4 ℃ で 24～
72 時間反応させた。一次抗体処置終了後、
PBST で洗浄し、蛍光標識された二次抗体
を 4 ℃ で一晩反応させた。その後、PBST 
で洗浄した後、カバーガラスに移し、共焦
点レーザー顕微鏡 (CarlZeiss, LSM-510) 
を用いて観察を行った。 
 
(4) 細胞培養 

NSC34 細胞は、Cashman NR (McGill 
University, Canada) より入手した。
NSC34 細胞は、10% FBS 、penicillin (100 
units/mL) 、streptomycin (100 g/mL) を
含む DMEM で 37℃、5% CO2、加湿条件
下で継代培養した。また、HT22 細胞は、
10%FBS 、 penicillin (200 units/mL) 、
streptomycin (200 mg/mL)を含む DMEM
で、37℃、10% CO2条件下で培養した。 
 
(5) 細胞生存の評価 
細胞の生死の評価には、Shubert らの方法
に従った MTT 法を用いた。薬物処理終了
後、MTT (250g/mL) を添加し、37℃、3
時間インキュベートした後、SDS 溶解液 
(50 % dimethylformamide、20 % SDS、
pH 4.7) を加えた。室温で一晩静置した後、
マイクロプレートリーダー  (BIO-RAD) 
により吸光度  (吸光極大  570 nm 、
Reference 640 nm) を測定した。 
 
４．研究成果 
はじめに、アミド基を導入し中枢移行性を

増加した NAC (NAC amide; NACA, Fig. 1)
やミトコンドリ
ア指向型 NAC 
(mito-NAC)をは
じめ 12 種類の
化合物を合成し、
マウス海馬神経
細 胞 由 来 の
HT22 細胞を用いて、スクリーニングを行っ
た。その結果、HNE 誘発神経細胞死に対し
て、NAC 以上の保護効果を持つ化合物は認
められなかったが、NACA が NAC と同程度
の細胞死抑制効果を持つことが明らかにな

った。そこで、G93A マウスを用い、NAC 及
び NACA の有効性について、運動機能につ
いては Rota-rod 法、運動ニューロンの減少
については組織化学法、生存期間に及ぼす影
響については Kaplan-Meier 法により検証を
行った。ALS 発症後 (15 週齢) からの NAC
投与は、G93A マウスの生存期間や運動機能
の低下に影響を及ぼさなかったが、NACA 投
与は、G93A マウスの生存期間を平均 10 日
延長した。また、NACA 投与は、G93A マウ
スの運動機能の低下を抑制するとともに、
Caspase-3 の活性化を中心とするアポトーシ
スの亢進を顕著に抑制した。以上の結果より、
HNEがALSの進行に重要な役割を演じてい
ることが示唆された。また、化学修飾により
体内動態を改良した NACA は運動機能障害
発症後にも有効な ALS 新規治療薬となる可
能性が示された。 
また、G93A の腰髄において HNE 付加タ

ンパク質が蓄積され易い細胞や細胞内小器
官について検討を行った。その結果、G93A
では、特定の細胞種において発現増加するよ
うな傾向は認められなかった。同様に、G93A
の腰髄組織から調整した各細胞内小器官分
画を解析したところ、ミトコンドリア分画お
よび小胞体分画の発現量は増加する傾向を
示した。さらに、NACA が G93A の腰髄で認
められる HNE 付加タンパク質増加に及ぼす
影響について検討したところ、NACA の投与
により HNE 付加タンパク質の発現は顕著に
抑制された。 
次に、細胞内 Cu 不均衡と HNE 付加タン

パク質の発現増加の関係について検討を行
った。HT22 細胞および運動ニューロン様株
化細胞NSC-34 にCu2+を24時間処置したと
ころ、Cu2+の濃度依存的な細胞死が誘発され
た。NAC は、NSC-34 細胞における HNE 誘
発細胞死に対しても抑制作用を示したが、
Cu2+誘発細胞死に対しては顕著な抑制効果
を示さなかった。興味深いことに、高濃度の
NAC や
NACA 処置は
Cu2+誘発細胞
死を増強する
ことも明らか
となった。さ
らに、Cu2+誘
発細胞死にお
ける HNE 付
加タンパク質
の発現変化を
Western Blot
法により検討
したが、Cu2+

の 24 時間処
置では、その発現レベルに顕著な変化は認め
られなかった(Fig. 2)。以上より、Cu2+の急性
毒性発現には、HNE 付加タンパク質の発現
増加は関与しないことが示唆された。 
最後に、HNE により発現が制御されるタ

 



 

Fig. 3 Characterization of PGESs in the 
lumbar spinal cord. 

ンパク質の発現変化についても検討した。近
年、誘導型の prostaglandin E2 (PGE2)合成
酵素である microsomal prostaglandin E 
synthase-1 (mPGES-1)が、HNE により発現
誘導されることが報告されている。Fig. 3 に
示したように、G93A マウスでは、WT マウ
スとは異なり、mPGES-1 の発現が増加した。 
この発現レベルの増加は、HNE 付加タン

パク質が増加する 15 週齢で有意なものとな
った。一方、構成型の PGE2 合成酵素である
mPGES-2や cytosolic PGESの発現には変化
が認められなかった。 

そこで、mPGES-1 の発現分布について免
疫組織学的手法を用いて検討を行った。興味
深いことに、G93A マウスの運動ニューロン
内における mPGES-1 の発現は、運動機能の
低下、運動ニューロンの減少、HNE 付加タ
ンパク質の発現上昇に先立ち、著しく上昇す
ることが明らかとなった。これらの結果から、
この運動ニューロン内でmPGES-1により産
生される PGE2 が神経変性や運動機能障害
の誘導に関与する可能性が示唆された。この
ように、G93A マウスでは、HNE の上昇時
期と一致しないmPGES-1の発現増加が生じ
ており、HNE に依存しない PGE2 産生増加
機構の関与や PGE2 の増加が HNE の産生を
促進する可能性が示唆された。そこで、運動
ニューロン由来細胞 NSC-34 を用いて、
PGE2 が運動ニューロンに及ぼす影響を検討
した。その結果、NSC-34 では、PGE2 の曝
露は EP2 受容体の活性化を介して細胞死を
誘発することが明らかとなった。以上のよう
に、mPGES-1 による PGE2 増加が EP2 受
容体の活性化を介して細胞死を誘発するこ
とが明らかとなった。しかし HNE 誘発細胞
死や HNE の産生増大に及ぼす可能性関連性
については、今後、詳細な検証が必要である。 
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6. 遠藤愛美、宮岸寛子、小菅康弘、石毛久美

子、伊藤芳久 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルマウ
スにおける prostaglandin E2 増大機構 
第 126 回日本薬理学会関東部会 
2012 年 07 月 14 日 東京 

 
7. 小菅康弘、宮岸寛子、小曽根麻衣子、米岡

祐貴、石毛久美子、伊藤芳久 
運動ニューロン様株化細胞 NSC-34 にお
けるプロスタグランジン E2 受容体の同
定 
日本薬学会第 132 年会 
2012 年 3 月 29 日 札幌 

 
8. 伊藤芳久、小菅康弘、宮岸寛子、小野真一、

鈴木孝、石毛久美子 
膜 脂 質 由 来 毒 性 ア ル デ ヒ ド
4-hydroxynonenal を標的とした ALS の
病態解明と新規治療薬探索 
第 85 回日本薬理学会年会 
2012 年 3 月 16 日 京都 

 
9. 宮岸寛子、小菅康弘、長田暢弘、石毛久美

子、伊藤芳久 
筋萎縮性側索硬化症モデルマウスにおけ
る microsomal prostaglandin E 
synthase-1 の発現とその分布 
第 85 回日本薬理学会年会 
2012 年 3 月 16 日 京都 

 
10. 米岡祐貴、宮岸寛子、長田暢弘、小菅康

弘、石毛久美子、伊藤芳久 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルマウ
スの運動ニューロンにおける PGE2 受容
体の発現解析 
第 125 回日本薬理学会関東部会 
2011 年 10 月 15 日 船橋 

 
11. 宮岸寛子、小菅康弘、齋藤弘明、石毛久

美子、宮入伸一、伊藤芳久 
内因性アルデヒド 4-hydroxynonenal を
標的とした筋萎縮性側索硬化症（ALS）
治療薬開発の可能性 
第 125 回日本薬理学会関東部会 
2011 年 10 月 15 日 船橋 

 
12. 米岡祐貴、宮岸寛子、小菅康弘、石毛久

美子、伊藤芳久 
筋萎縮性側索硬化症モデルマウスにお
ける PGE2 受容体の発現変化 
第 13 回応用薬理シンポジウム 
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ホームページ等 
http://www.pha.nihon-u.ac.jp/pharmacol.ht
ml/ 
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