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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症 (ALS)の脊髄前側索に浸潤する著明なミクログリア/マクロファージ (M
i/MΦ)と、カルレチニン (CR、カルシウム結合蛋白)あるいはCCL2 (単球走化性蛋白質1)との関係について神経病理学
的検討を行った。泡沫状の形態を有するMi/MΦのみがTDP-43病理と相関することを明らかにし、患者脳脊髄液中で増加
しているCCL2はアストロサイト由来である可能性を形態学的に示した。正常ヒト脊髄のCR陽性軸索とALS患者脊髄前側
索のMi/MΦの分布は酷似するが、ALS動物モデルへの抗CR抗体投与、正常ラットへのCRペプチド投与実験では、共にCR
の病原性を確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：We examined relationships between massive microglia/macrophage (Mi/MΦ) 
infiltrations in the anterolateral funiculus of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) spinal cord and 
TDP-43 pathology, calretinin (CR, calcium-binding protein), and CCL2 (monocyte chemoattractant 
protein-1). The results showed that among the Mi/MΦ with various morphologies, the numbers of Mi/MΦ 
with foamy appearance had a positive correlation with amount of motor neurons with TDP-43 pathology in 
ALS patients. It was also revealed morphologically that CCL2, elevated in the patient's cerebrospinal 
fluid, might be derived from the astrocytes. Although, distributions of Mi/MΦ in ALS spinal cord are 
similar to those of CR-immunoreactive axons in normal human spinal cord, administration of anti-CR 
antibodies to ALS mouse model (G93A) or CR peptide to normal rat indicated no pathogenicity of CR.

研究分野：神経免疫疾患　神経変性疾患　
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、ALS患者脳脊髄液中のケモカイン

•サイトカインを網羅的に解析した結果、

CCL2 (単球走化性蛋白質-1)や CCL4などグ

リア性炎症マーカーが増加しており、CCL2

は臨床的重症度 (ALSFRS-R)と相関するこ

とをこれまでに明らかにした(Tanaka et al. 

J Neuropathol Exp Neurol 2007、Tateishi 

et al. J Neuroimmunol 2010)。しかし現在も

なお、グリア性炎症を惹起する因子は不明で

あり、脊髄のどの領域で生じているのか、そ

の神経病理学的•形態学的知見は十分でない。

そこで孤発性 ALS 患者剖検脊髄標本を用い

て、Mi/Mφに対する一次抗体 (CD11c染色、

Iba-1染色)により免疫組織化学的に検討した。

この結果 70%の症例で脊髄前•側索 (ALF)と

いう限定的な領域に、活性化状態を示す円形

の Mi/Mφが広範囲に浸潤しているが、後索

には認められないことを明らかにした 

(Hayashi et al. J Neurol Sci 2001)。一方で、

脊髄前角では静止状態を示すとされる杆状

の Mi/Mφが主体であった。以上の所見から

ヒト正常脊髄 ALF に限定的かつ広範囲に発

現される蛋白があれば、グリア性炎症との関

連を解析する手がかりになると考えた。この

発想に基づき、正常なヒト脊髄を検討した結

果、カルシウム結合蛋白 (calcium-binding 

protein; CaBP)の一つであるカルレチニン 

(CR)が脊髄 ALF の軸索に発現しているが、

後索には認められないことを見出した 

(Hayashi, et al. J Neurol Sci, 2013)。つまり

ALS 脊髄でみられる Mi/Mφの浸潤領域と、

正常ヒト脊髄の CRの分布は酷似している。

以上の知見から「ALS脊髄では CRがグリア

性炎症を惹起する」との仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では CR が ALS におけるグリア性炎症

を惹起し、運動ニューロンに TDP-43 pathology

を形成する可能性を考えこれを検証し、治療法

の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
 a. 免疫組織化学的検討  

1) 対象と方法：孤発性ALS患者 7例、非ALS

患者 (疾患コントロール)5例の脊髄剖検標本 

(ホルマリン/PFA固定、パラフィンブロック、

水平断、5μm厚前後)を用いて

hematoxylin-eosin染色、Klüver•Barrera

染色、免疫染色 (ABC法、免疫蛍光染色法)

を行い、免疫細胞群の浸潤量を評価した。

TDP-43病理とグリア性炎症との相関を調べ

るために、錐体路 (CST)、CST を除く前•

側索 (ALFoc)、灰白質前角 (AH)における

免疫陽性細胞数、CSTとALFocの軸索数、

TDP-43病理を示す運動ニューロン数を定

量した。Miの形態は、foamyと non-foamy 

(rod, round, elongatedを含める)に分類し

た。 

b. 患者脳脊髄液や培養グリア細胞を用いた

生化学的検討  

1) 脳脊髄液 (CSF)中の CR 濃度を測定した

実験報告は過去にないが、Raikoらが悪性中

皮腫患者の血清•血漿中の CR を sandwich 

ELISA 法により測定する方法を報告してい

るので (BMC cancer, 2010)、この方法を参

考とした。CSF 中のサイトカイン•ケモカイ

ン測定については本施設で蛍光ビーズサス

ペンションアレイシステム multiplexed 

fluorescent bead-based immunoassayによ

る測定結果を論文に多数報告している 

(Ishizu et al. Brain 2005、Tanaka et al. 

Neurology 2008 、 Tateishi et al. J 

Neuroimmunol 2010)ので、これを用いて評

価した。 

2) 培養ミクログリアにCR peptideを添加し

て incubation した後の培地上清中の炎症性

サイトカインやケモカインの濃度変化を、蛍

光ビーズサスペンションアレイシステムで

継時的に測定・評価を行った。 

c. 正常ラットと ALS動物モデル (G93A Tg



マウス)を用いた検討  

1) この実験のためにマウスよりも脊髄や前

角細胞が大きく評価に有用なラットを用い

た。CR peptideをラットの髄腔内に投与し、

その後のラットの臨床表現系の変化を評価

した。次に凍結切片を作成し、ラット脊髄の

運動ニューロンの脱落、グリア性炎症の有無、

TDP-43病理について検討した。 

2) 抗 CR モノクローナル抗体を作成し、

G93A Tg マウスに発症前または発症後から

髄腔内にポンプで少量持続投与した。これに

より臨床表現系の変化や延命効果があるか

を検討した。次に凍結切片を作製し、非投与

マウスと比べて運動ニューロンの脱落、グリ

ア性炎症が軽減しているかどうか、また

TDP-43病理が減少しているかを検討した。 
 
４．研究成果 

 (1) ALS剖検例全例で、髄鞘染色で ALF

全域にびまん性の淡明化を認めた。CSTと

ALFoc における浸潤細胞の特徴を検討し

た結果、症例内、症例間ともに程度に差が

あるものの、次の 3パターンに分類出来た。

① ALFocよりCSTで増加： CCR2 (CCL2

レセプター) (5例)、CD45R0 (T細胞) (5例)、

CD68 (マクロファージ) (5例)、② ALFoc

と CSTで同程度：CCR2 (2例)、CD11c (樹

状細胞) (4例)、CD45R0 (2例)、CD68 (2

例)、Iba-1 （ミクログリア）(7例)、③ CST

より ALFocで増加：CD11c (4例)。CCL2

陽性顆粒は ALS全例の ALFに加えて、程

度は軽いが後索においても認められ、形態

学的にアストロサイトに発現していた。

CD20 (B 細胞)、ケモカインレセプターと

そのリガンドである CX3CR1、CX3CL1

では有意な所見はなく、ALSの脊髄後索や

コントロールでは全マーカーについて陰性

結果であった。統計解析の結果、T 細胞の

み CST で有意な増加を認めたが、その他

については ALFoc と CST 間で差がなく、

ALS 脊髄白質変性は錐体路のみに限局せ

ず、同程度に ALFocにも存在することが明

らかとなった (Figure 1)。 

Figure 1：ALS 脊髄の錐体路 (CST)と CST を除く前•

側索 (ALFoc)に浸潤する免疫細胞群量の比較 

 

以上の結果を要約すると、1) ALSの脊髄白

質に出現する Mi/MΦは、主に末梢血単球

由来でありCSTのみに限局しない、2) CST

とALFocでは浸潤Mi/MΦの表面マーカー

と、T細胞浸潤の程度に差があり、CSTで

は T 細胞や末梢血由来 MΦが、ALFoc で

は樹状細胞の浸潤が強い。3) CCL2 は、

CCR2陽性骨髄系樹状細胞、単球、活性化

T 細胞の走化性因子であるため (Henkel 

JS et al. 2004)、ALS脊髄白質の細胞浸潤

はCCL2発現に由来することが示唆された。 

 (2) 活性化ミクログリア (Mi)/マクロフ

ァージ (MΦ)とTDP-43病理との関係を相

関解析した結果 (Figure 2, 3)、ALFocに含

まれる foamyな Iba-1陽性細胞数のみ有意

に正相関した (r=0.673, p=0.0060)。この

細胞群の大半は iNOS 陽性で GDNF も一

部陽性であった。またALFocの non-foamy

な Iba-1陽性細胞数と TDP-43病理との間

には負の相関傾向があった  (r=-0.506, 

p=0.054)。Mi の形態差と白質軸索数に相

関はなく、AHのMiは常に non-foamyで

ありコントロールと比較して明らかに肥大

化し、増量していた。また CST と ALFoc

における Ib-1陽性細胞、CD68陽性細胞の

形態は一致し、foamyであった (Figure 4)。



以上の観察は ALS の治療戦略における標

的が ALFoc に集簇する foamy かつ iNOS

陽性の Mi である可能性を示唆する。形態

差の意義として foamyは貪食、non-foamy

は synaptic strippingを反映していると考

えた。  

Figure 2：ALS脊髄の ALFocに浸潤する泡沫状ミクロ

グリアが TDP-43病理と相関する 

Figure 3：ALS患者脊髄のMi/MΦ浸潤量は軸索数減少

量とは相関しない。また非泡沫状 Mi/MΦ浸潤量は

TDP-43病理と相関しない 

 

 (3) ALS 42症例 (M: F=20:22)の CSF中

グリア性炎症マーカーを含む炎症性サイト

カン/ケモカイン濃度 (蛍光ビーズサスペ

ンションアレイシステム)とカルレチニン 

(CR)濃度 (ELISA 法)との相関について検

討した。この結果、サイトカイン濃度 

(pg/ml)は、CCL2 が 264.94-288.57 (平均 

276.76)、CCL4が 11.85-13.80 (平均 12.82)、

IL-1βが 0.86-1.05 (平均 0.96)、TNF-αが

76.58-83.12 (平均 79.85)の間に分布した。 

一方、CR濃度については今回の検体で 

Figure 4：ALS患者脊髄の灰白質と白質に浸潤す 

るMI/MΦの形態は著しく異なる 

 

測定感度以下であった。 

 (4) CR peptide のラット髄腔内投与 

(120-150 日目まで観察)と、遺伝子改変 

(Tg)マウス (G93A)の髄腔内へ抗 CR モノ

クローナル抗体投与 (20-24 週まで臨床表

現系を観察)を行い、体重減少、rotarod、

footslipsで評価した。この結果、無処置群

と比較して共に有意な臨床的変化は生じず、

Tg マウス脊髄における TDP-43 病理、グ

リア系細胞浸潤、運動ニューロン数にも有

意な差を認めなかった。  
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