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論 文 内 容 要 旨

筋萎縮 性 側索硬化症(amyotrophiclateralsclerosis,以 下ALS)は 進 行性 の骨格 筋萎縮 と

筋 力低下 を主症状 と し,3～5年 の経 過で呼吸筋麻痺 を きたす予後 不良 な致死 的疾患 である。系

統 的運動 ニ ュー ロン変性 がその本態であ るが,病 因 ・病態 は未解 明で有効 な治療法 がない。ALS

の5～10%を しめ る家族性ALSの 約20%に お いて銅/亜 鉛 ス ーパ ーオ キ シ ドジスムターゼ(

SOD1)遺 伝子変異 が発見 され,変 異SODI遺 伝子 を過 剰発 現す る動 物 モデ ルが開発 され るや

ALS研 究 は大 い に=進展をみせて いる。最 近,運 動 ニ ュー ロ ン変 性 に はグ リア細 胞(星 状膠細胞

や小膠 細胞)が 大 き く関与す ることが複数報告 され,運 動 ニ ュー ロ ンを と りま く細胞外微小環境

が 注 目され ている。 また,近 年 までに成体 中枢神経系 に神経幹/前 駆細 胞が存在す ることが明 ら

か とな り,変 性疾患 であ るALSに 対 して も細胞補充療法 が新 たな治療戦 略 と して関心 を集 めて

い る。

この ような中で本研究 では,細 胞外基質 の主要搆成成分 と して知 られ るコ ン ドロイチ ン硫酸 プ

ロテオ グ リカ ン(以 下CSPG)に 注 目した。軸索再生阻害活性や細胞遊 走阻害 活性 を もつCSPG

は中枢 神経系 に広 く発現す る分子群 で,い ったん中枢神経 が外傷 ・虚血 な どの急性損傷 に陥 ると

発現亢進 してグ リア瘢痕形成 に与 る。 グ リア瘢痕 形成 は病変 を最小 限にす る一 方で,再 生 に対 し

て は非 許容 的な環境 を形成す ると考え られて いる。本研究 では,独 自に開発 したALSモ デル ・

His46Arg変 異SODI-Tgラ ッ ト脊髄 において中枢神経系 の主 要CSPG(neurocan,versican,

phosphacan)の 沈着 と病態進行 との関連 を検討 した。

対照(非Tg正 常同腹仔 ラ ッ ト)に 比 しTgラ ッ トの主病変部位(前 角 とその周囲 白質)で は,

いずれ のCSPGに つ いて も蛍光 免疫 組織化 学で有 意 な沈着亢 進 が 明 らか とな った。 なかで も

neurocanは 有意 な運動ニ ュー ロ ン脱落のな い発症前 か ら始 ま る進行 性の沈着 を示 し,本 病態 と

の よ り強 い関 連 が示 唆 された。 免疫 プ ロ ッテ ィ ングでは,発 症 後期 のTgラ ッ トに沈 着す る

neurocanは 成体脊髄 では生理 的 にほとん ど検 出 され ない全長 型 を含 んで いる ことが示 された。

一 方
,versicanとphosphacanは 発症 早期 までに沈着亢進 を みせ た後,発 症 後期 にはそ の沈着

が軽 度低下 した。免疫 プロッテ ィングで も,Tgラ ッ トにお ける蛋 白量増加 が確認 された。 さら

に,細 胞選 択的 マー カー との二重蛍 光免疫組織染色 によ りneurocan,phosphacanと 反応性星

状 膠細 胞 との共局在 がTgラ ッ ト脊 髄前角 で認 め られ,同 細胞 のCSPG沈 着 へ の関与が示 唆さ

れた。

本研 究 によ って,ALSの よ うな慢性進行性の変性病態 にお ける病変 部へ のCSPG沈 着 が明 ら

か とな り,ALS病 変 ではCSPGが 反応性星状膠細胞 とと もに再生 に対 して非許 容的 な環境 を形
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成 している可能性が示唆された。細胞補充療法や再生誘導療法を開発する上では,こ のような細

胞外微小環境を再生 しやすい場へと変化させ る戦略が同時に必要かもしれない。今後,CSPG沈

着亢進機構の解明やCSPG分 解をもたらす介入研究が必要と考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨

筋萎縮 性側 索硬化 症(amyotrophiclateralsclerosis,以 下ALS)は 進 行性 の骨格筋萎 縮 と

筋力 低下 を主症状 とす る系統 的運動ニ ューロ ン変性症 であ り,病 因 ・病 態は未解明 で有効 な治療

法 が ない。ALSの5～10%を しめ る家族性ALSの 約20%に お いて銅/亜 鉛 スーパ ーオキ シ ド

ジスム ターゼ(SOD1)遺 伝子変異 が発見 され,変 異SOD1遺 伝子 を過剰発現 す る動物 モ デルが

開発 され るやALS研 究 は大 いに進 展をみせてい る。 最近,運 動 ニ ュ・一ロン変 性 には グ リア細胞

(星状膠 細胞 や小 膠細胞)が 大 き く関与す ることが複数報告 され,運 動ニ ュー ロ ンを とりま く細

胞 外微小環境 が注 目されてい る。 また,近 年 までに成体 中枢神経 系 に神経幹/前 駆細胞が存在す

ることが明 らか とな り,変 性疾患で あるALSに 対 して も細胞補充療 法が新 たな治療戦略 と して

関心 を集め てい る。

本研 究 で は,独 自に開発 したALSモ デル ・His46Arg変 異SOD1-Tgラ ッ ト脊髄 にお いて中

枢神経系 の再生治療 の開発 における課題の一つで ある主要 コ ン ドロイチ ン硫酸 プロテオグ リカ ン

(CSPG)の 沈着 と病 態進行 との関連 を検討 した。 軸索再 生阻害 活性 や細胞遊走 阻害活 性を もつ

CSPG(neurocan,versican,phosphacan)は 中枢神経 系 に広 く発現 す る分 子群 で,い ったん

中枢 神経 が外傷 ・虚血 な どの急性損傷 に陥 ると発現 亢進 して グ リア瘢痕 を形成 す る。 グ リア瘢痕

形成 は病変 を最小 限にする一方で,再 生に対 して は非許容 的な環境 を形成す る と考 え られ ている。

研 究結果 では,対 照(非Tg正 常 同腹仔 ラ ッ ト)に 比 しTgラ ッ トの主病変部 位(前 角 とその

周囲 白質)で は,い ずれのCSPGに つ いて も蛍光免疫組織化学 で有意 な沈着亢進 が明 らか とな っ

た。 なかで もneurocanは 有意 な運動ニ ュー ロン脱落のな い発症前 か ら始 まる進 行性 の沈着 を示

し,本 病態 との よ り強 い関連 が示唆 され た。 免疫 プロ ッテ ィングでは,発 症後 期のTgラ ッ トに

沈着 す るneurocanは 成体 脊髄 では生理的にほとん ど検 出 されない全長型 を含んでいることが示 さ

れた。一方,versicanとphosphacanは 発症早期 までに沈着亢進 をみせ た後,発 症後期 にはその

沈着が軽度 低下 した。 さらに,細 胞選択的マーカー との二重蛍光免 疫組織染色 によ りneurocan,

phosphacanと 反応 性星状膠細胞 との共 局在 がTgラ ッ ト脊髄前 角 で認 め られ,同 細 胞のCSPG

沈着 へ の関与 が示 唆 され た。

本 研究 に よ って,ALSの よ うな慢 性進 行性 の変性病態 におけ る病変部 へ のCSPG沈 着 が明 ら

か とな り,ALS病 変 ではCSPGが 反応性星状膠細 胞 とと もに再生 に対 して非許 容的 な環境 を形

成 してい る可能性 が示 唆 された。細胞補充療法 や再 生誘導 療法 を開発 す る上 で は,こ のよ うな細

胞外微小 環境 を再生 しやすい場へ と変化 させ る戦 略の必要性 を本研究 は示 した ものであ る。

よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 に値す ると考 える。
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