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1-1  神経変性疾患とは 

「神経変性疾患」は、神経組織の構造的・機能的異常を伴う進行性神経疾患の総称である

(Przedborski et al., 2003)。低酸素脳症、代謝異常、外傷など原因が特定できる外因性の神

経細胞障害や、髄鞘障害など神経細胞以外の神経組織障害を伴う神経疾患は、神経変性疾患

には含まれない。アルツハイマー型認知症(AD)、筋萎縮性側索硬化症(ALS)、パーキンソン

病(PD)などに代表される神経変性疾患は、中枢神経系の特定の部位に生じる神経細胞死を

伴う神経障害と萎縮を特徴とし、障害部位はそれぞれの疾患における臨床症状と相関して

いる。AD では、海馬や大脳皮質の神経変性により記憶障害が生じ(Dubois et al., 2021)、PD

では、中脳黒質領域のドーパミン作動性神経の欠落によって特徴的な運動障害を引き起こ

す(Simon et al., 2020)。さらに成人発症の神経変性疾患の中でも、特に重篤な症状を呈する

ALS は、脳脊髄に分布する上位・下位運動ニューロンが選択的に障害され、徐々に進行する

上行性の麻痺により、その多く

は数年から十数年で死に至る

疾患である(Masrori and Van 

Damme, 2020)。神経変性疾患

は、いずれも臨床症状が重篤

で、場合によっては人間の尊厳

さえも冒す深刻な疾患である

にもかかわらず、いまだに発症

原因が解明されておらず、有効

な治療法も開発には至っていない。 

神経変性疾患に共通して認められる特徴的な病理的所見として、細胞内外に生じるタン

パク質の異常凝集が広く知られている。例えば、AD では不溶性のアミロイド繊維タンパク

質である Aβ陽性の老人斑の形成、PD ではα-シヌクレイン陽性のレビー小体の形成、ALS

表 1  代表的な神経変性疾患 
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では TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43)を含む特徴的な凝集体形成といったように、

各疾患の患者死後脳では特徴的な細胞内凝集タンパク質が観察され、神経変性部位とも一

定の相関がある(Noor et al., 2021)。また、一部の神経変性疾患患者では、これらの凝集体

タンパク質をコードする遺伝子に変異が生じており、遺伝性（家族性）の神経変性疾患にお

ける家系解析から、これまでに複数の遺伝子変異が同定されたことから、病態発症機序と変

異タンパク質との関連が着目されてきた。しかしながら、これらの異常凝集タンパク質や遺

伝子変異解析から得られる知見は、発症機序解明への寄与率があまり高いとは言えない。異

常凝集タンパク質の病原性は、その多くが剖検脳サンプルの所や培養細胞を用いた解析の

結果が根拠とされ、タンパク質凝集が生体内で神経細胞死を引き起こす長期の神経変性過

程を生体で捉えることの難しさが根底にある。また遺伝性の患者は全体の約１割程度に留

まる上、各変異の浸透率は様々で、変異＝発症とはならないことが多いため、因果関係の解

析が困難であるケースが多い。一方で、全体の約９割を占める孤発性の患者においては、そ

の地域や時期特異的な患者集団の存在から、環境要因の関与が議論されることが多い

(Tomiyama et al., 2008)。グアム島や紀伊半島で多発する ALS は風土病とも呼ばれ、例え

ばソテツ科植物の実に含まれる興奮性神経毒の関与が報告されてきた(Garruto, 2009)。し

かしながら、これらの患者はいずれも、特定の地域に生じる少数例にとどまるため、神経変

性疾患患者全体の発症原因の手がかりを得るには不十分であった。さらに、大規模な疫学調

査によっても発症と相関のある環境要因を特定するには至っていないことからも、孤発性

の患者においては遺伝的要因（背景因子）と環境要因が相互に影響しあい、より複雑な発症

機序を生み出している可能性が考えられる。 

 

1-2  現在の神経変性疾患研究の問題点 

前述のように遺伝子変異を伴う神経変性疾患は全体の約 1 割にとどまり、９割の患者が孤

発性とされる。さらに神経変性疾患の発症部位が中枢神経系の内部であり、病態に関連した
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イベントを生きたままで外部から観察することは極めて困難である。そのため神経変性疾

患の原因究明には、剖検脳の観察や（代替手段として）培養神経細胞を用いた解析が主とな

るが、生体内における経時的な発症機序の再現には至っていないため、関連遺伝子・タンパ

ク質の病態への直接的な関与を示すことはできていない。例えば TDP-43 タンパク質の異

常凝集は ALS 患者全体の 95％で観察されるが、TDP-43 遺伝子変異を伴う ALS 患者はご

く少数にとどまっており、遺伝子変異によらない TDP-43 の病態に関連した特性は、いま

だに不明である。 

さらに現在の神経変性疾患の分類には、いわゆる二重基準が存在している。歴史的には、

神経変性疾患は、大脳、大脳基底核、小脳、脊髄、末梢神経といった臨床病理学的な病変部

位の特徴により、異なる疾患として疾患名が定義、分類されてきた。その後、前述の通り神

経細胞内に凝集するタンパク質に基づいて、同一の病原タンパク質が共通の病態を引き起

こす前提のもと、プロテイノパチーという新たな概念に基づいて、神経変性疾患は分類され

るようになった。ただし最初に呈する症状は個人間で差が大きく、また疾患によっては生前

の鑑別診断が困難なケースが少なからず存在するため、患者全体の約 1/4 は剖検脳の解析

によって、死後に確定診断がなされているのが現

状である。さらに凝集タンパク質を基準としたプ

ロテイノパチーが発症要因であると考える分類

では、タウオパチー、αシヌクレイノパチー、

TDP-43 プロテイノパチー、FUS プロテイノパチ

ーなどが知られている。このように神経変性疾患

の定義・分類は、臨床病理学的な基準と病原

因子に基づいた基準が混在している。そして

臨床的に見た病変部位と検出される凝集タンパク質も、完全に一対一対応するわけではな

く、多数の境界例が存在することが明らかとなってきた(図１-1)。最近の大きな話題として

PrP

Ab

TDP-4 3

Tau

a-Synucle in
PD

PDD

DLB
CAA
DSAD

ALS

FTD

FTD-T
PSP

CBD

GSS
CJD ,FF I

LATE

図 1-1 神経変性疾患で報告されている病態関連タンパク質 
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は、例えば AD 患者の約 1/3 が、TDP-43 の凝集を特徴とする Late (大脳辺縁系優位型老年

期 TDP-43 脳症)という別の疾患単位である可能性や、前頭側頭型認知症(FTD)の患者では、

神経変性部位におけるタウタンパク質の蓄積に加えて、TDP-43 の異常凝集を伴う症例も

報告されている。このように臨床病理学的な特徴に基づいて分類された各神経変性疾患の

間で、凝集タンパク質のオーバーラップが認められることから、診断名を基準とした神経変

性疾患の分類と、凝集タンパク質の種類に基づくプロテイノパチーを統一的に解釈するこ

とができる、共通した神経変性機序が各神経障害部位に存在する可能性が考えられる。 

さて神経変性疾患が発見されてから長い間、神経細胞の自律的な機能異常が主な発病

原因と考えられており、上記に示した所見以外にも、ミトコンドリアの機能異常や、細胞内

酸化ストレスの亢進、オートファジー機能異常、ユビキチン-プロテアソーム系の異常など

が明らかとなってきた(Ilieva et al., 2009)。しかしながら近年、神経変性疾患の研究は、神

経細胞自身に原因を求める傾向から、神経細胞周囲の非神経細胞(アストロサイト、ミクロ

グリア、オリゴデンドロサイト)などが関与する、いわゆる神経炎症反応が、神経細胞障害

機序に深く関連するという考え方へと広がりつつある。例えばオリゴデンドロサイトは、生

理的条件下では軸索伸長の補助と神経栄養因子の分泌を介した神経細胞維持機能を持つが、

病態下では自然免疫系を活性化することで病原性ミクログリアの活性化を促す(Vahsen et 

al., 2021)。さらに CNS の外部の要素による神経変性疾患の修飾作用も注目を集めつつあ

る。例えば免疫系は、生体防御と恒常性の維持に必須の全身性のシステムである。通常 CNS

には免疫細胞はほとんど検出されないが、一旦神経炎症反応が生じると大量の免疫細胞が

CNS 内に集積する。興味深いことに神経炎症に直結する自然免疫系の免疫細胞の関与のみ

ならず、T 細胞などの獲得免疫系の病態に関連した変化も数多く報告されており、神経細胞

非自律的な神経障害における免疫細胞の関与が注目されつつある(Seol et al., 2020; Van 

Harten et al., 2021)。しかしながら、既存の疾患関連遺伝子や凝集タンパク質と CNS 内の

免疫反応との関係はほぼ不明であり、さらにプロテイノパチーによる自律的神経細胞死が
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広く受け入れられている現状では、CNS 内に散らばった免疫細胞の関与を実験的に証明し、

関連のコミュニティにその意義を受け入れてもらうことは容易ではなく、免疫異常による

直接的な神経変性機序が存在するかどうかは、不明のままである 

 

1-3   神経変性疾患に共通する特徴的な事象 

 

1-3-1  細胞周期の亢進 

増殖する細胞は、１回分裂するごとに細胞周期が一回転する。一方、成熟神経細胞や心筋細

胞など高度に分化が進んだ細胞は、一般的に細胞分裂しない post-mitotic な細胞であると考

えられている。ところが特定の条件の元で、成熟神経細胞（大脳皮質の興奮性神経細胞）が

分裂できることが示され(Oshikawa et al., 2013)、成熟神経細胞は増殖能を失っているので

はなく、ブレーキが厳密にかけられていることが分かった。そして、あまり知られていない

神経変性疾患に共通した病態変化の一つに、成熟神経細胞の細胞周期の異常亢進がある。例

えば、AD を始めとする様々な神経変性疾患の患者サンプル、およびモデルマウスの解析か

ら、神経細胞の細胞周期の異常亢進と関連タンパク質の発現変化が数多く報告されている。

細胞周期が亢進した神経細胞は G0 期を離れ、G1/S 期から細胞分裂前の G2 期まで進行し

ており、それらの細胞の染色体は 2n〜4n の間の異数性（aneuploidy）を示す(Kingsbury et 

al., 2005)。神経細胞の細胞周期亢進は病変部位に強く生じており、病態進行度ともよく相

関することから、神経変性病態の形成過程との関連が疑われる(Arendt et al., 2010)。細胞周

期の制御に関与するタンパク質の多くは、病態の変化に伴う、神経細胞のエピジェネティッ

クな遺伝子制御の変動の影響を受けやすく、DNA ダメージなどにも応答して再活性するこ

とが知られている(Park et al., 1998)。このような成熟神経細胞の細胞周期の異常な亢進は、

長期に渡る正常な細胞機能の維持を難しくし、最終的にアポトーシスの誘導による細胞死

を引き起こす。この細胞応答は、神経組織の保護システムとして働き、正常な機能が維持で

きない神経細胞の排除に有効と考えられているが、細胞死を生じる細胞の頻度や、その分子
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機序の詳細は不明である。神経変性病態下では、疾患関連タンパク質が、細胞周期関連遺伝

子の発現変化を引き起こし、神経細胞死を引き起こす可能性が示されている(Ippati et al., 

2021)。すなわち、AD における Aβ、ALS における TDP-43 や C9ORF72、HD における

Htt などの疾患関連タンパク質は、酸化ストレスによって誘導された ROS が DNA ダメー

ジを引き起こすことで、細胞周期の亢進を誘導すると考えられている。しかしながら、神経

変性疾患に関連したこのような細胞変化と発症の因果関係を、in vivo で明確に示した報告

はほとんどなく、一連の病態機序の多くは推測によって成り立っている。従って、神経変性

病態下における異常な細胞周期亢進が、神経変性機序の原因と結果のいずれであるかはま

だ不明であり、in vivo の詳細な解析が必要であると考えられる。 

 

1-3-2  転移因子群の発現抑制の解除 

上にも述べた通り、神経変性疾患においては、神経炎症に伴うエピジェネティックな遺伝子

制御の変動によって細胞の形質が変化するが、このような形質の変化は老化と対比される

ことが多い。実際、老化は神経変性疾患の最重要なリスク因子であり、神経変性疾患患者の

多くは、高齢になってから発症するケースが多い。老化した細胞では、厳密な遺伝子発現制

御システムが徐々に劣化していき、例えば、細胞の機能に不要あるいは有害な遺伝子の発現

を抑え込むためのゲノム構造変化であるヘテロクロマチン化の精度が、著しく低下する。そ

の結果生じたヘテロクロマチンの弛緩によって、いわゆる“ジャンク DNA”に相当する遺伝

子群の発現抑制が解除され、老化に伴う様々な異所性遺伝子の発現が生じる。ジャンク DNA

の中には、トランスポゾン、レトロトランスポゾンや non-coding RNA などが含まれ、特に

転移因子としても知られるレトロトランスポゾンは、老化細胞のみならず、AD、PD、ALS

をはじめとする様々な神経変性疾患において広く認められる(Saleh et al., 2019)。さらに中

枢神経組織内における発現量亢進は、病態と相関することが示されており、神経変性疾患と

レトロトランスポゾン活性化の強い相関を示している(Savage et al., 2020)。神経細胞内に
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おける内在性レトロウイルスの活性化は、それ自身が樹状突起の伸長やシナプス形成を阻

害することが分かっているが、L1 による明らかな細胞障害に関する報告はない。また、孤

発性 AD 患者においてもレトロトランスポゾンの活性化が報告されており、エンドヌクレ

アーゼと逆転写酵素活性による神経細胞障害の可能性が示唆されているが、詳細な細胞障

害機序は明らかにされていない。L1 を始めとするレトロトランスポゾンは、DNA 損傷によ

る細胞障害や、後述するレトロ転位による遺伝子の発現変動や破壊との関連が着目される

ことが多いが、異常な活性化による L1 由来核酸の過剰産生は、それ自身が核酸センサーを

刺激して、神経炎症を引き起こすことは容易に想像でき、また L1 由来タンパク質の活性に

ついても不明な点が多いことから、L1 と神経細胞障害との関連については、さらに広い視

点で解析することが必要であると考えられる。 

 

1-3-3  制御性 T 細胞の関与 

神経変性疾患の多くでは、末梢血あるいは中枢神経組織内における T 細胞数の変動が数

多く報告されており、病態発症機序と獲得免疫系の関与が着目されている(Amor and 

Woodroofe, 2014)。浸潤した T 細胞は病変部位に高頻度に観察されることから、病態環境

下で活性化した T 細胞が産生する炎症性サイトカインによる神経細胞障害の可能性が予想

されているが、その分子機序や病態形成への寄与の程度はよくわかっていない。PD 関連の

報告の中には、患者由来 T 細胞が-Syn タンパク質に反応性を示すことから、何らかの自

己免疫反応に関連した細胞応答が、発症機序の一部を担う可能性が指摘されている(Allen 

Reish and Standaert, 2015)。これには、キラーT 細胞による直接的な神経細胞障害と、ヘル

パーT 細胞による炎症性サイトカイン産生を介した神経炎症の遷延化など、いくつかの機

序が想定されている。ただし生体内に常在するタンパク質に対しては、通常免疫寛容が成立

し、T 細胞が反応しうる条件は限られているため、PD が自己免疫疾患に似た機序によって

発症するとは考えられないことから、広範な神経変性疾患の発症機序の全てを説明しうる
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ものではないと思われる。 

その一方で、神経変性疾患のモデルマウスを用いた解析から、制御性 T 細胞の病態改善

効果が数多く報告されている(Machhi et al., 2020)。また神経変性疾患患者の末梢血でも、

Treg 細胞の有意な増加が示されており、Treg 細胞の細胞移植による神経変性疾患治療を試

みる臨床治験が、アメリカで進行中である。Treg 細胞が、神経変性疾患の病態を改善する

分子機序は必ずしも明らかではないが、一般的に Treg 細胞は、ナイーブ T 細胞が抗原刺激

を受けて活性化し、特定の細胞機能を獲得するように分化したエフェクターT 細胞の働き

を制御する免疫細胞である。よって Treg 細胞が神経変性疾患の病態制御に関与すると仮定

すれば、Th1 細胞や Th17 細胞といった既存のエフェクターTh 細胞による神経細胞障害を

想定せざるを得なくなるが、この場合、先に述べた自己免疫応答との関係を説明することが

困難になる。したがって、各種神経変性疾患における Treg 細胞の関与を考える限りにおい

ては、免疫学的に定義され、正常な免疫応答の担い手として働く Th1 細胞や Th17 細胞に

囚われることなく、実際の病変部位に集積した Th 細胞の性状解析をより詳細に行い、上記

の議論の全てを矛盾なく説明できるような新しい分子機序を探っていく必要があると考え

られる。 

 

1-4  長鎖散在反復配列とは 

約 31 億塩基対からなるヒトゲノムの中

で、タンパク質をコードする配列はわず

か２%にも満たず、機能がわからない、ま

たは機能を持たない配列がゲノムの大部

分を占めていることは驚きに値する。な

かでもゲノム上を移動する特性を持った塩基配

列をトランスポゾン（転移因子、TE）と総称する

が、これは実にゲノム全体の 46%にも及ぶ。TE は、DNA トランスポゾンと RNA トラン

図 1-2 ヒトゲノム中に占めるトランスポゾン 
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スポゾン（レトロトランスポゾ

ン）に分類され、レトロトラン

スポゾンはさらに、LTR 型のレ

トロトランスポゾン（内在性レ

トロウイルス）と、非 LTR 型の長鎖散

在反復配列(long interspersed nuclear 

element, LINE)、および短鎖散在反復配列 (short interspersed nuclear element, SINE)の３

種類に分けることができる(Burns and Boeke, 2012)。DNA トランスポゾンが cut-and-paste

様式でゲノム内を移動するのに対して、レトロトランスポゾンは copy-and-paste 様式を用

いるため、レトロトランスポゾンが移動する度にゲノムサイズが増加する。非 LTR 型のレ

トロトランスポゾンは、自律的に転移できる LINE と、それらの仕組みに依存して転移する

非自律的な SINE に分けられる。LINE-1(L1)は、非 LTR 型のレトロトランスポゾンの中で

自律的に増幅できる唯一の TE であり、約 500,000 コピーの L1 を含むヒトゲノムは、その

約 20%を L1 が占めており、単一配列としては最もコピー数が多い(図 1-2)。ただし、それ

らの L1 遺伝子の大半は部分的な欠損などにより転位能を失っており、転位能をもった L1

はヒトでは 100 個程度、マウスでは 3000 個程度と見積もられている。L1 遺伝子は、プロ

モーター配列を含む5’UTR 領域、２つのタンパク質(ORF1, ORF2)をコードする領域と poly 

A 配列を含む 3’UTR から成る(図 1-3)。ORF1 タンパク質は RNA 結合活性を持ち、ORF

２タンパク質はエンドヌクレアーゼと逆転写酵素の活性を有している。転写された L1 

mRNA に、細胞質で翻訳された ORF1 と ORF2 が結合してリボヌクレオタンパク質(RNP)

を形成したのちに、再度核に移行する。核内に移行した L1 RNP は、ORF2 のエンドヌクレ

アーゼ活性によって 5’TTTT/AA3’という特定の配列を切断し、露出した poly-T 鎖を primer

として、ORF2 の逆転写酵素活性により、自身のコピー配列をゲノム内に逆転写する(target 

primed reverse transcription; TPRT)。L1 のゲノム内転位は、ヒト進化の過程で多様性や新

5‘-UTR 3‘-UTR

RTEN

ORF1 ORF2

Poly Apromoter

ORF1； RNA binding protein
ORF2； Endonuclease/reverse transcriptase

図 1-3 長 鎖 散 在 反 復 配 列 (long interspersed 

nuclear element, LINE) 
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規機能の獲得に重要な役割を担ってきたと考えられるが、個体レベルでは遺伝子変異やゲ

ノムの不安定性を招く危険因子にもなりうる。そのため通常の体細胞では、DNA のメチル

化やヒストン修飾などによって発現が強く抑制されている。一方、胚の発生段階でクロマチ

ン構造がダイナミックに変化するときや、細胞の老化あるいはがん化により発現抑制機構

が破綻した際、L1 の脱抑制が生じることが知られている。特に老化に伴う L1 の活性化は

最近着目されるようになり、様々な疾患との関連性も示唆され始めており(De Cecco et al., 

2019)、エピジェネティックな L1 の抑制機序については、様々な報告がある。例えば、L1 

5’UTR の CpG 領域は、発生初期に DNA メチル化酵素 DNMT1 によってメチル化され、

さらにここに MeCP2 が結合することで L1 遺伝子を不活化する(Deniz et al., 2019)。また、

NuRD 複合体のプロモーター領域結合によって、Rb や E2F などヒストン脱アセチル化酵

素誘引因子の結合を促し、発現抑制を行う仕組みも存在する。H3K9me3 は L1 のヘテロク

ロマチン化の維持に重要なヒストンメチル化として知られ、KAP1 はその中心的な役割を担

う足場タンパク質である。このように高度に発達した発現抑制機構にもかかわらず、老化に

伴って L1 発現が増加すること確認されており、特に脳を含む特定の臓器で特に発現量が高

くなる傾向がある(Li et al., 2013)。ショウジョウバエでは、ヘテロクロマチン化の維持に関

わる遺伝子の過剰発現により TEs の発現を抑制すると、生存期間が延長することが報告さ

れており、ヘテロクロマチン構造の変化に伴う L1 の発現上昇が、細胞老化に大きく寄与す

ること、さらに中枢神経組織においてはそのような細胞老化が、神経細胞障害機序の一端を

担っていることが予想される。 

 

1-5  神経変性疾患における L1 活性化 

1-5-1 神経変性疾患に付随するイベントとしての L1 発現量の亢進 

神経細胞のヘテロクロマチン構造の変化と、それに伴う TE の高発現は、神経変性動物モデ

ル動物や神経変性疾患患者で複数報告されている。興味深いことに TE の高発現は、神経変
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性疾患の種類によらず普遍的に認められることが知られている。例えば、AD 患者の死後脳

における TEs の発現量亢進や(Grundman et al., 2021)、変異 tau 遺伝子を導入したモデル

マウスでは、老化に伴う中枢神経組織内での TEs の高発現が誘導されることが確認されて

いる(Ramirez et al., 2022)。PD モデルマウスでは、ドーパミン作動性の神経細胞特異的に

L1 の発現量亢進と、並行して生じる神経障害が報告されている(Blaudin de Thé et al., 2018)。

さらに、ALS/FTD の病態への関連性が最も強いとされる TDP-43 は、L1 を始めとする TE

由来の転写産物に直接結合して、その発現制御を担っていることが示され、ALS/FTD の臨

床所見の一つである TDP-43 の核外喪失によって生じる L1 の脱抑制と、ALS/FTD の病態

形成との関連が注目されている(Liu et al., 2019)。また、ALS/FTD 患者の死後脳のうち約

20%が TEs 高発現の痕跡を示すことからも(Tam et al., 2019)、神経変性疾患と TE 脱抑制

の間に何らかの因果関係が予測されるが、死後脳解析から得られる情報には限界があり、病

態の発症や進行との関連性はいまだ明らかにされていない。神経変性疾患における L1 脱抑

制機序は、上に述べたクロマチン構造変化のほかにも、オートファジー機能の異常による

RTE RNA の残存や、ミトコンドリア機能異常による TE 活性化の可能性が示唆されており、

老化における TE 活性化機構との相違点を含めた、詳細な神経変性疾患の発症機序と TE 脱

抑制の関連を明らかにする研究が、新たな発症機序解明の糸口として注目されている。 

 

1-5-2  L1 の発現亢進による神経変性の可能性 

前述のとおり、神経変性疾患に伴う TE の脱抑制に関しては、多くの報告がある。しかしな

がら、TE の発現亢進による神経細胞障害の機序には諸説あり、明確な発症機序の解明には

至っていない。TE の高発現が神経細胞障害を引き起こす機序の一つに、レトロ転位による

ゲノム不安定化が挙げられる。AD モデルマウスでは、以前から注目されている酸化ストレ

スによる DNA ダメージに加え、L1 の ORF２タンパク質が持つエンドヌクレアーゼ活性

が、発現上昇に伴って DNA ダメージを引き起こすことが報告されている(El Hajjar et al., 
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2019)。TE の高発現による神経細胞障害機序のもう一つの可能性として、標的細胞の遺伝

子発現パターンの変化が報告されている。ヒトの発達期には、TE 領域のエピジェネティッ

クな制御がホストゲノムの転写にも影響することが分かっており、成体ではヒストンメチ

ル化を中心としたクロマチン構造の制御によって TE の発現が強く抑制されていることが、

正常な転写機構の維持に重要な役割を担っている。一方で、老化や神経変性疾患においては、

L1 の活性化を引き起こす L1 遺伝子周囲のエピジェネティック制御の低下により、近傍の

遺伝子発現パターンにも影響が及ぶことや、mRNA がホストゲノム内に挿入されることで

スプライシング異常やフレームシフトによる転写異常を引き起こすことが知られている

(Faulkner et al., 2009)。 しかしながら、これらの遺伝子発現パターンの異常が、直接神経

細胞障害を引き起こすという明確な証拠はまだ得られておらず、神経変性疾患の発症機序

との関連は不明である。さらに、TEs の異常活性化は炎症反応を惹起する特性があり、結果

として生じる慢性神経炎症が、神経細胞障害に関与する可能性が示唆されている。神経炎症

は、老化や神経変性疾患で共通に認められる特徴的な所見であるが、その根本原因は必ずし

も明らかではない。最近の報告によれば、ミトコンドリアストレスによってミトコンドリア

由来の mtDNA 断片や RNA が細胞質に流出することにより、cGAS-STING 経路や TLR 経

路などの自然免疫系の核酸センサーが活性化し、その結果産生される I 型インターフェロン

(IFN-I)による神経炎症反応が報告されている(Sliter et al., 2018; West and Shadel, 2017)。 

特に二重鎖 RNA や cDNA による cGAS-STING pathway の活性化に依存した炎症反応は、

IFN-I を始めとしたさまざまなサイトカインの発現を誘導し、間接的に神経細胞障害を引き

起こすと考えられる。L1 の活性化に伴って、細胞質内に L1 由来核酸が大量に蓄積した場

合、同様に核酸センサーが活性化されると考えられ、老化細胞の場合には、そのような IFN-

I の過剰産生が細胞炎症反応を引き起こし、老化そのものを促進するという報告もある

(Kerur et al., 2018)。 
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1-6 免疫依存性神経細胞障害 

 

近年、神経変性疾患における様々な免疫細胞の興味深い動態が報告されるようになり、

その病態との関連が注目され始めている(Schwartz and Deczkowska, 2016)。特に獲得免疫

系の代表的な免疫細胞である T 細胞のうち CD8 陽性のキラーT 細胞は、ウイルス感染細胞

やがん細胞を障害する活性を有しており、神経炎症下で MHC クラス I 分子上に提示された

何らかの抗原を認識して、神経細胞を直接障害することが考えられる。例えば-Syn に対す

る T 細胞応答については複数の報告があるが、自己免疫疾患とは明確に異なる神経変性疾

患において、この T 細胞応答がどのような意義を持つのか、さらには免疫抑制剤の投与に

より神経変性疾患の病態が改善するのか、といった根本的な情報が欠けており、神経変性病

態への免疫細胞の寄与の程度はいまだ不明である。 

さて T 細胞が中心的な役割を果たす自己免疫性の中枢神経疾患として知られる多

発性硬化症(MS)は、ミエリン抗原に対する自己免疫応答による髄鞘の破壊が原因となる脱

髄疾患であり、この 20 年余りの間に病態解明が著しく進んだことで、近年治療の選択肢が

大きく広がっている。典型的な MS は、炎症性の脱髄と再髄鞘化が繰り返され、臨床的には

再発と寛解が交互に出現するが、長期に罹患した患者の多くが、神経変性病態を伴う緩徐進

行性の二次進行型多発性硬化症(SPMS)に移行することが知られている(Rovaris et al., 

2006)。私が所属している NCNP 神経研究所の免疫研究部では、長年にわたる研究から T

細胞特異的 NR4A2 マウスに MS の動物モ

デルである実験的自己免疫性脳脊髄炎

（EAE）を誘導した際に、遅れて生じる病

態（後期 EAE）が SPMS に相当する病態で

あることを発見していた(Raveney et al., 

2013)。さらにこの SPMS のマウス病態モ

デルを用いた解析から、後期 EAE マウス

神経細胞

PAR-1

グランザイムB

Eom es陽性

Th細胞

SPM Sの神経変性機序？

SPM S

神経細胞障害
（ アポト ーシス）

図 1-4 免疫依存性神経細胞障害機序仮説 
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の中枢神経組織由来の Th 細胞を移入したマウスは明らかな症状を呈することがわかり、中

枢神経組織に浸潤した Eomes 陽性ヘルパーT(Th)細胞が、神経変性病態を引き起こす病原

性細胞であることを明らかにした(Raveney et al., 2015)。その後、患者サンプルを用いた詳

細な解析からも、Eomes 陽性 Th と SPMS の関連については多くのことが明らかとなって

いる。例えば、SPMS 患者の末梢血 Eomes 陽性 Th 細胞が選択的に増加することが示され

ており、同細胞の頻度が神経変性病態を反映する SPMS 患者の障害進行度と極めてよく相

関することから、Eomes 頻度が SPMS の疾患バイオマーカーとして有用であることが示さ

れた。さらに SPMS 患者剖検脳を用いた解析から、中枢神経系の極めて広範な領域に Th 細

胞が大量に浸潤しており、そのほとんどが Eomes 陽性でグランザイム B を発現する細胞で

あることがわかっている(Raveney et al., 2021)。 

Eomesodermin (Eomes)は、細胞障害性のキラーT 細胞やナチュラルキラー(NK)細胞

に選択的に発現する転写因子であり、Eomes 陽性 Th 細胞も、CD4 陽性のヘルパーT 細胞

でありながら、細胞障害性 T 細胞の表現型を獲得している。すなわち細胞障害性プロテア

ーゼであるグランザイム B を貯蔵し、刺激に伴って脱顆粒を起こすことが確認され、条件

が整えばキラーT 細胞や NK 細胞と同様に、標的細胞を直接攻撃する能力を持っていると

考えられる。T 細胞の一種である Eomes 陽性 Th 細胞の細胞障害性は、抗原提示細胞が発

現する MHC クラスⅡ上に提示された外来性抗原を認識し、活性化することで発揮される

と考えられ、CD８陽性 T 細胞が内在性抗原の提示を受けて活性化し、細胞障害性を発揮す

る機序とは本質的に異なる。興味深いことに、中枢神経組織内において神経細胞死により生

じた死細胞の取り込みを担うミクログリアは、神経炎症に伴い活性化して MHC II 分子の

発現が増強することが知られており、病態下において Eomes 陽性 Th 細胞の活性化に重要

な役割を果たす可能性がある。活性化した Eomes 陽性 Th 細胞が放出したグランザイム B

は、拡散することで周囲の神経細胞をまとめて障害し、局所的に起きる神経細胞障害をより

広範囲に拡大していくと予想され、一般的な神経変性病態の臨床症状を反映した分子機序
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となりうる。 

SPMS の神経変性病態は、先行する脱髄性の MS 病態に遅れて発症し、その間には長期

にわたる神経炎症の持続がある。そしてこの神経炎症が、CNS 内における Eomes 陽性 Th

細胞の生成に重要な役割を果たすことも明らかとなっている。そこで共に神経炎症を伴い、

神経変性病態を呈する典型的な神経変性疾患においても、Eomes 陽性 Th 細胞が関与する

可能性が大いにあり、この免疫依存性の神経細胞障害機序を示すことができれば、神経変性

疾患に対する画期的な治療法確立に向けた新たな突破口が開けると考えられる。このよう

な背景を受けて、本研究では神経変性疾患に共通する病態機序として、Eomes 陽性 Th 細胞

による免疫依存性神経細胞障害に着目し、その分子機序を解明することを目的として研究

を行なった(図 1-5)。 

 

  

図 1-5 神経変性疾患の発病原因における免疫依存性神経細胞障害機序の位置付け 



 

                

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第２章 

EAE における免疫依存性神経変性病態の解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                

23 

 

2-1. 目的 

 

神経変性は、アルツハイマー型認知症(AD)、パーキンソン病(PD)、筋萎縮性側索硬

化症(ALS)などに代表される神経変性疾患に広く共通して認められる病態であるが、神

経障害部位やそれに起因して出現する臨床症状は多岐にわたる。進行性の神経変性病態

は、神経細胞の萎縮や細胞死を伴って引き起こされるため、結果的に生じる不可逆的な

神経変性病態は重篤な症状に直結し、その克服のために神経細胞を対象とした疾患発症

メカニズムの解明が精力的に行われてきた。しかしながら、患者の神経変性の経過を直

接観察することは極めて困難なことから、ヒト剖検脳、疾患モデル動物、培養細胞によ

る研究が中心となって進められてきており、長期にわたる病変部位の細胞内変化を正確

にとらえることはいまだに実現していない。これまでに、神経変性疾患に共通してみら

れる異常タンパク質の凝集という特徴的な現象を発症機序解明の糸口として、凝集タン

パク質の loss of function、あるいは gain of function による発症機序が長年注目されて

きた。しかしながら、疾患間で凝集タンパク質の種類がオーバーラップしていることな

どが徐々に明らかとなり、タンパク質の凝集自体が発症の二次的な変化である可能性も

含めて、単一タンパク質の機能異常の解析という単純なアプローチだけでは、神経変性

病態の全容解明には不十分ではないか、という共通認識が徐々に広がりつつある。 

 よって神経変性疾患の発症機序解明には、自律的な神経細胞死の分子メカニズムのみ

ならず、慢性炎症環境下の中枢神経組織内全体における神経細胞非自律的な変化を捉え

ることが重要であると考えられる。中枢神経組織では、主に３種類のグリア細胞が神経

細胞の間隙を埋めており、通常は、神経細胞の機能や恒常性の維持に関わっている。一

方、今までに報告されている神経細胞非自律的な神経細胞障害機序は、中枢神経組織内

のグリア細胞による炎症性サイトカインの分泌や、これにともなう非特異的な神経炎症
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を指摘したものが主流であり、神経変性疾患の本体である神経細胞障害メカニズムとの

関連を説明するには不十分であった。最近になり、アルツハイマー型認知症の病態に関

連したミクログリアの変化が報告され、脳内免疫細胞としてのミクログリアの機能が注

目されるとともに、ミクログリアによる T 細胞の活性化が神経変性病態に関与する可

能性が考えられるようになった(Deczkowska et al., 2018)。炎症反応が持続している組

織には、免疫細胞が非特異的に集積するが、神経変性疾患も例外ではなく、神経細胞の

周辺に分布するグリア細胞の仲介によって、神経細胞障害性の免疫反応が惹起される可

能性は十分に考えられる。 

そもそも一般的な神経変性病態は、典型的な神経変性疾患に限局するわけではなく、

慢性炎症を伴う多くの中枢神経疾患でも生じ得る。多発性硬化症(MS)は、主に炎症性

の自己免疫性脱髄疾患であるが、罹患期間が長期にわたる患者の多くが、神経変性病態

を伴う二次進行型多発性硬化症(SPMS)に移行することが知られている(Rovaris et al., 

2006)。私が所属している NCNP の研究室では、SPMS に相当する病態マウスモデルを

確立し、中枢神経組織に浸潤する Eomes 陽性 Th 細胞が、その病原性細胞であること

を発見した(Raveney et al., 2015)。SPMS の神経変性病態との関連については、SPMS

患者の末梢血と中枢神経組織内で選択的に Eomes 陽性 Th 細胞が増加すること、特に

末梢血中の Eomes 陽性 Th 細胞頻度は、神経変性病態を反映する障害進行度と極めて

よく相関する。さらに SPMS 患者の剖検脳の解析から、脳内の広域に Eomes 陽性 Th

細胞が高頻度に分布し、そのほとんどが細胞障害性因子グランザイム B を保有する細

胞であることを明らかにしている(Raveney et al., 2021)。Eomes 陽性 Th 細胞は、刺激

に伴って脱顆粒を起こすことが確認され、グランザイム B による直接的な神経細胞障

害の関与が強く示唆されている。 
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2-2 結果 

 

2-2-1 ミクログリアの MHC class II 発現亢進と IFN-I signature 

第一章にまとめた通り、免疫依存性神経細胞障害機序においては、Eomes 陽性 Th 細

胞の活性化に伴って放出されるグランザイム B が、直接的な神経細胞死を引き起こす

という分子機序を想定している。一般的に、樹状細胞(Dendritic Cells, DCs)などの抗原

提示細胞(Antigen-presenting cells, APCs)が細胞表面に発現した抗原提示分子(Major 

histocompatibility complex, MHC）の上に、10〜25 アミノ酸程度の長さのペプチドが

提示され、T 細胞受容体(T cell receptor, TCR)との特異的な相互作用の結果として T 細

胞は活性化する（抗原特異的活性化）。そして、CD4 陽性の Th 細胞の活性化には、MHC

クラス II 分子上に提示された抗原が必要である。中枢神経系内で MHC クラス II 分子

を発現する常在性 APCs としては、ミクログリアが知られている。神経変性疾患とミク

ログリアの関連は以前から指摘されていたが、様々な活性化状態をとるミクログリアの

不均一性から、詳細な解析はされていなかった。シングルセル RNA-Seq 解析が普及し

た最近になって、網羅的なミクログリアの機能解析が可能となり、神経変性疾患患者の

中枢神経組織には、disease-associated microglia(DAM)と呼ばれる活性化ミクログリア

が存在することが明らかとなった(Deczkowska et al., 2018)。特にアルツハイマー型認

知症(AD)モデルマウス由来の DAM が示す特徴的な表現型として、MHC クラス II 分

子の選択的な発現亢進と、炎症性サイトカインの一つである I 型インターフェロン(type 

I interferon, IFN-I)の応答遺伝子(IFN signature)の発現亢進が知られている。これらの

変化はいずれも脳内の免疫応答に影響を及ぼすことが予想されるため、病態下に MHC

クラス II 分子の発現が亢進したミクログリアが、中枢神経系に集積した Eomes 陽性 Th

細胞を含む Th 細胞の活性化に関わるかどうかを調べることにした。 

EAE マウスの中枢神経組織内の炎症反応と免疫細胞活性化機序解明の足掛かりとして、
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未処理マウス、EAE 誘導後 10-12 日目(初期 EAE)および 26-28 日目(後期 EAE)のマウ

ス中枢神経組織から、CX3CR1 発現を指標としてミクログリアを単離し、GeneChip を

用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。未処理ミクログリア(IM)、early phase ミクロ

グリア(EM)、late phase ミクログリア(LM)の各サンプル間の遺伝子発現量を比較した

結果、EM では MHC クラス II 遺伝子をコードする H2-Eb1 と、少数の IFN signature

遺伝子の発現上昇が認められた（図 2-1A）のに対し、LM では変動遺伝子数の増加とと

もに、各遺伝子の発現量が著しく亢進していた（図 2-1B）。一方、定常状態のミクログ

リアが主に発現する中核遺伝子である P2ry12、Fcrls などは、LM で顕著に減少してい

ることが明らかとなり、EAE 誘導により中枢神経系内の多くのミクログリアが活性化

状態にあることも確かめられた。この結果から、SPMS モデルマウスの中枢神経組織内

においても、病態の進行に伴って神経炎症反応性の DAM が出現することが分かった。 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 EAE マウス由来ミクログリアの遺伝子発現解析と MHC クラスⅡ発現 

(A)コントロールマウス(IM)と初期 EAE マウス(EM)、または(B)コントロールマウスと後期 EAE マウ

ス(LM)のミクログリアの遺伝子発現パターン比較解析結果。２倍以上の発現が変動した遺伝子を表示し

た。(C)EAE マウスミクログリアの MHC クラスⅡ発現量の経時変化(左)と Clinical score との比較(右)。 

C 

A B 



 

                

27 

 

本実験に用いた C57BL/6 マウスは、MHC II 領域の一部のゲノム領域の欠失により、

I-E 分子のα鎖を欠くため、H2-Eb1 遺伝子のみでは機能的な I-E 分子は発現しない。

そこで C57BL/6 マウスが持つ機能性の MHC II 分子である I-A 分子の DAM における

発現を、フローサイトメーターを用いて解析した。その結果、EAE の late phase に向

かうにつれて、I-A 分子の発現が顕著に上昇することが分かった（図 2-1C）。以上の

結果から、EAE 後期の中枢神経組織内には、神経炎症応答と抗原提示能を併せ持ち、

免疫応答賦活化の表現型を持つミクログリアが分布していることが示唆された。 

 

2-2-3 CNS 浸潤 Th 細胞のプロトタイプ抗原としての ORF1 

前項で、EAE マウス中枢神経組織内のミクログリアが、AD マウスの DAM と同様

に、神経炎症反応の IFN signature を示すこと、および MHC クラスⅡが発現亢進して

いることを示した。そこでこの活性化ミクログリアが提示し、Eomes 陽性 Th 細胞を活

性化する内在性抗原を探索することにした。まず EAE マウスの中枢神経組織内に、病

態関連 Th 細胞を活性化する抗原が発現するかどうかを調べるために、中枢神経由来抗

原の提示を受けた Th 細胞の反応を測定した。すなわち、EAE マウス由来の神経細胞と

ミクログリアそれぞれから mRNA を抽出し、in vitro translation (IVT)システムを用い

て混合翻訳産物を発現させた後、別にマウス骨髄から分離培養した骨髄由来樹状細胞

(BMDCs)に添加し、取り込んだ抗原タンパク質を抗原提示させた。さらに EAE マウス

の中枢神経組織から単離した Th 細胞を Ca2+ indicator で標識し、その後上記の BMDCs

と共培養して、TCR シグナル依存性の T 細胞応答の一つである Ca2+ influx を、フロー

サイトメーターを用いて測定した。その結果、神経細胞、ミクログリアのいずれに由来

する翻訳産物を添加した場合でも、Th 細胞の Ca2+influx が顕著に亢進することが分か

った（図 2-2A）。さらに、この反応は、共培養系への抗 MHC Ⅱ抗体の添加により減弱

することから、MHC Ⅱ依存性の応であることが示された（図 2-2B）。これらの結果か
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ら、EAE マウスの中枢神経組織由来の Th 細胞は、（恐らくミクログリアの）MHC Ⅱ

上に提示された未知の中枢神経組織由来抗原を認識して活性化することが明らかとな

った。 

 

 

 

 

 

 

そこで次に、Th 細胞の活性化抗原となりうる中枢神経組織由来の候補分子を絞り込

むために、以下の考察を行なった。すなわち、別の検討から Eomes 陽性 Th 細胞は、

EAE 誘導に用いる MOG35-55 ペプチドには反応しないことが示されており、この実験系

に他の外来抗原の混入はない。一方、生理的条件下の生体内タンパク質に対しては、い

わゆる免疫寛容が成立し、通常 T 細胞応答は生じないと予想される。よって候補分子

は、生理的条件下では発現せず、病態に伴う慢性炎症環境下で異所性に発現する遺伝子

産物の可能性が高いと考えられた。そこで私は、通常生体内では発現が強く抑制され、

慢性炎症環境下で異所性に発現が増加することが知られているレトロトランスポゾン

に着目した。なかでも LINE-1(長鎖散在反復配列、long interspersed nuclear element 1, 

L1)遺伝子は、ORF1 と ORF2 の２種類のタンパク質をコードしており、抗原の供与が

可能である（図 1-3）。さらに進化の過程で単一あるいはごく少数の遺伝子から増幅し、

図 2-2 CNS 内発現タンパク質による後期 EAE マウス由来 Th 細胞の活性化 

(A) 後期 EAE マウス CNS から単離した神経細胞またはミクログリア由来 mRNA を鋳型として、in 

vitro 翻訳したタンパク質を抗原提示した BMDCs による、CNS 由来 Th 細胞の Ca２＋ influx。 

(B) ミクログリア由来の in vitro 翻訳産物を抗原提示した BMDCs を、抗 MHC クラスⅡ抗体存在下

または非存在下で CNS 由来 Th 細胞と共培養した時の Ca２＋ influx。 

A B 
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高い相同性を持つ遺伝子群が、１ゲノム内に約 50 万コピーも存在することから、介入

によるマクロな病態への影響が比較的容易に観察可能と判断し、以下の解析を行なった。 

  L1 ゲノムの 5’側に位置し、より効率的な発現が予想される ORF1 タンパク質をプ

ロトタイプとして、EAE マウス中枢神経組織由来の Th 細胞の反応を解析した。すなわ

ち ORF1 遺伝子を含むプラスミドを材料とし、in vitro 転写/in vitro 翻訳を１チューブ

内で行うことで、ORF1 タンパク質を取得した。先ほどと同様に、培養した BMDCs に

添加した後、EAE マウス中枢神経組織から単離した Th 細胞と共培養した。その結果、

ORF1 の存在下では、Th 細胞の Ca2+influx の oscillation 反応が認められ、Th 細胞が顕

著に活性化していることが分かった。さらにこの反応は、抗 MHC Ⅱ抗体の添加によ

り減弱したことから、EAE マウス由来の Th 細胞が、MHC Ⅱ上に提示された ORF1 を

抗原として認識し、活性化することが分かった(図 2-3)。以上の結果から、慢性炎症環

境下で異所性に発現する遺伝子産物の一つである L1 由来の ORF1 タンパク質が、

Eomes 陽性 Th 細胞を含む EAE マウス中枢神経系由来の Th 細胞を活性化するプロト

タイプ抗原であることが明らかとなった。 

 

図 2-3 in vitro translated ORF1 タンパク質による後期 EAE マウス由来 Th 細胞の活性化 

(A) in vitro translation system により産生した ORF1 タンパク質の western blotting による確認. 

(ORF1: plasmid あり Mock: plasmid なし) 

(B)  in vitro translated ORF1 タンパク質を取り込んだ BMDCs による、後期 EAE 由来 Th 細胞の Ca２＋ influx 

解析結果。 

A B 
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2-2-4  EAE マウス脊髄神経細胞における L1 活性化 

前項の解析で、Eomes 陽性 Th 細胞が ORF1 タンパク質に反応性であることが示さ

れたため、次に EAE マウスの脊髄神経細胞における、発症前後の L1 発現量変化を q-

PCR 法により解析した（図 2-4A）。転写された L1 mRNA は、細胞質と核の間を相互

に移行する特性を持つことから、単離後の神経細胞をさらに核画分と細胞質分画に分

けて RNA を抽出、定量した。その結果、EAE 誘導後 14 日目から、核・細胞質の両方

において L 1 mRNA 量が増加し、EAE 誘導後 21 日目でピークを迎えて、その後速や

かに減少することが分かった(図 2-4B)。さらに ORF1 タンパク質の発現増加を確かめ

るために、免疫染色法を用いて脊髄神経細胞内の ORF1 発現を観察した。その結果、

EAE 誘導後 21 日目の脊髄神経細胞内において、ORF1 タンパク質の顕著な発現上昇

が認められた(図 2-4C 上)。複数サンプルを用いて定量した結果、21 日目の脊髄神経

組織において ORF1 タンパク質を発現する神経細胞の割合が有意に増加していること

が分かった（図 2-4C 下）。興味深いことに、神経細胞が分布する灰白質のみならず、

図 2-4 EAE マウス脊髄神経組

織内の L1 発現量解析 

(A) C57BL/6 マウスの EAE ス

コア。 

(B) RT q-PCR 法 を 用 い た

EAE マウス脊髄神経組織由来

の神経細胞の、核および細胞

質における L1 の発現量変化。 

(C) EAE 誘導後 0 日、21 日の

脊髄における ORF1 タンパク

質発現の免疫染色法を用いた

比較解析。抗 NeuN 抗体(緑)、

抗 ORF1 抗体(赤)、DAPI(青)

による染色データを示す。ス

ケールバーは 200μm（上段）。

NeuN 陽性細胞中の ORF1 発

現細胞の定量比較結果。 
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白質領域にも ORF1 を強く発現する細胞が多数検出され、EAE 誘導後に ORF1 タンパ

ク質の発現が増加するグリア細胞が存在することが示された。 

 

2-2-5  EAE マウス脊髄神経細胞における L1 脱抑制の分子機序の解析 

 前述の通り L1 の発現は通常高度に抑制されているが、例えば細胞老化に伴う細胞内

環境の変化や、外因性の誘導物質への曝露など、特定の条件下においては発現が増加す

ることが知られている。そこでまず、細胞の老化によって引き起こされる L1 発現に関

わる因子として報告されている Rb1、Trex1、Foxa1 について、EAE マウス由来神経細

胞内での発現量変化を q-PCR 法により解析した。その結果、Rb1、Trex1 の発現は、経

時的な増加傾向を示したものの有意な変化は見られなかった（図 2-5A）。 

一方、パイオニア転写因子として知られる Foxa1 の発現が、EAE 誘導後 14 日目の神

経細胞内で一過性に増強することが分かった(図 2-5A)。さらに、免疫染色法で脊髄組

織内の Foxa1 タンパク質の発現量を確認したところ、脊髄前角に分布する神経細胞内

で、特に強く Foxa1 が発現亢進していることが明らかとなった(図 2-5B)。次に L1 の発

現制御における Foxa1 の直接の関与を示すために、EAE 誘導後 14 日目の脊髄から単離

した神経細胞を、Foxa1 特異的 siRNA あるいはスクランブル RNA で処理した後に in 

vitro で培養したところ、培養 24 時間後に Foxa1 発現が有意に減少し、48 時間後には

L1 発現が有意に減少することが明らかとなった(図 2-6A)。同様に、ウェスタンブロッ

ティング法と免疫染色法を用いて Foxa1 タンパク質の発現量を比較したところ、siRNA

処理によって、神経細胞の FOXA1 発現が、タンパク質レベルでも減少していることが

明らかとなった(図 2-6B,C)。 

 

 

 



 

                

32 

 

 

A 

B 

図 2-5 EAE マウス脊髄神経細胞における L1 発現制御遺伝子の発現解析 

(A) RT q-PCR 法を用いた Rb1(左)、Trex1(中央)、Foxa1(右)の発現定量結果。EAE 誘導後 0、14、21 日目に

分離した脊髄神経細胞を用いた結果を示す。n=3  ***P<0.001 

(B) EAE 誘導後 0 日と 21 日の脊髄神経組織の免疫染色による Foxa1 タンパク質の発現パターン。抗 Foxa1 抗

体(緑)、抗 NeuN 抗体(赤)、DAPI(青)による染色データを示す。スケールバーは 200μm。 

×10-5 Foxa1 
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(B)ウェスタンブロッティング法を用いた Foxa1 タンパク質の発現量変化。イメージ画像(上)と、ImageJ ソフ

トウェアを用いた定量解析結果(下)。 

(C)免疫染色法による Foxa1 タンパク質の発現量変化の解析。抗 Foxa1 抗体(緑)、抗 NeuN 抗体(赤)による染

色データを示す。スケールバーは 20μm。 

 

図 2-6 Foxa1 特異的 siRNA 処理による L1 の発現抑制 

(A) EAE 誘導後 14 日目の成体マウス脊髄神経細胞を単離後、Foxa1 の siRNA 処理を施し、RT q-PCR 法により

L1(左),Foxa1 (右)の発現量変化を解析した。n=3  *P<0.05 

A 

B 

C 
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これら結果から、EAE の脊髄神経細胞内では、誘導後比較的早期の 14 日目に一過性に

発現増強した Foxa1 により、L1 遺伝子を多く含むゲノムのヘテロクロマチン領域が弛

緩することにより、L1 遺伝子の発現促進のための環境が形成される可能性が示唆され

た。 

さて、パイオニア転写因子である Foxa1 は、L1 遺伝子の発現促進のための環境づく

りに関わるが、L1 発現を直接的に誘導することはない。そこで次に、能動的な L1 発現

に関わる責任因子の探索を進めた。芳香族炭化水素に含まれる外来有毒物質の中に、L1

の発現亢進を誘導する物質が存在することが知られている(Okudaira et al., 2010)。一

方、AhR の内在性リガンドとして知られるキヌレニンは、インドールアミン-2,3-ジオ

キシゲナーゼ(Ido)あるいはトリプトファン-2,3-ジオキシゲナーゼ(Tdo)によるトリプ

トファンの代謝産物であり、EAE マウスの中枢神経組織で発現亢進することが報告さ

れている(Kwidzinski and Bechmann, 2007; Vecsei et al., 2013)。そこで次に、芳香族炭

化水素の受容体であり、外因性の有毒物質の解毒酵素の誘導に関わる芳香族炭化水素受

容体 AhR を介した L1 発現に着目し、EAE マウス脊髄神経細胞内における Ido の発現

変化と、それに伴って起こる AhR 経路の活性化による L1 発現制御機構の関連性を調

べた。q-PCR 法を用いて、EAE マウスの脊髄神経細胞の Ido 遺伝子の発現量変化を解

析したところ、EAE 誘導後の 14 日目と 21 日目で有意な増加を示した(図 2-7A 左)。

確認のため、AhR 経路の下流にあり、毒性化合物の解毒に関わる Cyp1a２の発現量を

定量したところ、同様に 14 日目で有意に増加しており、AhR 経路が活性化しているこ

とが確認された(図 2-7A 右)。更に競合 ELISA 法により、脊髄組織内のキヌレニン量

を定量したところ、EAE 誘導後にキヌレニン量は経時的に増加し、28 日目で有意な増

加を示すことが分かった(図 2-7B)。 

次に、増加したキヌレニンが、AhR の活性化を介して L1 発現を誘導するかどうかを示

すために、EAE 誘導後 7 日目から 11 日目まで、マウスに Ido の競合アンタゴニストで
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ある 1-メチルトリプトファン（1-MT）を腹腔内投与した。単離した脊髄神経細胞の L1

発現を定量したところ、1-MT 投与群において有意な L1 発現量の減少が認められた。

（図 2-8）これらの結果から、EAE マウスの脊髄神経細胞内では、キヌレニン産生によ

り AhR 経路が活性化され、その結果 L1 の発現量が増加することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

A  

図 2-7 EAE マウス脊髄神経細胞における AhR 経路の活性化 

(A) RT q-PCR 法を用いた、EAE マウス脊髄神経組織内神経細胞の Ido (左),Cyp1a2(右)の発現定量解析結果。EAE

誘導後 0 日、14、 21、 28 日における結果を示す。n=3  *P<0.05, **P<0.01 

(B) 競合 ELISA 法を用いた EAE マウス脊髄神経細胞におけるキヌレニン(Kyn)発現定量解析結果。n=3  *P<0.05 

B 

図 2-8  1-MT 腹腔内投与による EAE マウス脊髄神経細胞の L1 発現抑制 

未処理 C57BL/6 マウス、EAE マウス、および EAE 誘導後 1-MT 投与を行った

マウスの３群の脊髄神経細胞より抽出した mRNA を用いて、RTq-PCR 法によ

り L1 発現量を定量した。未処理 C57BL/6 マウス(左)、EAE マウス(中央)、1-

MT 投与 EAE マウス(右)。n=3, *P<0.05 
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2-2-4 反作用としての premature polyadenylation による L1 活性化の制御 

 

EAE マウスの神経変性病態形成に関わる Eomes 陽性 Th 細胞の、活性化に関わる異所

性発現遺伝子として注目した L1 遺伝子が、実際に EAE マウスの脊髄神経細胞内で活

性化し、プロトタイプ抗原である ORF1 の発現が亢進していることを確認した。通常

L1 活性化は、レトロ転位などを介してゲノムの不安定化を引き起こすが、哺乳類への

進化より前からゲノム中に存在する L1 に対して、対策を講じる十分な時間があり、過

剰な L1 活性化を抑制するために、私たちヒトの細胞は高度な対抗手段を備えている。

よって、これまでに確認した L1 活性化が、レトロ転位の誘導が可能な L1 ゲノムの全

領域に及んでいるとは限らない(図 2-9A 右上)。そこで、EAE で誘導される急激な L1

活性化が、どのような L1 転写産物の産生を伴うのかについて調べることにした。この

ためにここでは、L1 のプロモーター領域の５‘primer と oligo dT primer を用いて、生

成される全 L1 転写産物の検出を試みた。その結果、軽度に発現した２本のより長いバ

ンドと、高発現した３本のより短いバンドからなる計５本の主要な PCR 産物が検出さ

れた。このうち高発現した３本の PCR 産物についてシーケンス解析を行なったところ、

これらはいずれも L1 由来の転写産物であることが確かめられた(図 2-9A 右下)。さら

にそのうち最もサイズが大きい産物は、ORF1 領域をすべて含んだ転写産物であること

が確認された(図 2-9A 左)。興味深いことに、これらの産物は 3’末端に poly A 配列を有

していたことから、L1 抑制機構の一つで L1 遺伝子内部に多数存在する cryptic な

polyadenylation シグナルを使って短縮型の転写産物を誘導し、レトロ転位を阻害する

premature polyadenylation により選択的に生成した転写産物と考えられた(Perepelitsa-

Belancio and Deininger, 2003)。さらに高発現した PCR 産物のうち最長の産物は、ORF1

の読み枠を全て含んでおり、poly A 配列を有するこれらの産物は、細胞の翻訳機構によ

り実際に ORF1 タンパク質発現に関わるものと考えられた。以上の結果から、EAE マ
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ウスの脊髄神経細胞内で急激かつ一過性に活性化した L1 は、結果的に ORF1 領域の一

部 ま た は 全 部 を 含 む 、 短 い 翻 訳 産 物 を 発 現 す る こ と が 示 さ れ た 。 premature 

polyadenylation による L1 活性化の抑制は、全長転写産物の顕著な抑制によるレトロ転

位の阻害には有効と考えられるが、この状況下でも Eomes 陽性 Th 細胞の活性化に関

わる ORF1 タンパク質の発現が十分に生じ得ることが示された。実際、5 本の PCR 産

物のうちには約 6kbp の転写産物は、L1 遺伝子全長に相当するサイズを有することか

ら、わずかとはいえ全長の L1 転写産物も生成している可能性が示された。そこで、L1

のゲノム内転位を GFP の発現として視覚的に追跡することができる L1-GFP レポータ

ーマウスに EAE を誘導し、脊髄神経細胞における GFP 陽性細胞の検出を試みたとこ

ろ、脊髄前角領域を中心として L1 レトロ転位を生じたと思われる神経細胞が分布して

いることが分かった(図 2-9B)。 
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A 

B 

図 2-9 後期 EAE マウス脊髄神経組織内における L1 転写産物の発現解析と L1 レトロ転位 

(A) L1 のプロモーター領域と相補的な５‘側の primer と oligo dT primer（白抜き矢印）を用いて行な

った RT-PCR によって生成された PCR 産物（左）。L1 遺伝子の構造（右）。3 本の高発現バンド(黄矢

印)と他のより長いバンド(白矢印)が検出された。右下では、3 本の高発現バンド(band1/band2/band3)

のシーケンス解析結果から予想される転写産物の長さと、末端に検出された polyadenylation site を示

している。 

(B) EAE 誘導後 28 日の脊髄神経組織の免疫染色法による L1-GFP 発現パターンの解析。L1-GFP(緑)、

抗 NeuN 抗体(赤)、DAPI(青)、merge, zoom-in イメージを示した。スケールバーは 200μm を示す。 



 

                

39 

 

2-3 考察 

 

本章では、神経変性病態を伴う SPMS モデルマウス(後期 EAE マウス)の中枢神経組織内

において、免疫依存性の神経変性が生じるための必要条件として、慢性炎症下でのミクログ

リアの抗原提示能の獲得と、プロトタイプ抗原 ORF1 の供給源である L1 遺伝子の神経細胞

における異所性発現亢進、およびその分子機序を明らかにした。 

神経変性疾患に関わる病態関連ミクログリアは、AD 患者脳のシングルセル RNA-Seq 解

析によってその存在が報告され(Keren-Shaul et al., 2017)、脳内における免疫細胞と神経変

性病態の関連性がより広く認識され始める様になった。さらに AD モデルマウスの海馬由

来ミクログリアのシングルセル RNA-Seq 解析から、MHC Ⅱの発現が亢進したミクログリ

アと、強い IFN signature を示すミクログリアが、病態に密接に関連したミクログリアサブ

セットとして報告された(Mathys et al., 2017)。炎症性サイトカインである IFN signature の

亢進はそれまでにも報告がある一方で、その意義は必ずしも明確ではない。またミクログリ

アの MHC Ⅱの発現と神経変性病態との関連についても、明確な議論はされておらず、少

なくとも初期の EAE 病態にはミクログリアの MHC II 分子の関与は少ないことが示されて

いる(Wolf et al., 2018)。本研究で示した免疫依存性神経変性機序は、MHC Ⅱ上への抗原提

示を介して活性化される細胞障害性 Th 細胞の神経細胞障害を明確に示したことで、病態関

連ミクログリアの MHC Ⅱ発現が、免疫依存性神経細胞障害に密接に関わる可能性を強く

示唆する結果が得られた。 

さて一般的に、MHC Ⅱ分子上に提示され、Th 細胞の活性化を引き起こすペプチド分子

は、エンドサイトーシスにより抗原提示細胞内に取り込まれ、エンドソームを経由して

MHC II 分子と会合する外因性の分子とされる。一方、Eomes 陽性 Th 細胞は、EAE の誘導

に用いた MOG35-55 ペプチドは認識しないことが、先行研究からわかっており、何らかの内

因性ペプチドによって活性化されることが予想されるが、平時の生体内に発現するタンパ
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ク質のほとんどに対しては、いわゆる免疫寛容が成立しており、Th 細胞がこれを認識して

活性化することはありそうにないと思われた。この一見矛盾する現象を説明するために私

は、神経変性病態の誘導に関わる Eomes 陽性 Th 細胞の活性化抗原は、内因性のタンパク

質でありながら、病態に伴う慢性炎症環境下でのみ異所性に発現することで免疫寛容を回

避し、通常のエンドサイトーシスを介して MHC Ⅱ上に提示される、と予想した。 

先行する髄鞘の障害とそれに伴う炎症性サイトカインの持続的な分泌は、中枢神経組織

内の慢性炎症環境の形成を促進する。慢性炎症に伴ってダイナミックなエピジェネティッ

ク変化が生じ、DNA メチル化やヒストンメチル化・アセチル化による転写制御や、

microRNAs による mRNA の分解および翻訳の抑制などの転写後抑制機序による遺伝子発

現変化が、神経変性疾患と密接に関わることは広く知られている(van den Elsen et al., 2014)。

さらにメチル化 DNA に結合してこれを安定化する MeCP2 の遺伝子変異は、精神遅滞を伴

うレット症候群という神経発達障害を引き起こす一方で(Rett syndrome: a surprising result 

of mutation in MECP2)、MeCP2 欠損マウスの神経細胞では、L1 レトロ転位が著しく増加

することが知られている(Muotri et al., 2010)。したがって、DNA の脱メチル化に伴う L1

活性化と、L1 由来のタンパク質の発現上昇は、慢性炎症環境に関連した異所性抗原の産生

につながる可能性がある。実際、がん細胞内で異所性に発現した L1 由来タンパク質が、が

ん細胞上の MHC Ⅰに抗原提示され、CD8＋T 細胞が認識するがん抗原として働くことが

報告されている(Ponomaryova et al., 2020)。以上の結果から、提示された L1 抗原を含む

CNS 内の異所性発現抗原によって Eomes 陽性 Th 細胞が活性化し、グランザイム B 介した

神経細胞障害を引き起こしている可能性が高いと判断し、抗原刺激の最も初期段階の反応

として、T 細胞受容体刺激による T 細胞の Ca2+ influx を測定したところ、確かに L1 抗原

の提示を受けた CNS 浸潤 Th 細胞が活性化されることが確認された。 

 そこで次に、EAE の発症に伴ってマウスの脊髄神経細胞で L1 活性化の状態を調べたと

ころ、病態ピークの EAE 誘導 21 日目に L1 の転写産物および翻訳産物（ORF1）の有意な
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上昇を認め、これがパイオニア転写因子 Foxa1 発現と、キヌレニン依存性の AhR 経路の活

性化によることが明らかとなった。Foxa1 はヌクレオソーム構造を形成したゲノム DNA の

うち、高度にメチル化された DNA 領域（ヘテロクロマチン）に高い親和性を持ち、クロマ

チンの高次構造を局所的に変化させる(Glont et al., 2019)ことから、パイオニア転写因子の

一種として知られている。老化細胞における L1 の発現上昇にも Foxa1 が関与しており、

ChIP-seq データの解析から、L1 遺伝子の 5’ UTR に確かに Foxa1 の機能的な結合サイトが

存在することも報告されている。一方で、AhR 経路は、ダイオキシンやベンゾピレンなど

を含む発がん性の芳香族炭化水素類の解毒経路として知られるが、上記の発がん性物質や

紫外線照射を受けたトリプトファンの生成物質である FICZ は、培養細胞の L1 発現上昇を

引き起こすことが報告されている(Okudaira et al., 2010; Teneng et al., 2007)。またトリプ

トファンの代謝産物であるキヌレニンも AhR のリガンドであり、キヌレニンとその代謝酵

素 Ido の発現上昇は、様々な神経疾患との関連が報告されている(Vecsei et al., 2013)。例え

ばキヌレニンの代謝物であるキノリン酸は、NMDA 型グルタミン酸受容体の機能調節に深

くかかわるが、キヌレニンの発現上昇と中枢神経病態の発症との関連はよく分かっていな

い。本研究の結果から、EAE マウスの脊髄神経細胞におけるキヌレニンの産生亢進と AhR

経路の活性化が、L1 発現亢進を引き起こしたことは、脳内で生成するキヌレニンが、神経

変性病態の形成過程で重要な役割を持つことを示唆している。 

さて前述の通り、L1 の活性化は通常様々な抑制機構によって高度に制御されているが、

EAE 病態下の急性の神経炎症に伴って、Foxa1 や AhR に依存性の急激な L1 発現上昇が誘

導された場合、stochastic に L1 レトロ転位の頻度も高まることが懸念され、生体にとって

望ましい反応ではない。これに対して高等生物の細胞は、L1 遺伝子の内部に多数の

polyadenylation シグナル配列を導入して、premature-polyadenylation による L1 遺伝子全

長の転写を妨げることで L1 レトロ転位を抑制する(Perepelitsa-Belancio and Deininger, 

2003)。このシステムにより L1 転写産物の大半は短縮化され、レトロ転位能を失うと考え
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られ、本研究でも EAE マウスの脊髄神経細胞における L1 転写産物の大部分が、premature-

polyadenylation により短縮化されていることが確認された。その一方で、一部の転写産物

が ORF1 の読み枠を含む完全な mRNA として高頻度に発現し、ORF1 タンパク質の産生を

引き起こしていることが明らかとなった。すなわち premature-polyadenylation は、確かに

転写産物の短縮化により L1 レトロ転位能の減弱に成功したが、副産物として産生される

ORF１タンパク質が、Eomes+Th 細胞の活性化抗原になり、免疫依存性神経細胞障害を引

き起こす可能性が示された。一連のプロセスは、進化の途上で繰り返されたホストとレトロ

トランスポゾンのせめぎ合いの歴史を反映するものと考えられ、興味深い。最後に、上記の

解析において、全長 L1 の転写産物と思われるバンドがごくわずかに検出されたことから、

L1-GFP reporter マウスを用いて脊髄神経細胞における L1 レトロ転位を解析したところ、

EAE 誘導後 28 日目の脊髄神経組織で L1 転位を起こした神経細胞は、脊髄前角に集中して

いることが示された。現時点では、神経細胞における不均一な L1 レトロ転位の意義は不明

であるが、神経変性病態と L1 レトロ転位との関連についても、今後解析していく予定であ

る。 
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第 3 章 

 

神経変性モデルマウスにおける 

免疫依存性神経変性病態の解析 
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第３章 目的 

 

前章で示した結果から、L1 がコードするタンパク質である ORF1 の存在下で、Ca2+influx

を指標とした Eomes 陽性 Th 細胞の活性化が誘導され、これが抗 MHC II 抗体で阻害され

ることから、ORF1 が Eomes 陽性 Th 細胞の活性化抗原として働くことが明らかとなった。

さらに SPMS モデルマウスの脊髄神経細胞内で、EAE の発症に伴う L１の活性化が確認さ

れた。この L1 活性化の過程では、premature polyadenylation による転写産物の短縮化によ

り、全長 L1 RNA の生成が抑制されていた一方で、ORF1 タンパク質を発現しうる転写産

物が相対的に増加していた。先行する神経細胞死によって供給された ORF1 タンパク質が、

ミクログリアなどの抗原提示細胞に取り込まれ、活性化抗原として神経細胞障害性の

Eomes 陽性 Th 細胞を活性化することにより、SPMS モデルマウスの神経変性病態に関与

する可能性が示された。 

すでに述べた通り、病態関連ミクログリアの MHC II 発現亢進と IFN signatureの亢進は、

AD などの神経変性疾患モデルマウスでも認められる所見である。さらに L1 活性化による

細胞内核酸の過剰蓄積は、様々な核酸センサー分子を活性化して IFN-I 産生を増強すると

予想されることから、上記の病態関連ミクログリアの所見は、本研究の仮説から十分に帰結

可能と考えられる。そこで本章では、神経細胞における L1 発現量亢進と神経変性病態の関

係を、典型的な神経変性疾患のモデルマウスを対象として解析することにした。種々の神経

変性疾患に共通する所見としての選択的なレトロトランスポゾンの活性化については、既

にいくつもの報告があり、少なくとも ALS と AD においては周知の所見の一つと言える。

神経変性疾患における L1 活性化の成立機序としては、例えば、代表的な ALS の病態関連

分子である TDP-43 の少なくとも一部は、通常、核内に局在して L1 mRNA に結合し、そ

の発現を抑制しているが、発症に伴って TDP-43 が核外に移行すると、制御が外れた L1 の

異常な活性化が生じる(Liu et al., 2019)。また、AD 関連分子であるタウタンパク質におい
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ても、タウ関連病変と全般的なレトロトランスポゾンの活性化が有意に相関し、神経原線維

変化がクロマチンの特定領域の relaxation と関連することが報告されている(Grundman et 

al., 2021)。以上より、神経細胞に生じた病的な L1 の高発現が、何らかの病態経路を刺激す

ることで、広範な神経変性疾患に共通した神経変性機序となる可能性は十分に考えられる。

一方、これらの報告は、いずれも患者剖検脳や培養細胞系を対象とした解析から得られてい

る場合が多く、神経変性病態の進行に伴う L1 発現の経時的な変化や、レトロ転位による神

経細胞障害の分子機序などに関する研究はほとんどなく、関連する知見はほとんどない。 

 レトロ転位によるゲノム不安定性の原因となる L1 の発現は、生理的条件下の生体におい

ては強く抑制されているが、その抑制の程度には組織間で大きなばらつきがある(Larouche 

et al., 2020)。詳細な理由は不明であるが、正常神経細胞における L1 活性化の程度は比較的

高いことが知られており、その多くはより未分化な神経幹細胞や神経前駆細胞で高頻度に

認められる。この様な正常神経細胞における L1 活性化は、レトロ転位によるゲノムのモザ

イク化と、これに伴う神経細胞の機能的多様性を生み出す因子の一つと考えられている。一

方、神経変性疾患の発症に伴う L1 の異常な高発現は、主に成熟神経細胞で生じることがわ

かっており、慢性炎症環境におけるエピジェネティック制御の変化と、これに伴うヘテロク

ロマチン構造の変化によって引き起こされる(Saleh et al., 2019)。先に述べた通り、ALS の

場合、TDP-43 分子の核内消失がその一因である可能性も示唆されている(Liu et al., 2019)。

さらに、L1 の活性化に伴う神経細胞障害に関しては、L1 レトロ転位による DNA 損傷が神

経細胞死を引き起こす可能性もあるが、病態下における L1 の発現量亢進とレトロ転位の頻

度は、神経変性病態を全て説明しうるほど高くはなく、その意義はいまだは不明である。し

たがって、全ての神経変性病態がレトロ転位に関連して引き起こされることは考えにくく、

さらなる詳細な解析が重要である。 

 一方、神経変性疾患における免疫細胞の挙動については、神経変性疾患患者の末梢血や

中枢神経組織内では NK 細胞などの自然免疫系に関わる細胞や、細胞障害性 T 細胞などの
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獲得免疫系の免疫細胞の増加が報告されている(Amor and Woodroofe, 2014)。さらに、神経

変性疾患に共通した神経細胞障害と神経変性病態の伝播を説明しうる、首尾一貫した免疫

依存性の神経細胞障害機序は知られていない。すでに示した通り、少なくとも SPMS とそ

の動物モデルにおいては、活性化した L1 が ORF1 タンパク質を介して Eomes 陽性 Th 細

胞を活性化し、神経細胞障害に関与する可能性が示されている。もしこの免疫依存性神経細

胞障害が、神経変性疾患に共通した普遍的な病態機序であるならば、全く異なる疾患単位で

ある ALS と AD においても、類似した免疫細胞の挙動や L1 の活性化が観察されるはずで

ある。そのような仮説に基づいて、本章では ALS モデルとして mSOD1 マウス、AD モデ

ルとして５xFAD マウスの 2 種類の神経変性疾患モデルマウスを用いて、発症に伴う CNS

への Eomes 陽性 Th 細胞の集積と、神経細胞内における L1 活性化について解析を行なっ

た。さらに、より長期の経過をたどる神経変性疾患モデルマウスにおける、慢性炎症環境の

L1 発現亢進の分子機序を、前章の解析結果と対比させて詳細に解析することにした。 
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3-2 結果 

 

3-2-1 神経変性モデルの中枢神経系への Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤 

 神経変性病態と Eomes 陽性 Th 細胞の関係について、本研究を開始した時点で得られて

いた知見としては、神経変性病態を呈する EAE マウスの後期病態において、中枢神経組織

内に Eomes 陽性 Th 細胞数が有意に集積すること、T 細胞特異的 Eomes 欠損により、この

後期病態が有意に改善すること、神経変性を伴う SPMS 患者で末梢血中の Eomes 陽性 Th

細胞数が選択的に増加し、その細胞数が患者の障害進行度と有意に相関すること、SPMS 患

者脳の広範な領域に、大量の Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤が認められ、そのほとんどがグラ

ンザイム B 陽性であること、などが明らかとなっていた。また研究グループ内で共有され

ていた知見として、NCNP 病院に通院あるいは入院している ALS 患者および AD 患者の末

梢血でも、Eomes 陽性 Th 細胞数が増加している症例が複数確認されたことから、種々の神

経変性疾患の病態に対して Eomes 陽性 Th 細胞が関与している可能性が高いと予想された。

そこでまず、ALS のモデルマウスである mSOD1 マウスと、AD のモデルマウスである

5xFAD マウス 2 種類の神経変性疾患モデルマウスを対象として、中枢神経系への Eomes 陽

性 Th 細胞の集積の有無、およびこれと病態の進行の間にどのような関連があるか解析し

た。 

ｍSOD1 マウスは家族性 ALS の原因となる変異 SOD1 のトランスジェニックマウスで

あり、主に脊髄内の運動ニューロンに典型的な神経変性病変を生じることで発症する病態

モデルである。生後 12 週齢前後から臨床症状が顕在化し、16 週齢あたりで著しい神経変

性症状を呈し、その後 20〜22 週齢のエンドステージでほぼ全ての個体が死亡する。そこ

で、16 週齢とエンドステージの mSOD1 マウスの脊髄神経組織内に浸潤した単核細胞中

の、Eomes 陽性 Th 細胞の頻度を、フローサイトメーターを用いて経時的に観察した。そ
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の結果、顕著な四肢の麻痺が進行する 16 週の mSOD1 マウスにおいて、有意な Eomes 陽

性 Th 細胞の浸潤を認めたが、同週齢の littermate では Eomes 陽性 Th 細胞は検出できな

かった。さらにエンドステージである 20 週以降にかけて、Eomes 陽性 Th 細胞のさらな

る増加傾向が認められた(図 3-1A)。一方、5xFAD マウスは、家族性 AD に関わるアミロ

イド前駆体タンパク質とプレセニリンの５種類の変異を導入したトランスジェニックマウ

スであり、生後 2〜3 か月齢前後から検出される Aの蓄積により徐々に認知機能障害を発

症し、1 年以上に渡って病態が進行するモデルである。初期の病変は海馬周辺の比較的小

さな領域にとどまり、この領域に選択的に浸潤するであろう Eomes 陽性 Th 細胞の割合

を、脳全体から回収した単核細胞を分母として解析しても、十分な有意差が得られない可

能性があったことから、神経変性病態がより広域に拡大する生後 6 か月齢と 12-15 か月齢

の２点で観察を行った。その結果、6 か月齢の 5xFAD マウスの脳内において、Eomes 陽

性 Th 細胞頻度はすでに増加傾向にあり、12-15 か月齢では有意な増加を認めた(図 3-
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1B)。したがって、5xFAD マウスにおいても、病態の進行とともに中枢神経組織内の

Eomes 陽性 Th 細胞浸潤が有意に増加することが明らかとなった。 

さて、今回解析したいずれのマウスにおいても、Th 細胞の Eomes 発現の蛍光強度は軽度

なシフトを示すに留まっており、これが確かに意味のある発現亢進であるとは断言できな

い。そこでこれを確認するために、さらにグランザイム B 欠損マウスと交配した５xFAD マ

ウスの Eomes 発現とグランザイム B 発現を、５xFAD マウスの中枢神経系に浸潤した Th

細胞と比較した。その結果、神経細胞障害能を持つ５xFAD マウスのグランザイム B 発現

Th 細胞は、その全てが Eomes 陽性であることが分かった。さらにグランザイム B を欠損

図 3-1 フローサイトメトリーを用いた神経変性疾患モデルマウス中枢神経組織内における Eomes 陽性

Th 細胞の浸潤程度の解析 

(A) 16 週齢とエンドステージの mSOD1 マウス、および 16 週齢の littermete の脊髄神経組織内に浸潤

した Eomes 陽性 Th 細胞頻度の比較解析結果。(左: Th 細胞の Eomes 発現の分布図、右: n=3 で統計解

析を行なった結果、*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001) 

(B) 6 か月齢と 12 か月齢の 5×FAD マウス、および 12 か月齢の littermate 脳組織内に浸潤した Eomes

陽性 Th 細胞頻度の比較解析結果。(左: Th 細胞の Eomes 発現の分布図、右: n=3 で統計解析を行なった

結果、*P<0.05,**P<0.01) 

図 3-2 フローサイトメトリーを用いた 5×FAD マウス、5×FAD/GZMB KO マウスと 6 か月齢の対照

マウスの脳神経組織内に浸潤した Th 細胞の Eomes 発現とグランザイム B 発現 

6 か月齢の 5×FAD マウスと 5×FAD/GZMB KO マウスの脳組織内における Eomes 陽性 Th 細胞頻度

を littermete と比較解析した結果。 横軸に Eomes、縦軸にグランザイム B の蛍光強度を示す。 
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したマウスでは、この Eomes とグランザイム B 両陽性の Th 細胞は消失し、Eomes 発現の

みが維持されていた（図 3-2）。したがって、5xFAD マウスの中枢神経系由来の Th 細胞に

おける、Eomes 発現の蛍光強度がたとえ軽度なシフトにとどまっていたとしても、これら

の細胞は確かに神経細胞障害性を維持した機能的な Th 細胞であることが確認された。以上

の結果より、病態機序が全く異なる二種類の神経変性疾患モデルマウスの、中枢神経組織の

異なる病変部位（脊髄 vs 脳）に、発症に伴う有意な Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤が認めら

れ、その集積頻度は病態の進行に伴ってさらに増加する傾向にあることが示された。 

 

3-2-2 mSOD1 マウス脊髄神経細胞における L1 活性化 

次に、病態の程度が異なる 12 週齢、16 週齢、および 20 週齢以降（エンドステージ）の

mSOD1 マウスの、脊髄神経組織内

における L1 の発現量変化を、q-

PCR 法により解析した。その結果、

核内および細胞質の L1 発現は、と

図 3-3  mSOD1 マウス脊髄神経細胞

における L1 発現量変化の比較解析 

(A) 12 週齢、16 週齢、エンドステージ

の mSOD1 マウス由来脊髄神経細胞に

おける L1 発現量変化を RT q-PCR 法に

より解析した結果。(n=3) *P<0.05 

(B) mSOD1 マウス脊髄神経細胞内の

L1 由来 ORF1 タンパク質の免疫染色法

を用いた発現解析。 

抗 NeuN 抗体(緑)、抗 ORF1 抗体(赤)、

DAPI(青)による染色データを示す。ス

ケールバーは 200μm。 

矢印：mSOD1 マウスに認められる

ORF1 タンパク質の細胞質内凝集体 
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もに発症の境界期に相当する 12 週齢ではほとんど認められず、症状の進行が顕著な 16 週

齢で発現量が急激に上昇することが分かった(図 3-3A、前ページ)。またエンドステージの

脊髄神経細胞では、L1 発現が相対的に低下したが、これは多くの神経細胞が障害された後

に残された生存神経細胞における発現を反映しているものと思われた。上記の L1 転写産物

の発現上昇に伴って、ORF1 タンパク質の発現量も増加していることを確かめるために、免

疫染色法によって脊髄神経細胞内の ORF1 の発現を観察した。その結果、L1 転写活性化が

ピークとなる 16 週齢の mSOD1 マウス脊髄において、神経細胞内の ORF1 の発現量が増

加していることが示された(図 3-3B、前ページ)。予想どおり、同週齢の対照マウスと比較

して、mSOD1 マウスの脊髄神経細胞は顕著に減少しており、ORF1 を含む細胞外凝集体が

多数残存していることも確認された。さらに、残された生存神経細胞内にも、ORF1 を含む

凝集体形成が観察され、mSOD1 マウスの脊髄神経細胞障害に何らかの関連をしているもの

と考えられた。 

 

3-2-3 mSOD1 マウス脊髄神経細胞における L1 脱抑制の分子機序の解析 

EAE マウスの脊髄神経細胞における L1 脱抑制機序の解析時に、L1 発現の制御因子とし

て発現解析を行った Rb1、Trex1、Foxa1 と Ido について、mSOD1 マウスの脊髄神経細胞

における発現解析を同様に行った。その結果、EAE マウスの場合と異なり、Trex1、Foxa1

と Ido に関しては有意な発現量の変化が見られず、Rb1 のみが有意に発現上昇しているこ

とが明らかとなった (図 3-4)。Rb1 は、RB-EZH2 複合体となって、H3K27 のトリメチル

図 3-4 mSOD1 マウス脊髄神経組織内に

おける Rb1 の発現量変化 

mSOD1 マウス脊髄神経細胞内の核と

細胞質に対して、RTq-PCR 法を用いた

Rb1 発現量の定量解析を 12 週齢、16 週

齢、およびエンドステージについてそれ

ぞれ行った。(n=3) 
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化依存的に L1 の発現を抑制する作用が報告されている(Ishak et al., 2016)。一方、がん抑制

遺伝子としても知られる Rb１は、通常転写因子 E2F に結合してその活性を抑制し、細胞周

期の S 期への移行を阻害している(Sun et al.)。サイクリン D-CDK4/6 依存的に Rb1 がリン

酸化されると、結合能を失ったリン酸化 Rb1 (pRb1)は E2F から解離し、サイクリン A、サ

イクリン E、CDK2 などの E2F の支配遺伝子の転写が促進されることにより、細胞周期が

S 期へと移行する。そこで Rb1 の発現上昇が細胞周期の亢進と関連するかどうかを調べる

ために、mSOD1 マウスおよび対照マウスの脊髄神経細胞における pRB1 の発現量を解析し

た。その結果、対照マウスの脊髄神経細胞では pRb1 のシグナルは検出できなかったが、

mSOD1 マウス脊髄神経細胞において pRb1 量が増加していることが分かった（図 3-5A）。

mSOD1 マウス脊髄神経細胞において、細胞周期の亢進スイッチがオンになっている可能性

が示された。同様に、オリゴデンドロサイト、アストロサイト、ミクログリアに関しても

図 3-5 mSOD1 マウス脊髄神経組織内における pRb1 の発現パターンの解析 

mSOD1 マウス脊髄神経組織内における神経細胞、オリゴデンドロサイト、アストロサイト、ミクログ

リアの pRb1 発現パターンの免疫染色法を用いた解析の結果 

(A) 抗 NeuN 抗体(緑) (B) 抗 Olig2 抗体(緑) (C) 抗 GFAP 抗体(緑) (D) 抗 Iba1 抗体(緑)、 

(A-D)抗 pRB1 抗体(赤)、DAPI(青) による染色データを示す。 



 

                

53 

 

pRb1 の発現解析を行ったところ、オリゴデンドロサイトとミクログリアでは pRB1 発現の

増加が認められた（図 3-5B-D）。以上の結果から、mSOD1 マウス脊髄神経細胞では、発現

増加した Rb1 自身が、RB-EZH2 複合体として L1 発現をコントロールしているものと予想

され、さらにそれ等の Rb1 タンパク質の一部はリン酸化されて E2F から解離することで、

結果的に神経細胞の細胞周期の亢進スイッチがオンになっている可能性が示された。 

さて、一般に成熟神経細胞は、細胞分化の最終段階に到達した post-mitotic な細胞と考えら

れている。ところが最終分化したはずの成熟神経細胞は、病的環境下において細胞周期への

再突入(cell cycle re-entry)するが、通常細胞分裂はしないため、S〜G2/M の途中のどこか

にとどまった状態にあることが知られている(Kingsbury et al., 2005)。特に興味深いことに、

神経細胞の細胞周期への再突入は、神経変性疾患に広く共通する典型的な特徴の一つであ

り、種々の神経変性病態に関連したイベントであることが予想される。mSOD1 の脊髄神経

細胞で認められる pRb1 の増加は、同マウスの脊髄神経細胞においても、細胞周期の亢進ス

イッチがオンになっていることを示唆している。そこで次に、mSOD1 マウスの脊髄神経細

胞における細胞周期の状態を解析することにした。 

まず、mSOD1 マウスの脊髄神経細胞の細胞周期の分布について解析を行った。後に述べ

る通り、細胞周期の各ステージに分布する神経細胞に対して、L1 発現の定量解析を実施す

ることを想定しているため、生細胞の細胞周期解析を可能にする Hoechst33342 を用いて細

胞染色を行った。各細胞周期の大まかな分布を把握するために、マウス脾臓細胞を

Hoechst33342 染色したところ、図 3-6A に示すように、大部分の G0/G1 期細胞と少数の

G2/M 期細胞、およびごくわずかな分裂中の S 期細胞から構成された、典型的な細胞周期

の分布を示した。次に、12 週齢の対照マウスの脊髄神経細胞を解析したところ、S 期およ

び G2/M 期に分布する細胞の割合が、明らかに増加していることが分かった。さらに同週

齢の mSOD1 マウスの脊髄神経細胞では、G0/G1 期に分布する細胞の割合がさらに減少し、

S 期および G2/M 期の細胞の割合がさらに増加することが明らかとなった（図 3-6B, C）。 
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神経細胞の細胞周期分布のパターンが脾臓細胞と大きく異なっていたため、細胞周期ごと

に正しいサンプリングができていることを確認するために、各ステージの神経細胞におけ

る Cdt1 と Geminin の発現を比較した。その結果、G0/G1 期の神経細胞では Cdt1 の選択

的な高発現が、反対に G2/M 期の神経細胞では、Geminin の選択的な高発現が確認された

（図 3-6D）。以上の結果から、神経細胞が、細胞周期ごとに正しく分画されていることが確

C D 

図 3-6 mSOD1 マウス脊髄神経細胞の細胞周期解析 

(A) Hoechst33324 染色したコントロールマウスの脾臓細胞の細胞周期パターンのフローサイトメトリ

ーによる解析結果(横軸に Hoechst33324 の蛍光強度、縦軸に細胞数を示した) 

(B) Hoechst33324 染色した 12 週齢の対照マウスと、12 週齢 mSOD1 マウス脊髄神経細胞の細胞周期

パターンのフローサイトメトリーによる解析結果(横軸に Hoechst33324 の蛍光強度、縦軸に細胞数を

示した) 

(C) B で得られた結果から、G0/G1 期(ピンク)、S 期(黄色)、G2/M 期(緑)に分布する細胞数を定量し、

生細胞全体に対するそれぞれの割合を円グラフで示した。 

(D) G0/G1 期(ピンク)、S 期(黄色)、G2/M 期(緑)の神経細胞をそれぞれ回収し、RTq-PCR 法により、

各サンプルにおける Cdt1 と Geminin の発現量を定量した結果。 
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かめられた。 

並行して実施した免疫染色法による解析では、G0/G1 期からＳ期への移行時に活性化する

cyclinＤ１と CDK4 の発現増加が確認され、それらの多くが ORF1 を共発現していること

も確かめられた(図 3-7)。これらの結果から、マウス脊髄では、予想外に多くの神経細胞の

細胞周期が亢進しており、mSOD1 マウスではその割合がさらに高まっていることが明らか

となった。 

さて、これまで私が神経細胞の細胞周期解析に着目してきた理由がもう一つあり、それは培

養細胞における L1 の脱抑制が、細胞周期の亢進とよく相関し、S 期から G2/M 期にかけ

て、顕著に L1 レトロ転位が増加するという報告の存在である(Shi et al., 2007)。前述の通

り、通常の体細胞の L1 遺伝子の多くは、高度にメチル化を受けたヘテロクロマチン領域に

分布している。ところが DNA 合成期に新規に複製された娘 DNA 鎖は、この時点ではメチ

ル化されないため、L1 遺伝子の選択的な発現亢進を引き起こすのではないかと予想される。

そこで、神経細胞を細胞周期ごと３分画に分けて回収し、それぞれの画分の L1 活性化の程

度を比較定量した。その結果、G2/M に分布する mSOD1 マウスの神経細胞では、L1 の

ORF１領域および ORF２領域の転写が有意に増加していることが分かった(図 3-8A)。さら

にこの結果を、図 3-6C で示した各細胞周期の神経細胞数の割合を掛け合わせることで、細

図 3-7 免疫染色法を用い

た 10 週齢 mSOD1 マウス

脊髄神経組織内における

細胞周期関連遺伝子の発

現パターン解析 

(上)抗 CyclinD1 抗体(赤)、 

抗 ORF1 抗体(緑) 

(下)抗 Cdk4 抗体(赤)、抗

ORF1 抗体(緑)による染色

パターンを示す。各画像の

右上には、代表的な染色像

を拡大して表示した。 
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胞周期のどのステージに分布する神経細胞において、L1 発現が最も亢進しているかを比較

したところ、脊髄組織内全体では G2/M 期の神経細胞において顕著に L1 由来の ORF1、

ORF2 発現量が上昇していることが分かった(図 3-8B)。以上の結果から、mSOD1 の脊髄

神経細胞内における L1 発現量の増加は、神経細胞の細胞周期の異常な亢進とよく相関して

いることが明らかとなった。 

 

さらに mSOD1 マウスの脊髄における Cdt1 と Geminin の発現を、蛍光免疫染色により解

析したところ、発症に伴った経時的な神経細胞の Cdt1 発現の減少と、Geminin の発現亢進

が確認された（データ示さず）。Geminin の発現亢進は、8 週齢の段階で顕著に亢進してい

たことから、神経細胞の異常な細胞周期の亢進は、神経変性病態が顕在化するよりずっと前

から生じており、病態形成に何らかの役割を果たしているものと推察された。 

 

3-2-4 mSOD1 マウスの脊髄神経組織内における L1 レトロ転位の解析 

 前項までの結果から、細胞周期が亢進した mSOD１マウスの脊髄神経細胞内では、L1 の

図 3-8 mSOD1 マウス脊髄神細胞の各細胞周期における LI 遺伝子発現量の解析 

(A) 図 3-6B の解析で G0/G1 期(ピンク)、S 期(黄色)、G2/M 期(緑)に分布する神経細胞をそれぞれ

回収し、RTq-PCR 法により、各細胞周期における L1-ORF1 と L1-ORF2 の発現量を定量した結果。

(グレー：Littermate,ピンク：mSOD1 を示す) *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 

(B) A で定量した L1-ORF1,ORF2 の発現量に図 3-6C で示した核細胞周期に分布する細胞数の割合を

掛け合えわせた結果。(グレー：Littermate, 赤：mSOD1 を示す) *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 

 

 

(B)  
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発現量が有意に増加しており、神経変性疾患における神経細胞周期の亢進と L1 の発現量増

加に直接的な因果関係があることが示された。さらにこの転写レベルの発現増加は、ORF1

領域のみならず ORF2 領域まで及んでおり、より急激な神経変性が起こる SPMS モデルマ

ウスでは、premature polyadenylation による転写産物の短縮の結果、ORF１優位なタンパ

ク質が生成したことと対照的であった。これまでの議論から、少なくとも ORF1 分子が発

現すれば、免疫依存的神経細胞障害は発動すると考えられるが、活性化した L1 が本来の生

活環に則って引き起こすレトロ転位が、同様に神経細胞障害を引き起こす可能性も考えら

れる。L1 レトロ転位は健常人の脳にも認められ、その多くは細胞分裂が活発な発生期に集

中しており、また成体脳に分布する神経幹細胞でも、顕著な L1 レトロ転位が生じる(Haig 

H. Kazazian, 2002)。よって神経変性疾患に対してレトロ転位を議論する場合、死後脳を用

いた解析からは、検出されたレトロ転位が post-mitotic な成熟神経細胞で生じたのかどうか

確定できない。したがって神経変性病態の形成過程における L1 レトロ転位の意義について

は、さらに検討の余地がある。そこで私は、mSOD1 マウスの脊髄神経細胞における、L1 活

性化に伴う L1 レトロ転位の有無、および神経細胞障害機序との関連を調べることにした。 

L1-GFP レポーターマウスを mSOD1 マウスと交配して得たマウス（mSOD1/L1-GFP マ

ウス）を用いて、脊髄神経細胞内の L1 のゲノム内レトロ転位の検出と、神経細胞障害との

関連を解析した。mSOD1/L1-GFP マウス脊髄内の GFP 陽性細胞を観察した結果、発症前

の 10 週齢のマウス脊髄内において、NeuN 陽性の神経細胞の一部に GFP 発現が認められ

(図 3-9A)、定量解析を行なった結果、脊髄神経細胞全体の約 30％において L1 レトロ転位

が起きていることが分かった（図 3-9B）。さらに脊髄内における GFP 陽性細胞の分布を解

析したところ、L1 レトロ転位を生じた神経細胞は、脊髄前角においてより高頻度に認めら

れ、cyclin D1 および CDK4 の選択的な発現上昇ともよく相関していた（図 3-7）。以上の結

果から、細胞周期の亢進に伴う L1 の脱抑制の結果として生じる L1 レトロ転位が、主に運

動ニューロンが分布する脊髄前角で高頻度に起きていることが示され、前出の L1-GFP マ



 

                

58 

 

ウスを用いた EAE 解析の結果と一致していた（図 2-9）。以上の結果は、未知の機序による

運動ニューロン選択的な L1 レトロ転位の亢進が、例えばゲノムの不安定化を介して選択的

な神経細胞障害を誘導している可能性を強く示唆する。L1 レトロ転移に対する運動ニュー

ロン選択的な脆弱性の分子機序については、GFP 陽性細胞と陰性細胞の遺伝子発現比較な

どを行うことにより、何らかの手がかりが得られるものと考えており、さらなる検討を行う

予定である。 

  

図 3-9 免疫染色法を用いた mSOD1/L1-GFP マウス脊髄神経組織内における L1-GFP 発現パターン

の解析 

(A) mSOD1/L1-GFP マウス脊髄神経組織内における神経細胞内の L1-GFP 発現の蛍光顕微鏡画像。

L1-GFP(緑)、抗 NeuN 抗体(赤)の染色データを示す。 

(B) mSOD1/L1-GFP マウス脊髄神経組織内における神経細胞、オリゴデンドロサイト、アストロサ

イト、ミクログリアの L1-GFP 発現パターンの解析結果。 
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3-3 考察 

 

本章で実施した一連の研究によって、発症機序を異にする２種の神経変性モデルマウス

（mSOD1 マウス、5xFAD マウス）の中枢神経組織内において、前章で示した SPMS モデ

ルマウスと同じく、免疫依存性の神経細胞障害が成立するための条件が全て整っているこ

とが明らかとなった。一方、急性な炎症反応を伴う EAE マウスと緩徐進行性の mSOD1 マ

ウスの間の相違点として、神経細胞の L1 活性化に至る分子機序が全く異なることが明らか

となった。 

 まず mSOD1 マウスと 5xFAD マウスの中枢神経組織内に免疫依存性神経細胞障害機序

の主体となる Eomes 陽性 Th 細胞が、病態の進行に応じて浸潤していることを、フローサ

イトメトリーを用いた経時的な観察により明らかにした。mSOD1 マウスは主に脊髄神経細

胞が障害される ALS のモデルとして神経変性疾患の研究に広く用いられている(Morrice et 

al., 2018)。私の解析では、Eomes 陽性 Th 細胞浸潤の有意な増加は、mSOD1 マウスの脊髄

神経組織でのみ観察され、脳組織内では有意な変化は認められなかった。一方、AD のモデ

ルマウスとして広く用いられる 5xFAD マウスでは、生後２〜３か月で海馬周囲のアミロイ

ドβ凝集と認知機能障害を伴う病態変化が生じる(Oblak et al., 2021)。脳組織全体から分離

した単核細胞を用いた私の解析では、Eomes 陽性 Th 細胞の有意な浸潤増加は、生後 6 か

月頃までは検出することができなかった。これは、Eomes 陽性 Th 細胞の CNS 内浸潤が、

神経細胞障害部位特異的に生じている可能性を強く示唆しており、今後、その分子機序の解

明を通じて、病変部位と Eomes 陽性 Th 細胞浸潤の相関を明らかにする必要がある。以上

の結果から、神経変性疾患に伴う Eomes 陽性 Th 細胞の中枢神経組織浸潤は、各モデルマ

ウスで病変部位特異的に起きており、神経変性疾患で議論される神経細胞障害部位の特異

性の少なくとも一部は、Eomes 陽性 Th 細胞の選択性組織浸潤により説明可能であると考

えられた。 
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これまでに、ヒト神経変性疾患あるいはそのマウスモデルにおいて、免疫細胞に依存した

神経細胞障害が直接示された例は多くない。しかしながら、グリア細胞などの非神経細胞に

よる間接的な神経炎症や、その他の免疫細胞の末梢血内存在量変化については様々な報告

があり(Van Harten et al., 2021)、特に細胞障害性が知られている NK 細胞や CD8 陽性 T 細

胞の神経変性疾患との関連性は最近注目され始めている(Amor and Woodroofe, 2014)。自

己免疫疾患に関わる Th17 細胞による神経細胞障害についても報告がある(Kebir et al.)が、

神経変性疾患のほとんどは自己免疫性の要因とは無縁であり、その意義は実験レベルにと

どまっている。一方、過剰な Th 細胞応答の制御能を持つ制御性 T(Treg)細胞には、神経変

性疾患病態の改善効果が報告されており、Treg 細胞による病態制御を介した、神経変性疾

患の臨床治験が進行中である(Machhi et al., 2020)。Treg 細胞の主な制御対象がエフェクタ

ーTh 細胞であることを考えると、病原性の Eomes 陽性 Th 細胞が、Treg 細胞の病態制御

能に関わる可能性が示唆され、興味深い。 

神経変性疾患モデルマウスの CNS から分離した Eomes 陽性 Th 細胞の Eomes 発現は比

較的軽度であり、その意義については論文投稿時に査読者からも指摘を受けていた。これを

受けて実施した実験の結果（図 3-2）から、5xFAD マウスではほぼすべてのグランザイム B

陽性 Th 細胞が Eomes を共発現しており、グランザイム B 欠損マウスでは Eomes 陽性 Th

細胞中のグランザイム B の発現のみが消失していることが確認された。このとき、Th 細胞

の Eomes 発現レベルには差異がないことも確かめられ、5×FAD マウス中枢神経組織内で

観察された Eomes 陽性 Th 細胞が、確かにグランザイム B 陽性で神経細胞障害活性を有す

るエフェクターTh 細胞であることが示された。 

 次に前章の解析から、SPMS モデルマウスの中枢神経組織内に浸潤した Eomes 陽性 Th

細胞の活性化に必要なプロトタイプ抗原が L1 由来の ORF1 タンパク質であることが示さ

れていたため、まず mSOD1 モデルマウス脊髄神経細胞内でも L1 の活性化が生じているこ

とを明らかにした。一般に神経変性疾患は、神経障害部位の伸展に伴って慢性炎症が生じる
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ことが知られているが(Raine, 2000)、これは中枢神経組織内の様々なエピジェネティック

な変化を引き起こし、結果としてそれらの細胞の遺伝子発現パターンを大きく変化させる

ことが予想される。代表的な例では、メチル化異常によるがん抑制遺伝子の発現抑制による

発がん機序や(McCabe et al., 2009)、脱メチル化による異所性発現タンパク質の細胞毒性

(Smith et al., 2019)などがある。特に罹患期間が長期にわたる神経変性疾患の場合、L1 を始

めとするレトロエレメントの発現量上昇が報告されており(Terry and Devine, 2019)、中枢

神経組織内のエピジェネティックな遺伝子発現変化を裏付けている。興味深いことに、ALS

病態との関連が強く示唆されているタンパク質の一つである TDP-43 は、L1 mRNA に結

合してその活性化を抑制していることが報告され、さらに ALS 患者の剖検脳由来神経細胞

の約 3 割で、L1 を含むレトロトランスポゾンの発現亢進が示されている(Tam et al., 2019)。

しかしながら、剖検脳の解析からそれらの因果関係を導き出すことは不可能であり、L1 発

現亢進の意義はいまだに不明である。本研究で示した病態の進行と L1 の発現量亢進との間

の相関は、相互の因果関係を明らかにするのに良いモデルと考えられ、神経細胞の細胞質に

認められた ORF1 陽性の凝集体形成の意義を含めて、その意義を今後調べていく必要があ

る。興味深いことに、病態下の神経細胞における L1 の発現亢進の分子機序は、SPMS モデ

ルマウスとは明らかに異なっており、Rb1 のみが有意な発現上昇を示すことが明らかとな

った。Rb1 には L1 の発現抑制作用が報告されている一方で、Rb1 自体は代表的な細胞周期

の制御因子の一つでもあり、mSOD1 マウスの脊髄神経組織では、発症に伴って明らかな

pRB1 の発現増加が認められた。予想通り、mSOD1 の脊髄神経細胞は、post-mitotic な成

熟神経細胞であるにも関わらず部分的な細胞周期の亢進が生じていた。興味深いことに、細

胞周期の亢進を反映した細胞周期関連タンパク質の発現亢進は、神経変性疾患に関連した

中枢神経組織内で普遍的に見られる現象であることがいくつも報告されており(Cova et al., 

2010; Joseph et al., 2020)、近年では ALS 患者の運動神経特異的な細胞周期亢進を示す遺伝

子の発現上昇も報告されている(Morrice et al., 2018; Ranganathan and Bowser, 2003)。この
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神経細胞内における細胞周期の異常な亢進は、何らかの第二のシグナルと相まって神経細

胞死を引き起こすことは想像に難くない。しかしながら、この第二のシグナルの詳細に関し

てはほとんど研究が進んでおらず、細胞周期異常と神経変性機序の関連は明らかになって

いない。一方、細胞周期の S 期以降に L１活性化が顕著に亢進することが報告されており

(Shi et al., 2007)、DNA 複製途中のヘミメチル化 DNA などが、L1 の脱抑制を許容してい

る可能性が考えられる。私の実験でも、mSOD1 マウス中枢神経組織から単離した神経細胞

では、細胞周期の S 期以降に L１活性化が顕著に亢進することを確認しており、mSOD1 マ

ウス脊髄神経細胞内で起こる L1 の発現亢進は、成熟神経細胞に生じる異常な細胞周期の亢

進によって引き起こされることが示された。細胞周期異常が生じた神経細胞の L1 発現亢進

は、必然的に ORF1 タンパク質の発現増加を引き起こすため、本研究で示した免疫依存性

神経細胞障害を底上げする可能性が示唆された。 

 一方、mSOD1 の脊髄神経細胞において、細胞周期の異常な亢進に付随した L1 の発現増

加は、ORF2 領域の転写量増加を伴っていた。そこで、L1 配列全長の発現増強に伴う L1 転

位の有無を調べたところ、脊髄前角部位において L1-GFP 陽性の神経細胞が高頻度に分布

することが明らかとなった。脊髄全角は、ALS などで選択的に障害される運動ニューロン

が分布する領域であることから、 L1 転位の有無が神経変性疾患の部位特異性を決定して

いる可能性が新たに浮上した。このことは同時に、L1 による免疫依存性の神経細胞障害と

は別に、L1 転位の有無自体が、神経細胞障害の直接的な原因となる可能性を示唆しており、

今後、詳細な解析を進める必要があることが分かった。本章の解析結果から、神経変性疾患

モデルマウスにおいては、病態の発症に伴う Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤と、細胞周期の異

常な亢進による神経細胞内 L1 由来タンパク質の高発現が同時に生じていることが明らかと

なり、免疫依存性の神経細胞障害機序の誘導に必要な要素が全て揃っていることが明らか

となった。次章では、各神経変性モデルマウスにおいて、これらの要素の協同作用が、実際

に神経細胞障害を引き起こすかどうかについて検証を行った。 
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第 4 章 

 

神経変性モデルマウスにおける免疫依存性神経細胞

障害機序の成立とその意義の解明 
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4-1 目的  

 

第２章および第３章の解析から、２種類の神経変性疾患モデルマウスと神経変性病態を

伴う SPMS モデルマウスという、臨床症状や経過が全く異なる３種類の病態モデルマウス

を用いて、慢性炎症に付随する中枢神経系への Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤と病態の進行に

伴う増加、および病変部位と相関した神経細胞の L1 活性化が、各病態モデルに共通して認

められる病態に関連した変化であることを明らかにした。急性〜亜急性の経過をとる SPMS

モデルマウスと、より緩徐進行性の経過をたどる神経変性モデルマウスでは、L1 活性化に

至る分子機序に違いがあったが、各モデルマウスの病態形成に伴って、少なくとも中枢神経

系内に Eomes 陽性 Th 細胞が浸潤していること、および L1 由来の ORF1 タンパク質の発

現が増強した神経細胞が存在すること、が新たに示された。以上の結果は、本研究において

神経変性病態を引き起こす免疫依存性の神経細胞障害機序は、神経変性疾患の垣根を越え

て、普遍的な神経細胞死の誘導に積極的に関与する可能性を強く示唆している。 

獲得免疫系の活性化による標的細胞の障害とこれに引き続く排除は、生体防御と生体の

恒常性維持のための免疫応答の根源的な細胞応答の一つである。一般的には、細菌やウイル

スなどの微生物感染において、CD8 陽性のキラーT 細胞がエフェクターT 細胞として働き、

細菌やウイルス感染細胞の細胞障害を引き起こす。例えば、ウイルスに感染した体細胞や、

これに由来するがん細胞などは、ウイルス由来タンパク質、あるいはがん化に伴うがん特異

的タンパク質に由来するペプチド分子を、細胞表面に発現した MHC クラス I 分子上に抗原

提示し、これをキラーT 細胞が認識することで、標的細胞の細胞死を引き起こす。この時、

キラーT 細胞が産生するパーフォリンが、標的細胞の細胞膜を貫通する筒状の重合体を形

成し、この孔を通ってキラーT 細胞由来のグランザイムが細胞内に侵入する。その後、カス

パーゼなどの基質を分解することで標的細胞にアポトーシスが誘導される(Metkar et al., 

2003)。本研究で着目した Eomes 陽性 Th 細胞は、ヘルパー細胞でありながらグランザイム
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B 発現する特殊な免疫細胞である。Eomes は、グランザイム B やパーフォリンの発現を直

接制御する転写因子で、CD4 陽性 T 細胞に異所性に発現した Eomes が、グランザイム B

の発現を引き起こし、細胞障害性の表現型を獲得するものと考えられる。したがって Eomes

陽性 Th 細胞は、抗原提示細胞上の MHC II 分子を介した内在分子を認識してグランザイム

B を放出し、周辺の標的細胞に非特異的な細胞死を引き起こす危険性がある。中枢神経組織

内に浸潤した Eomes 陽性 Th 細胞が、何らかの抗原提示を受けて活性化した場合、放出さ

れたグランザイム B の到達範囲に存在する神経細胞が連鎖的に障害されることが想定され

る。 

第 2 章で示した通り、EAE マウスの中枢神経組織由来の Th 細胞が、ORF1 抗原の提示を

受けて活性化することが、MHC II 依存性のカルシウムインフラックスの上昇の結果から示

されている。以上より、３種類の疾患モデルマウスの中枢神経細胞内において、何らかの理

由で突発的な神経細胞死が生じると、死細胞を取り込んだミクログリアが神経細胞由来の

ORF1 タンパク質を抗原提示し、これを認識した Eomes 陽性Ｔh 細胞が、グランザイムＢ

を放出することで周辺の神経細胞をさらに障害し、病変部位を広げていくことが予想され

る。すなわちこの免疫依存性神経細胞障害が、３種類の疾患モデルマウスにおける神経細胞

障害と病変部位の伝播、拡大を説明しうる分子機序の一つであることが考えられる。そこで

本章では、各疾患モデルマウスの中枢神経組織由来の Th 細胞のグランザイム B 放出が、

ORF1 抗原の存在下で増強するのか、そしてこのグランザイム B 放出が実際に神経細胞障

害を引き起こすか、の２点について実験的な証明を試みた。最後に、神経変性モデルマウス

の臨床症状が、L1 の制御により改善するかどうかを調べることにより、一連の解析を通じ

て神経変性疾患との関連を示してきた免疫依存性の神経細胞障害機序を調べることにした。 
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4-2 結果 

 

4-2-1 ORF1 による中枢神経系由来 Th 細胞の活性化とグランザイム B 放出 

 これまでの解析から、３種の神経変性モデルマウスにおいて、中枢神経系への Eomes 陽

性 Th 細胞の浸潤と増加、および病変部位の神経細胞における L1 活性化を示してきた。さ

らに SPMS モデルマウスの CNS 由来の Th 細胞が、ORF１タンパク質の抗原提示により活

性化し、Ca2+ influx が亢進することも明らかにした。そこで、グランザイム B 陽性の Eomes

陽性 Th 細胞を各疾患モデルマウスの中枢神経系から分離し、ORF1 抗原への曝露がグラン

ザイム B を放出に必要十分であるかどうかを確かめることにした。今回用いた３種の神経

変性モデルマウスそれぞれの中枢神経組織から単離した Th 細胞を、ORF1 タンパク質を抗

原提示した正常マウスの骨髄由来樹状細胞 BMDCs と共培養することで、Th 細胞からのグ

ランザイム B の放出を、Enzyme-linked immune absorbent spot (ELISpot) assay を用いて

定量した（図 4-1A）。その結果、3 種の神経変性疾患モデルマウス由来のいずれの Th 細胞

も、ORF1 抗原の提示により活性化し、グランザイム B 産生細胞のスポット数が、ORF1 非

存在下と比較して増加することが明らかとなった（図 4-1B）。Eomes 陽性画分をほとんど

含まない EAE マウスの脾臓 Th 細胞では、グランザイム B のスポット数自体も低値にとど

まり、さらに ORF1 タンパク質の有無によるスポット数の変化も認められなかった。以上

の結果から、ORF1 抗原による Eomes 陽性 Th 細胞の活性化が、確かに神経細胞障害性の

グランザイム B 放出を引き起こすことが示され、さらに神経変性モデルマウスである

mSOD1 マウスと 5xFAD マウスの CNS 由来 Th 細胞においても、同様の反応が認められ

ることが分かった（図 4-1C, D）。複数の神経変性モデルマウスにおける、ORF1 抗原依存

性の Eomes 陽性 Th 細胞の活性化が、グランザイム B の放出を引き起こすことが確かめら

れたことで、神経変性病態下の神経細胞内で起こる L1 の活性化とそれに伴う ORF1 タンパ

ク質の発現が、Eomes 陽性 Th 細胞の活性化を引き起こし、結果的に神経細胞障害を生じる
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ことが示され、免疫依存性神経細胞障害が神経変性モデルマウスに共通する神経細胞死の

誘導機構である可能性が強く示唆された。 

 

 

 

図 4-1 L1 由来 ORF1 による神経疾患モデルマウス CNS 由来 Th 細胞のグランザイム B 産生  

(A) CNS 由来 Th 細胞と BMDC の骨髄由来樹状細胞の共培養による ELISpot assay 法の概略図 

(B) EAE マウス（誘導 28 日目）の CNS 由来 Th 細胞と脾臓由来 Th 細胞を用いた ELISpot assay の

生データの画像、および取得した画像からスポット数を定量した解析結果。n=3, **P<0.01 

(C) mSOD1 マウスの CNS 由来 Th 細胞を用いた ELISpot assay の定量解析結果。n=3,*P<0.05 

(D) 5×FAD マウスの CNS 由来 Th 細胞を用いた ELISpot assay の定量解析結果。n=3,**P<0.01 

A 

B 

D C 
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4-2-2 中枢神経系由来 Th 細胞による神経細胞障害の誘導 

 前項の解析結果から、複数の神経疾患モデルマウスにおいて、中枢神経系内に集積した

Eomes 陽性 Th 細胞の増加が、ORF1 抗原の提示を受けて活性化し、グランザイム B の放

出が増強することが示された。そこで次に、活性化した中枢神経系由来の Th 細胞が、実際

に神経細胞障害を引き起こすか、さらにこの神経細胞障害がグランザイム B 依存性である

か、の２点について検討することにした。前項と同様に、SPMS モデルマウス、mSOD1 マ

ウス、5xFAD マウスそれぞれの中枢神経組織から単離した Th 細胞を、正常 C57BL/6 マウ

ス胎児（15.5 dpc）の海馬から得た初代培養神経細胞と 3 日間共培養した後に、生存してい

た神経細胞の割合を比較定量した。その結果、EAE マウス中枢神経組織由来の Th 細胞は、

培養神経細胞と共培養しただけでは細胞障害を引き起こすことはなく、抗 CD3 抗体の存在

下でのみ、顕著な神経細胞死を引き起こすことが分かった(図 4-2A)。一方、mSOD1 マウ

スと 5xFAD マウス中枢神経組織由来の Th 細胞では、抗 CD3 抗体非存在下でも有意な神

経細胞死が認められ、抗 CD3 抗体添加の効果は mSOD1 マウスでのみわずかに認められた

が、5xFAD マウスでは認められなかった (図 4-2B,C)。以上の結果から、3 種類の神経疾患

モデルマウスのいずれにおいても、中枢神経系由来の Th 細胞は神経細胞障害活性を示すこ

とが明らかとなった。特に、今回用いた mSOD1 マウスや 5xFAD マウスでは、中枢神経系

に集積した Th 細胞は、その近傍ですでに生じていると予想される神経細胞死によって、in 

vivo ですでに十分な活性化状態を獲得しており、緩徐進行性の病態下の神経変性疾患モデ

ル由来の Th 細胞は、神経細胞障害には in vitro の追加の抗原刺激を必要としないのであろ

うと考えられた。次に、ここで示された神経細胞死の誘導が、グランザイム B 依存性の反

応であることを確認するために、5xFAD マウスに加えて、同マウスをグランザイム B 欠損

マウスと掛け合わせた、グランザイム B 欠損 5xFAD マウスの中枢神経系から分離した Th

細胞を用いて、先ほどと同様に神経細胞に対する障害性の比較を行なった。その結果、

5xFAD マウス由来の Th 細胞との共培養により誘導された神経細胞死数は、グランザイム



 

                

69 

 

B 欠損 5xFAD マウス由来の Th 細胞ではキャンセルされることが明らかとなり、CNS 由来

Th 細胞との共培養で誘導される神経細胞障害が、グランザイム B 依存性であることが確か

められた(図 4-3)。以上の解析結果から、神経疾患モデルマウスの神経細胞内で発現量増加

した ORF1 抗原などに、中枢神経系に浸潤した Th 細胞が活性化し、グランザイム B の放

出を介して直接的に神経細胞障害を引き起こすことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-3 マウス胎児海馬由来初代培養神経細胞を用いた神経細胞障害活性のグラ

ンザイム B 依存性の解析。Control: Th 細胞非存在下（抗 CD3 抗体のみ添加）、

FAD CD4: 5xFAD マウスの CNS 由来 Th 細胞と共培養、GKO CD4: /グランザ

イム B 欠損 5xFAD マウスの CNS 由来 Th 細胞と共培養し、培養後 3 日目の生存

神経細胞の割合を示す。n=3, *P<0.05、ns; 有意差なし 

図 4-2 初代培養神経細胞を用いた神経疾患モデルマウス CNS 由来 Th 細胞の神経細胞障害性の解析 

(A) EAE マウス CNS 由来の Th 細胞を海馬由来初代培養神経細胞と 3 日間共培養した際の神経細胞残

存率を示した。n=4, *P<0.05、ns; 有意差なし 

(B) mSOD1 マウス（16 週齢）CNS 由来の Th 細胞を海馬由来初代培養神経細胞と 3 日間共培養した

際の神経細胞残存率を示した。n=4, **P<0.01, ***P<0.001 

(C)5xFAD マウス(12 か月齢）CNS 由来の Th 細胞を海馬由来初代培養神経細胞と 3 日間共培養した

際の神経細胞残存率を示した。n=3, **P<0.01 

A B C 
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4-2-3 L1 活性化阻害剤の病態改善効果と神経細胞障害性 Th 細胞の抑制 

前項までの解析から、複数の神経疾患モデルマウスの CNS 由来 Th 細胞が、活性化に伴

って神経細胞障害性のグランザイム B を放出すること、および培養神経細胞に対して直接

的な神経細胞障害活性を示し、この障害活性がグランザイム B 依存的であること、などが

明らかとなった。一連の神経細胞障害性は、慢性炎症下に生じた Eomes 陽性 Th 細胞の CNS

内浸潤と、同時に神経細胞内で生じた異所性の L1 活性化の結果として生じると考えられる

ことから、最後に L1 活性化を阻害する薬剤の投与により、神経変性病態の改善が得られる

かどうかについて検討を試みた。まず SPMS モデルマウスの神経変性病態に対して、レト

ロウイルス治療剤であるヌクレオシド系逆転写酵素阻害剤(NRTI)のうち、L1 の ORF2 タ

ンパク質に対しても阻害活性を示す薬剤の一つであるラミブジン(3TC)を経口投与するこ

とにより、症状の改善が得られるかを検討した。まず SPMS モデルマウスに対して、発症

時より 3TC の経口投与を行ったところ、病態の有意な改善が認められた（図 4-4A）。さら

にこのとき、中枢神経組織内の Eomes 陽性 Th 細胞の集積が、3TC 投与後に対照群に比べ

有意に減少していること、さらに神経細胞内における L1 由来の ORF1 発現量も減少傾向に

あることが確かめられた(図 4-4B,C)。 
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同様に、神経変性疾患モデルマウスに対する 3TC の病態改善効果を検証するための実験

を行った。生後 9 週齢の mSOD1 マウスに対して 3TC を経口投与し、実験終了時まで投

与を継続した。グリップテストを週１回試行することにより神経変性による筋肉の萎縮の

程度を測定し、病態進行の指標とした。その結果、筋肉強度は 3TC 投与群でより維持さ

れる傾向が認められ、ORF1 と ORF2 の発現も減少傾向が認められたが、残念ながら有意

差は得られなかった (図 4-5A,B)。一方、SPMS モデルマウスの検討の場合と同様に、脊

髄神経組織内への Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤は、3TC 投与群で有意に減少することが確か

図 4-4  L1 活性化の阻害による SPMS モデルマウスの病態改善効果 (A) SPMS モデルマウスに 3TC

または PBS を週５日間経口投与した時の臨床スコアの結果。***, P<0.001. (B) CNS 浸潤 Th 細胞の

Eomes 発現比較の結果。*, P<0.05. (C) 神経細胞の ORF1 発現の比較結果。有意差なし。 

図 4-5  L1 活性化の阻害による mSOD1 マウスの病態改善効果 

(A) 脊髄神経細胞における ORF1 および ORF2 領域の転写産物の発現量変化を RT q-PCR 法を用いて

定量し、対照群と３TC 投与群の間で比較解析した結果。 

(B) グリップテストの経時的な解析結果。DW: 対照群（水投与）、3TC: 3TC 投与群、n=8 

(C)CNS 浸潤 Th 細胞の内 Eomes 発現頻度の解析結果（左：フローサイトメトリーによる解析画像。

右：統計解析後の結果、n=3 *P<0.05） 
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められた(図 4-5C)。よって今回の研究で用いた SPMS モデルマウスと mSOD1 マウスの

いずれにおいても、3TC の経口投与による L1 の逆転写酵素阻害による神経変性症状の改

善傾向と L1 転写の抑制傾向が認められ、同時に中枢神経系への Eomes 陽性 Th 細胞の有

意な減少効果が得られた。L1 の異所性活性化が、Eomes 陽性 Th 細胞の機能制御を介し

て、神経変性病態の形成に関わっている可能性が示された。 
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4-3 考察 

 

第２章および第３章の解析から、共通して神経変性病態を呈しつつも、臨床症状や経過が

全く異なる３種類の病態モデルマウスにおいて、発症に伴う中枢神経系への Eomes 陽性 Th

細胞の浸潤と増加、および神経細胞の L1 活性化が、各モデルマウスに共通して認められる

病態に関連した変化であることが示されたことから、本章では、L1 由来の ORF1 タンパク

質が CNS 浸潤 Th 細胞の活性化抗原としてグランザイム B 産生を誘導するか、さらに活性

化した CNS 由来 Th 細胞が神経細胞を直接障害する活性を示すか、の２点について検討を

加え、いずれも予想通りに生じていることを確認することができた。 

まず SPMS と Eomes 陽性 Th 細胞の関連については、SPMS 患者の末梢血と中枢神経組

織内で、Eomes 陽性 Th 細胞が選択的に増加すること、特に末梢血中の Eomes 陽性 Th 細

胞頻度は、神経変性病態を反映する障害進行度と極めてよく相関することが明らかとなっ

ている(Raveney et al., 2021)。さらに SPMS 患者末梢血由来の Th 細胞においても、抗 CD3

抗体による活性化によってグランザイム B の放出が増強することが示されている（未発表

データ）。本研究では、さらにそのプロトタイプ抗原としての ORF1 タンパク質の機能と挙

動を詳細に解析し、CNS 浸潤 Th 細胞が ORF1 刺激を受けて活性化することで、グランザ

イム B 依存性の神経細胞障害に対して中心的な役割を果たすことが明らかとなった。 

さらに今回の解析結果から、神経変性疾患モデルマウスにおいても、同様の機序が神経変

性病態に共通して関与することが新たに示され、神経変性疾患患者の病態形成過程におい

ても、類似の機序が関与する可能性が初めて示された。慢性炎症環境がもたらすエピジェネ

ティクスの撹乱は、L1 などの非 LTR 型レトロトランスポゾン以外にも、LTR 型レトロト

ランスポゾンである内在性レトロウイルスの発現を亢進させることが報告されている。ま

た、多様な non-cording RNA に含まれる 100 アミノ酸以下の短い読み枠は、そのサイズか

ら機能的なタンパクをコードするとは見なされず、「non-coding」の名前がついたわけだが、
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これらの翻訳産物も抗原提示細胞の MHC クラスⅡ上に提示されるペプチドのソースとし

ては十分意味があると予想される。今回の研究では、L１遺伝子の構造が、進化の過程で比

較的保存されていることと、約 50 万コピーという１ゲノム中の最大のコピー数から、3TC

による介入実験などにおいて、病態との相関を示すことがより容易だろうという予測に基

づいて解析を進め、L1 がコードする ORF1 がプロトタイプ抗原の一つであることを示した。

上記の異所性発現遺伝子の翻訳産物の多くマクロな細胞応答としては検出できないかもし

れないレベルで、類似の機序に CNS 浸潤 Th 細胞の活性化を通じて免疫依存性の神経細胞

障害に関与することは十分に考えられる。今後、神経変性モデルマウス由来の神経細胞を対

象としたプロテオミクス解析などを通じて、さらなる未知抗原の探索を行いたいと考えて

いる。 

さて神経変性疾患の神経細胞内に認められるタンパク質の異常凝集に対して、その凝集

タンパク質が T 細胞を活性化するという報告はいくつかあり(Ciccocioppo et al., 2020)、パ

ーキンソン病に関連した-シヌクレイン（-Syn）に対する免疫反応が最も研究が進んでい

る。CD4 陽性 T 細胞と CD8 陽性 T 細胞が共に-Syn に対する反応性を示すことが報告さ

れている(Sulzer et al., 2017)。病態下の-Syn はさまざまな分子内修飾を受けるため、それ

らがネオ抗原として T 細胞に認識される可能性はあるが、それらの T 細胞の反応が-Syn

に対する自己免疫応答かどうかは不明であり、さらにパーキンソン病における T 細胞の活

性化が、黒質緻密部の神経細胞を障害する機序もわかっていない。本研究で示した Th 細胞

応答との最大の違いは自己免疫応答への依存性の有無であり、Eomes 陽性 Th 細胞の活性

化は自己免疫応答とは無関係に、異所性に発現した L1 由来タンパク質をネオ抗原として認

識することにより惹起される。MS などの発症おいては、潜伏感染した EB ウイルス由来の

タンパク質とミエリン抗原との間の交差反応によって自己反応性 T 細胞が活性化する、い

わゆる「molecular mimicry（分子模倣）」という機序が知られているが、免疫依存性神経細

胞障害に関わる Eomes 陽性 Th 細胞も、元々L1 由来タンパク質に反応して増殖、分化した
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とは考えにくいため、何らかの未知分子に反応性の Th 細胞が、L1 タンパク質に対する分

子模倣を介して活性化している可能性もある。 

 さて一連の解析結果から、SPMS および２種の神経変性モデルマウスにおいて、 

① 発症に伴う中枢神経組織内への Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤増加 

② 発症に伴う神経細胞の L1 活性化と ORF1 タンパク質の発現上昇 

③ ORF1 反応性の CNS 浸潤 Th 細胞によるグランザイム B 依存性の神経細胞障害 

がそれぞれ示された。先行研究から、グランザイム B 遺伝子の欠損マウスに SPMS 相当の

病態を誘導すると、対照マウスに比べて臨床症状が有意に改善し、グランザイム B 欠損に

よるによる細胞障害性の低下が、病態改善の原因であることがわかっていた。本研究ではさ

らに、海馬由来初代培養神経細胞と神経疾患モデルマウス由来 Th 細胞の共培養実験から、

３つの神経変性モデルマウスのすべてで、Th 細胞によるグランザイム B 依存性の神経細胞

死を示すことに成功し、神経細胞死を伴うより広範な神経変性疾患に共通する免疫依存性

の神経細胞障害機序の重要性が明らかとなった。 

この結果を受けて最後に、L1 の活性化阻害剤による免疫依存性の神経変性病態の改善効

果を検討した結果、3TC 投与群では臨床症状の改善あるいは改善傾向と、これに伴う脊髄

神経細胞内の L1 発現が抑制される傾向にあり、Eomes 陽性 Th 細胞の浸潤程度も有意に低

下していた。L1 の活性化が免疫依存性神経細胞障害に中心的な役割を果たすこと示す新た

なデータが得られたが、今回、一部の解析においては、3TC の有意な抑制効果を示すこと

ができなかった。今後 3TC の飲水投与に切り替えるなど投与方法を改善することにより、

有意な病態改善効果を得るための解析を継続して実施していく予定である。 

前述の通り３TC は、レトロ転位に関わる逆転写酵素を標的とする逆転写酵素阻害剤であ

り、ORF1 タンパク質の発現が直接阻害されることは考えにくい。3TC による L1 発現抑

制の可能性としては、逆転写酵素阻害によってホストゲノム内への転位が完了せず、細胞

質内に蓄積したフリーの核酸によって cGAS-STING や RIG-I-MDA5 などの核酸センサー
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が活性化する。その結果産生されるⅠ型インターフェロン(IFN-I)の抗ウイルス作用によ

り、L1 転写抑制と ORF1 の発現量減少、さらには Eomes 陽性 Th 細胞数の減少が生じた

と考えれば説明がつく。一方、L1-GFP レポーターマウスを用いた解析から、L1 転位の頻

度と分布が神経細胞選択的に異なることが明らかとなり、特に脊髄前角細胞の L1 転位の

頻度が著しく高い傾向を示すことが分かった。免疫依存性神経細胞障害は、先行する自律

的な神経細胞死に伴う抗原の供給に応じて発動することから、3TC が神経変性病態の抑制

効果を示したという結果は、L1 転位そのものが自律的な神経細胞死の制御に関与する可能

性を示している。すなわち L1 による自律的細胞死の頻度低下により免疫依存性神経細胞

障害が阻害されたとすれば、ALS において運動ニューロンが選択的に障害される理由も十

分に説明が可能となる。L1 が、自律的および非自律的神経細胞死の双方に関わるという新

たな可能性が示されたため、神経変性疾患における L1 の役割をより包括的に解析するこ

とで、解明困難とされている神経変性疾患の発症機序の全貌を明らかにしていきたいと考

えている。 
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AD、PD、ALS などに代表される神経変性疾患の発症メカニズムは不明であり、根本

的な治療法はいまだ開発されていない。多様な疾患名で臨床診断上は区別される神経変性

疾患は、確かに神経変性が生じる部位と、それに伴う臨床症状が多様であるにも関わらず、 

共通したいくつかの特徴的な所見があることが知られている。神経細胞内の異常な凝集タ

ンパク質の蓄積は、そのような特徴的な所見の一つで、例えば患者剖検脳の解析から、AD

では Aβ、PD ではα-Syn、ALS では TDP-43 といったように、疾患ごとに特定のタンパ

ク質の凝集体が病変部位と相関して確認されることが多い。特に、家族性の神経変性疾患患

者では、それらの凝集タンパク質をコードする遺伝子内に特定の変異が認められることか

ら、変異タンパク質の gain of function または loss of function と神経変性疾患の病態との

関連を明らかにすることが、神経変性疾患研究の主流となっている。ところが、変異遺伝子

を導入したトランスジェニックマウスモデルなどが、ヒトの神経変性疾患のすべての病態

を反映するとは限らないことや、遺伝子は正常な孤発性患者の大半でも特定のタンパク質

の異常凝集が確認できることから、凝集タンパク質の存在そのものが病態と直接関連する

かどうかについては長年議論が続いている。また凝集タンパク質の種類は疾患ごとに完全

に区別されるものではなく、各神経変性疾患の間で著しいオーバーラップが認められる。し

たがって、現在知られているタンパク質の異常凝集自体が特定の機能を獲得あるいは喪失

することで、各神経変性疾患に特徴的な病態を引き起こしている可能性と同程度に、これら

のタンパク質凝集が何らかの形で働きかけることで発症が促進される、神経変性病態のよ

り根本的な原因が各神経変性疾患に共通して存在する可能性がある。そのような原因は必

ずしも神経細胞のみに求める必要はなく、本研究ではそのような各神経変性疾患に共通し

て存在する根本的な原因の一つとして、免疫依存性の神経細胞障害の存在を示すことには

じめて成功し、その病態機序の解明の過程で、神経変性疾患を脳全体の炎症症状と密接に関

連した異常として捉えることで、神経細胞自律的・非自律的な両方の側面から、神経変性病

態の全体像に迫ることができた。（次頁表） 
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  神経変性疾患では、神経変性部位に慢性炎症を生じることが知られており、慢性炎症は

エピジェネティックな制御を破綻させることで、異所性の遺伝子発現を誘導するとともに、

Th 細胞を含む様々な免疫細胞を炎症局所にリクルートする。本研究では、３種類の神経変

性モデルマウスを用いて、慢性炎症環境下における神経細胞の L1 の発現亢進と、これに伴

う ORF1 タンパク質の異所性発現を示した。この際、SPMS モデルマウスでは Foxa1 の一

過性とキヌレニンによる AhR の活性

化が、mSOD1 マウスでは神経細胞

周期の異常な亢進が、それぞれ L1 の

発現亢進に関与していた。さらに異

所性に発現した ORF1 タンパク質

が、抗原提示細胞に取り込まれて T

細 胞 に 抗 原 提 示 さ れ る こ と で 、

Eomes 陽性 Th 細胞を活性化し、グ

ランザイム B 依存性の神経細胞障害

を引き起こすことを明らかにした（右図）。 

グランザイム B が神経細胞を障害する機序としては、細胞内と細胞表面の基質をそれぞれ

標的とする２通りの可能性が考えられる。細胞内の主要な基質としては、カスパーゼの切断

による活性化と、ミトコンドリア呼吸鎖の complex I の切断があり、いずれも標的細胞のア

ポトーシスを直接誘導することができる。ただしグランザイム B が細胞内基質に到達する

ためには、通常グランザイム B とセットで働くパーフォリン分子が、標的細胞の細胞膜内

ORF1

Eomes陽性
Th細胞

ミ ト コンド リ ア？

グランザイムB

免疫依存性
神経細胞障害

神経細胞障害

ORF1

ミ クログリア

健常
神経細胞

障害された
神経細胞

抗原提示

EAE/mSOD1/5xFAD

Foxa1/AhR

細胞周期

L1 脱抑制

ORF1

実験データから得られた成果のまとめ 
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に重合体のポアが形成されることで、細胞質に取り込まれる。ところが、これまでに Eomes

陽性 Th 細胞のパーフォリン発現が明確に確認されていないことから、この経路が神経細胞

のアポトーシス誘導の初期に関与するかどうかは定かではない。一方、神経細胞表面に発現

するグランザイム B の基質として、Par-1 分子が知られている。Par-1 はトロンビン受容体

とも言われ、トロンビンによる分子内切断により活性化するが、グランザイム B による Par-

1 の切断は神経細胞死を誘導する。よって初期には Par-1 がグランザイム B の標的となり、

ダメージが蓄積した神経細胞では、さらにカスパーゼやミトコンドリアが標的となって、最

終的に神経細胞死を引き起こすものと考えられる。 

 すでに何度か述べている通り、本研究で明らかにした免疫依存性の神経細胞障害は、一般

的な免疫応答による Eomes 陽性 Th 細胞の活性化を必要とするため、先行する神経細胞死

と、そこから供給される抗原が必須である。現時点では、異常タンパク質の凝集が、この先

行する神経細胞死を担う可能性が高いが、実際どのような機序によるかは今のところ不明

であり、今後の詳細な解析が必要である。いずれにせよ先行する神経細胞死によって免疫依

存性の神経細胞死が誘導されることで、新たに生じた死細胞からさらなる抗原が供給され

る。そして、この悪循環サイクルが複数回繰り返されることにより、より効率的な神経細胞

障害を引き起こすことが予想される。本研究結果から、この神経細胞障害の二段階仮説が、

神経変性病態の伝播、拡散に

重要な役割を果たすことが

明らかとなった（右図）。 

さて病変の伝播と、不可逆

的な進行性の神経障害部位

の拡散は神経変性疾患で認

められる特徴の一つである。一般的に、神経細胞内外の異常凝集タンパク質の集積だけでは、

この進行性の変化をうまく説明することはできない。そこで異常凝集タンパク質の多くが、
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いわゆるプリオン様ドメインを持つという点に着目して、これらのタンパク質も、プリオン

タンパク質と同様に細胞間を伝搬し、その結果として神経変性部位を拡大するというプリ

オン仮説が提唱されている。しかしながら、神経変性疾患に関わる多様なタンパク質が、プ

リオンタンパク質と共通の機序で異常タンパク質の拡散を引き起こすと考えるには、各タ

ンパク質の構造に関する情報が明らかに不足しており、具体的な神経細胞障害機序自体が

不明である。さらに明らかな感染性を示す病原性プリオンタンパク質と異なり、特殊な条件

下においてタンパク質の構造異常が誘発されたことを示唆する痕跡の検出が中心であり、

個体間の伝播についてもいまだ検証が不十分であることから、プリオン仮説のみで神経変

性疾患における障害部位の伝播を説明することは困難と考えられる。本研究で主な解析対

象とした Eomes 陽性 Th 細胞は、中枢神経組織内における異所性発現タンパク質由来の抗

原認識を皮切りに、グランザイム B による周囲の神経細胞死と抗原提示細胞による取り込

み、さらなる Eomes 陽性 Th 細胞の活性化、という悪循環サイクルを引き起こす。したが

って、本研究で明らかにした免疫依存性神経細胞障害機序は、神経細胞非自律的な神経障害

機序として、神経変性疾患における神経障害部位の伝播機序を、プリオン仮説にかわって説

明しうるという点で、大変有意義であると考えられる。 

 繰り返しになるが、神経変性疾患の病態を引き起こす免疫依存性の神経細胞障害におい

て、Eomes 陽性 Th 細胞の少なくとも最初の活性化には、抗原供給源として先行する神経細

胞死が必須である。本研究においてその意義が完全には明らかになっていないことの一つ

に、SPMS モデルマウスと mSOD1 マウスの両方で、活性化に L1 の伴うレトロ転位が、脊

髄神経前角部位に集中して認められたということがある。3TC 投与により mSOD1 マウス

の筋萎縮が抑制される傾向にあったことや、mSOD1 マウスにおける選択的な運動ニューロ

ンの脆弱性を考えると、L1 転位と神経細胞障害の部位選択に何らかの関連があることが示

唆される。L1 レトロ転位は、ホストゲノム内への L1 転写産物の逆転写によっておこり、

転位部位はクロマチン構造の状態によっても左右される。興味深いことに、細胞周期の亢進
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に伴って形成される複製フォーク近傍に、L1 がレトロ転位のためにアタックした結果とし

て生じる異常な DNA 構造は、適当な DNA 修復機構が働かないと、合成致死による細胞死

を引き起こすことが報告されている(Liu et al.; Mita et al.)。神経細胞内で起きる L1 転位が、

同様の細胞死を引き起こすかどうかは、今後解析していく必要があるが、DNA 複製の異常

も神経変性疾患で共通して認められる重要な所見の一つであることは注目に値する。した

がって、本研究で明らかにした神経変性疾患モデルにおける成熟神経細胞の細胞周期亢進

と、それに伴う L1 の活性化は、複製フォーク近傍への L1 転位を亢進させることにより、

合成致死による初期の神経細胞死を引き起こす可能性は十分に考えられる。その意義につ

いてはあまり注目されていないが、Aβやα-Syn には細胞周期を亢進させる活性があるこ

と(Liu et al.)、TDP-43 や FUS は DNA 修復過程に関与すること(Ratti and Buratti)がそれ

ぞれ分かっており、神経変性疾患関連の各種タンパク質の病原性とも矛盾なく説明するで

きる可能性がある。今後は、レトロ転位を視覚的に検出できる L1-GFP マウスと、例えば

神経細胞の細胞周期のステージを視覚的に解析することが可能な FUCCI マウスなどを組

み合わせて解析を進めることで、神経細胞の細胞周期亢進と L1 転位の併存による細胞致死

をさらに解析していくことで、初期の神経細胞障害と L1 との活性化の関連、さらには障害

部位選択性に関する新しい知見が得られると考えている。 

 最後にまとめると、本研究は L1 由来 ORF1 抗原による免疫依存性の神経細胞障害が、グ

ランザイム B の放出と拡散によって、初期の神経死に続く障害部位の伝播、拡大という神

経変性疾患に共通する病態の未知の分子機序を明らかにしたという点で、大変有意義だと

考えている。また、本研究が提唱する発症機序の二段階仮説は、神経変性疾患の病態研究に

これまでにない新しい視点をもたらし、研究分野の発展が後押しされることで、治療法の開

発に役立つ新しい発見を導く手掛かりになることが期待される。今後、神経細胞における

L1 の挙動をさらに詳細に解析することで、各神経変性疾患における病変部位の特異性の解

明を含めた、神経変性疾患の発症機序の全貌に迫りたいと考えている。 
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材料と方法 

実験用マウス 

EAE 誘導に用いたマウスはすべて 6-8 週齢のマウスである。mSOD1 と 5xFAD マウスは 1

それぞれ生後 150 日、15 か月までに実験を行った。マウスは 12 時間ごとに明暗を繰り返

す換気された室内で常温の飲水と試料を与えられ SPF 環境下で飼育された。動物実験では

神経傷害による苦痛を伴うことが予想されるが、手術時には適切な麻酔薬を用い、術後管理

を徹底することで可能な限り苦痛を軽減できるように努めた。また、適切なエンドポイント

を設定し、実験終了後には安楽死を行った。飼育、管理は国立精神・医療研究センタ―動物

実験委員会によって承認のもと行われた(R3-53)。 

 

EAE の誘導と病態評価 

6-8 週齢のマウスに 1mgheat-killed Mycobacterium tuberculosis H37RA(Gifco)を含んだ

complete Freund’s adjuvant に 100μg の MOG35-55 ペプチドをソニケーションにより乳化し

たものを腋下のリンパ節付近に免疫した。EAE 導入１日目と３日目に 100ng の pertussis 

toxin を腹腔内投与した。病態評価は、0, no clinical signs; 0.5, tail weakness; 1, partial tail 

paralysis; 1.5, severe tail paralysis; 2, flaccid tail; 2.5, flaccid tail and hind limb weakness; 3, 

partial hind limb paralysis; 3.5, severe hind limb paralysis; 4, total hind limb paralysis; 4.5, 

hind and fore leg paralysis; 5, death として行った。 

 

フローサイトメトリ―解析 

それぞれの神経疾患モデルマウス中枢神経組織から単離した細胞は、RT、30 分で細胞表面

染色を行った。さらに細胞内染色を行う場合は、4℃、15 分の固定後に膜透過剤中で抗体染

色を行った。細胞は FACS Canto II cell analyzer (BD Biosciences)でデータ取得後、FlowJo 

software (BD BioSciences)で解析を行った。以下に染色に用いた抗体を示す。an Aqua 
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Live/Dead fixable staining reagent (Invitrogen, USA). Monoclonal antibodies (anti-CD4 

(GK1.5), anti-CD8 (53-6.7), anti-CD19 (1D3/CD19), anti-CD45 (30F11), anti-Eomes 

(Dan11Mag), anti-TCR β (H57-597) and anti-GZMB (QA16A02) were obtained from 

BioLegend or Therrmo-Fisher. 細胞周期の解析には Hoechst33342 染色液で染色した神経

細胞を FACS Aria IIu cell sorter (BD BioSciences) に cell cycle phases (G0/G1, S, and G2/M) 

でそれぞれ分取した。 

 

成体マウス中枢神経組織由来神経細胞の培養 

脊 髄 神 経 組 織 か ら 神 経 細 胞 の み を 単 離 す る た め に 、 MACS adult brain issociation 

kit(Miltenyi Biotech)を用い、添付のプロトコールに従って以下の実験を行った。 

最初に成体マウスから脊髄神経組織を摘出し、1 匹につき、付属の BufferA950μl を添加後、

enzymeP 50μl と enzymeY20μl+enzymeA10μl(計 30μl)を添加し、GentleMACS Octo 

Dissociator (Miltenyi Biotech)機器を用いて ADBK_2 プログラムにより細断した。次に、密

度勾配遠心分離法により脂質を除去し、それ以外の細胞分画を non-neuron antibody-

conjugated magnetic beads により標識したものを磁気カラムにより精製し、神経細胞のみ

を単離した。単離後の神経細胞を 3.5×105cells/mL の細胞濃度で DMEM+(Gibco)に懸濁

し、poly-L-lysine(100μg/mL)と laminin(2.5μg/mL)を 37℃、4 時間インキュベートによ

りコーティングした 48 ウェルプレートに 200μl 播種した。その後 5%CO2、37℃のインキ

ュベータに静置し、24h 後に下記の siRNA 処理を行った。 

 

siRNA 処理 

培養した成体マウス中枢神経組織由来神経細胞に Foxa1 特異的 siRNA 処理を行うために、

Magnetofection NeuroMag kit (OZ BIOSCIENCES)を用いた。4 種類の Foxa1 特異的

siRNA(10μM)とスクランブル RNA(20μM)を、それぞれ最終濃度 100nM になるように
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200μl の Opti-MEM に懸濁し、さらに付属の磁気ビーズ 2.5μl を添加し懸濁後、室温で 20

分静置し、その後指定の磁気プレート上で室温 15 分静置した。5%CO2、37℃のインキュベ

ータに戻し、24 時間後と 48 時間後に細胞を回収し、350μl の RLT 溶液、または、100μl

の NP-40 細胞溶解液に溶解し、直ちに-80℃に保存した。 

 

RNA 抽出と qRT-PCR 法 

細胞からの RNA 抽出には RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用い、核・細胞質に分画した RNA

抽出には Cytoplasmic &Nuclear RNA purification Kit(Norgen Biotek)を用い、添付のプロト

コールに従って実験を行った。転写産物の定量は、抽出した RNA をランダムヘキサマーを

含む first-strand cDNA Kit(Takara Bio)によって cDNA 化し、SYBR Green Master mix 

(Roche)に混合した後、LightCycler 96 instrument (Roche Diagnostics)を用いたリアルタイ

ム qRT-PCR 法によって行った。 

 

免疫染色法 

免疫染色画像取得のために成体マウスを PBS と 4%para-formaldehyde(PFA)で還流固定後、

脊髄組織を摘出し、4% PFA 中で４℃、24h 固定した。その後 PBS で RT、４ｈ洗浄後、

７％、１５％、３０％スクロールでそれぞれ４ｈ、RT で置換を行った。その後、ドライア

イス上で O.C.T.compound (Sakura finetek, USA )に包埋し、-80℃に保管した。凍結切片作

成には、Cryostar NX70 cyostat (Thermo Fisher Scientfic)を用い、厚さ 30μm でスライド

グラスにセクショニング後、風乾し、-80℃に保存した。染色直前に RT に戻し、よく乾燥

させた後、0.2%PBS-triton、５分で脱脂をし、PBS で３回洗浄後、SEA BLOCK blocking 

buffer で 1h、RT ブロッキングした。１次抗体は 24h、4℃で染色後、PBS で３回洗浄し、

２次抗体は 4h、RT で染色した。PBS３回洗浄後、fluorescence mounting medium with DAPI 

(Southern Biotech, USA)を滴下し、カバーガラスで覆った。蛍光色素 conjugate 抗体を用い
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る場合は、4h、RT で処理後、同様の方法でサンプリングした。すべての画像は BZ-X710 

automated fluorescencemicroscope (Keyence, Japan)によって取得した。染色に用いた抗体

を以下に示す。Rabbit anti-L1 ORF1p (Novusbio, USA), Alexa Flour 488-conjugated rabbit 

anti-NeuN (Abcam), Alexa Fluor 647-conjugated Anti-Rabbit IgG (Jackson 

ImmunoResearch, USA), Alexa Fluor 647-conjugated rabbit anti-NeuN (Abcam)(1:200), 

anti-Olig2 (biorbyt)(1:50), Alexa Fluor 488-conjugated anti-Olig2 (Millipore)(1:50), Alexa 

Fluor 647-conjugated anti-Iba1 (Millipore, USA) (1:50), anti-IBA1  (LSBio, USA) (1:50), 

Alexa Fluor 647-conjugated anti-GFAP (invitrogen, USA) (1:50), Alexa Fluor 488-

conjugated anti-GFAP (invitrogen, USA) (1:50), Alexa Fluor 647-conjugated anti-Rabbit 

IgG (Jackson ImmunoResearch, USA)(1:200). For cell cycle analysis, Alexa Fluor 647-

conjugated anti-Geminin (Santa Cruz, USA)(1:50), Alexa Fluor 488-conjugated anti-

Cdt1(Santa Cruz, USA)(1:50) and Alexa Fluor 647-conjugated anti-pRB1(Santa Cruz, 

USA)(1:50) 

 

競合 ELISA 法を用いたキヌレニンの定量 

キヌレニンタンパク質量の定量には EAE マウス脊髄組織を摘出後、Kynurenine ELISA high 

sensitive kit (KR3728, IDK Germany)を用いて、添付のプロトコールに従って実験を行った。

添付の buffer 内で脊髄組織を氷中でホモジナイズし、14,000g で 10 分間、4℃で遠心した。

上清のみを回収後、キヌレニンの定量を行った。 

 

細胞周期の解析 

前述の手法により、成体マウス脊髄組織から神経細胞を単離後、Hoechst33342(DOJINDO, 

Japan)1:100 で 37℃、30 分間染色した。最後の 5 分間は Live/Dead Near-IR Dead Cell Stain 

Kit (Invitrogen, USA)1:100 を添加し、CO２インキュベータ内に静置した。細胞は FACS Aria 
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IIu cell sorter によって G0/G1, S, G2/M phase でそれぞれ分取した。 

 

ELISpot 解析 

ORF1 タンパク質発現のために、発現プラスミド pRSET ベクター(Invitrogen)に全長の

ORF1 配列を挿入し(Hohjoh and Singer, 1996; Hohjoh and Singer, 1997)、TNT T7 Quick 

Coupled Transcription/ Translation System (Promega)で in vitro 翻訳により ORF1 タンパ

ク質を取得した。ORF1 タンパク質の発現確認のために Transcend tRNA(Promega)を用い

て発光色素で標識された tRNA により発現させた ORF1 タンパク質を in vitro system で作

製し、SDS-PAGE 法により定量した。骨髄由来樹状細胞作製のために、B6 マウスから骨髄

細胞を摘出し、20ng/ml GM-CSF を含んだ DMEM 中で培養した。培養開始後３日目と６

日 目 に 半 量 を 新 鮮 な medium に 交 換 し た 。 培 養 開 始 後 8 日 目 に 、 100ng/ml 

lipopolysaccharide(LPS)と 20ng/ml の IL-4 を添加し、再び CO2 インキュベータの中で 24h

静置した。その後、FACS Aria IIu cell sorter によって CD11ｃ
＋、MHCⅡhi、F4/80－細胞の

みを骨髄由来樹状細胞として分取し、in vitro translation system によって取得した ORF1 タ

ンパク質に 6-12 時間曝露した。中枢神経組織由来の Th 細胞を FACS Aria IIu cell sorter に

よって分取し、ELISpot plate 上で BMDC と共培養し、72h、37℃、CO2 インキュベータ内

に静置した。PBS で２回洗浄後、抗 CD4 抗体と抗グランザイム B 抗体で標識された plate

メンブレン上に残った細胞を ELISpot mouse CD4+/GranzymeB kit (R&D)に含まれる抗グ

ランザイム抗体で染色し、そのスポット数を定量した。 

 

神経細胞障害性の解析 

海馬由来初代神経細胞作製のために E15.5 胎児マウス海馬由来の神経細胞を摘出し、96well 

plate 内で DMEM＋medium 中、24h、37℃で培養した。培養開始後 2 日目に培養液を

Neurobasal Medium (Miltenyi)、NeuroBrew -21(MACS)、sodium pyruvate(Gibco)、2-
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ME(Gibco)に置換した。培養開始後 3 日目に、培養液を Neurobasal Medium (Miltenyi)、

NeuroBrew -21(MACS)、sodium pyruvate(Gibco)に置換し、その後は 3 日おきに半量交換

した。14 日目に FACS Aria IIu cell sorter によって分取したそれぞれの神経疾患モデルマウ

ス中枢神経組織由来 Th 細胞を加え(EAE; 5000cells/well, SOD.FAD; 2000Th cells/well)、

72h、37℃、CO2 インキュベータ内で共培養した。PBS で 2 回洗浄後、CellToter-Glo 

2.0(Promega)により ATP 量を定量し、残存した生細胞数の解析を行った。 
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支援員の金丸暁子さんに厚く御礼申し上げます。金丸さんは学生生活のみならず、育児の大
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 国立精神・神経医療研究センター神経研究所免疫研究部の皆様  

 

研究生として迎えて下さった国立精神・神経医療研究センター神経研究所免疫研究部部長 

の山村 隆先生に厚く御礼を申し上げます。いつもデータミーティングなどでくださったご 

助言は研究活動の励みとなっておりました。ありがとうございました。  

 

そして、本論文作成にあたり多くの時間を割き、ご指導をしてくださった国立精神・神経医 

療研究センター神経研究所免疫研究部 室長の大木 伸司先生に心より御礼を申し上げます。 
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な困難がありましたが、大木先生の励ましの言葉を胸に頑張ることで、いつも最後には道が 

開ける、そのような研究生活でした。実験計画、実験手法、プレゼンテーションの仕方、論 

文の書き方、そして研究に対する心構えなど、研究に必要なことを多岐にわたり教えていた 

だきました。大木先生のもとで学ばせていただいた研究生としての日々は何ものにも代え 

難い時間でした。本当にありがとうございました。  

 

国立精神・神経医療研究センター神経研究所免疫研究部 研究員の張 晨阳博士には、マウ 

ス実験手技のすべてを教えていただいたこと、厚く御礼申し上げます。ありがとうございま 

した。  
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とうございました。  

 

 



 

                

100 

 

そのほかの場面でお世話になった方々  

 

研究や実験に関して困難に直面した際に、様々なアドバイス、サポートいただいた東京工業 

大学生命理工学院教授 一瀬 宏先生、東京工業大学科学技術創成研究院未来産業技術研究

所 教授 栁田 保子先生にはこの場をお借りして厚く御礼申し上げます。 

 

東京工業大学情報生命博士教育課程(ACLS)では、様々な支援をしていただき、特に教育院

長の情報理工学院 情報工学系 教授 秋山 泰先生、情報生命博士教育課程  事務担当   

岡田 知子さんを始めとする関係者の皆様に研究活動を支えていただいたことを深く感謝

いたします。ACLS で得た分野を超えた知識や経験、人脈等を今後の研究生活においても大

切にしていきたいと思います。 

 

林研究室の後輩各位、東京工業大学関係各位、国立精神・神経医療研究センター神経研究所 

各位にも厚くお礼を申し上げます。後輩各位におかれましては益々のご活躍を祈っており

ます。  

 

そして最後に、研究生活と学位取得を最後まで応援し支えてくれた父、母、叔母、         

そして息子の康一郎と、研究のきっかけをくれた祖父に心から感謝致します。 

 

 

 

令和 4 年 5 月吉日 東京工業大学生命理工学院 林研究室 

                      髙橋 文緒 


