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第一章 要旨 

 

 多発性硬化症などの脱髄疾患は、炎症、脱髄、グリオーシス、軸索変性を特徴とす

る。脱髄巣ではオリゴデンドロサイト細胞死と炎症が観察され、炎症の制御は脱髄疾患

治療の重要なターゲットであり、これまでに生化学的、組織学的な研究がおこなわれ

てきた。今回我々は、 マウス脱髄疾患モデルを用い、細胞内シグナル Erk2 が中枢神

経炎症制御において果たす役割を解析した。カプリゾンの経口投与による可逆的な

脱髄モデルを選択し、Nestin-Cre によって神経幹細胞由来の細胞で Erk2 発現が欠失

したコンディショナルノックアウトマウスを用い、行動学的、生化学的、組織学的に解析

を行った。その結果、Erk2 欠損マウスではカプリゾン投与による炎症性脱髄病態が軽

減しており、そのメカニズムとしてアストロサイトでの Erk2 活性化が炎症反応の増大に

寄与していると考えられた。今後、炎症を伴う中枢神経疾患に対する分子標的治療の

ターゲットとして、アストロサイトの Erk2 活性化に係るシグナルは有望な候補の一つで

あると考えられる。 
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第二章 略語 

 

BBB: blood-brain barrier 

BSA: bovine serum albumin 

Ccl: C-C motif chemokine ligand 

CNS: central nervous system 

Cxcl: C-X-C motif chemokine ligand 

D-MEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

Erk: Extracellular signal-regulated kinase 

FBS: fetal bovine serum 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 

Iba1: ionized calcium binding adaptor molecule 1 

IP-10/Cxcl-10: interferon gamma-induced protein 10 

LFB: luxol fast blue 

LPS: lipopolysaccharide 

MAG: myelin associated glycoprotein 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

MBP: myelin basic protein 
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MCP-1/Ccl2: monocyte chemotactic protein-1 

Mek: MAPK/Erk kinase 

MIP-1α/Ccl3: macrophage inflammatory protein 1 alpha 

MS: multiple sclerosis 

NF-κB: nuclear factor kappa B 

PCR: polymerase chain reaction 

PFA: paraformaldehyde 

RANTES/Ccl5: regulated and normal T cell expressed and secreted 

TNFα: tumor necrosis factor alpha 
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第三章 序文 

 

 中枢神経脱髄疾患のひとつである多発性硬化症は、炎症、脱髄、グリオーシス、軸

索変性を特徴とする。脱髄巣ではオリゴデンドロサイト細胞死と炎症が観察され、炎症

はオリゴデンドロサイト細胞死の誘因のひとつであると考えられている[1]。したがって、

炎症の制御は脱髄疾患治療の重要なターゲットであり、これまでに生化学的、組織学

的な研究がおこなわれてきた。中枢神経炎症の組織学的な所見には、リンパ球やマク

ロファージの浸潤、局所のミクログリアやアストロサイトの活性化が含まれる[2]。 

 アストロサイトは、中枢神経で最も多いグリア細胞で、脳の恒常性維持に多様な機能

を持つ[3]。一方、病的状態においてアストロサイトは活性化され、細胞突起の増加、

GFAP の発現増加、Nestin の再発現を特徴とするアストログリオーシスを形成する[4]。

同時に様々な炎症関連分子や成長因子の産生を亢進することで周囲に影響を及ぼ

す[5]。脱髄においてもアストログリオーシスは炎症反応に含まれ、その機能は様々な細

胞内シグナルによって制御されている[6,7]。 

 細胞内シグナルの一つである Extracellular signal-regulated kinase （Erk） は細胞の

分化、増殖、生存に関与し、すべての細胞に普遍的に存在している[8]。Erk には 84%

相同の 2 つの isoform、Erk1（44 kD）と Erk2 （42 kD）があり[9]、Erk1 の機能の多くは

Erk2 によって代償されるが、Erk2 KO は胎生致死であることにより Erk2 は固有の機能
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を有していると考えられている[10]。 

中枢神経の炎症における Erk シグナルの関与については、in vivo 実験系でいくつ

かの報告がある。アストロサイト培養に high-mobility group box 1 (HMGB1) 蛋白を投

与して惹起される炎症は Erk シグナルを介している[5]、あるいはスライス培養に NMDA

を投与する脳虚血モデルで、炎症関連分子（MCP-1/Ccl-2）産生にアストロサイト Erk

活性化が重要とすると報告されている[11]。つまり、アストロサイトの炎症関連分子発現

に Erk シグナルが関与していることが示唆されている。 

一方、Erk2 固有の機能に関して、Satoh らは Erk2 欠損が学習や長期記憶を障害す

ると報告し[10]、また Imamura らは Erk2 欠損が発生期における Ventricular Zone の神経

幹細胞の増殖を抑制すると報告している[12]。しかし、脱髄組織における反応性アストロ

サイトで Erk、とりわけ Erk2 がどのように働いているかについては不明である。 

 今回我々は、 マウス脱髄疾患モデルを用い、細胞内シグナル Erk2 が中枢神経炎

症制御において果たす役割を解析した。モデルとして銅キレート剤であるカプリゾンの

経口投与により可逆的な脱髄モデルを選択した[13]。さらに Nestin-Cre によって神経幹

細胞由来の細胞で Erk2 発現が欠失したコンディショナルノックアウトマウス（Erk2 cKO）

を用い[10]、行動学的、生化学的、組織学的に解析を行うことで、アストロサイトの Erk2

が炎症と脱髄の過程で担う機能を明らかにした。  
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第四章 実験材料及び方法 

 

実験材料 

1.   動物 

8 週齢の C57BL/6J 雌マウスと Wistar 妊娠ラットはオリエンタル酵母工業株式会社より

購入した。Erk2 flox マウスは東京都老人総合研究所の遠藤昌吾先生より提供された。

また、コンディショナルノックアウトマウス作製に際し使用した、Nestin プロモーター制

御下に Cre リコンビナーゼを発現する Nestin-Cre トランスジェニックマウスは、京都大

学ウィルス研究所の影山龍一郎先生より提供された[14]（図 3A）。Cre 発現レポーター

解析に用いた CAG-floxed Neo-EGFP マウスは、理化学研究所バイオリソースセンター

より提供された（図 3D）。いずれのマウスも C57BL/6 back ground で維持し、両系統

を交配させることで Erk2 コンディショナルノックアウトマウス（Erk2 cKO）を作出した。マ

ウス遺伝子型の同定は、尾からゲノム DNA を抽出し REDExtract-N-AmpTM Tissue 

PCR Kit（Sigma 社）を使用して、以下のプライマーを用いて PCR により行った。 

Erk2 flox マウスの genotyping 

 mE2-F2 (5’ AAGGCTCACAGTGACAGTGACACC 3’) 

 mE2-R1 (5’ AGAGTTTCATTATGGAGTCCTCGC 3’) 

Erk2 cKO マウスの genotyping 
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 mE2-F2 (5’ AAGGCTCACAGTGACAGTGACACC 3’) 

 mE2-R1 (5’ AGAGTTTCATTATGGAGTCCTCGC 3’) 

 mE2-F3 (5’ GATCTGATGCTTGCCAAAGCC 3’) 

すべての動物実験は「動物の保護及び管理に関する法律」、「動物実験の飼養及び

保管などに関する基準（総理府告示）」、「東京大学医学部動物実験指針」および「国

立障害者リハビリテーションセンター動物実験指針」に従って行った。 

 

2.   抗体ならびに試薬類 

 D-MEM, Penicillin、Streptomycin は和光純薬工業株式会社より、ウシ胎児血清 

(fetal bovine serum: FBS)は MP biomedicals 社より購入した。Lipopolysaccharides

（ Escherichia coli O127:B8 株 ） 、 U0126 （ Mek 阻 害 薬 ） 、 カ プ リ ゾ ン

（bis-cyclohexanone-oxaldihydrazone）は Sigma-Aldrich 社より購入した。SB203580

（p38 MAPK 阻害薬）、SN50（NF-κB 阻害薬）は Carbiochem 社より購入した。 

rabbit 抗 Erk1/2 抗体、rabbit 抗 phospho-Erk1/2 抗体、rabbit 抗 phospho p38 

MAPK 抗体（#9215）、rabbit 抗 phospho-JNK 抗体（#9251）、rabbit 抗 IκBα 抗体

（#4812）、rabbit 抗 phospho-Akt （Ser473） 抗体、rabbit 抗 phospho-STAT3 （#9131） 

抗体は Cell Signaling 社より購入した。mouse 抗 phospho-Erk1/2 抗体（sc7383）は

Santa-Cruz 社より購入した。rabbit 抗 Iba-1 抗体は和光純薬工業株式会社より購入し
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た。rabbit 抗 GFAP 抗体（AB5804）は Millipore 社より購入した。mouse 抗 GFAP 抗体

（MAB360）は Carbiochem 社より購入した。TO-PRO-3、ProLong® Gold は Invitrogen

社より購入した。 

  

実験方法 

 

1. カプリゾン投与  

脱 髄 疾 患 の 動 物 モ デ ル と し て は 、 銅 キ レ ー ト 剤 の カ プ リ ゾ ン モ デ ル や 、 

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis （EAE）実験的自己免疫性脳脊髄炎モ

デルが主に用いられている（表１）。EAE モデルの機序は、中枢神経蛋白 Myelin 

Oligodendrocyte Glycoprotein に対する免疫応答、即ち末梢で活性化された中枢神経

蛋白反応性 T 細胞が中枢神経に侵入し、局所で活性化されて脱髄や神経障害をきた

すと考えられている。EAE の機序は多発性硬化症と多くの病態を共有すると考えられ

ている。一方、カプリゾン投与モデルの機序は、ミトコンドリア障害によるオリゴデンドロ

サイト細胞死と、それに続く炎症細胞浸潤と活性化による脱髄を起こすと考えられてい

る[15,16]。その特徴として、脳血管関門の破綻がなく T 細胞の関与がないことや[17]、

EAE より脱髄の再現性が高いことなどがあげられ、カプリゾン含有飼料の 6 週間経口

投与は中枢神経の脱髄と再髄鞘化モデルとして確立されている[13,18]。 



Cuprizone モデル EAE モデル

0.2% Cuprizone
経口投与

投与方法 MOG、アジュバント
皮内注射

オリゴデンドロサイト障害
に続く炎症細胞浸潤

機序 MOG への免疫
T細胞浸潤

なし 脳血管関門破綻 あり

なし T 細胞の関与 あり

脳梁部で高率に脱髄を
認める

脱髄再現性 空間的再現性は低い

表 1 主な脱髄モデルの比較

EAE: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis 
実験的自己免疫性脳脊髄炎 

MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
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今回、 8 週から 10 週齢の野生型マウス、Erk2flox/flox マウス、あるいは Erk2 cKO マ

ウスに、0.2% （wt/wt） カプリゾン含有飼料を最大 6 週間投与した。6 週投与後は通常

飼料に戻して投与した。 

 

2. Mek 阻害薬脳室内投与 

 カプリゾンモデルでは脳血管関門の破綻がないため、脳室内カテーテルと浸透

圧ポンプを用いて脳室内に Mek 阻害薬 U0126 を持続投与した。 

8 週齢、雌の野生型マウスを用いた。麻酔下に頭蓋骨を展開し、針先を左側脳室

内に留置するため、Bregma から左外側 1.5 mm かつ尾側 1.0 mm を穿孔し、ALZET 

Brain Infusion Kit 3（ALZET 社）を刺入し、頭蓋骨に接着剤で固定した。これを

ALZET Osmotic Pump #2004 （ALZET 社）にカテーテルで接続し、Pump は背部皮下

に留置した。浸透圧ポンプの流量は 0.25 μl / hr、6.0μl / day、最大 4 週間の投与を

行った。実験は Vehicle、U0126 50 μM または 200 μM の 3 群で行い、行動学的解

析（Rota-rod テスト）と、脳梁部の炎症関連分子発現（RT-PCR 法）で評価した。 
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ALZET Osmotic Pump #2004 と ALZET Brain Infusion Kit 3 

 

    

頭蓋骨穿孔部位（シェーマ） 頭蓋骨穿孔部位（Allen Brain Atlas） 

 

3. 薄切切片の作成 

 麻酔後のマウスを PBS で潅流後、4％パラホルムアルデヒド（PFA）で潅流固定し脳を

摘出した。マウス用ブレインマトリックス（RBM-2000C）をガイドに用いて Bregma P0-2 

mm を含む 5 mm 厚の前頭断サンプル、あるいは正中から 5mm 厚の矢状断サンプル
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を得た。これらを 4％PFA で 24 時間固定後、10％ショ糖液に 24 時間、30％ショ糖液に

組織が沈むまで 4℃で保存した。次いで、凍結切片作成用包埋剤 OCT compound 

（SAKURA FINETEK, Torrance, CA, USA）で包埋、試料凍結器（東京理化器械社）を

用いて 60 秒程度で急速凍結し-80℃のフリーザー内で保存した。凍結標本をクライオ

スタット Leica CM3050S （Leica Microsystems）で薄切し 14μm 厚の凍結切片を作成

した。 

 

4.   免疫組織染色 

作成した凍結切片を用いて免疫組織染色を行った。2％ Donkey Serum 含有

TBS/T（Tween 0.01%）で 1 時間ブロッキングした後、1 次抗体を 400 倍希釈で使用し、

室温で 24 時間反応させた。二次抗体は AlexaFluor488 または 568 結合抗マウス

IgG 抗体、AlexaFluor488 または AlexaFluor 568 結合抗マウス IgG 抗体（Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA）を 1/200 倍で用い、室温で 1 時間反応させた。核染色は TO-PRO 

3 （Invitrogen）を 1/100 倍で用い、室温で 15 分反応させた。ProLong Gold 退色防止

剤（Invitrogen）を用いてマウントした。 

染色した標本の観察には、共焦点レーザー顕微鏡（Confocal Laser Scanning 

Microscopy, LSM5 PASCAL EXCITER, Carl Zeiss, Germany）を用いた。画像は Z スタ

ックコントロールで 1 μm 厚を 10 枚取込み、プログレッション再構成を行った。 
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免疫組織染色の画像解析は、WinROOF ソフトウェア（三谷商事社）を用い、二値化

後、脳梁の面積と GFAP、Iba1 陽性領域を計測した。Bregma P1.0 mm の前頭断スライ

スで、正中から左右 500 μm の範囲の脳梁部で、脳梁面積を測定した（図 4E）。 

 

5.  髄鞘染色  

 Luxol Fast Blue 染色で凍結切片の髄鞘染色を行い、染色性の低下、即ち髄鞘の減

少で脱髄の評価を行った。切片を乾燥後、70％と 95％ エタノールで脱水し、Defat 

液で処理後、LFB 染色液（トルイジンブルー）で 60℃16 時間染色。0.05％炭酸リチウ

ムと 70％エタノールで分別後水洗した。分別は脳梁部の LFB 染色が適切な強度にな

るまで 2～3 回繰り返した。分別後、脱水、透徹、そして封入を行った。脳梁部の脱髄

病変の進行度の評価は 0 （正常）から 3 （完全な脱髄）までの 4 段階で評価した

[19,20]。 

 

6.  初代培養、調整メディウム 

6-1.  アストロサイト単離培養の作成 

培養は全て 37 ℃、5.0 % CO2 条件で行った。胎生 19 日の Wistar ラット、あるいは

出生 2 日の Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウス、それぞれの大脳半球からディスパー

ゼ処理で得られた細胞を、10％ FBS 入り D-MEM を用いて PDL コート 75 cm2 フラ
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スコ（BD ファルコン社）で培養（P0 培養）。培養開始翌日、以降 3 日おきにメディウム

交換を行い、およそ 7 日後細胞がコンフルエントになった段階で、振盪器を用いて 200 

rpm 、37 ℃の条件で 2 時間振盪し、ミクログリアなどの浮遊細胞やオリゴデンドロサ

イトなどの弱接着細胞を除去した（shake off method）。0.05 ％ トリプシン EDTA で処

理して得られた細胞（P0 ストック）はセルバンカー細胞保存液（三菱化学メディエンス

社）を用いて‐80℃で 24 時間保存後、‐140 ℃ で長期保存した。Passage 1 培養

（P1 培養）は P0 ストックを 10 ％FBS DMEM を用いて PDL コート 25 ㎝ 2 フラスコで

培養し、P0 培養と同様にコンフルエントになった段階で shake off method を行った。

トリプシン処理で得られた細胞を 6well、12well、24 well PDL コートプレートに播き（P2 

培養）コンフルエントになった状態で実験を行った。この段階で、ニューロン、オリゴデ

ンドロサイト、ミクログリアはほとんどが除去され、98 ％GFAP 陽性のアストロサイト単離

培養が得られた。 

  

6-2.  ミクログリア単離培養とミクログリア調整メディウムの作成 

まず、胎生 19 日の Wistar ラットの大脳半球から、5-1 アストロサイト単離培養と同様

に、P0 培養(前述)を作成した。1 週間後、P0 培養 75 cm2 フラスコを振盪器で 200 

rpm 、37 ℃、30 分振盪し、上清を 10 ㎝ PDL コートディッシュに播く。15 分間培養し

た後、アメーバ様ミクログリア（ameboid microglia）の細胞接着を確認、弱接着細胞を
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洗浄除去することでミクログリア単離培養を得た[21]。 

次いで、得られたミクログリア単離培養を、LPS 0.1 μg/ml を含む無血清 D-MEM 

で 3 時間培養後、LPS を除いた無血清 D-MEM でさらに 21 時間培養。得られたメ

ディウムを 3000 rpm で 10 分間遠心し細胞成分を除き、LPS 刺激ミクログリア調整メ

ディウム得た[22]。得られた調整メディウムは-20 ℃で保存した。 

 

6-3.  アストロサイトへの調整メディウム投与 

5-1 で得られた Wistar ラット、Erk2 cKO マウス、そして Erk2flox/flox マウスのアストロサ

イト単離培養を shake off method で継代し、P2 培養を実験に用いた。蛋白定量解析

の際は 3.5 cm PDL コートディッシュに 24 x 104 細胞/dish で、免疫組織染色と mRNA

定量解析の際は PDL コート 24 well プレートに 4 x 104 細胞/dish の密度で播いた。 

調整メディウムを投与する前に、アストロサイト培養を無血清 D-MEM で 3 時間培養

し、アストロサイトを血清飢餓（starvation）状態とした。蛋白サンプルは調整メディウムで

30 分、1 時間、3 時間、6 時間培養、mRNA サンプルは調整メディウムで 3 時間培養し

た後に採取した。 

 

7.  Western Blotting 法 

 蛋白抽出の手技はすべて氷上で行った。麻酔後のマウスを 4℃の PBS で潅流固定
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し脳を摘出、Bregma 0-2 mm を含む 5 mm 厚の前頭断とし、さらに顕微鏡下に大脳皮

質をとり除き脳梁部を中心とした組織を得た。これを T-PER Mix （protease inhibitor, 1 

mM Na3VO4, and 2 mM NaF, and pH 7.4, 2mM EDTA を含む）（Roche, Indianapolis, 

IN, USA）液中で直径 2mm のジルコニアビーズと共にビーズ式細胞破砕機（和研薬

社）でホモジネートし、15,000 rpm で、15 分遠心して蛋白を抽出した。他方 in vitro 実

験系では、細胞を氷冷した PBS で 3 度洗浄し、 M-PER Mix（Roche, Indianapolis, 

IN, USA）液でセルスクレイパーを用いて蛋白を回収した。回収液を 4℃ で 1 時間

撹拌後、15,000 rpm で 20 分間遠心し上清を回収することで蛋白抽出を行った。蛋

白量は Protein Assay Kit II （BIO RAD 社） を用いて定量を行った。得られた可溶画

分は 4x サンプルバッファ（和光純薬工業株式会社）と混和し‐20 ℃で保存した。 

等量の蛋白を目的蛋白の分子量に応じて 5-20% ないし 15% の SDS ポリアクリ

ルアミドゲル （e-PAGEL E-T520L, E-T15S, ATTO 社） で電気泳動し、泳動終了後の

ゲル上の蛋白を PVDF メンブレン （Immobilon-P, Millipore 社） に転写した。抗体の

非特異的結合を防ぐため 5% スキムミルクを加えた TBS/T 溶液で 1 時間ブロッキン

グしたのち、目的とする蛋白の一次抗体と反応させた。化学発光検出の場合、二次抗

体には HRP-conjugated goat anti-mouse IgG または goat anti-rabbit IgG （ともに

Promega 社） を用い、ECL Plus Western Blotting Detection System （GE healthcare 

社） により特異的なバンドを検出した。近赤外蛍光検出の場合、二次抗体に Goat 
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aMouse IRDye680RD、Goat aRabbit IRDye680RD、Goat Anti-Mouse IRDye 800CW、

あるいは Goat Anti-Rabbit IRDye 800CW （いずれも LI-COR 社）を用いて特異的バン

ドを検出した。特異的バンドは、Odyssey® Fc Imaging System を用い、化学発光と、波

長 700nm、800nm の近赤外蛍光を検出し、Image Studio ver. 2.0 ソフトウェアで定量を

行った。内部標準として β-Actin を用いた。 

一度用いたメンブレンで再度別の蛋白の検出を行う場合には、50℃ の Stripping 

buffer （62.5 mM Tris-HCl, 2%SDS, 100 mM 2-mercaptoethanol ） 中で 30 分間振と

うさせることでメンブレンから抗体を解離させた後にブロッキング処理（一次抗体）の手

順から再度同手技を繰り返した。 

 

8. 定量 RT-PCR 法  

 脳梁部組織を蛋白サンプルと同様に得たのち、RNA Later液で4 ℃保存。保存サン

プルから ISOGEN (和光純薬工業株式会社) を用いて RNA を回収した。培養細胞

からは、Buffer RLT 液で細胞を溶解し‐30 ℃で保存した。いずれのサンプルも

RNeasy Mini Kit (QIAGEN) で RNA 抽出精製した。mRNA は Takara RNA PCR Kit 

（AMV） ver. 3.0 （Takara）を用いて逆転写し、single stranded cDNA に変換した。

Real-Time PCR は 7500 Real Time PCR System （Applied Biosystems）を用いて、

SYBR Green I Dye アッセイにより行った。Internal control （内部標準）として rodent 
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GAPDH を使用した。各サンプルの測定値は 3 well での計測値の平均値とした。用

いたプライマーは以下のとおりである。 

 

TNFα (mouse): sense;  5’- ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3’ 

 anti-sense;  5’- GTGGGTGAGGAGCACGTAGT-3’ 

IL1-β (mouse): sense;  5’- CAGGCAGGCAGTATCACTCA -3’ 

 anti-sense;  5’- ATGAGTCACAGAGGATGGGC -3’ 

Ccl-2 (mouse): sense;  5’- CCCAATGAGTAGGCTGGAGA -3’ 

 anti-sense;  5’- TCTGGACCCATTCCTTCTTG -3’ 

Ccl-3 (mouse): sense;  5’- ATGAAGGTCTCCACCACTGC -3’ 

 anti-sense;  5’- GATGAATTGGCGTGGAATCT -3’ 

Ccl-5 (mouse): sense;  5’- GTGCCCACGTCAAGGAGTAT -3’ 

 anti-sense;  5’- CACTTCTTCTCTGGGTTGGC -3’ 

Cxcl10 (mouse): sense;  5’- AAGTGCTGCCGTCATTTTCT -3’ 

 anti-sense;  5’- CAATGATCTCAACACGTGGG -3’ 

MBP (mouse): sense;  5’- ACTCACACACGAGAACTACCCA-3’ 

 anti-sense;  5’- TGGTGTTCGAGGTGTCACAA-3’ 
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MAG (mouse): sense;  5’- GGTACATGGCGTCTGGTATTTCA-3’ 

 anti-sense;  5’- CCACTTGTGTGCGGGACTT -3’ 

TNFα (rat): sense;  5’- ACGGCATGGATCTCAAAGAC -3’ 

 anti-sense;  5’- GTGGGTGAGGAGCACGTAGT -3’ 

IL1-β (rat): sense;  5’- AAAAATGCCTCGTGCTGTCT -3’ 

 anti-sense;  5’- GGGATTTTGTCGTTGCTTGT -3’ 

Ccl-2 (rat): sense;  5’- ATGCAGTTAATGCCCCACTC-3’ 

 anti-sense;  5’- TTCCTTATTGGGGTCAGCAC-3’ 

Ccl-3 (rat): sense;  5’- CTTCTCCTATGGACGGCAAA -3’ 

 anti-sense;  5’- CGGTTTCTCTTGGTCAGGAA -3’ 

Ccl-5 (rat): sense;  5’- ATATGGCTCGGACACCACTC-3’ 

 anti-sense;  5’- TGACAAAGACGACTGCAAGG-3’ 

Cxcl-10 (rat): sense;  5’- CTTCCATGAACAGACGCTGA -3’ 

 anti-sense;  5’- TCTTGATGGCCTCAGATTCC -3’ 

GAPDH (rodent): sense;  5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ 

 anti-sense;  5’-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’ 
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9.  行動学的解析  

 脱髄による四肢協調運動の機能を評価するためロータロッド MK-670（Muromachi 

Kikai, 東京）を用いた解析を行った。カプリゾン投与開始 2 ～3 週前から週 2 回、1 

回あたり 10 回のトレーニングを行い、投与開始後も同様の頻度で計測を行った。ロー

タロッドの設定は、回転数 0.5 rpm から 180 秒で 50 rpm への加速モードを使用し、落

下までの時間を測定した。10 回の計測で上位 5 回の平均をその個体の測定値とした。 

 

10.  BrdU 発現の解析 

5-1 で得られた Erk2 cKO マウス、そして Erk2flox/flox マウスのアストロサイト単離培養

を shake off method で継代し、P2 培養を実験に用いた。無血清 D-MEM で 3 時間

starvation した後に、調整メディウムで 18 時間培養、その後 10 μM BrdU を含む調整メ

ディウムで 6 時間培養し固定した。抗 BrdU 抗体、rabbit 抗 GFAP 抗体、DAPI で免疫

染色を行い、GFAP 陽性細胞中の BrdU 陽性細胞数を計測した。 

 

11.  統計的解析 

 各実験は 3 回以上繰り返し、同様な結果が得られることを確認した。結果は平均±

標準偏差 （SD） として表記した。有意差の検定には Student’s t 検定、two-way 

repeated ANOVA の後に Bonferroni あるいは Student’s t 検定を用いた。 
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第五章 結果 

 

(1) 脱髄に伴う Erk 活性化はアストロサイトに局在していた 

カプリゾンモデルは MS 疾患モデルとして広く用いられており、経口投与後 4 週から

5 週にかけて脱髄が誘導され、中でも脳梁部において高い再現性を持って脱髄が観

察されると報告されている[23]。我々の実験系においても、脱髄の程度を脳梁部組織サ

ンプルの LFB 染色で確認したところ、脱髄は 3 週から顕在化し、4-6 週で最も広範囲

の脱髄が観察された（図 1A）。次いで、脳梁部から得られた蛋白サンプルの WB 解析

では、Erk1/2 のリン酸化はカプリゾン投与後 1 日から 4 週にかけて変動することが観察

され（図 1B）、定量評価すると投与前と比較して投与後 1 週から 4 週まで有意に亢進し

ていた（図 1C）。また、免疫組織学的にはカプリゾン投与後 1 週から 4 週まで、脳梁部

の抗リン酸化 Erk1/2 抗体による染色性が増強しており、この結果は WB 解析と一致し

ていた（図 1D：脳梁部 0, 2, 3w）。 

一方で、投与後 4 週の脳梁部脱髄巣ではミクログリア（Iba1 陽性）の浸潤、反応性

アストロサイト（GFAP 陽性）の増加といったグリオーシスの所見が観察された。（図 1E）。

そこで、脱髄巣でのリン酸化 Erk の局在を免疫組織学的に確認すると、リン酸化 Erk 

陽性細胞の多くがアストロサイトであった。一方、リン酸化 Erk 陽性となる成熟オリゴデ

ンドロサイトやミクログリアは僅かであった（図 1 F）。GFAP 陽性アストロサイトにおける
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図 1-1　カプリゾン投与後、 脳梁部の脱髄と、 脳梁部の Erk1/2 リン酸化が亢進する

A. Luxol Fast Blue 髄鞘染色で､カプリゾン投与前と投与後 8 週までの脳梁部の脱髄を

評価した。 脳梁部の脱髄は 3 週目から顕在化し、 8 週まで続いた。

B. WB 法によるリン酸化 Erk1/2 発現。 野生型マウス脳梁部、 カプリゾン投与後 8 週までの

経時的変化。 Erk1/2 リン酸化はカプリゾン投与後 1 日から 4 週にかけて変動している。

C. WB 法による、 カプリゾン投与前と投与後 4 週までの Erk1/2 リン酸化の定量。 投与前と

比較して投与後 1 週から 4 週まで有意に亢進していた。 N=3、 Student t 検定、

** ; p<0.01。 D. 脳梁部におけるリン酸化 Erk1/2 の免疫組織染色。 脳梁部のリン酸化

Erk1/2 染色性はカプリゾン投与後 2 週、 3 週で増強していた。
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図 1-2　脳梁部脱髄巣のグリオーシスと、 リン酸化 Erk1/2 のアストロサイト局在

E. 脳梁部の GFAP と Iba1 免疫組織染色。 カプリゾン投与後 4 週で脳梁部のグリオーシス

を認めた。

F. 脳梁部の免疫組織染色。 GFAP、 CC1、 Iba1 とリン酸化 Erk1/2 の共染色。 核染色は
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Erk1/2 リン酸化は核内と細胞体共に局在していた（図 1G 強拡）。以上の結果より、カ

プリゾンモデルでは脳梁の脱髄と共に Erk のリン酸化が誘導され、グリオーシスをきた

した脱髄巣の Erk 活性はアストロサイトに優位であった。 

 

(2)  Mek 阻害薬脳室内投与により、運動機能低下が回避され、脳梁部の炎症関

連分子発現が減少した。 

次に、脱髄におけるErk1/2の役割を検討するために、カプリゾンモデルにMek阻害

薬を投与した。カプリゾンモデルでは脳血流関門が維持されるため、脳室内カテーテ

ルと浸透圧ポンプ（ALZET）を用いて脳室内投与を行った。まず、脱髄によって障害さ

れる四肢協調運動機能を Rota-rod を用いて評価した[24]。カプリゾン投与前 2 ~ 3 週間

トレーニングを行い、学習曲線がプラトーに達したことを確認したのち、カプリゾン投与

と阻害薬（または Vehicle ）投与を当時に開始した。その結果、まず、脳室内カテーテ

ル留置の処置を加えない群と、脳室内カテーテル留置群（Vehicle 群）に Rota-rod スコ

アの有意差はなかった。次いで Vehicle 群と Mek 阻害薬投与群を比較した。カプリゾ

ン投与後、Vehicle 群では落下までの時間が漸減し投与 10 日以降で有意に減少した。

一方、阻害薬投与群ではカプリゾン投与後落下までの時間は減少せず、さらに

Vehicle 群と比較して低濃度群で 2 週から 3 週にかけて、高濃度群では投与後 10 日

以降 4 週まで有意な差を認めた（図 2A）。Rota-rod の落下時間は四肢協調運動の指
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A.  Vehicle 群と Mek 阻害薬投与群 （低濃度 , 50μM; 高濃度 , 200μM） の Rota-rod スコア、

4 週までの推移。 Vehicle 群では落下までの時間が漸減し投与 10 日以降で有意に減少した

が、 阻害薬投与群では減少せず、 さらに Vehicle 群と比較して阻害薬脳室内投与群で有意

な差を認めた N=3, two-way repeated ANOVA の後に Bonferroni 法で検定した。 * ; p<0.05。

B.  定量 PCR 法による、 脳梁部の炎症関連分子発現。 カプリゾン投与後 1、 ４週目におけ

る脳梁部の炎症関連分子 （TNFα、 IL-1β、 Ccl2、 Ccl3、 Ccl5、 Cxcl10） 発現量を定量

し、 Vehicle 群と Mek 阻害薬投与群で比較した。 阻害薬高濃度投与群で投与後 1 週の炎

症関連分子発現は、 IL1-β、 Ccl-2、 Ccl-5、 Cxcl-10 が減少していたが、 投与後 4 週で

はいずれの分子も有意な差を認めなかった。 N=3、 Student’ s  t 検定、 * ; p<0.05、
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標となることから、カプリゾンによって誘導される協調運動障害が、阻害薬により軽減す

ると考えられた。 

カプリゾンによって生じる脱髄の背景には、炎症が関与していると報告されている

[19,25]。そこで、3 群間の炎症について、脳梁から得られたサンプルの定量 RT-PCR 解

析を行った。その結果、阻害薬高濃度投与群で投与後 1 週の炎症関連分子発現は、

IL1-β、Ccl-2、Ccl-5、Cxcl-10 が減少していたが、投与後 4 週ではいずれの分子も有

意な差を認めなかった（図 2B）。以上の結果から、カプリゾン投与による炎症性脱髄に

Erk1/2 シグナルが関与していることが示唆された。 

 

(3) Erk2 cKO マウスではニューロンとアストログリアの Erk2 が欠失し、ミクログリ

アでは欠失しない 

Erk1 と Erk2 はその機能の一部を相互に代償するが、Erk2 には Erk1 によって代償

されない特異的な機能がある。そこで、中枢神経の脱髄や炎症における Erk2 の機能

を Erk2 cKO マウスを用いて検討した。Erk2 KO マウスは胎生致死であるので、我々は

中枢神経特異的な Erk2 の機能解析のため Nestin プロモーター制御下で Cre 

recombinase を発現する Nestin-Cretg マウスと、Erk2flox/flox マウスを交配させた Erk2 

cKO マウスを用いた[10]（図 3A）。 

このマウスに対してカプリゾン投与を行ったところ、脳梁部組織の WB 解析で、Erk2 
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cKO マウスは、Erk2 発現が著しく減少しておりカプリゾン投与による Erk2 のリン酸化も

観察されなかった（図 3B）。さらに免疫組織染色では、カプリゾン投与後の脳梁部にお

ける抗リン酸化 Erk1/2 抗体による染色性は、Erk2 の減少に一致して減少していた（図

3C）。 

他方、この mutant マウスでは神経幹細胞由来の細胞で Erk2 が欠失すると報告され

ている[10]。そこで、Cre レポーターマウス（B6.Cg-Tg （CAG-floxed Neo-EGFP））と

Nestin-Cretg マウスを交配させて得られた成体マウス脳サンプルで GFP が発現する、

すなわち Erk2 が欠失する細胞を確認した（図 3D）。その結果、神経幹細胞由来のニ

ューロン（NeuN 陽性）、アストロサイト（GFAP 陽性）で GFP 陽性となった。一方で、ミク

ログリア/マクロファージ（Iba1 陽性）では GFP 陽性細胞は認められなかった（図 3E）。

つまり、今回我々が用いた Erk2 cKO マウスでは、神経幹細胞由来の細胞で Erk2 が

欠失するものの、骨髄由来のミクログリアやマクロファージでは Erk2 が欠失していない

と考えられた。 

以上から、Erk2 cKO マウスでは、カプリゾン投与で誘導される脳梁部での Erk2 の活

性が、神経幹細胞由来の細胞特異的に抑制されていることが確認された。 

 

(4)  Erk2 cKO ではグリオーシスが軽減した 

脱髄の過程で Erk の活性化は脳梁部のアストロサイトに優位であったため、Erk2 欠
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損が、脱髄の特徴である脳梁部のグリオーシスにもたらす影響について検討した。免

疫組織染色での抗 GFAP 抗体の染色性は、投与前には Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox

マウスに差がないが、グリオーシスが観察される投与後 4 週では Erk2 cKO マウスは

Erk2flox/flox マウスに比べ染色性が減弱していた（図 4A, B）。同様に、抗 Iba1 抗体の染

色性も、投与後 4 週では Erk2 cKO マウスは Erk2flox/flox マウスに比べ減弱していた(図

4C, D)。Iba1 陽性細胞の形態については、Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウス共に、

カプリゾン投与によって樹状ミクログリア（ramified microglia）から活性型の卵形ミクログ

リア（ovoid microglia）へ形態変化していた。よって、Erk2 cKOマウスではミクログリアの

活性化は起こっているが、その増殖や集積が抑制されていると考えられた。以上より、

Erk2 欠失は脱髄部のアストログリオーシスの軽減と、ミクログリア／マクロファージの集

積の抑制をもたらしたと考えられる。 

 

(5)  Erk2 cKO では炎症関連分子が減少した 

中枢神経の脱髄期では、グリオーシスと炎症の増悪が同時に進行する[18]。そこで、

脳梁部の炎症を定量 RT-PCR で評価した。まず、コントロールとなる Erk2flox/flox マウス

では炎症性サイトカイン（pro-inflammatory cytokine）TNFα、IL-1βや、ケモカイン Ccl-2、 

Ccl-3、Ccl-5、Cxcl-10 の mRNA 発現がカプリゾン投与後亢進していた。一方、Erk2 

cKO マウスでは、TNFαと Ccl-3 は投与後 3 週で、また投与後 4 週ではいずれの分子
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図 4　Erk2 cKO マウスではグリオーシスが軽減した

A, C 免疫組織染色で､カプリゾン投与前と投与後４週目の脳梁部の GFAP 陽性細胞、 Iba1

陽性細胞を Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスで比較した。 矢印は脳梁、 C 右肩は Iba1

陽性細胞強拡大像。 B, D 脳梁部における、 GFAP と Iba1 の染色性を定量し、 Erk2 cKO

マウスと Erk2flox/flox マウスで比較した。 いずれも 1 週目では有意差なく、 4 週目で Erk2 cKO

マウスが有意に低かった。 E 染色性の定量は、 Bregma P 1.0 mm の脳梁部、 正中から左右

500μm の領域で行った。 N=3、 Student's t 検定、 ** ; p<0.01。 C.C., 脳梁。
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も 50%以上の減少がみられた（図 5）。すなわち、Erk2 cKO マウスではグリオーシスの

軽減と共に炎症の軽減が観察された。 

 

(6)  Erk2 cKO では脱髄が軽度で、運動機能低下が回避された 

さらに、こうしたグリオーシスや炎症の変化が脱髄にもたらす影響を LFB 染色で検

討した。カプリゾン投与によって脳梁部の LFB 染色性は低下するが、Erk2 cKO マウス

は Erk2flox/flox マウスに比べ染色性の低下が軽減しており、脱髄が軽減していることが

示唆された（図 6A）。脱髄スコア（実験方法- 4 参照）で評価すると、Erk2 cKO マウスは

カプリゾン投与後 4 週から 6 週まで有意に低値を示しており（4w, Erk2flox/flox, 2.83 

（2-3）; Erk2 cKO, 1.20 （1-2）, 図 6B）、Erk2 cKO では脱髄が軽減していた。 

脱髄所見の差が神経機能に与える影響をみるため、Rota-rod を用いて四肢協調運

動機能を評価した[24,26,27]。カプリゾン投与開始 2 ~ 3 週前から投与開始時まで訓練を

行ったところ Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスには有意差がなかった。カプリゾン投

与開始後 Erk2flox/flox マウスの落下までの時間は漸減しカプリゾン投与後 4 週目で 24%

減少（Untreated, 140.1 sec; 4 week, 106.1 sec）し、その後回復傾向を示した。対して、

Erk2 cKO マウスでは、カプリゾン投与後 8 週までの観察期間を通して、落下までの時

間の有意な減少を認めず（Untreated, 156.5 sec; 4 week, 157.9 sec）、投与後 3 週以降

Erk2flox/flox マウスとの間に有意な差を認めた（図 6C）。以上より、Erk2 欠損により、カプ
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N=8、 two-way repeated ANOVA の後に Bonferroni 法を用いて検定した。
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リゾン投与後のグリオーシス、炎症、脱髄、が軽減しており、その結果として運動機能

低下が回避されていた。 

 

(7) カプリゾン投与後、初期のオリゴデンドロサイト傷害、ミクログリア活性化に

Erk2 は関与していない 

脱髄巣における Erk 活性がアストロサイトに優位であることから、Erk2 欠損によるカ

プリゾン投与後の病的変化軽減のメカニズムにはアストロサイトの Erk2 活性の関与が

考えられる。一方で、カプリゾン投与による脱髄では、アストロサイトの活性化に先行し

て、カプリゾンによる直接的なオリゴデンドロサイト傷害による細胞死、次いで炎症細胞

であるミクログリア活性化や、マクロファージ浸潤が起こると報告されている[13,18]。  

そこでこうした初期病態に Erk2 欠損による変化が生じているかを検討した。まず、初

期のミクログリア活性の指標として脳梁組織中の Iba1 蛋白量を比較した。カプリゾン投

与後初期（1 週）においては Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスに有意な差がなく、脱

髄極期（4 週）においては Erk2 cKO マウスは Erk2flox/flox マウスより Iba1 が増加してい

た（図 7A, 7B）。さらに、カプリゾン投与初期にはミエリン関連分子の発現が低下し、こ

れがオリゴデンドロサイト細胞傷害を反映すると報告されている[28]ため、ミエリン関連分

子である MBP と MAG の mRNA 発現量を Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスで比

較した。MBP と MAG の mRNA 発現はカプリゾン投与後 1 週から 4 週まで減少してい
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たが、Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスに差がなかった（図 7C, 7D）。これらの結果

から、Erk2 cKO マウスでは、カプリゾン投与初期のオリゴデンドロサイトの障害やミクロ

グリア活性に差がないことが確認された。 

 

(8)  アストロサイトは炎症細胞の液性因子により活性化され、炎症関連分子を産

生する 

一連の in vivo 実験系の結果から、カプリゾン投与後のオリゴデンドロサイト細胞傷

害やミクログリア活性化に続く、二次的なアストロサイト活性化における Erk2 欠損が、

炎症関連分子産生減少、グリオーシスの軽減、さらには脱髄を軽減させていると考え

た。そこで、アストロサイトにおける Erk2 シグナルが炎症環境において炎症関連分子

産生に関与しているかを検討するために、単離された培養系での実験を行った。病巣

部ではミクログリアの活性化によって産生される液性因子によってアストロサイトが活性

化されている可能性が考えられるため、初代培養から得られたミクログリアを LPS 投与

によって活性化し、調整メディウムを採取し、それを別個に培養したアストロサイトに添

加する実験を行った[29] （図 8-1A, B, C）。 

3 時間の血清除去後に調整メディウムを投与することにより、アストロサイトの Erk1/2、

p38 MAPK、そして STAT3 のそれぞれのリン酸化および、IκBα の分解が誘導された

（図 8-2D）。次いで、炎症関連分子産生における Erk シグナルの関与を検討するため、
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Mek 阻害薬と p38 MAPK 阻害薬、さらに NF-κB 阻害薬を用いた。Erk1/2 リン酸化は

Mek 阻害薬 U0126 で抑制される一方、p38 阻害薬や NF-κB 阻害薬では抑制されな

かった（図 8-2E）。さらに、調整メディウム投与後 3 時間の mRNA 発現の解析を行った

ところ、アストロサイトにおいて炎症関連分子産生が誘導された。Mek 阻害薬、p38 

MAPK 阻害薬、JNK 阻害薬、そして NF-κB 阻害薬を用いたところ、各阻害薬ともい

ずれかの炎症関連分子発現が減少したが、Mek 阻害薬では Cxcl-10 を除いた炎症関

連分子が濃度依存的、有意に減少した（図 8-3F）。以上より、炎症環境におけるアスト

ロサイトの炎症関連分子産生は、MAPK、なかでも Erk1/2 シグナルを介すると考えら

れた。 

 

(9)  Erk2 cKOマウスのアストロサイトではCcl-2発現が減少し、Erk2シグナル欠失

は細胞増殖に影響しない。 

炎症環境におけるアストロサイトの Erk2 欠損による影響を調べるため、Erk2 cKO マ

ウスよりアストロサイトを単離培養した。Erk2 cKO マウスのアストロサイトでは Erk2 が欠

失しており、代償的に Erk1 が増加しており、また調整メディウム投与後アストロサイトの

Erk2 リン酸化は認めなかった（図.9A, 9B）。調整メディウム処理後 3 時間後、の mRNA

発現を解析したところ、Erk2 cKO マウスのアストロサイトは、TNFα、IL1-β、Ccl-3 発

現が増加し、減少は Ccl-2 のみであった。（図 9C,）。 
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D. ラットのアストロサイト初代培養を調整メディウム （CM） で培養すると、 細胞内シグナル

分子 p38 MAPK や STAT-3 のリン酸化、 IκBαの分解と共に、 Erk1/2 のリン酸化を認めた

(WB 法 )

E.  ラットのアストロサイト初代培養に LPS、 CM、 あるいは CM と各阻害薬を加え 3時間培養。

阻害薬は、 Mek 阻害薬 U0126、 p38 MAPK 阻害薬 SB203580、 NF-κB阻害薬 SN50 を用

いた。 Erk1/2 リン酸化は Mek 阻害薬 U0126 で抑制される一方、 p38 阻害薬や NF-κB阻害

薬では抑制されなかった。 (WB 法 )

(p-Erk1/2, phospho-Erk; p-p38, phospho-p38 MAPK; p-STAT3, phospho-STAT3; 

Ctr, Control; CM, conditioned medium)
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図 8-3
F

図 8-3　アストロサイトの炎症関連分子産生

F. アストロサイトあ調整メディウムにより炎症性サイトカイン （TNFα、 IL1β、 IL-6） や

ケモカイン （Ccl2、 Ccl3、 Ccl5、 Cxcl10） の mRNA 発現が亢進していた。 Mek 阻

害薬、 p38 MAPK 阻害薬、 JNK 阻害薬、 NF-κB阻害薬を用いた。 Cxcl10 以外

の発現は Mek 阻害薬で減少していた。 （定量 RT-PCR、Student's t 検定、 *, p<0.05 ）
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さらに、炎症環境における Erk2 欠損アストロサイトの増殖能を検討するため、BrdU

解析を行った。その結果、調整メディウム刺激後の BrdU 陽性細胞率には差がなかっ

た（図.9D）。以上より、炎症環境におけるアストロサイトの Erk2 は炎症関連分子産生に

関与しているが、すべての炎症関連分子が減少する傾向にはなかった。一方で、増殖

には影響していなかった。 
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図 9　Erk2 cKO マウスのアストロサイトでは Ccl-2 発現が減少し、 増殖には影響しない。

A, B.  Erk2 cKO マウスと Erk2flox/flox マウスから得られたアストロサイトを、 調整メディウムで

1 時間培養し、 WB 法でリン酸化 Erk を検出した。 Erk2 cKO マウスではリン酸化 Erk2

が欠失しており、 代償的にリン酸化 Erk1 が増加していた。 調整メディウムによって Erk

リン酸化が亢進していた。

C.  上記のアストロサイトを調整メディウムで 3 時間培養し、 定量 RT-PCR 法で炎症関連分子

発現を検討した。 Erk2 cKO マウスでは、 TNFα、 IL1-β、 Ccl-3 発現が増加し、 減少は

Ccl-2 のみであった。 N=4, Student's t 検定 , * ; p<0.05. Ctr, control; CM, conditioned medium.

D.  BrdU assay によりアストロサイトの増殖能を検討した。 Erk2 cKO マウスのアストロサイトは

コントロールに比べ増殖能の差はなかった。 N=3, Student's t 検定。
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第六章 考察 

  

今回我々は、カプリゾンモデルを用いて Erk2 の炎症性脱髄過程における機能解析

を行った。脳梁部では、（ⅰ）投与後 1 週から 4 週まで Erk1/2 が活性化し、（ⅱ）組織

学的検討ではグリオーシスがみられ、（ⅲ）Erk1/2 の活性化はアストロサイトに局在して

おり、（ⅳ）生化学的には炎症関連分子が 4 週をピークとして発現し、そして（ⅴ）脱髄

と運動機能低下がみられた。今回用いた Erk2flox/flox;nestin-cre+/- （Erk2 cKO）マウスで

は、これら全てで病的変化が軽減した。炎症環境における Erk 活性化がアストロサイト

に局在していたため、今回観察された Erk2 cKO の表現形はアストロサイトの Erk2 機

能を反映していると考えられる。さらに、アストロサイト単離培養による Erk2 機能解析で

は、炎症環境におけるアストロサイトの Erk2 は増殖とは別個の経路で、炎症関連分子

発現を制御していた。 

生理的状態で恒常性維持を担うアストロサイトは、炎症環境においては反応性アス

トロサイトとして働く。その作用は環境に依存し、炎症関連分子産生による有害作用、

あるいは成長因子産生による神経保護作用をもたらす[3]。特にヒトの多発性硬化症で

は、脱髄巣辺縁のアストロサイトが Ccl-2 や Cxcl-10 を産生し、アストロサイト自身の活

性化や、ミクログリア/マクロファージの浸潤と活性化を誘導する病態が報告されている

[30]。 
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多発性硬化症モデルの一つであるカプリゾンモデルの病態は、ミトコンドリア障害に

よるオリゴデンドロサイト細胞死による一次損傷に続いて、ミクログリアが集積し活性化

すると考えられている[13,18,31]。我々の結果では、first responder である脳常在性ミクログ

リア（brain-resident microglia）の活性は、投与後 1 週目から増加しており（図 7A）、過

去の報告と合致する。活性化したミクログリアから産生される炎症関連分子などの液性

因子は、アストロサイト活性化やマクロファージと好中球の浸潤をきたし[13,31]、その結

果炎症が増幅され脱髄や軸索障害が導かれる。 

この病態において、アストロサイトの増加は投与後 3 週以降で認められる[18]。我々

の結果から、アストロサイトの Erk2 シグナル欠損『マウスは、カプリゾン投与後 1 週にお

いて、first responder である brain-resident microglia の増加には影響せず（図 7B）、さら

にカプリゾン投与後のオリゴデンドロサイト障害にも影響していなかった（図 7C, 7D）。

一方で、Mek 阻害薬脳室内投与は細胞特異的阻害ではないため、カプリゾン投与 1

週における脳梁部の炎症関連分子発現の有意差は、first responder であるミクログロ

アが阻害薬の影響があると考えられる。次いで、投与後 2 週から 4 週にかけては、脱髄

組織中の炎症関連分子（TNFα, IL-1β, Ccl-2, Ccl-3, Ccl-5, Cxcl-10）の mRNA 発現が

減弱した（図 5）。そして、投与後 4 週の脱髄極期には、アストロサイト活性化やミクロク

ログリア/マクロファージ活性が減弱していた（図.4）。その結果、脱髄の軽減（図 6A, B）、

運動機能低下回避（図 6C）に至っていた。したがって、この中枢神経の脱髄・炎症モ



34 
 

デルにおいて反応性アストロサイトは Erk2 を介して TNFα、IL1β、Ccl-2、Ccl-3、Ccl-5、

そして Cxcl-10 などの炎症関連分子を産生し、脱髄巣の炎症を増悪し、グリオーシス、

そして脱髄を進行させる、というモデルが提案される。 

中枢神経における Erk2 の機能として、神経幹細胞増殖促進[32]やオリゴデンドロサ

イト分化促進[33]、そしてアストロサイトの細胞外基質産生[34]という報告がある。我々の

実験では、Mek 阻害薬の脳室内投与によって炎症関連分子産生が抑制され（図.2B）、

Erk2 cKO マウスの解析ではアストロサイトの Erk2 欠損により炎症性サイトカイン産生が

抑制された（図 5）。これまでも、Erk1/2 がアストロサイトの炎症関連分子産生に働くこと

を示唆する報告は散見され[5,35]、今回の Erk2 cKO マウスによる結果はこれらと合致し

ていた。 

in vitro の調整メディウム刺激条件下では Erk2 欠損は増殖に影響していないことか

ら、Erk2 を介するアストロサイトでの炎症関連分子産生は細胞数増加によるものでは

なく、転写レベルでの制御であると考えられる（図 9D）。一方、in vivo の Erk2 cKO マウ

スではアストロサイトのマーカーである GFAP の陽性領域が減少しており、アストロサイ

トの増殖も減弱している可能性が否定できない。（図 4A, B）。その原因としては in vitro

の実験系では再現されなかった増殖因子などが実際の病巣には発現しており、これ

が Erk2 を介してアストロサイトを介して増殖に影響したとも考えられる。 

今回の結果では、Erk2 欠損によるアストロサイトの活性低下は、グリオーシスを抑制
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し（図 4）、同時に脱髄の軽減（図 6A, B）をもたらした。一方で、カプリゾンモデルにお

いて、アストロサイトの活性化は組織修復（再髄鞘化）を促進するという報告もある[36]。

つまり、病的状態のアストロサイトの機能は、時間的・空間的条件によって異なる。我々

の結果では、炎症初期のミクログリア活性化には差がないにも拘らず（図 7B）、アストロ

サイトの Erk2 欠損が極期の炎症と組織傷害（脱髄）を著明に抑制した（図 6A, B）。ま

た、活性化アストロサイトはケモカインを産生するだけでなく、ケモカインレセプターの

発現が増加し自身のケモカイン感受性が高まっていると報告されている[30,37]。これら

の事実から、グリオーシスが組織障害に働く過程では、アストロサイトはミクログリアから

始まる炎症反応の増幅器として働いていると考えられる（図 10）。 

但し、今回用いた Erk2flox/flox;nestin-cre+/- (Erk2 cKO)マウスでは、胎生期の神経幹

細胞で Nestin プロモータが Cre を発現するため、アストロサイトの他にもニューロン、オ

リゴデンドロサイトでも Erk2 が欠失すると考えられる。それらの影響を除外して、成体の

神経炎症モデルにおいてアストロサイト特異的な知見を得るためには、今後

GFAP-CreER を用いた時間・細胞特異的な Erk2 機能解析が求められる。 

また今回は、四肢協調運動機能の評価に Rota-rod テストを用いた。カプリゾン投与

モデルでは、脳梁以外に脊髄など白質で脱髄が起きている。そのため脳梁の脱髄だ

けの評価としてではなく、トータルの運動機能を評価する方法として用いた。 

炎症とグリオーシスは、MS 疾患モデルであるカプリゾンモデルの特徴である。今回
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カプリゾン投与後の脱髄における、 アストロサイト Erk2 シグナルの関与
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Cuprizone 投与 （Primary inflammatory toxic stimuli） により、 直接的なオリゴデンドロサイト

細胞死と Resident microglia 活性化が起こる。 次いで、 炎症関連分子を介してアストロサイト

の Erk2 シグナルが活性化、 炎症関連分子発現が亢進し脱髄や組織傷害に至る機序が

想定される。 Erk2 cKO マウスでは初期のミクログリア活性化に差がないため、 アストロサイト

がこの反応を増幅させていると考えられる。
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の結果は、グリオーシスの軽減とともに、炎症性サイトカインやケモカインの減少が起っ

ていた。カプリゾンモデルにおける個々の炎症関連分子の機能については、TNFα 欠

損[19]、アストロサイト LT-α cKO マウス、LT-β KO マウス[20,25]、さらに MIP1-αKO マウス

で脱髄が遅延する[38]との報告がある。その反面、IL1βKO マウスでは脱髄に影響がな

い[39]。また、炎症環境で発現している reactive oxidative species （ROS） に関しては、 

iNOS KO マウスでは脱髄はわずかに悪化し[40]、nNOS KO マウスでは脱髄が軽減す

るという報告がある[41]。これらの報告から、一つの炎症関連分子の抑制では脱髄の遅

延が起きても、脱髄が軽症とはなり難いことが示唆される。一方、今回は細胞内シグナ

ル Erk2 のアストロサイトにおける欠失が、炎症関連分子減少、グリオーシス抑制、そし

て脱髄の抑制を来たすことを示した。加えて、細胞内シグナルに関して、アストロサイト

特異的 IKKβDN マウスでは炎症関連分子発現の減少とともに脱髄が軽減したと報告

されている[7]。従って、細胞内シグナル分子の機能抑制は他のシグナルで代償され難

く、組織レベルの炎症過程に対してより大きな影響をもつと考えられる。 

今回の結果はグリオーシスを病態の主体とする疾患への分子標的治療の可能性を

示唆している。但し、T-cell を介した獲得免疫が関与しないカプリゾンモデルをヒトに適

用してよいかについては慎重になるべきである。そういった制限はあるものの、アストロ

サイトが炎症の首座となっている病態では、治療のターゲットである。その一例として、

ヒトの二次性進行性多発性硬化症（secondary progressive MS）ではグリオーシスと病
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態の増悪が同時に起こっているとの報告があり[30]、この病態ではアストロサイトの Erk2

シグナルがグリオーシスを制御しているかもしれない。siRNA による分子標的治療は

MS を含め多くの中枢神経疾患の治療として検討されていることから、siErk2 は Erk2 を

標的とした多発性硬化症をはじめとする中枢神経炎症疾患の治療戦略として今後検

討されうる方法である。 
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第七章 結語 

  

 アストロサイトの Erk2 シグナルが、中枢神経の炎症、グリオーシス、そして脱髄に至る

病態において重要な役割を果たすこと示した。ヒトの二次性進行性多発性硬化症では

グリオーシスと病態の増悪が同時に起こっているとの報告もあり、こうした病態ではアス

トロサイトの Erk2 シグナルがグリオーシスを制御しているかもしれない。今回の結果は、

多発性硬化症などのグリオーシスを病態の主体とする疾患への分子標的治療の可能

性を示唆している。今後 Erk2 を標的とした中枢神経炎症疾患の治療戦略として

siErk2 投与などが検討されうる方法として挙げられる。 
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