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筋萎縮性側索硬化症は ､
上位およ び下位運動 ニ ュ

ー

ロ ン が進行性か つ 選択的

に障害され る神経変性疾患で ある ｡ 現在 の と
'
こ ろ､ 根本的な原因 ､ 有効な治療

法は解明されて い な い ｡ A L S の 5 - 1 q % 程度は家族性 A L S で ある ｡ そ の 中約 2 0 %

は S O D l 遺伝子 を原因遺伝子と して 同定された｡ 最近｣ A L S 2 ､ A L S 4 お よ び A L S 8

の 原 因遺伝子も同定され た ｡ 孤発性 A L S の 病因は依然と して 不 明で ある が ､

A M P A 受容体を介する遅発性興奮性神経細胞死が最も有力な病因仮説で ある ｡

孤発性 A L S で は α u R 2 m R N A の 量的変化は確認で き なか っ た の で ､ む しろ ､

質的展常 (Q 瓜 部位 で の R N A 編集異常)が密接に病因と関連 して い る と考えて

い る｡ しか し､ 孤発性 A L S の 適切 な動物モ デル は得 られ て い ない ｡ カイ ニ ン酸

が脊髄前角逐動 ニ ュ
ー

ロ ン に傷害を与え る
■
こ とは培養細胞系お よび短時間投与

の i n vi v o 実験系で示 されたが ､ 脊髄く も膜下腔
- の カイ ニ ン酸の 慢性持続投与

に よ る遅発性神経毒性 は検討され て い なか っ た｡

実Jk 目的

1 . 我々 は興奮性神経細胞死仮説 に 基 づく カイ ニ ン 酸髄注 ラ ッ トを開発 し ,
A L S

モ デル と して の 妥当性を行動変化 ､ 神経病理学変化お よ び A M P A 受容体分子

変化か ら検討 し ､ 孤発性 A L S と の 異同 を考察する ｡

2 . 正 常ヒ ト脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン にお ける A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト発現プ ロ フ

ァ イ ル の 特異性が正常ラ ッ トで もみ られ る か どうか を明 らか にす るた め に ､

定量 R T - P C R に妄り A M P A 受容体各サブ ユ ニ ッ ト m R N A 発現量お よび Gl u R 2

m R N A の 発現比率を , 脳脊髄組織 ､ 単
一

ニ ュ
ー

ロ ン で比較検討する ｡

3 . 家族性
~
A L S と孤発性 A L S の 病因異同を調 べ るた め に ､ 家族性 A L S の モ デル

で あ る変異ヒ ト S O D l トラ ン ス･ジ ェ ニ ツ ク ラ ッ トを用 い て ､ 脊髄 ニ ュ
ー

ロ ン

に おiナる A M 払 受容体各サブ ユ ニ ッ ト発 現量お よ び単
一

運動 ニ ュ ー ロ ン の

G l u R 2 Q 瓜 部位の 編集率を定量 し , 孤発性 A L S と の 差異を比較検討する o

集魚材料と方法
l

主メイキン酸 髄掛 こ与るIF L Sモデ
ル野物の 嘩

N a k a m u r a & K w ak の 方法に従い ､ 雄 w i st a r と F is ch e r ラ ッ ト脊髄くも膜下腔に

微小撃透圧ポンプ( A L Z E T M od e1 2 0 04) を用 い て ､ 3 m M カイ ニ ン酸を 2 - 8 週･間持

続的に投与し モデル ラ ッ トを作成 した｡ 対照 と して は人 工髄液を同期間投与
し



た . 細胞死 の メ カ ニ ズ ム を検討するた め に ､ 雄 Fis c h e r ラ ッ トに カイ ニ ン 酸投

与と同時に ､ A M P AJ K A 受容体ア ン タ ゴ ニ ス ト N B Q X (3 m M カイ ニ ン 酸 + 3 m M

N B Q X) ､ N M D A 受容体ア ンタ ブ ニ ス ト A P V (3 m M カ イ ニ ン酸 + 3 甲M A P V )

お よび A M l h 受容体脱感作阻害剤 cy cl othi a zid e ( 1 .5 m M カイ ニ ン酸 + 1 . 5 m M

C T Z) を 4 嘩間同時投与 した｡ C T Z ( 1 .5 m M C T Z) の 同期間 の 単独投与も行 っ た｡

運動機能変化は r ot a r od ( 1 6 rp m , 4 2 0 s) ス コ ア により過 ごと評価 し､
同時に痛

覚刺激に対す る逃避反応お よび膜朕直腸障害の有無を判定 した｡ 神経病理学的
に ､ 港流固定 したラ ッ トの 腰髄組級を用 い て凍結切片を作製 した後､ 光学顕微

鏡下 に脊髄前角運動 ニ ュ ー

ロ ン の痴態学的変化を観察 した ｡ また ､ ラ ッ トの腰

髄組織より 2 0 〟 m 厚 の -3 0 枚連続凍結切片を
■
作成 し ､ 切片 ごと核小体を有す る

脊髄前角運動 ニ ュ ー ロ ン数 を測定 した｡ ･

a .j M A 受容 体 の 分 子変化

正常ラ ッ ト､ 髄注 モ デル ラ ッ トお よび発症前後変異 ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ土

ニ ッ クラ ッ ト(S O D I
G 9 3 A
と S O D I

H 46 R

) を用 い て ､ 脳脊髄組織 よ り小脳 ､ 大脳皮質､

大脳 白質､ 脊髄前角 ､･ 脊髄後角 ､ 脊髄白質よ り. 組織 ( ≦l° m g) を切 り出 し､ ま

た は L a s e r mi c r o dis s e ct o r を用 い て ､ 脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン
_
(3 0 個単位) ､ 小脳 プ ル

キ ン エ 細胞 (6 0 個単位) ､ 脊髄豚様質 ニ ュ
ー

ロ ン の
一

部 ､ 小脳 頼粒細胞層を切り

出 したo そ の 後各サ ン プ ル より･t ot al R N A
.

を抽出 し､ 逆転写 した ｡ Li gh t C y cl e r

s y st e m を用 い て ､ A M 払 受容体サブ ユ ニ ッ ト G lu R l - αu R 4 m R N A に対 し ､
定

量 R T - P C R を行 な い ､ β - a cti n で標準化 した o またカ イ ニ ン 酸髄注ラ ッ トお よび

変異 ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ ト単
一 脊髄運動 ニ ュ

ー

ロ ン を用 い て ､

α u R 2 Q 瓜 部位 を含む P C R 産物を制限酵素 B b v l で処理 し､ R N A 編集率を算出

した｡･
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l) こ の モ デ ル ラ ッ トは ､ Ⅶ st a r とFi s ch er ラ ッ トともカ イ ニ ン酸投与時間ととも

に2 週以降にr ot a r od ス コ ア が有意に短縮 した D 対照群で はr ot a r od ス コ ア が変化

しなか っ た｡ 痛覚刺激 に対する逃嘩反射 は嘩たれ ､ 膜朕直腸障害も藷 め られ

なか っ たo 神経病理学的に ､ カイ ニ ン 酸を8 週間投与 したW i st a r ラ ッ ト( 監A - W 8)
･- と4 週 間投与 したFi s ch e r ラ ッ ト( 監A - F 4) の 脊髄前角 に ある

一

部の 大型神経細胞
~
の細 胞質 ニ ッ ス ル頼 粒 の 消失 ､ 核 の 偏在 ､ 空泡 の申現 ､ 神経細胞を取り巻く

グリア細胞の増勢など変性像が多数みられた ｡ 脊髄後角 に は形態学的変化が

認 められ なか っ たQ 脊髄前角運動 ニ ュ
ー

ロ ン の 定量で は ､ 対 照群に比 べ ､
K A IF 4

とK A - W 8 投与群で特有意な減少がみられ た が ,
K A - F 2 とK A - W 4 投与群で は ､

有意差カ
.

ミ認 め られ なか っ た o

2) カイ ニ ン酸髄注ラ ッ トの時間依存性 r ot a r od ス
コ ア低下 は N B Q X の 同時投与

に より 3 週以降有意に改善されたが ､ A P V の 同時投与 に よ っ て は影響を受け

なか っ た o また ､ カ イ ニ ン酸と C T Z め同時投与群 で は ､ r ot a r od ス コ ア を有

意 に増悪させ ､ 少 量 の カイ ニ ン酸で も ､ カイ ニ ン 酸投与群と同程度の r ot ar o d

ス コ ア の 低下がみ られた ｡ C T Z 単独投与群で は ､ r ot ar o d ス コ ア の 変化が認 め

られなか っ た ｡ 各髄注 ラ ッ トの脊髄前角運動 ニ ュ
ー

ロ ン定量 で は ､ K A
-F 4 投

与群の 脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン 数 の激減は N B Q X の 同時投与 に より有意に軽減 し



た o K A/ C T Z の 同時投与癖 で は ､ 対照群に比較 し脊髄運動 ニ ュ
､ - ロ ン数が 4

週後有意に減少 した が ､ カ イ ニ ン酸投与群 に比 べ ､ わずか な脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン数の 低下がみ られ ､ 有意差は認 められ なか っ た ｡ C T Z 単独投与群の脊髄
■

運動 ニ ュ
ー

ロ ン 数は対照群と の有意差が認吟られ な か っ たo 形態学的 に ､

K A/ C T Z -F 4 投与群で は K A T F 4 投与群と異なり ､ 脊髄前角 に ある大型神経細

胞 に 空泡の 出現など変性像が最も注目された ｡ 脊髄後角 には神経変性が認 め

られ なか っ た ｡

2 . A L S モ デル 動物 にお けるA M P A 受容体の分子変化

1) 正 常ラ ッ ト脳脊髄組織に お ける総 A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト m R N A 発現量

は ､ 脳 脊髄 の 白質より脊髄前角を除く灰 自質 の 方 が有意 に多か っ た ｡ 脊髄前

角 にお け る Glu R 2 m R N A 発 現量 は ､ 脳 脊髄 の 灰 白質中最も少なか っ た ｡ 脊

髄前角 にお ける G l u R 2 血R N A 発現埠率は ､ 他 の脳脊髄組織と比較 し､ 有意 に

低 か っ た o G l u R 2 m N A 含量 は他 の サブ ユ ニ ッ トと比較 し､ ラ ッ ト脳脊髄各

部位とも最も多 か っ た｡

次に ､ 正常ラ ッ ト脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン に お ける総 A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト

血 R N A 発現量 ､
α u R 2 血R N A 発 現量 ･ 発 現比率は ､ 脊髄後角 ニ ュ

ー

ロ ン
､ 小

脳 プル キ ン エ 細胞 ､ 小脳 頼粒細姫に 比 べ ､ 有意に低 か っ た ｡ 脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン で G l u R 2 と G l u R 3 m R N A 発 現 は ほ ぼ向量 で あ っ たが ､ 脊髄後角 ニ ュ ー

ロ ン ､ 小脳 プ ル キ ン エ 細胞 ､
小脳額 粒細胞 で は ､ α u R 2 m R N A 含量が圧倒的

に多か っ たo

2) カ イ エ ン 酸 投与群脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン で は ､ 総 A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト

m R N A 発現量 ､ G l u R 3 m R N A 発現量が ､ W ist ar と Fi s ch e r ラ ッ トともそれ ぞ

れ の 対照群に 比 べ 有意に増加 した ｡ 他の A M I A 受容 体サブ ユ ニ ッ ト m R N A

の発現量 は ､ 対 照群と の 有意差を認 め なか っ たo G l u R 2 m R N A 発現比 率は ､

それぞれ の 対照群に比較 し ､ カイ ニ ン酸投与群 が有意に低下 した｡

脊髄後角 ニ ュ ー ロ ン と脊髄白質に お け る A M l h 受容体各サブ ユ ニ ッ ト m R N A

発現量 は ､ 対 照群と の 間に有意差を認めな か っ た ｡

3) 変異 ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ ト脊髄運動
ニ ュ

ー

ロ ( と脊髄後角 ニ

ュ
ー

ロ ン とも , 重症の 有舞を問わず ､ 総 A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト m R N A

発 現量と α u R 2 m R N A 発 現量
･ 発現比率 は ､ それぞれ の 同腹対照との有意差

が認 め られ なか っ た｡

4) G l u R 2 Q 瓜 部位 の R N A 編集率は選択的な脊髄運動 ニ ュ
ー ロ ン 変性 ･ 脱落を

確認 した K A - W 8 投与群 とそ の 対照群の 単
一

運動 ニ ュ ー ロ ン で検討 し､ 例外

なく全 て 1 0 0 % で あ っ た o
･また ､ 発症後変異ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ トお よ びそれぞれ の 同

腹対照の 全て の 運動 ニ i
一 口 ン に お い て｣ 変異 ヒ ト S O D l 遺伝子 ､ 発症の 有

無に関係なく ､ α u R 2 R N A 編集率は 1 0 0 % で あ っ.た｡
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カ イ ニ ン 酸髄注 ラ ッ トは ､ 運動機能選択的な障害 ､ 脊髄運動 ニ ュ
ー

_
ロ ン選 択

的な変性 ･ 脱落が生 じ､ A L S の 病態を反 映す る疾患モ デル と結論づ ける こ とが

でき ､ A L S め病態生理を研究する 上 に有用な ツ
ー

ル に な ると考えられ る ｡ 従来



～
I

の モ デル 動物 で は ､ 変異 ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク動物を含め例外なく ､

こ の ような運動機能と運動 ニ ュ
ー

ロ ン の 選択性 ･ 特異性が得られ て い なか っ た｡

グ ル タ ミ ン酸受容体の ア ン タ ゴ ニ ス トを用 い た研究で ､ カイ ニ ン 酸持続髄注

に よ っ て引き起 こ され た選択的運動 ニ ュ
ー

ロ ン 変性 は ､ A M 眺 A 受容体を介

するも の で あ る こ とが明 らか に な っ た ｡ ま た ､
C T Z を用 い た結果 か ら､ 脱感作

時間変化 の み で は細胞生存 に大きな影響を与えない こ と⊥ カイ ニ ン酸毒性が脱

感作をブ ロ ッ ク さ叫た A M P A 受容体を刺激 した こ とにより増強 した こ とが考え

られる｡ カ イ ニ ン 酸持続髄注 に よ る選択的運動機能 の低下と脊髄運動 ニ ュ
ー ロ

ン の 変性 . 脱落が A M P A 受容体を介 したも の と考えられる ｡

え 正常 ラ ッ トに お ける A M l n 受容体サブ ユ ニ ッ ト m R N A ･ W

今回正常成熟ラ ッ -ト脳脊髄単
一

神経細胞 を ､
.
レ ー ザ ー

マ イ ク ロ ダイ セ ク シ ョ

ン シ ス テ ム と定量 R T - P C R に より検討 し､ A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト m R N A 発

現プ ロ フ ァ イ ル を初めて 定量 したも の で ある o G l u R 2 m R N A 発現量 は組織 ､ 細

胞種を問わず ､ 最も多 い ことが示.された ｡ また Gl u R 2 m R N A 発現量
･ 発現比率

は脊髄運動 ニ ュ
ー ロ ン で最も低 い ことが分か っ た ｡ こ の こ とは ､ 脊髄運動 ニ ュ

ー

ロ ン にお ける C a
2 +
透過性 A M P A 受容体密度が 比較的高い ことを予測させ ､ 従

っ て A M P A 受容体を介 した興奮性神経細胞死たより脆弱 で あり ､ A L S に お け

るネ中経細胞死選択性 に説 明す る
一

要素で ある と考えられ る ｡

我 々 の結果と以前の 定量報告と の違 い は神経細胞 の成熟度に よ る と考えられ

る o ラ ッ トの脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン に お ける G l u R 2 m R N A が総 A M P A 受容体サ

ブ ユ ニ シ トに 占める発現比率は相対的に最も高か っ た が ､ そ の 程度は ヒ トと比

較 し､ より低 い こ とが相違点と して あげられ る (3 9
- 6 3r o v s 7 7 18 ±2 ･ 0 % ) ｡

耳 カイ･ ニ ン 襲撃準ラ ッ トに お け る. 4 M P A 受容休
の分子変化

こ の髄注ラ ッ トで は ､ 脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン に準択的な G lu R 3 甲R N A の 上昇は

A M F A 受容体密度の 上昇に つ ながり ､ 二 次的に Gl u R 2 サブ ユ ニ ッ トを含む A M l h

受容体の割合を低下させ ､ すなわ ち ､ C a
2 十

透過性 A M P A 受容体の割合が上昇 し､

A M 払 受容体を介する C a
2 +

流入 は 更に増加する こ とが予想され ､ こ れが連動 ニ

ュ
ー

ロ ン の 機能を傷害す る可能性が あ ると考えられ る ｡ また ､ 孤発性 A L S 脊髄

運動 ニ ュ
ー

ロ ン に特異的に生 じて い る α u R 2 Q 収 部位の R N A 編集率低下 は選

択的な運動 ニ ュ
ー

ロ ン の 変性 ･ 脱落が認 め られた K A - W 8 投与群脊髄運動 ニ ュ

ー

ロ ン です ら生 じて い なか っ た ｡ すなわ ち ､ カ イ ニ γ酸髄注 ラ ッ トの 運動機能

障害､ 選択的脊髄運動 ニ ュ
ー

ロ ン 変性は α u R 2 R N A 編集低下を伴わず ､ 孤発

性 A L S と異なる興奮性神経細胞死経路を経て起こ っ て い ると考えられ る ｡
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家族性 A L S の 動物 モ デル で ある変異 ヒ トS O D l トラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク ラ ッ トに

お い て ､ 発症例で も A M P A 受容体サブ ユ ニ ッ ト m R N A 発現プ ロ フ ァ イ ル ､ G l u R 2

q 瓜 部位 の R N A 編集率の い ずれ にも 同腹対照との間に差異が認められな い こ

とか ら
､
そ の 神経細胞死 のメ カ ニ ズム は 孤発性 A L S で見 られ た Gl u R 2 m R N A 編

集率低下 に よる も の で はない と考えられ る｡ α u 氾 Q 瓜 部位 R N A 編集率低下

がみられなか っ た こ とが判明 した以 上 ､ 変異ヒ ト S O D l トラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク動

物は孤発性 A L S の動物モ デル に 当らな い と認識す
べ き で あ る｡




