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【緒言】 

 脊髄損傷の病態解明および新たな治療法における、基礎研究の進歩は近年目

覚ましく、世界各地では数多くの臨床試験も進行中である(1, 2)。しかし現実的

には、今でも脊髄損傷は重篤な後遺症の残存する難治性疾患であり、患者自身

の苦悩は言うまでもなく、現場の臨床医の頭をも悩ませ続けている。基礎研究

における治療介入の多くは急性期のものだが、実際に医療現場で急性期の保存

的治療法として確立したものは、ステロイド（methylpredonisolone sodium 

succinate）大量静注による脊髄保護治療のみで、それすら evidence が確立されて

おらず賛否両論、というのが現状である(3, 4)。 

脊髄損傷は、直達外力による挫滅損傷の後、数日から数週かけて周囲の細胞

までがアポトーシスや壊死に陥り、損傷が拡大する事が知られている(5)。はじ

めの直達損傷を 1 次損傷、その後の拡大損傷を 2 次損傷として、往々にして分

けて語られる(6)。性質上 1 次損傷は不可避なものであるため、必然的に治療標

的は 2 次損傷に向けられる。現在世界各地で行われている基礎研究や臨床試験

は、急性期に限ればほぼ全てが 2 次損傷の軽減を目的としたものである(1)。 

2 次損傷が起こるメカニズムは複雑で多岐にわたるが、「炎症」が一つのキー

ワードとなる。すなわち、1 次損傷に伴って血液中もしくは脊髄に内在する炎症

性細胞が集積・活性化し、炎症性サイトカインやケモカイン、一酸化窒素（NO）、
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フリーラジカルなどが大量に産生され、浮腫の増大、ひいては周囲細胞のアポ

トーシスや壊死が進行し、損傷が拡大するというものである(7)。しかし一方で、

炎症反応には組織修復を促す役割があることも知られている(8)。したがって、

二次損傷を軽減させるためには、炎症という病態を把握した上で、ただ炎症反

応を抑えるというのではなく、正しい方向へ制御する工夫が必要となる。 

さらに実際的な治療戦略を考えると、脊髄損傷の急性期における炎症制御を

試みる上では、病態に即した薬剤の投与が有力な手段となる。しかしながら、

中枢神経自体は血液脳関門の存在によりアプローチが困難な上に、急性期の損

傷脊髄内は虚血や炎症性細胞の集積などにより、薬剤のデリバリーを適切な場

所に安定して達成することが非常に難しい環境となっている(9, 10)。ゆえに、安

全かつ効率的なデリバリーシステムの確立は、脊髄損傷の薬剤治療において欠

く事のできないものである。 

また、それらと同時に考えねばならないのが、重症度評価の問題である。新

たな治療介入を行う場合、その時点での正確な重症度評価が出来なければ、最

終的な治療効果の判定が不正確なものとなる。ところが、脊髄損傷急性期に正

確な重症度評価を行うのは、実際は非常に難しく、その事が基礎研究や臨床試

験の遅れの一因となっている(11)。客観的かつ正確な重症度評価は、新たな治療

法を確立するための必要条件であると言っても過言ではない。 
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そこで本研究は 3 章に分けて構成した。第 1 章では、自然免疫 preconditioning

という手法を用いて、脊髄損傷急性期の炎症という病態を、macrophage/microglia

の活性型という観点から捉えつつ、その制御を試みた。第 2 章では、東京大学

疾患生命工学センターオリジナルの非ウイルスベクターを用いて、脊髄組織へ

のデリバリーを試みるとともに、脊髄損傷モデルに対する治療遺伝子の導入も

合わせて行った。第 3 章では、脊髄損傷急性期の重症度評価を客観的に行うた

めのツールとして血中バイオマーカーに注目し、ヒト脊髄損傷患者における有

用性を評価するパイロットスタディーを行った。 
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【第 1 章 自然免疫 preconditioning による脊髄損傷急性期の炎症制御】 

【序論】 

 脊髄損傷では、直達外傷である一次損傷の後、macrophage/microglia をはじ

めとする炎症細胞が損傷部へ集積し、種々のサイトカイン放出とともに多様な

炎症反応が惹起される(7, 12)。脊髄損傷の病態を考える上で、この炎症反応には、

真逆の解釈が存在する。一つは、一連の炎症反応により、組織傷害が拡大増悪

し、いわゆる二次損傷が起こるという考え方である(13)。これに基づいた治療戦

略が大量ステロイドやミノサイクリンの全身投与で、炎症反応の鎮静化が目的

となる(3, 14)。その一方で、炎症反応は逆に神経保護・修復的に働くとも言われ

ており、これに基づいた治療戦略が活性型 macrophage 移植(8)で、局所の炎症

反応を惹起もしくは補うのが目的である。このように一見矛盾した解釈が両立

する背景には、炎症細胞の多様性があると考えられる。 

近年の研究では、macrophage/microglia には多様な活性型があり、これらが

神経系組織に共存していることが分かってきている(15)。特に、損傷脊髄におい

ては classically activated macrophage/microglia と、alternatively activated 

macrophage/microglia の 2 種類が同定されており、簡易的に M1、M2 とも呼

ばれる(16)。M1 細胞は toll like receptor (TLR) のリガンドや interferon (IFN) 

–γ などによって活性化を受け、神経組織に対して傷害性を有する。M2 細胞は
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interleukin (IL) -4, 10, 13 などによって活性化を受け、神経組織に対して修復

作用を有する。脊髄損傷後の損傷脊髄においては、速やかに M1,M2 双方の活性

化が惹起されるが、M2 活性化のみ数日で鎮静化することが知られている(16)。

したがって、脊髄損傷後の M2 活性化を選択的に促進することで、神経修復効

果を得ることが期待できると考えられる。 

一方で、自然免疫系への介入によって保護効果を出すメカニズムとして、

endotoxin tolerance (ET) が半世紀以上前より広く研究されている。ETとは、

低容量のエンドトキシン曝露を受けた細胞もしくは臓器が、次のエンドトキシ

ン刺激に対して耐性 (tolerance) を持つ現象のことを指す(17)。TLR4 の代表的

なリガンドである lipopolysaccharide (LPS) は、グラム陰性桿菌の細胞壁外膜

の構成成分よりなるエンドトキシンであり、LPS-TLR4 pathway を通じて ET

効果を出すことが知られている。中枢神経系(Central nervous system; CNS) に

おいても、低容量 LPS の前投与 (LPS preconditioning) により、様々な形での

ET が誘導される。この現象を応用して、脳虚血モデルにおいて、LPS 

preconditioning によって、虚血後に二次的に起きる炎症反応による組織損傷が

軽減されることが知られており、その保護・修復効果について 1990 年代後半よ

り広く研究されてきている(18-21)。さらに近年では、外傷性の中枢神経損傷に

対しても、LPS preconditioning が有効で、macrophage/microglia の表現型を
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調節することにより神経保護・修復効果がもたらされるという報告が出ている

(22, 23)。しかしながら、LPS preconditioning によって macrophage/microglia

の表現型がどのように変わり、神経保護・修復作用を発揮したのかというメカ

ニズムについては不明な点が多い。 

 今回の研究で筆者は、LPS による preconditioning により、損傷脊髄におけ

る macrophage/microglia の M1/M2 活性型のバランスが変わり、神経修復効果

が得られるのではないか、という仮説を立てた。この仮説を確かめるため、筆

者は LPS preconditioning をマウス脊髄損傷モデルに対して施行し、

macrophage/microglia の活性型についての解析を行った。 

 

【実験材料および方法】 

1. 動物 

8 週齢の C57BL/6J 雌マウスをオリエンタル酵母工業株式会社より購入した。

飼育ケージ内の移動は自由とし、飼料および飲用水は常時摂取可能な状態で、

12 時間ごとの明暗サイクルにて飼育した。全ての動物実験は「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。 
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2．LPS による preconditioning  

 LPS（Lipopolysaccharides from Escherichia Coli O127:B; Sigma-Aldrich）

を購入し、phosphate buffered saline (PBS) にて希釈した。8 週齢の C57BL/6J

雌マウスに対し、Preconditioning として脊髄損傷モデル作成に先立って

0.05mg/kg の濃度で 200μl 腹腔内に注射した。Control 群として、PBS のみを

200μl 腹腔内注射した。Preconditioning を行ったグループを PC 群として、

control 群との比較解析を行った。 

 

3. マウス脊髄圧挫損傷モデルの作成 

 

Preconditioning の 48 時間後に、脊髄損傷モデルの作成を行った（上図）。ペ

ントバルビタールナトリウム 50 mg/kg (Somno-pentyl; Kyoritsu Seiyaku) の

腹腔内注射にて全身麻酔をかけた。背部を剃毛した後、皮膚切開し、皮下脂肪

および傍脊柱筋を正中より分けて下位胸椎部の椎弓を露出し、第 9 胸椎の椎弓

切除を行い、脊髄を露出させた。身体を固定し、専用のデバイス(Infinite 

Horizons Impactor; Precision Systems and Instrumentation LLC) を用いて

80 kilodynes の力で脊髄に圧挫を加えた。傍脊柱筋および皮膚を縫合し、元の
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ケージに戻した。その後膀胱炎や創感染を起こしたものは解析から除外した。 

 

4. 脊髄サンプル採取 

 エーテルで深麻酔を施したマウスに PBS を灌流した。mRNA もしくは蛋白の

解析や、フローサイトメトリーを行うためのサンプルはこの時点で、脊髄損傷

部を中心に 6 mm の長さで採取した。組織学的検討を行うためのサンプルにつ

いては、PBS による灌流後さらに 4% paraformaldehyde (PFA) で灌流固定し、

脊髄採取後は 4°C の環境下で 4% PFA に 4 時間、20%ショ糖液に 24 時間、さ

らに 30%ショ糖液に、サンプルが沈むまで保存した。 

 

5. 定量 RT-PCR 

回収した脊髄サンプルから RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて RNA を抽

出精製した。mRNA を 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 ABI Prism 

7000 Sequence Detector (Applied Biosystems) を用いて、SYBR Green I Dye 

アッセイもしくは Taqman probe-based アッセイにより行った。Internal 

control （内部標準）として 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通りである。 
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Arginase-1 (mouse): Forward (5’-3’); TGCACCACCAACTGCTTAGC 

                   Reverse (5’-3’); GGATGCAGGGATGATGTTCT 

CD206 (mouse): Forward (5’-3’); TCTTTGCCTTTCCCAGTCTCC 

Reverse (5’-3’); TGACACCCAGCGGAATTTC 

iNOS (mouse): Forward (5’-3’); CCCTTCAATGGTTGGTACATGG 

Reverse (5’-3’); ACATTGATCTCCGTGACAGCC 

CD16 (mouse): Forward (5’-3’); TTTGGACACCCAGATGTTTCAG 

Reverse (5’-3’); GTCTTCCTTGAGCACCTGGATC 

CD86 (mouse): Forward (5’-3’); TTGTGTGTGTTCTGGAAACGGAG 

Reverse (5’-3’); AACTTAGAGGCTGTGTTGCTGGG 

VEGF-A (mouse): Forward (5’-3’); CGGAGGCAGAGAAAAGAGAAAGTG 

Reverse (5’-3’); GGGAGAGAGAGATTGGAAACACAG 

FGF-2 (mouse): Forward (5’-3’); CAAGGGAGTGTGTGCCAACC 

Reverse (5’-3’); AGATTCCAGTCGTTCAAAGAAGAAA 

PGF (mouse): Forward (5’-3’); GTCTGCTGGGAACAACTCAACA 

Reverse (5’-3’); CACCTCATCAGGGTATTCATCCA 

IGF-1 (mouse): Forward (5’-3’); CTGGACCAGAGACCCTTTGC 
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Reverse (5’-3’); GGTGCCCTCCGAATGCT 

TNF-α (mouse): Forward (5’-3’); ACGGCATGGATCTCAAAGAC 

Reverse (5’-3’); GTGGGTGAGGAGCACGTAGT 

IL-1β (mouse): Forward (5’-3’); CAGGCAGGCAGTATCACTCA 

Reverse (5’-3’); ATGAGTCACAGAGGATGGGC 

IL-6 (mouse): TaqMan probe (Mm00446190_m1) 

IL-4 (mouse): Forward (5’-3’); ACTCTAGTGTTCTCATGGAGCTGC 

Reverse (5’-3’); AAAGCATGGTGGCTCAGTACTACG 

IL-10 (mouse): Forward (5’-3’); GCTCCAAGACCAAGGTGTCTACAA 

Reverse (5’-3’); CCGTTAGCTAAGATCCCTGGATCA 

IL-13 (mouse): Forward (5’-3’); ATCTCAGCTGTGGACTCATTTTCC 

Reverse (5’-3’); CAGTTTTCTGTAGGGATGGGATGG 

MMP-2 (mouse): Forward (5’-3’); AACTACGATGATGACCGGAAGTG 

Reverse (5’-3’); TGGCATGGCCGAACTCA 

MMP-9 (mouse): Forward (5’-3’); CGAACTTCGACACTGACAAGAAGT 

Reverse (5’-3’); GCACGCTGGAATGATCTAAGC 

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

Reverse (5’-3’); GGATGCAGGGATGATGTTCT 
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6. 酵素免疫測定法 (ELISA) 

 回収した脊髄サンプルを T-PER Mix (protease inhibitor, 1 mM Na3VO4, 2 

mM NaF, and pH 7.4, 2 mM EDTA) (Thermo Fisher Scientific Inc.) に入れて

直径 2 mm 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、15000 rpm で 15 分遠心して蛋白を抽出した。総蛋白濃度は Protein 

Assay Kit Ⅱ(BIO RAD 社) を用いて、Lowry 法にて定量した。ELISA kit 

(CUSABIO) を用いて、manufacturer’s protocol に沿って arginase 1 および

iNOS の蛋白濃度を定量し、総蛋白濃度で補正した。 

 

7. 免疫組織染色 

 脊髄サンプルを凍結切片作成用包埋剤 OCT compound (SAKURA 

FINETEK) で包埋、試料凍結器（東京理科器械社）を用いて 60 秒程度で急速

凍結した後、凍結標本の矢状断をクライオスタット Leica CM3050S (Leica 

Microsystems) で 14 μm 厚にスライスし、凍結切片を作成した。切片は 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

抗体を室温で 24 時間反応させた。2 次抗体は室温で 2 時間反応させた。ProLong 

Gold 退色防止剤(Invitrogen)を用いてマウントした。用いた 1 次抗体および希
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釈は以下の通りである。 

 

抗 arginase1 抗体 (Goat)  (Santa Cruz) 1：100 

抗 Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) 抗体 (Rabbit)  (Wako) 

1：500 

抗 Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 抗体 (Mouse)  (Millipore) 1：500 

抗 Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) 抗体 (Hamster) 

(Millipore) 1：400 

 

 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) を用いた。画像解析は

WinROOF ソフトウェア (Mitani Co.) を用いて細胞数のカウントおよび血管

長の測定を行った。 

 

8. フローサイトメトリー 

 回収した脊髄サンプルより、Neural Tissue Dissociation Kits (Miltenyi 

Biotec) を用いて細胞懸濁液を作成した。Myelin debris は、37% Percoll によ

る密度勾配遠心分離を行って除去した。細胞は FcR Blocking Reagent (Miltenyi 
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Biotec) で 4°C 10 分間ブロッキングした後、PerFix-nc Kit (Beckman Coulter) 

にて固定透過処理した。抗 CD45-FITC (BioLegend), 抗 Gr1-VioGreen 

(Miltenyi Biotec), 抗 iNOS-PE (BIOSS), 抗 Arginase1 (Santa Cruz 

Biotechnology) –Biotin (Biotin Labeling Kit; Dojindo) で室温にて 30 分間, 抗

Biotin-Vioblue (Miltenyi Biotec) で室温にて 15 分間反応させてラベルした。フ

ローサイトメトリーには MACSQuant Analyzers（Miltenyi Biotec)を用いた。 

 

9. Magnetic cell sorting (MACS) による CD11b 陽性細胞の選択採取 

 フローサイトメトリーと同様に、損傷脊髄サンプルから細胞懸濁液を作成し、

Myelin debris を除去、ブロッキングを行った。Anti-CD11b マイクロビーズ 

(Miltenyi Biotec) で 4°C 15 分間反応させてラベルし、magnetic cell separator 

(Miltenyi Biotec) でソートして positive fraction (CD11b 陽性細胞) を選択採

取した。 

 

10. Luxol Fast Blue (LFB) 染色 

 免疫組織染色と同様の手順で、凍結切片を作成した。95%エタノールで脱水、

エタノール/クロロホルムで脱脂した後、再び 95%エタノールで脱水した。0.1% 

LFB solution (Solvent blue; MP Biomedicals) 56°C24 時間で染色した。95%エ



17 
 

タノールと distilled water ですすぎ、lithium carbonate solution、70、95、100% 

ethanol で分別、キシレンで透徹したものを標本封入剤 (ダイヤテックス; 東京

硝子器械) でマウントした。  

染色した標本の観察には、光学顕微鏡 (BX51; Olympus) を用い、脊髄矢状断

中央に最も近い切片の画像を、画像取り込みソフト (In Studio; Pixera) を用い

て取り込んだ。画像解析は WinROOF ソフトウェア(Mitani Co.) を用いて脱髄

部の面積を測定した。 

 

11. 行動学的解析 

 Basso Mouse Scale (BMS) による 9 点満点の scoring で脊髄損傷後のマウス

後肢運動機能を評価した。原著論文に沿って、マウスの運動は open field での

自由歩行とし、少なくとも 5 分間観察を行った(24)。 

 

12. Western Blotting 

 Nuclear Extract Kit (Active Motif) を用いて脊髄サンプルより核蛋白質を抽

出した。得られた可溶画分は 4x サンプルバッファ(Wako)と混和し、-30°Cで保

存した。等量の蛋白を 5-20％のSDSポリアクリルアミドゲル (e-PAGEL 

E-T520L; ATTO) で電気泳動し、泳動終了後のゲル上の蛋白をPVDFメンブレ
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ン(Immobilon-P, Millipore) に転写した。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後、目的とする蛋白の 1 次抗体と 4°C24 時間反応さ

せた。2 次抗体にはHRP-conjugated anti-goat IgGまたはanti-rabbit IgG (とも

にPromega)を用い室温 2 時間反応させた後、ECL Plus Western Blotting 

Detection System (GE Healthcare) により特異的なバンドを発光させた。

Odyssey○R  Fc Imaging Systemを用いて化学発光を検出し、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Lamin Bを用いた。用いた 1

次抗体および希釈は以下の通りである。 

 

抗 pIRF-3 抗体 (Rabbit)  (Cell Signaling) 1：500 

抗 LaminB 抗体 (Goat)  (Santa Cruz) 1：200 

 

13. Interferon regulatory factor (IRF) -3 binding assay 

Nuclear Extract Kit (Active Motif) を用いて脊髄サンプルより核蛋白を抽出

した。IRF-3 activity ELISA キット (TransAM IRF-3; Active Motif) に 10 μg

の核蛋白をアプライした。IRF-3 activity ELISA キットのプレートには活性型

IRF-3が特異的に結合するconsensus binding siteを含むオリゴヌクレオチドが

打ちつけられており、manufacturer’s protocol に沿ってサンドイッチ法の原理
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で活性型 IRF-3 の定量を行った。 

 

14. 統計学的解析 

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 2 群間では

Student’s t 検定、多群間では one-way repeated ANOVA の後に Bonferroni 法

あるいは Student’s t 検定を用いた。p < 0.05 を有意差ありとした。 

 

【結果】 

(1)  LPS preconditioning によって ET が誘導された 

ET が起こると、炎症性サイトカインの発現が抑制されることが知られている。

今回の LPS preconditioning モデルで、正しく ET が誘導されているかを確認す

るために、代表的な炎症性サイトカインである TNF-α、IL1-β、IL-6 の mRNA

発現の評価を行った。その結果、TNF-α、IL1-β、IL-6 の mRNA 発現はいずれ

も、脊髄損傷後 12 時間以内の急性期に preconditioning を行った群（PC 群）

で有意に抑制されていた（図 1）。LPS preconditioning によって ET が誘導され

たことが示された。 

 

(2) LPS preconditioning によって脊髄損傷後に損傷部周囲の M2 活性化が促
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進された 

LPS preconditioning が脊髄損傷後の macrophage/microglia 活性型に与える

影響を調べるため、脊髄組織における M1 マーカー（iNOS、 CD16、 CD86）

および M2 マーカー（arginase1、CD206）発現の評価を行ったところ、脊髄損

傷 1 日後および 3 日後の損傷脊髄において、M2 マーカーである arginase1 の

mRNA 発現促進が、PC 群で有意に認められた（図 2A）。M1 マーカーに関して

は、脊髄損傷 1 日後の CD86 の mRNA 発現が PC 群において有意に低い傾向を

認めたが、その他は有意差を認めなかった（図 2B）。ELISA による、蛋白濃度

の評価においても、脊髄損傷後 1 日後および 3 日後の損傷脊髄において、

arginase1 の蛋白濃度が PC 群で有意に高く、iNOS の蛋白濃度には有意差が認

められなかった（図 2C）。脊髄損傷 3 日後の免疫組織染色では、抗 Iba1 抗体お

よび抗 arginnase1 抗体を用いて観察した（図 2D）。損傷部周囲の Iba1 陽性細

胞数、すなわち macrophage/microglia の総数には有意差が認められなかったが、

Iba1 および arginase1 の 2 重陽性細胞、すなわち M2 細胞の数は PC 群で有意

に多かった（図 2E）。以上の結果より、LPS preconditioning によって、脊髄損

傷後 1 週以内の急性期において、損傷部周囲の M2 活性化が促進された事が示

された。 
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(3) M2 活性化は主に resident microglia で誘導されていた 

Macrophage と microglia は、マーカーがほぼ共通しており、免疫染色では明

確に判別することが困難であるため、フローサイトメトリーによる細胞群の分

別を試みた(25)。脊髄組織から得られた細胞を抗 CD45 抗体、抗 Gr-1 抗体、抗

iNOS 抗体および抗 arginase1 抗体でラベリングし、フローサイトメーターにア

プライすると、CD45 発現の高低によって resident microglia (CD45low) と

infiltrating macrophage (CD45high) を判別する事が可能であった（図 3A）。さ

らにこれらの細胞群を同定してゲートをかけ、iNOS および arginase1 の発現の

高低によってさらに M1 細胞群と M2 細胞群に分別すると、resident microglia

では、脊髄損傷 1 日後および 3 日後において、M2 細胞群の M1 細胞群に対する

割合が PC 群で有意に増加していた（図 3B）。一方、脊髄内の infiltrating 

macrophage と血中の peripheral macrophage においては、control 群と PC 群

の間に M2/M1 比の有意差が認められなかった（図 3C）。以上の結果より、

preconditioning による脊髄損傷後の M2 活性化は、resident microglia で主に

誘導されている事が示された。 

 

(4) LPS preconditioning によって脊髄損傷後の血管形成が促進された 

M2 細胞が angiogenic factor を産生することが知られているため(26, 27)、脊
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髄損傷後の血管形成の評価を、血管内皮細胞のマーカーである PECAM の抗体

を用いた免疫組織染色にて行った。損傷部周囲で染色された血管長を計測した

ところ、脊髄損傷 3 日後および 7 日後において、PC 群で血管長の合計が有意に

大きかった（図 4A,B）。次に、magnetic cell sorting の手法を用いて、脊髄組織

から macrophage および microglia のマーカーである CD11b 陽性細胞を選択採

取した。Angiogenic factor である VEGF、IGF-1 の mRNA 発現評価を行った

ところ、PC 群において脊髄損傷 3 日後において、VEGF の mRNA 発現が有意

に上昇していた（図 4C）。以上の結果より、preconditioning によって脊髄損傷

後の活性化が誘導された M2 細胞により、損傷部周囲の血管形成が促進された

事が示された。 

 

(5) LPS preconditioning によって脊髄損傷後の組織修復が促進され、良好な

運動機能回復を示した 

 LPS preconditioning による脊髄損傷後の長期効果を、組織学的および運動機

能学的に解析した。反応性アストロサイトのマーカーである GFAP と、

macrophage および microglia のマーカーである Iba1 の抗体を用いて損傷部脊

髄の免疫組織染色を行ったところ、損傷後 2 週の時点で、PC 群において反応性

アストロサイトによるグリア瘢痕が、炎症性細胞をほぼ取り囲んでいるのに対
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し、control 群では炎症性細胞はグリア瘢痕の外側にも広く散在していた（図 5A）。

このことは、グリア瘢痕による炎症細胞群の packing が速やかになされている

事を示唆している。また LFB 染色では、PC 群で脊髄損傷後 1 週から 2 週にか

けて有意に損傷部の縮小が認められ、損傷後 6 週においても PC 群の損傷面積

は control 群と比較して有意に小さい傾向にあった（図 5B,C）。次に、脊髄損傷

後のマウス後肢運動機能を、標準的な評価法として世界的に広く用いられてい

る Basso Mouse Scale（BMS）の scoring（9 点満点）を行うことで評価した。

脊髄損傷後 3 週以降で、PC 群において有意に良好な後肢運動機能が認められた

（図 5D）。以上の結果より、LPS preconditioning により脊髄損傷後急性期に

M2 活性化が促進されたことで、亜急性期以降の長期にわたって組織学的、運動

機能学的に良好な改善を認めた事が示された。 

 

(6) LPS preconditioning による脊髄損傷後の M2 活性化に先立って IL-10 の

発現増加と IRF-3 の活性化を認めた 

 LPS preconditioningによる脊髄損傷後のM2活性化を直接的に誘導した因子

を調べるため、M2 活性化の主な誘導因子として知られている IL-4、IL-10、IL-13

の mRNA 発現の評価を行った(15)。すると、IL-4 および IL-13 の mRNA 発現

は control 群と PC 群の間に差が無かったのに対し、IL-10 の mRNA 発現が、
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脊髄損傷 12 時間後の急性期に PC 群で有意に上昇していることが分かった（図

6A-C）。さらに、転写因子として IL-10 発現を直接もしくは間接的に正に調節す

ることが知られている、転写制御因子 IRF-3 の活性を調べた(17, 28)。Western 

Blotting でリン酸化 IRF-3（pIRF-3）の蛋白量を、IRF-3 activity ELISA で、

オリゴヌクレオチドとの結合能を持った IRF-3（活性型 IRF-3）の蛋白量を定量

評価した。IL-10 と同じく、脊髄損傷 12 時間後において pIRF-3 の蛋白量およ

び活性型 IRF-3 の蛋白量が、PC 群で有意に上昇している事が認められた（図

6D-F）。 

 

【考察】 

中枢神経損傷に対する LPS preconditioning は、主にげっ歯類の脳虚血モデ

ルで研究が進められてきたが、2010 年を過ぎてからは脳外傷や脊髄損傷モデル

の報告も出てきている(18-23)。LPS 投与のプロトコールに関しては、モデルに

よって大差はなく、おおよそ0.01-1 mg/kgを損傷の2-5日前に投与することで、

数日内に組織反応や損傷の程度に影響が出るとされている。投与法は腹腔内が

大半であるが、皮下でも同様の効果が得られる (21)。LPS preconditioning が

macrophage/microglia の表現型調節を介して神経保護・修復効果を持つことに

ついては過去にも報告があったが、具体的な表現型については明らかにされて
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いない(23, 29)。今回筆者は、LPS preconditioning によってプライミングを受

けた内在性 microglia が、脊髄損傷後に M2 活性化を受け、そのことが組織修復

と運動機能回復に寄与していることを示した。さらに筆者は、 LPS 

preconditioning による脊髄損傷後の M2 活性化に先立って IL-10 の発現増加と

IRF-3 の活性化が促進されていることを示した。LPS preconditioning の機序と

して M1/M2 活性化に言及したのは本研究が初めてとなる。 

LPS は単独で M2 活性化だけを誘導する事はなく、レセプターである TLR4 の

下流である MyD88-NFkB pathway からの炎症性サイトカイン発現を介してむし

ろ M1 活性化を誘導する事が知られている(15)。また、LPS と同様に、脊髄損傷

でも TLR4 が活性化する事が知られている(30-32)。TLR4 には MyD88 と TRIF と

いう 2 つのアダプター分子が結合しており、それぞれ特異的な炎症反応を誘導

する経路、すなわち MyD88-NFkB pathway と TRIF-IRF-3 pathway を有する(33)。

ゆえに、今回のモデルでは LPS による先行刺激により活性化された

MyD88-NFkB pathway が、続く脊髄損傷による刺激では ET 効果による抑制を受

け、代わりにもうひとつの TLR4 の下流経路である TRIF-IRF-3 pathway が活性化

されて IL-10 発現が促進され、その後の M2 活性化が誘導されたと考えられる。 

興味深いことに、今回のフローサイトメトリーの結果では、 LPS 

preconditioning によって M2 活性化が明らかに促進されていたのは



26 
 

macrophage ではなく resident microglia であったことから、脊髄内の resident 

microglia が LPS によるプライミング効果を受けたことが示唆される。LPS の

末梢投与によって CNS 中の microglia が広く活性化されることは既に報告され

ている(34, 35)が、LPS が血液脳関門を越えることはないとも言われており(36)、

どのようにして CNS 中の microglia が活性化されるのか不明な点も多い。妥当

な説明としては、CNS の血管内皮細胞を経由して LPS からのシグナルが血管内

から中枢神経系へ伝達されるという仮説が考えられる。実際、血管内皮細胞が

LPS によって活性化を受けることが mix culture では観察されている(37)。いず

れにせよ、今回の LPS preconditioning には、resident microglia の M2 活性化

が主要な役割を果たしている可能性が高く、脊髄損傷の病態と preconditioning

の効果を知る上で意義深い発見と考えられる。 

M2 活性化から組織修復、運動機能回復に至るメカニズムとして、今回の研究

で血管形成の促進とグリア瘢痕の速やかな形成が寄与していることが示唆され

た。M2 細胞が M1 細胞より高い血管新生能を持つことは in vitro でも in vivo

でも示されている(26, 27)。また、血管内皮細胞が血管新生を促進するとともに、

Notch シグナルを介してグリオーシスを促進することが分かっており(38, 39)、

LPS preconditioningによるM2活性化の促進によって血管形成が促進されると

ともにグリア瘢痕の形成が速やかになされたと解釈することは、これらの報告



27 
 

とも矛盾しない。グリア瘢痕に関しては、軸索伸長の阻害などの負の側面があ

る一方で、瘢痕によるパッキング効果で炎症細胞の拡散を抑制するとともに瘢

痕内部の貪食能を高め、脊髄損傷の軽減に寄与している(40, 41)。今回の研究で

も、PC 群でグリア瘢痕が速やかに形成されたことで、その後の組織修復が進む

とともに、良好な運動機能回復を示すことが明らかになった。脊髄損傷の急性

期を標的とした LPS preconditioning による自然免疫機構の modulation が、長

期的な効果に対しても重要な役割を果たすことが示唆された。 

今回の研究では、LPS preconditioning による効果の key molecule の候補と

して IL-10 が同定された。IL-10 が脊髄損傷に対し神経保護・修復作用を持つ事

は 2000 年頃より報告されており、リコンビナント蛋白の持続投与や、遺伝子治

療、細胞移植との併用など、数多くの報告がある(42, 43)。しかし、持続投与に

伴う感染や、過剰発現によるニューロパチーなど課題も多い(44, 45)。LPS 

preconditioning による神経保護・修復効果は、IL-10 以外の因子も寄与してい

る可能性があるため、完全に同列で比較はできないが、少なくとも薬剤の一回

投与で systemic に IL-10 発現亢進から M2 活性化を誘導することのできる

preconditioning は、利便性の高い方法と言えるだろう。 

M2 活性化を誘導する因子として、IL-4、IL-10、IL-13 が主に知られている

が、IL-4,13 によって誘導される M2 細胞 (M2a) と IL-10 によって誘導される
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M2 細胞 (M2c) は異なる phenotype を持つことが知られている(46)。一方、損

傷脊髄において、M2 subtype による機能の違いについては、ほとんど明らかに

なっておらず、まとめて M2 として評価されている(47)。本研究でも M2 subtype

には言及していないが、今後、脊髄損傷の研究においても、M2 subtype に分け

て評価する必要が出てくる可能性が高いと考えられ、今後の課題である。 

本研究の結果から、自然免疫による preconditioning は、中枢神経損傷に対し、

M2 活性化による組織修復を簡便かつ効果的に誘導するストラテジーとして、有

望であると考える。臨床応用を考える場合、前投与という性質から外傷性脊髄

損傷の治療に実際に preconditioning を用いるのは難しいが、予防投与という形で、

合併症としての脊髄損傷のリスクの高い脊椎難手術などに応用が期待できるだ

ろう。理想は preconditioning の効果をもたらす因子をさらに特定し、

postconditioning につなげることだが、これには網羅的解析を含めたさらなる研

究が必要である。いずれにせよ、エンドトキシンを用いた preconditioning は、脊

髄損傷後の神経保護・修復に有望な戦略として期待される。 
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【図表】 

 

 

図 1 LPS preconditioning によって ET が誘導された 

A-C：損傷脊髄における抗炎症性サイトカインの mRNA 発現（A: TNF-α、B: 

IL-1β、C: IL-6）。GAPDH の値で補正 (n = 6)、Error bar: SD、*p < 0.05。 
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図 2 LPS preconditioning によって脊髄損傷後に損傷部周囲の M2 活性化が促

進された 

A: 損傷脊髄における、脊髄損傷後の M2 マーカー（左より arginase1、CD206）

の mRNA 発現。GAPDH の値で補正 (n = 6)、Error bar: SD、*p < 0.05。 

B: 損傷脊髄における、脊髄損傷後の M1 マーカー(左より iNOS、CD16、CD86)
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の mRNA 発現。GAPDH の値で補正 (n = 6)、Error bar: SD、*p < 0.05。 

C: 損傷脊髄における、脊髄損傷後のarginase1および iNOSの蛋白定量(ELISA)。

総蛋白質の値で補正 (n = 6)、Error bar: SD、*p < 0.05。 

D: 脊髄損傷 3 日後の免疫組織染色。脊髄中央の矢状断、＊：損傷中心、スケ

ールバーは 500 μm。a-d: 拡大像、スケールバーは 50 μm。E: Iba1 陽性細胞お

よび、Iba1＋arginase1 の 2 重陽性細胞の定量。縦軸は一視野（X20）あたりの

細胞数を表す。N =5、Error bar: SD、*p < 0.05。 
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図 3 M2 活性化は主に resident microglia で誘導されていた 

A: 損傷後 3 日の損傷脊髄組織。CD45 low: microglia、CD45 high: macrophage

とした。B: 損傷脊髄組織から microglia の細胞群でゲートをかけ、iNOS high: 

M1、arginase1 high: M2 として分別。M2 細胞数の M1 細胞数に対する比を定

量化した。C: 脊髄内 macrophage、血中 macrophage を同様に M1、M2 に分

別し、比率を定量化した。N =4、Error bar: SD、*p < 0.05。 
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図 4 LPS preconditioning によって脊髄損傷後の血管形成が促進された 

A: 脊髄損傷 3 日後の免疫組織染色。脊髄中央の矢状断、＊：損傷中心、スケー

ルバーは 500 μm。i-iv: 拡大像、スケールバーは 100 μm。B: 脊髄損傷 3，7 日

後における、一視野あたり（X40）の血管長の合計を定量化した。N =5、Error 

bar: SD、*p < 0.05。C: 損傷脊髄から MACS で選択採取した CD11ｂ陽性細胞

における angiogenic factor (a：VEGF、b：IGF-1) の mRNA 発現。GAPDH

の値で補正 (n = 5)、Error bar: SD、*p < 0.05。 
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図 5 LPS preconditioning によって脊髄損傷後の組織修復が促進され、良好な

運動機能回復を示した 

A: 脊髄損傷 2週後の免疫組織染色。脊髄中央の矢状断、スケールバーは 500 μm。

B: 脊髄損傷 1, 2週後のLFB染色。脊髄中央の矢状断、スケールバーは 500 μm。 

C: LFB 染色にて計測した損傷部（脱髄部）面積の経時変化。N =5、Error bar: 

SD、*p < 0.05。D: BMS の経時変化。N =10、Error bar: SD、*p < 0.05。 
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図 6 LPS preconditioning による脊髄損傷後の M2 活性化に先立って IL-10 の

発現増加と IRF-3 の活性化を認めた 

A-C：損傷脊髄におけるM2誘導サイトカインのmRNA発現（A: IL-10、B: IL-4、

C: IL-13）。GAPDH の値で補正 (n = 6)、Error bar: SD、*p < 0.05。D,E: 脊髄

損傷 12 時間後の損傷脊髄における pIRF-3 の蛋白発現（Western Blotting）お

よび定量評価。Lamin B の値で補正 (n = 5)、Error bar: SD、*p < 0.05。F: 損

傷脊髄における IRF-3 活性（結合能）評価 (IRF-3 activity ELISA)。N = 5、

Error bar: SD、*p < 0.05。 
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【第 2 章 非ウイルスベクターを用いた脊髄損傷急性期の遺伝子治療】 

【序論】 

急性期の損傷脊髄内は虚血や炎症性細胞の集積などによって炎症性サイトカ

インや蛋白分解酵素であふれており、神経系細胞も多くがアポトーシスや壊死

に陥る(5, 7)。このような細胞内外の問題のため、投与した治療用物質が分解さ

れずに安定したデリバリーを達成する事が非常に難しく、脊髄損傷急性期の治

療介入に対する障壁の一因となっている。もとより中枢神経系 (Central 

nervous system; CNS) へのドラッグデリバリーは血管脳関門の存在により課

題の多い分野であり(9)、くも膜下からのアプローチが、理論的には薬剤の濃度

を有効に上げる方法で、健常脊髄に対しては臨床的にも効果を上げている(9, 48, 

49)。しかし、くも膜下からの持続的な薬剤投与は、体重減少、歩行障害、カテ

ーテル留置に伴う瘢痕形成などの合併症が報告されており(50, 51)、これらを

避けるには、脊髄損傷の急性期においても単回投与で効果を持続させるシステ

ムが必要である。   

薬剤の投与形態として、ペプチドやリコンビナント蛋白などを用いる方法と、

目的薬物の発現遺伝子を用いる方法が考えられる。しかし、ペプチドなどの蛋

白質は半減期が短く脊髄損傷に対しては持続投与が必要なため、くも膜下アプ

ローチによる投与には不向きとされる。一方、遺伝子治療は、発現した細胞自
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身が持続ポンプの役割を果たすため、単回投与で局所への導入効率と効果の安

定性が期待できる。脊髄損傷に対する治療法としても注目されており、将来性

のある分野である(52-54)。 

遺伝子治療におけるデリバリーシステムを構築する上では、キャリアの選択

が重要になるが、従来はウイルスベクターを用いる手法が中心であった(55)。

しかし、実際に in vivo 投与に伴う死亡事故や白血病用の副作用の報告がなさ

れている通り、ウイルスベクターの抗原性、毒性、腫瘍原性などの問題は解決

していない(56-58)。今後、遺伝子治療の臨床応用を実現するために、安全性の

高い非ウイルスベクターを用いた遺伝子デリバリーシステムのニーズが高まっ

ている。 

非ウイルスベクターに共通する原理として、DNA が天然のアニオンであるこ

とを利用して、それと結合するカチオンを用いてナノサイズのコンプレックス

を作り、DNA の安定化およびデリバリーに有効な諸性能を持たせるということ

がある。核酸と結合する共重合体のカチオン部分はベクターの機能において特

に重要であり、今回筆者は、東京大学疾患生命工学センターで開発された

poly{N’-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]aspartamide}(PAsp(DET)) ポリマー

を用いることで、低毒性かつ高効率な pDNA 導入を目指した（下図 a）(59)。 
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PAsp(DET)の側鎖のジアミノエタン構造は、細胞外条件である pH 7.4 では主に

モノプロトン化構造をとるが、エンドソーム条件である pH 5.5 では主にジプロ

トン化構造をとる(上図 b)。したがって、細胞外で PAsp(DET)はプロトン化率が

低く膜傷害活性が弱いために毒性が低いが、エンドソーム内ではプロトン化率

の上昇に伴って膜傷害活性が強くなる。その結果エンドソーム膜が効率的に破

壊され、ナノキャリアのエンドソーム脱出が促されるため、高い核酸導入効率

を示す(60)。また安全性に関して市販のポリカチオン性核酸導入試薬である

LPEI と比較したところ、PAsp(DET)は LPEI より細胞毒性が低いことが知られ

ている(61)。 

筆者はこの PAsp(DET)を遺伝子キャリアとして、くも膜下アプローチにより

マウス健常脊髄への遺伝子導入を試み、他の代表的な非ウイルスベクターもし

くは naked pDNA とのレポーター遺伝子発現の比較を行った。次に、実際の治
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療用遺伝子を PAsp(DET)に内包し、マウス脊髄損傷モデルに対する治療効果を

検討した。治療用遺伝子には脳由来神経栄養因子 (brain-derived neurotrophic 

factor; BDNF) を用いた。BDNF は神経栄養因子の一つで、脊髄損傷に対し、

細胞アポトーシスの抑制、軸索再生などの効果を持つことが知られている(62, 

63)。今回は脊髄損傷急性期の治療として、BDNF の抗アポトーシス効果に着目

した。ポリカチオン性ポリマーを遺伝子キャリアとして脊髄損傷モデルに対し

て用いた報告はこれまでなく、初の試みとなる。 

 

【実験材料および方法】 

1. 動物 

8 週齢の C57BL/6J 雌マウスおよび 8 週齢の Sprague-Dawley 雌ラットをオ

リエンタル酵母工業株式会社より購入した。その後の飼育は、第 1 章と同様に

行った。 

 

2.  試薬 

ルシフェラーゼ (pGL4.13: Promega)、 分泌型ルシフェラーゼ (Gaussia 

luciferase; GLuc)  (NewEngland Biolabs) および BDNF (pUNO1-hBDNFa: 

InvivoGen) 遺伝子を含むプラスミド DNA (pDNA) を購入した。Competent 
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DH5α Escherichia coli. (TOYOBO) に形質導入してクローニングした後、

NucleoBond Xtra EF (Nippon Genetics) にて精製した。プロモーター領域は、

全て CAG プロモーターに置換した。 

 

3．pDNA 内包キャリアの調整  

（ポリマーは東京大学工学系研究科石井武彦助教より供与された。）PAsp(DET)

ホモポリマーは過去の文献に従って合成された(59)。1H-NMR にて PAsp(DET)

の重合度は 52 だった。PAsp(DET)/pDNA 複合体(ポリプレックス)はポリマー

と pDNA を混ぜることで調製され、その混合比に関してはポリマー中のアミノ

基(N)と pDNA 中のリン酸基(P)のモル比 (N/P 比) を 8 とした。Linear 

polyethyleneimine (LPEI, ExGen 500, MBIFermentas) ポリプレックスは、製

造元が提示した最適条件である N/P = 6 にて調製した。リポフェクタミン 2000 

(Invitrogen) は製造元が示した最適混合比で混合した。pDNAの最終濃度は 200 

μg/mlとした。 

 

4. マウス、ラットに対するキャリアのくも膜下投与 

 イソフルラン (Escain; Mylan) 吸入による全身麻酔下に行った。腰部を剃毛

した後、皮膚切開し、皮下脂肪および傍脊柱筋を正中より分けて、第 4/第 5 も
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しくは第 5/第 6 腰椎の椎弓間を露出した。ハミルトンシリンジを用いて椎弓間

に針を挿入し、前述の如く調整した pDNA 内包キャリア溶液 10 μl (pDNA 2 μg) 

を、くも膜下に注入した。注入時間には 60 秒以上かけ、溶液の漏出を防ぐため

に注入終了後も針先を 5 分間くも膜下に留置した。 

 

5. マウス脊髄圧挫損傷モデルの作成 

 キャリア投与 24 時間後に、第 1 章と同様の方法で、マウス脊髄圧挫損傷モデ

ルを作成した。圧挫損傷の強度は 60 kilodynes に設定した。 

 

6. ルシフェラーゼ発現の評価 

 IVISTM Imaging System (Xenogen) を用いて、健常マウス脊髄におけるルシ

フェラーゼ発光の経時的な体外モニタリングを行った。イソフルラン (Escain; 

Mylan) による吸入麻酔後、D-luciferin を腹腔内に注射し、5 分後に発光を超高

感度 CCD カメラでイメージングした。manufacturer’s protocol に従って画像

を解析し、発光を定量化した。 

健常ラットの脳脊髄液は後頭骨と第一頚椎の間を後方より展開し、30 G 針を

くも膜下に挿入して採取した。ルシフェラーゼ発現の評価は Renilla Luciferase 

Assay Sysytem (Promega) を用いて、LB960 ルミノメーターにて発光を定量
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した。 

 

7. 脊髄サンプル採取 

マウス脊髄サンプル採取は、第 1 章と同様に行った。 

 

8. 定量 RT-PCR 

 RNA 抽出精製、逆転写を第 1 章と同様に行った。Real-time PCR は ABI 

Prism 7500 Sequence Detector (Applied Biosystems) を用いて、Taqman 

probe-basedアッセイにより行った。Internal control （内部標準）としてβ-Actin

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通りである。 

 

TNF-α(mouse): TaqMan probe (Mm00443258_m1) 

IL-6 (mouse): TaqMan probe (Mm00446190_m1) 

IL-1β (mouse): TaqMan probe (Mm00434228_m1) 

β-Actin: TaqMan probe (Mm00607939_m1) 

 

9. 行動学的解析 
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第 1 章と同様に、BMS で脊髄損傷後のマウス後肢運動機能を評価した。同時

に、歩行時のステッピング、協調性、足の向きを加点方式で特異的に評価でき

る BMS subscore を記録した(24)。さらに詳細な運動機能を定量評価するために、

CatWalk system (CatWalk XT 10.0 software; Noldus) を用いた歩行解析を行

った。CatWalk はマウス・ラット用の自然歩行解析システムで、専用スタンド

上に設置された walkway と、オレンジ光源を組み込んだ発光シーリング、底面

に特殊ガラスを採用したグラスフロアからなり、歩行しているマウス・ラット

を下から見ると「オレンジのバックグラウンド」、「ブラックのマウス・ラッ

トのシルエット」、「圧力に応じてグリーンに発光する足跡」が同時に見える

ようになる。これを walkway 下部に設置されたハイスピード HD カメラで撮影

し、ソフトウェアで解析した。全てのデータは、3 回の歩行記録の平均をとった

ものとした。パラメーターは、過去の報告により、脊髄損傷によって影響され

るものを選択した(64, 65)。今回計測したパラメーターの説明を以下に示す。 

 

CatWalk parameter 説明 

Print area 後肢の立脚相に足底がグラスフロアに接触していた面積の合計 

Mean intensity 後肢の足底の接地面積が最大時点での足底圧（ピクセル数）の平均 

Stride length 後肢の足底接地位置から同側後肢の次の接地位置までの距離 

Base of support(BOS) 左右後肢の足底接地位置の距離のうち、進行方向との垂直成分 

Print positions 前肢の足底接地位置から同側後肢の次の接地位置までの距離 
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10. 細胞アポトーシスの評価 

 Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) 

アッセイの手法を用いた。サンプルは、矢状断で 14 μm 厚にスライスされた損

傷脊髄の凍結切片を使用した。切片の中から、脊髄中央に最も近いものを選択

し、In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) の manufacturer’s protocol に従

ってアポトーシス細胞を TMRed でラベルした。蛍光顕微鏡 (AxioVision; Carl 

Zeiss) でサンプルを観察し、損傷部周囲からランダムに 3 つ画像を取り込んだ。

アポトーシス細胞（ラベルされた細胞）の数を、WinROOF ソフトウェア 

(Mitani Co.) を用いて自動的に計測した。 

 

11. LFB 染色 

 水平断で 14 μm 厚にスライスされた損傷脊髄の凍結切片を用いた。染色、標

本の観察、画像の取り込みは全て第 1 章と同様に行った。 

 

12. 統計学的解析 

結果は平均±標準誤差（SEM）として表記した。有意差の検定には 2 群間で

は Student’s t 検定、多群間では one-way repeated ANOVA の後に Bonferroni
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法あるいは Student’s t 検定を用いた。p<0.05 を有意差ありとした。 

 

【結果】 

(1) PAsp(DET)投与によって、健常脊髄に対し良好な luciferase 発現を認めた 

はじめに、ルシフェラーゼ発現 pDNA を用いて、健常マウス脊髄に対するレ

ポーター遺伝子発現を評価した。キャリアは PAsp(DET)の他に、同じカチオン

性ポリマー（ポリプレックス）である LPEI、カチオン性リン脂質（リポプレッ

クス）であるリポフェクタミンを用い、加えて naked pDNA の投与も行った。

pDNA の投与量は 10 μl (2 μg) に統一した。IVISTM Imaging System により、

同一個体におけるルシフェラーゼ発光の経時的な体外モニタリングを行ったと

ころ、投与後 1 日後と 3 日後で、PAsp(DET)を投与したマウスにおいて、LPEI

に比べてはるかに強い発光を認めた（図 7A,B）。リポフェクタミンと pDNA を

投与したマウスでは、発光はさらに微弱であった。全てのマウスで、ルシフェ

ラーゼの発光は日ごとに漸減していったが、PAsp(DET)を投与したマウスでは、

投与後 14 日においても発光が検出された（3.60E+04 photons/sec; バックグラ

ウンド値は 2.52E+04 photons/sec）。以上の結果より、マウス脊髄への遺伝子導

入に用いる非ウイルスキャリアとして、PAsp(DET)は発現効率および持続性の

観点から他と比べて十分優れている事が示された。さらに興味深いことに、ラ
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ット脊髄で発現した分泌型ルシフェラーゼの発光は、脳脊髄液サンプルにおい

て少なくとも 4 週間持続して検出された（図 7 C）。この結果により、脊髄損傷

に対する治療用遺伝子として、分泌蛋白質である BDNF を選択した妥当性が示

された。 

 

(2) PAsp(DET)の組織毒性は、脊髄損傷に対して充分小さかった 

 脊髄損傷に対する臨床応用を見据えて、PAsp(DET)自体の脊髄組織に対する

毒性を評価した。ナノ粒子が標的組織に毒性を及ぼす際、酸化ストレスとそれ

に伴う炎症反応が惹起されることから、脊髄における炎症性サイトカイン

（TNF-α、IL1-β、IL-6）の mRNA 発現を調べた。PAsp(DET)にはルシフェラ

ーゼ発現 pDNA を内包した。脊髄サンプルは健常マウス、脊髄損傷マウス、

PAsp(DET)投与＋脊髄損傷マウスのそれぞれから採取した。脊髄損傷単独で、

24 時間後の炎症性サイトカインは TNF-α、IL1-β、IL-6 すべてにおいて mRNA

発現が上昇したが、PAsp(DET)投与と脊髄損傷を両方加えたサンプルとの間に

有意差は認められなかった（図 8A-C）。以上の結果により、臨床応用の観点で

みても、PAsp(DET)のくも膜下投与が損傷脊髄に対して与える毒性は無視でき

るほど小さいということが示された。 
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(3) PAsp(DET)-BDNF 投与によって、脊髄損傷後の運動機能回復が促進された 

 ここまでの実験にて評価した遺伝子導入システムを用いて、実際の脊髄損傷

モデルに対する治療実験を行った。はじめに、治療用遺伝子を含まない

PAsp(DET)自体の投与が、脊髄損傷後の運動機能回復に影響を及ぼさないこと

を、BMS 評価で確認した（図 9A）。次に、治療用遺伝子として BDNF 発現 pDNA

をキャリア―に内包させて、くも膜下投与を行った。キャリアは PAsp(DET) 

(PAsp(DET)-BDNF) の他に、治療比較群として LPEI (LPEI-BDNF) を、無治

療コントロールとして、ルシフェラーゼ発現 pDNA 内包 PAsp(DET) 

(PAsp(DET)-Luc) を用いた。 

BMS および BMS subscore による、open field での運動機能評価では、脊髄

損傷後 1 週以降に、PAsp(DET)-BDNF 投与群の後肢運動機能回復が、

LPEI-BDNF や PAsp(DET)-Luc と比べて良好な傾向にあった（図 9B,C）。脊髄

損傷後 4週のBMSではPAsp(DET)-BDNF投与群とその他で差がないように見

えるが、BMS subscore では有意差を認めた（BMS subscore では、BMS では

違いの出ない、歩行におけるステッピングや協調性の小さな差が点数の差とし

て反映されるため、このように一見矛盾するような結果となった。）（図 9C）。 

次に、CatWalk system を用いて、さらに詳細な運動機能の解析評価を行った。

過去の文献報告から、脊髄損傷により影響を受けるとされるパラメーターとし
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て、先述した 5 項目 (Print area, Mean intensity, Stride length, BOS, Print 

positions) を評価項目として選択した。Print area および Mean intensity は

PAsp(DET)-BDNF投与群において、脊髄損傷後 1-4週にかけてPAsp(DET)-Luc

投与群に比べて有意に改善していた。LPEI-BDNF 投与群では、PAsp(DET)-Luc

投与群に比べて改善傾向を認めるものの、統計学的有意差はなかった（図

10A,B）。Stride length と Print positions についても、脊髄損傷後 2-4 週にか

けて同様の傾向を認めた。BOS に関しては有意差を認めなかった（図 10C-E）。

以上の結果より、PAsp(DET)-BDNF 投与によって、脊髄損傷後 1 週以降の運動

機能回復が促進された事が示された。 

 

(4) PAsp(DET)-BDNF 投与によって、損傷部周囲のアポトーシスが抑制され、

組織修復が促進された 

 PAsp(DET)-BDNF が脊髄損傷後の運動機能回復を促進したメカニズムを調

べるために、TUNEL 染色によるアポトーシス評価と、LFB 染色による組織損

傷の評価を行った。 

 TUNEL 染色では、脊髄損傷 3、7 日後において、脊髄損傷部周囲の TUNEL

陽性細胞が、PAsp(DET)-BDNF 投与群で有意に減少していた（図 11A,B）。全

体の細胞数には有意差を認めなかった。 
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 LFB 染色では、損傷を免れた LFB 陽性部分の面積を計測する事で、組織生存

の評価とした。切片は水平断で、損傷中心の頭尾側 5 枚を 200 μm 間隔で解析

した（図 12A）。脊髄損傷後 2、4 週の両方で、LFB 陽性部分の面積は

PAsp(DET)-BDNF 投与群で有意に大きかった（図 12B-D）。 

 以上の結果より、PAsp(DET)-BDNF 投与により、脊髄損傷後 1 週以内の急性

期において損傷部周囲の細胞アポトーシスが抑制され、その後の生存組織増加

につながったことが示唆された。 

 

【考察】 

 本研究では 2 つの新たな知見を得た。１つは PAsp(DET)のくも膜下投与が中

枢神経系に対し、他の非ウイルスベクターと比較しても良好かつ安定した遺伝

子導入効率を有したことで、もう 1 つは、PAsp(DET)に BDNF 発現 pDNA を

内包し、実際に脊髄損傷モデルに対して有意な運動回復を示したことである。

pDNA 内包ポリプレックスを脊髄損傷モデルに用いるのは過去に報告がないが、

非ウイルスベクター全体でみても、今回の CatWalk のように詳細に運動機能を

解析した報告はなかったため、今回の研究は価値が高いと考える。 

 脊髄損傷急性期は、遺伝子治療においては特に高い導入効率が求められる。

これまで脊髄損傷モデルに対して非ウイルスベクターを用いた報告があまり多
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くない大きな要因は、ウイルスベクターと比較した際の遺伝子導入効率の悪さ

であると考えられる。今回筆者は PAsp(DET)が他の非ウイルスベクターに比べ、

脊髄組織に対して突出した遺伝子導入効率と持続性を有することを示した。こ

れには、PAsp(DET)の細胞外における安定性と、細胞内でのエンドソーム脱出

能、および低毒性が強く寄与している可能性が強い。また、PAsp(DET)の構造

安定性は、発現の持続性にも寄与していると考えられた。もとより非ウイルス

ベクターは安全面ではウイルスに勝るものであるが、中でも PAsp(DET)は生分

解性を有するため、とりわけ毒性が低いことが知られている。これは、

PAsp(DET)が 37°C 条件下で自己触媒的に分解され、毒性がほとんどない

Asp(DET)モノマーになるからである(66)。本研究においても、PAsp(DET)投与

により脊髄損傷後の炎症反応や運動機能に与える影響はほぼ無いことが示され

ており、その低毒性を支持している。今回の研究による PAsp(DET)の導入効率

と安全性の検証は、非ウイルスベクターとして、これまでにない有用性の高さ

を示したと考えている。 

さらに筆者は、治療用遺伝子として BDNF 発現 pDNA を PAsp(DET)に内包

させて投与し、運動機能をはじめとする治療効果を示した。特に CatWalk によ

る解析では、PAsp(DET)が治療効果でも LPEI に勝ることが示された。BDNF

は 1980 年代前半に同定され、CNS における神経細胞の機能や活性を促進する
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事から広く注目されてきた(67-69)。近年は脊髄損傷モデルに対する CNS への

BDNF 投与により、細胞死抑制、軸索再生、再髄鞘化など、様々な効果が報告

されている(62, 70)。脊髄損傷の急性期においては、損傷後 1 週までアポトーシ

ス細胞数が増加し続け、その後漸減することが報告されているが、BDNF 投与

によって脊髄損傷後 2 週以内の neuron および oligodendrocyte のアポトーシス

が抑制されている(63, 71, 72)。BDNF による抗アポトーシス効果の機序につい

て は 、 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い が 、 メ イ ン レ セ プ タ ー で あ る

Tropomyosin-related kinase B (Trk B) の下流である PI-3K/Akt 経路を介して

JNK – p53 – Bax などの pro-apoptotic signaling を阻害する事が知られている

(70, 73)。本研究でも、PAsp(DET)-BDNF 投与により、脊髄損傷後 1 週間以内

での細胞アポトーシスが抑制されていることを示しており、これらの報告とも

矛盾しない。 

本研究における LFB 染色の結果は、損傷後 2，4 週における損傷部周囲の残

存ミエリンが PAsp(DET)-BDNF 投与群で多いことを表しており、これには急

性期のアポトーシス抑制が寄与したものであると推察される。運動機能評価の

結果と併せて考えると、CatWalk で今回改善のあった項目は、すべて下肢の筋

力に関わるものであった。Print area と mean intensity は足底接地面のサイズ

や接地圧を示しており、これは接地する力の強さを反映している。また、stride 
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length と print positions は、下肢の前進駆動力と協調性を反映している。すな

わち、PAsp(DET)-BDNF による抗アポトーシス効果で損傷部周囲の残存ミエリ

ンが増えたことにより損傷部を越えた下肢への神経伝達がより温存され、下肢

の筋力温存につながったというメカニズムが説明できる。損傷後 2 週から 4 週

にかけてコントロール群との運動機能やLFB陽性領域の差が広がっていないの

は、治療効果があくまでも急性期に限られたものであることを示唆しており、

これは単回投与という本システムの限界と考える。 

本研究は脊髄損傷急性期での遺伝子治療において、PAsp(DET)が非ウイルス

ベクターとして安全かつ有用なツールであることを示した。ただし、損傷後 2

週から 4 週にかけては、明らかな治療効果が認められなかったことから、効果

の持続性にはまだ課題が残る。今後さらなるシステムの改良や安全性の検証を

積み重ねることで、近い将来の臨床応用につながることが期待される。 
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【図表】 

 



54 
 

図 7 PAsp(DET)投与によって、健常脊髄に対し良好な luciferase 発現を認め

た 

A: マウス健常脊髄組織へのキャリア投与 1 日後の IVIS imaging。PAsp(DET)

との比較には、LPEI、lipofectamine、naked pDNA を用いた。B: IVIS imaging

における発光量の定量化と経時変化。N = 5、Error bar: SEM、**p < 0.01、*p 

< 0.05。C: ラット健常脊髄組織への PAsp(DET)投与後の、脳脊髄液におけるレ

ポーター（GLuc）発現の経時変化。N = 5、Error bar: SEM、*p < 0.05。 
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図 8 PAsp(DET)の組織毒性は、脊髄損傷に対して充分小さかった 

A-C: 下位胸椎レベルの脊髄組織における、炎症性サイトカイン（A: TNFα、B: 

IL-6、C: IL-1β）のmRNA発現。βアクチンの値で補正 (n = 5)、Error bar: SEM、

*p < 0.05。 
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図 9 PAsp(DET)-BDNF 投与によって、脊髄損傷後の運動機能回復が促進され

た (BMS, BMS subscore) 

A: 脊髄損傷（キャリア投与なし）のみのマウスと、キャリア投与

（PAsp(DET)-Luc）+脊髄損傷のマウスの運動機能比較を損傷後 1 週間までの

BMS の経時変化で評価。N= 5、Error bar: SEM、*p < 0.05。B,C: BDNF 内包

キャリアを投与した脊髄損傷マウスの運動機能の経時変化（B: BMS、C: BMS 

subscore）。N= 6、Error bar: SEM、*p < 0.05。 
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図 10 PAsp(DET)-BDNF 投与によって、脊髄損傷後の運動機能回復が促進さ

れた (CatWalk analysis) 

A-E: CatWalk の各パラメーター値の経時変化。すべて健常マウスの平均値（n=5）

で補正した。A,B:左右後肢の平均値（A: Print Area、B: Mean Intensity）。C: 

Stride Length。D: Base Of Support (BOS)。E: Print Positions。N= 6、Error 

bar: SEM、*p < 0.05。 
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図 11 PAsp(DET)-BDNF 投与によって、損傷部周囲のアポトーシスが抑制さ

れ、組織修復が促進された (1) 

A: TUNEL染色。脊髄損傷部周囲のアポトーシス細胞をTMR redでラベルした。

スケールバーは 20 μm。B: 一視野あたり（X200）の TUNEL 陽性細胞数。N= 

6、Error bar: SEM、*p < 0.05。 
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図 12 PAsp(DET)-BDNF 投与によって、損傷部周囲のアポトーシスが抑制さ

れ、組織修復が促進された (2) 

A: 脊髄矢状断像のシェーマ。損傷部中心部（epicenter）の尾側 400 μm (C400)

から頭側400 μm (R400)まで200 μmおきにサンプルを解析した。B: LFB染色。

脊髄損傷後 2 週における損傷中心部(epicenter)の脊髄水平断。C,D: 脊髄損傷後

2 週（C）、4 週（D）の LFB 陽性部の面積の定量評価。脊髄水平断全体の面積

に対する比で算出した。N= 6、Error bar: SEM、*p < 0.05。 
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【第 3 章 血中バイオマーカーによる脊髄損傷急性期の重症度評価】 

【序論】 

脊髄損傷においては、受傷直後の spinal shock や、自然経過による神経機能の

回復により、急性期から慢性期にかけての神経学的所見の経過に個人間でばら

つきが出るため、急性期に正確な重症度評価を下し、予後予測を行うことが困

難であることが珍しくない(11, 74)。一方で、臨床治験も含めた脊髄損傷の治

療介入は、このように重症度評価の定まらない急性期がターゲットとなる場合

が多い(1)。この事は、基礎研究において介入効果を判定する妨げになり、臨床

現場においても、治療のタイミングを迷わせる要因となっている。脊髄損傷の

急性期に正確な重症度評価を行うためには、不安定な臨床経過に左右されない、

客観的な指標が必要となる。 

そこで、神経学的所見とは独立したアプローチとして、血中または脳脊髄液

中のバイオマーカーの利用が考えられる(75)（図 13）。バイオマーカーとは、「生

体由来の物質で、それ自体が疾患の存在もしくは病勢を反映するもの」で、各

種の腫瘍マーカーや、糖尿病における HbA1c などが該当する。脊髄損傷では、

受傷直後より、中枢神経系組織の構成蛋白質や代謝産物が、細胞膜や脳血流関

門の破綻とともに血中や脳脊髄液中に放出されるが、これらをバイオマーカー

として脊髄損傷の重症度評価を行う研究が世界各地で散見される(76)。これは、
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心筋梗塞の際に心筋細胞がこわれ CK-MB が血中で上昇したり、肝機能障害に

おいて肝細胞からの逸脱酵素 (GOT,GPT) が上昇するのと同じ現象に基づいて

いる。そこで筆者は、脊髄損傷のバイオマーカーの候補の一つであるリン酸化

ニューロフィラメント重鎖 (phosphorylated neurofilament high molecular 

weight; pNF-H) に注目した（図 14）。 

 Neurofilamentは、軸索を中心として神経細胞全体を構成する蛋白質であり、

NF-L、NF-M、NF-H、α-internexin の 4 つの subtype に分類される。中でも

NF-H (117 kDa) は、lysine-serine-proline (KSP) の繰り返し配列を有している

ため抗原性が高い上に、軸索特異的にセリン残基がリン酸化されており、他の

subtype に比べ、protease の影響を受けにくいという特徴を有している(77)。

Shaw らは、ラット脊髄損傷モデルを用いた実験を行い、pNF-H が軸索損傷に

応じて血中で上昇し、脊髄損傷の血中バイオマーカーとして、pNF-H が有効で

あることを報告している(78)。pNF-H は他にも、くも膜下出血、外傷性脳損傷、

ALS、Leber 遺伝性視神経病、自己免疫性脳炎モデルの血中バイオマーカーと

しても報告がなされており、その有用性が注目されてきている(79-81)。特記す

べきなのは、脳脊髄液のみならず血液サンプルがバイオマーカーとして有効で

ある点で、これは臨床応用を目指す上で大きな利点である。 

 今回筆者は、以前に報告のなかったヒト脊髄損傷患者を対象として、血中
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pNF-H のバイオマーカーとしての有効性を検討するパイロットスタディーを行

った。 

 

【実験材料および方法】 

1. 動物脊髄損傷モデル 

 マウス、ラットの購入、飼育、および脊髄損傷モデル作成は、全て第１，２

章と同様に行った。脊髄損傷後の運動機能は BMS で評価した。脊髄損傷後 4

週で損傷脊髄組織サンプルを取り出して、第１，２章と同様の方法で 14 μm 厚

の水平断凍結切片を作成し、LFB 染色を行った。損傷面積の計測は第 1,2 章と

同様に行った。 

 

2. ヒト脊髄損傷患者 

 2009 年 10 月以降、三次救命救急センターに搬送された新規脊髄損傷症例の

うち、頚髄損傷症例 14 例を対象とした。脊髄以外での軸索損傷が予想される明

らかな頭部外傷症例は除外した（表 1）。臨床評価は、ASIA impairment scale

（AIS）（表 2）を用いた。初診は受傷後 12 時間以内、その後は 7 日後と 30 日

後、さらに最終観察時点に再度評価を行った。平均観察期間は 222.9 (43-556)

日だった。AIS A の症例は sacral sparing が無い事を確認した。全ての問診、
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診察は同センター医師により行われた。本研究に当たり、救命救急センターお

よび当研究所双方の倫理委員会の承認を得た。 

 

3. サンプル採取 

マウスおよびラットの末梢血を尾静脈より採取した。ラット脳脊髄液は、第 2

章と同様に後頭環椎間より採取した。ヒト末梢血採取は通常の採血手技により

行った。末梢血はさらに遠心分離を行って血漿を採取した。全サンプルは、測

定まで-80°C で凍結保存した。 

 

4. バイオマーカーpNF-H の測定 

 市販の ELISA キット (Human Phosphorylated Neurofilament H ELISA; 

BioVendor) を用いてサンプル中 pNF-H 濃度の測定を行った。凍結保存された

サンプルを融解し、dilution buffer で 3 倍希釈した。以後のアッセイは

manufacturer’s protocol に従って行った。全てのサンプルは duplicate でアプ

ライし、平均をとった。pNF-H 濃度がスタンダードサンプルの上限値 (12,000 

pg/ml) を越えたものに関しては、9 倍希釈にして測定し直した。検出限界値は、

ブランクサンプル（dilution buffer のみ）の平均±3 SD を参考に、70 pg/ml と

した。 
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5. 統計学的解析 

解析にあたり、pNF-H の測定値が検出限界値 (70 pg/ml) を下回ったものは

全て 0 pg/ml とした。結果は平均±標準偏差（SD）として表記した。F 検定に

よる等分散の検定をまず行い、有意差の検定には 2 群間では Student’s t 検定も

しくは Mann-Whitney’s U 検定を、多群間では one-way repeated ANOVA の

後に Bonferroni 法あるいは Student’s t 検定もしくは Mann-Whitney’s U 検定

を用いた。相関関係の評価には、スピアマンの順位相関係数を用いた。p < 0.05

を有意差ありとした。 

 

【結果】 

(1) 動物脊髄損傷モデルにおいて、損傷強度に応じて血中および脳脊髄液中の

pNF-H の上昇を認めた 

 マウス脊髄損傷モデルを 3 段階の損傷強度（30,60,90 kilodynes）で作成し、

末梢血中の pNF-H を測定した。全てのマウスで、血中 pNF-H は脊髄損傷後 3

日で値がピークに達し、その後漸減した。また、損傷強度と血中 pNF-H 値には

正の相関を認めた（図 15A）。ラットで末梢血と脳脊髄を同時に採取して pNF-H

を測定したところ、どちらのサンプルでも脊髄損傷後 3日で値はピークとなり、
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その後漸減した（図 15B）。60 kilodyne の脊髄損傷マウス 6 個体について、そ

の後の運動機能回復と損傷後 4 週における組織損傷の程度を観察すると、1 次損

傷は同じでも、その後の運動機能回復や組織損傷の程度（損傷面積）にはある

程度のばらつきがあることが分かった（図 15C）。これには炎症や出血といった

2 次損傷が個体間で同一でなかった事が原因として考えられるが、脊髄損傷 3

日後の血中 pNF-H 値は、損傷後 4 週の BMS (rs = -0.82)と損傷面積 (rs = 0.98)

の両方と有意な相関を認めた（図 15D）。以上の結果から、血中 pNF-H は脳脊

髄中 pNF-H と同様の動態を示し、その値は 1 次損傷のみならず急性期の 2 次損

傷を含めた損傷全体を反映しているため、バイオマーカーとして損傷の程度を

把握するとともに、予後予測にも有用であることが示唆された。 

 

(2) ヒト脊髄損傷例で、血中 pNF-H は測定可能であった 

 ヒト脊髄損傷患者 14 例の末梢血中 pNF-H を測定した。pNF-H は、14 例中

11 例で、受傷後 96 時間以内に検出された（図 16A）。受傷後早期の pNF-H 値

と最終観察時点での AIS（最終 AIS）を対応付けしたところ、pNF-H が全く検

出されなかった 3 例のうち、1 例が最終 AIS C、2 例が最終 AIS D であった。

最終 AIS A の 4 例に関しては、遅くとも受傷後 12 時間より pNF-H が検出され 

(221-825 pg/ml)、96 時間まで pNF-H 値が単調上昇を示した (1919-8023 pg/ml)
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（図 16B）。以上より、ヒト脊髄損傷後 96 時間以内の急性期において、血中の

pNF-H が測定可能であることが示された。 

 

(3) ヒト脊髄損傷例で、血中 pNF-H 値と重症度に相関を認めた 

 血中 pNF-H が脊髄損傷のバイオマーカーとして有用であるためには、その値

が重症度と相関し、予後予測につながることが望ましい。そこで、最終 AIS の

重症度ごとにpNF-H値の平均をとると、最も重症度の高いAIS A症例のpNF-H

値が、AIS C~E 症例と比べると、一貫して著しい高値を示し (受傷後 96 時間に

おける pNF-H 平均値は AIS A: 5260 pg/ml, AIS C: 449 pg/ml であった)、受傷

後 18 時間から 96 時間の間で、統計学的有意差を認めた（図 17A）。さらに最終

AIS C 症例と D 症例の pNF-H 値を比較すると、統計学的有意差は認めないも

のの、AIS C 症例において pNF-H 値が高い傾向にあった（図 17B）。以上の結

果により、血中 pNF-H 値と重症度に正の相関が認められ、pNF-H はバイオマ

ーカーとして有用であることが示唆された。 

 

【考察】 

 今回の研究では、急性期の血中 pNF-H がヒト脊髄損傷における最終的な臨床

的重症度を反映しており、特に完全麻痺である AIS A と、不全麻痺である AIS 
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C-E の鑑別に有用であることが分かった。バイオマーカーとしての有用性を検

証する意味でも興味深かったのが Case 11 で、神経学的所見は当初 AIS A から 3

日後に AIS B となり、さらに 24 週後の最終観察時には AIS C となった。この症

例は、受傷後 24 時間でも pNF-H は検出されず、その後も pNF-H は他の AIS A

症例よりも明らかに低い値をとっていた (受傷後 48 時間値は Case11: 86 pg/ml, 

AIS A: 1210-4935 pg/ml 、受傷後 96 時間値は Case11: 689 pg/ml, AIS A: 1919-8023 

pg/ml であった) 。すなわち、この症例は神経学的所見が AIS A であった時点で、

血中 pNF-H の値からその後の最終 AIS 、すなわち AIS C が予測可能であったと

言える。このように、急性期のバイオマーカーの値からその後の臨床経過を予

測できる事で、利用価値は高まることになる。 

 脊髄損傷の基礎･臨床研究で用いられているバイオマーカーは、脊髄組織の構

成物からなる structural biomarker と、損傷に伴って放出される炎症性サイト

カインやケモカインである inflammatory biomarker に二分され、pNF-H は

structural biomarker に分類される(11)。Structural biomarker には他にも、ア

ストロサイトに局在するカルシウム結合蛋白質である S-100βや、神経細胞に局

在する Neuron-specific enolase (NSE) を、脊髄損傷後の血中バイオマーカーと

して検討した報告がある(82-84)。今回の研究で血中 pNF-H がバイオマーカー

として有用と考えられるタイミングが受傷後 24ないし 72時間であるのに対し、
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S-100βと NSE はいずれも脊髄損傷後 6 時間でピークレベルに達し、24 時間後

にはベースラインに戻るとされている。バイオマーカーとして、受傷後なるべ

く早期に測定できるのが理想ではあるが、実際の臨床現場で常に受傷後 6 時間

で採血を行うのは難しく、現実的には、pNF-H のようにサンプル採取のタイミ

ングに許容の幅 (18-96 時間) がある方が望ましい。また、S-100βと NSE に関

してはいずれも重症度との相関が不明瞭で、かつ多発外傷で偽陽性を示すこと

が知られており、臨床応用への壁は高い。これらの点から考えても、pNF-H が

血中バイオマーカーとして有用であることが示唆される。 

 脊髄損傷ラットとヒトでの大きな違いとして、ラットでは pNF-H 値のピーク

が受傷後 3 日前後であったのに対し、ヒトにおいては受傷後 4 日以後も上昇し

続けるという点がある。その後の追跡で、少なくとも受傷後 21 日までは上昇し

続けるかピークを保つ傾向があることが分かっている。同様の傾向はヒトにお

けるくも膜下出血や外傷性脳損傷のモデルでも認められており(80, 81)、軸索変

性や輸送障害がヒトにおいてのみ遷延しているために不要な pNF-H が持続的

に CSF や血中に排出されているのが原因と推察されるが、実際のところは不明

である。 

 最後に本研究の限界について述べる。今後臨床応用を目指すにあたって、血

中 pNF-H 値によって重症度を分けるカットオフ値を設定する必要があるが、そ
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のためには症例数が不足している。特に AIS C と AIS D をクリアに分けるには、

ASIA motor score や、Spinal Cord Independence Measure (SCIM)、Walking 

Index for Spinal Cord Injury (WISCI) など、他の臨床評価項目を含めて考える

必要があるかもしれない(85, 86)。場合によっては完全麻痺 (AIS A) と不全麻痺 

(AIS B-E) を急性期に鑑別することに目的を特化してもよいだろう。また、今

回のスタディーでは有用なデータは得られなかったが、脊髄損傷における血中

バイオマーカーの上昇が脳血流関門の破綻によるものであるならば、骨傷の程

度によって血中 pNF-H の値が変動する可能性も否定できない。さらに、頭部外

傷などの中枢神経系の同時外傷や、頚椎後縦靭帯骨化症などの中枢神経系の既

往疾患が血中 pNF-H に及ぼす影響を明らかにするのも今後の課題である。 

 いずれにせよ、血中 pNF-H は脊髄損傷の重症度を示すバイオマーカーとして、

予後予測に有用である可能性が高く、今後のさらなる研究により有用性が確立

されると期待している。 
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【図表】 

 

 

図 13 縦軸に神経学的機能、横軸に経過時間を表し、脊髄損傷後の経時的な機

能回復を模式的に表した。急性期における治療介入前にバイオマーカーを測定

することでその後の予後予測ができれば、実際の最終的な神経学的機能と予測

された機能との差を治療介入による効果と見なすことができる 
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図 14 中枢神経が損傷されると、図のような物質が血中もしくは脳脊髄液中に

漏出し、それぞれバイオマーカーとして報告されている 
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表 1 患者内訳 

平均年齢：57.9(30-88)歳 最終 AIS：A 4 人、B 0 人、C 5 人、D 4 人、E 1 人 

平均観察期間：229.1(43-556)日 

a：受傷前 b：受傷時 c：受傷後 

MVA, motor vehicle accident; OPLL, ossification of the posterior longitudinal 

ligament; DM, diabetes mellitus; RF, renal failure 

 

ASIA impairment scale (AIS) 

A：知覚・運動機能の完全消失 
B：知覚機能のみ残存 
C：知覚・運動機能残存（主要筋群の半数以上が MMT[3]未満） 
D：知覚・運動機能残存（主要筋群の半数以上が MMT[3]以上） 
E：正常 

表 2 AIS 分類 
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図 15 動物脊髄損傷モデルにおいて、損傷強度に応じて血中および脳脊髄液中
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の pNF-H の上昇を認めた 

A: マウス脊髄損傷後（30,60,90 kilodynes）の血中 pNF-H 値の経時変化。N= 6、

Error bar: SD、**p < 0.01、*p < 0.05。B: ラット脊髄損傷後（50 kilodynes）

の血中および脳脊髄液中の血中 pNF-H 値の経時変化。C:  60 kilodynes の強度

で脊髄損傷モデルを作成したマウス 6 匹の血中 pNFH、運動機能（BMS）、損

傷後 4 週における損傷部（脱髄部）面積（LFB 染色）。D: 60 kilodynes の強度

で脊髄損傷モデルを作成したマウス 6 匹の、損傷後 3 日の血中 pNF-H と、損傷

後 4 週の BMS（左）および、損傷後 4 週の損傷部（脱髄部）面積（右）の相関

関係をグラフに示した。破線：近似直線。 
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図 16 ヒト脊髄損傷例で、血中 pNF-H は測定可能であった 

A: ヒト脊髄損傷患者 11 例の末梢血中 pNF-H 値の経時変化。破線：検出限界値

（70 pg/ml）。B: 最終 AIS A であったヒト脊髄損傷患者 4 例（Case 5,9,12,14）

の末梢血中 pNF-H 値の経時変化。 
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図 17 ヒト脊髄損傷例で、血中 pNF-H 値と重症度に相関を認めた 

A: AIS による重症度ごとに分類したヒト脊髄損傷患者の末梢血中 pNF-H 値の

経時変化。Error bar: SD、**p < 0.01。B: AIS C と AIS D のヒト脊髄損傷患者

の末梢血中 pNF-H 値の経時変化の比較。Error bar: SD。 
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【総括】 

本研究は、脊髄損傷急性期における炎症制御というコンセプトのもと、病態

解明から治療戦略に至る流れを 3 段階で構成した。 

第 1 章では、LPS preconditioning によって脊髄損傷後に内在性 microglia の

M2 活性化が促進され、その後の組織修復および運動機能回復につながることを

示した。これにより LPS preconditioning の脊髄損傷に対する有効性が示され

るとともに、脊髄損傷後の M2 活性化から組織修復に至る病態の一部が明らか

となった。 

第 2 章では、薬剤投与に際するデリバリーの問題に着目し、PAsp(DET)を用

いて脊髄損傷モデルに対する遺伝子デリバリーを行い、非ウイルスベクターと

しては突出した遺伝子導入効率を達成するとともに、運動機能の有意な回復を

認めた。これにより、安全性の高い非ウイルスベクターが、脊髄損傷において

も実用可能であることが示された。 

第 3 章では、血中バイオマーカーpNF-H の値が、マウスモデルにおいて脊髄

組織の損傷程度に応じて上昇することを示すとともに、ヒトにおいても臨床的

な重症度と正の相関を示すことを明らかにしたことで、実際の臨床現場におい

て脊髄損傷の急性期に重症度判定を行う際に有力なツールとなりうることを示

した。 
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脊髄損傷における急性期の炎症反応をコントロールすることが、二次損傷を

軽減させるための鍵である、ということについては議論の余地がないが、炎症

とは本来、多種の免疫細胞群による免疫応答と組織変化を含む、きわめて広範

な症候である。本研究で着目した macrophage/microglia の M1/M2 バランスは、

膨大な炎症反応を含む脊髄損傷の病態において中心的な役割を果たしており、

非常に興味深い切り口であると筆者は考えるが、炎症反応全体を総合的に制御

しているとまでは言い難い、というのが率直な印象である。裏を返せば、リン

パ球や好中球など、介入の余地が多分に残されており、今後も新たな知見が生

まれ続けるであろう。 

今回の一連の研究を通じて、脊髄損傷の基礎研究における治療効果と、臨床

における患者側の期待とは、依然として大きな隔たりがあることを実感させら

れた。冒頭にも述べたように、脊髄損傷の治療法の開発はまだまだ発展途上で

あり、いくつかのブレイクスルーを経る必要があると考える。また脊髄損傷を

完全に克服するには、病態の一部だけに焦点を当てて介入するのではなく、リ

ハビリや医療機器の開発をも含めた複合的なアプローチが必要であることは言

うまでもない。将来、今回の研究の一部でもそのきっかけになることがあれば、

この上ない喜びである。 
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