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研究成果の概要（和文）：外傷性脊髄損傷における障害は二次障害により拡大するが、その主体をなすのがアポ
トーシスであり、中枢神経では小胞体ストレスが重要な経路である．アポトーシスはオリゴデンドロサイト前駆
細胞（OPC）の生存分化も障害し、再髄鞘形成を阻害する．小胞体ストレス応答に関わるインフラマソームの解
析を行ったところ、損傷により有意に高値を示し、特にOPCで発現が高くOPCの小胞体ストレスに対する脆弱性は
インフラマソームからも示された．また、小胞体ストレス応答能を増強する糖尿病薬GLP-1受動体作動薬の効果
を検討したところ、下肢機能の改善とOPCの有意な生存分化をみとめ、今後の臨床応用に希望がもてる結果であ
った．

研究成果の概要（英文）：Apoptosis is a key factor in the secondary injury process after spinal cord 
injury that aggravates the damage to the injured spinal cord, and endoplasmic reticulum stress is 
one of the main apoptosis pathways in the central nervous system. Apoptosis hinders the survival and
 differentiation of oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) that proliferate after spinal cord 
injury, impeding remyelination and functional recovery. We investigated the role of inflammasomes in
 the injured spinal cord, which is involved in the ER stress pathway, and showed significantly 
higher expression of inflammasomes after spinal cord injury, especially in OPCs. We also 
investigated the effect of a GLP-1 receptor agonist, which also enhances the ER stress response. 
GLP-1 receptor agonist administration enhanced OPC survival and differentiation and brought about 
improved motor function, showing great potential for the treatment of SCI. 

研究分野：整形外科　脊椎・脊髄外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外傷性脊髄損傷における障害は二次障害により拡大するが、その主体をなすのがアポトーシスであり、中枢神経
では小胞体ストレスが重要な経路である．アポトーシスは損傷の拡大に加えて、再生のために誘導・増殖された
オリゴデンドロサイト前駆細胞（OPC）の生存分化も障害し、再髄鞘形成を阻害する．すなわち損傷脊髄内での
グリア細胞のアポトーシス抑制が可能であれば、二次障害による損傷範囲拡大の軽減、再髄鞘形成による脊髄損
傷後の麻痺の軽減へとつながる可能性がある．われわれは二次障害の主因である小胞体ストレス応答に着目し研
究し良好な結果を得ており、今後の臨床応用を目指している．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷患者数は、全世界で 250 万人とされ、多くの患者が障害を抱え不自由な生活と苦難を

強いられている. 脊髄損傷遺残麻痺の軽減に向けて基礎的研究の進歩は目覚ましいが、損傷時

の脊髄細胞障害と再生阻害の詳細なメカニズムについては未だ解明されていない点も多い. 外

傷性脊髄損傷において、一旦死滅した脊髄細胞を再び取り戻すには、損傷した部分への細胞移

植が最も効果的と考えられる. しかし、細胞移植療法に関しては多くの基礎的実験結果は報告

されているものの、臨床応用には未だ多くの課題が残されている.  

外傷性脊髄損傷における障害は、外力による物理的破壊のみならず、これに引き続いて生じる

二次障害で形成されることが知られている. 実験的脊髄損傷モデルでは、直接的外力（一次障

害）によって生じる脊髄組織の挫滅による物理的細胞破壊や出血性壊死とそれに引き続いて生

じる生化学的、病理学的変化（二次障害）により損傷が拡大する現象が認められている(Watanabe 

et al.,J Neurotrauma 1998). 二次障害の主体をなすのがアポトーシスである. さらにアポト

ーシスは再生のために誘導・増殖された細胞も障害する．われわれがこれまで行ってきた外傷

性脊髄損傷における脱髄とオリゴデンドロサイト前駆細胞の分化・誘導の検討では、脱髄部周

囲でオリゴデンドロサイト前駆細胞は一時的に増殖するが、その後再髄鞘形成が得られない．

(Watanabe et al., J Neurosci Res 2002, Watanabe et al., Glia 2004, Suyama et al., J 

Neurotrauma 2007) この要因の一つとして、増殖したオリゴデンドロサイト前駆細胞のアポト

ーシスが考えられる．これらアポトーシスを抑制することは、二次障害による損傷の拡大を軽

減することのみならず、再生（再髄鞘形成）の意味においても大変重要となる． 

中枢神経系におけるアポトーシスの経路として小胞体内におけるタンパク修飾異常が挙げられ

ている．外傷のストレスにより小胞体内でのタンパク修飾異常が起こり、異常タンパクが集積

しアポトーシスへ至る．この異常タンパクに対する自己防御機能として unfolded protein 

response(UPR)がある．UPR は小胞体シャペロン GRP78 が主体となるが、小胞体シャペロンの異

常がアルツハイマー病や、パーキンソン病に大きく関与していることが報告されている．われ

われは、グルタミン酸やツニカマイシンによるストレス下にグリア細胞の培養を行い、GRP78

の発現増強を確認した．その結果は、ストレスが軽度のうちは GRP78 により異常タンパクが分

解されるが、ストレスが過度になるとその処理能力を超えてアポトーシスに至るという Larner

らの報告と矛盾しない結果であった．また、遺伝子導入により GRP78 を強発現することにより

アポトーシスを抑制することも報告した．(Suyama et al., Neuroscience Letters, 2011, PloS 

one, 2014) in vivo においても、損傷により脊髄細胞内に GRP78 が強発現し、その発現程度は

細胞種により異なり、オリゴデンドロサイト前駆細胞では他の細胞種に比して有意に発現が低

いことを証明した．(Matsuyama et al., Spinal Cord,2014) また小胞体ストレス応答能を増強

するとされる FDA で認可された利尿剤アミロライドの効果を報告した．アミロライドは培養オ

リゴデンドロサイト前駆細胞の小胞体ストレス応答能を高め、また in vivo でも GRP78 の発現

を高め、オリゴデンドロサイト前駆細胞のアポトーシスを軽減した．(Kuroiwa et al., Eur J 

Neurosci, 2014) アミロライド投与で生存したオリゴデンドロサイトが、再髄鞘形成や後肢感

覚機能障害の軽減にも影響していることを長期的観察にて証明し報告した.（Imai et al., 

Clinical Medicine. 2018） 

また近年, 細胞死を誘導する新たな経路としてインフラマソームを介した細胞死が注目されて

いる. インフラマソームは、パターン認識受容体（NLRPs）, Caspase, ASC などから構成され、 

IL-1β, IL-18 前駆体を切断・活性化し、細胞死（pyroptosis）を引き起こす. 他分野では小

胞体（ER）ストレスによるインフラマソームの活性化も報告されているが、損傷脊髄における



関連は未だ不明である．われわれはこれまでに、OPC が ER ストレスに対して脆弱であることを

報告した．しかしながら OPC がなぜ ERストレスに対して脆弱であるのかという点については依

然不明である．この解明を目的として、脊髄損傷モデルラットを用いて、細胞種ごとのインフ

ラマソーム構成タンパクの発現を、免疫組織化学的に評価し検討した. 

また近年、糖尿病薬として普及している GLP-1 受容体作動薬であるエキセナチドは、インスリ

ン分泌能の改善に加え、アポトーシス抑制作用が報告されており、その要因として ER ストレス

応答能の改善がある．そのため、脊髄損傷後に対しての GLP-1 受容体作動薬の有効性と ERスト

レスへの影響を調査した． 

また GLP-1 受容体作動薬の細胞保護作用は小胞体ストレス応答の増強だけでなく、マクロファ

ージの分化、誘導に関わると、他分野で報告されている．そこで、損傷脊髄における GLP-1 受

容体作動薬のマクロファージ分化、誘導に対する作用機序に関しても調査した. 

２．研究の目的 

（１）損傷脊髄内における細胞種ごとのインフラマソーム発現の検討 

（２）脊髄損傷に対する GLP-1 受動体作動薬の有効性と ER ストレスへの影響の検討 

（３）脊髄損傷に対する GLP-1 受容体作動薬のマクロファージ極性への作用の検討 

３．研究の方法 

（１）損傷脊髄内における細胞種ごとのインフラマソーム発現の検討： 

10 週齢雌 SD ラットを用いて、IH-impacter を使用し、損傷強度を 100kdyn(Low-degree injury 

group:LI)と 200kdyn(High-degree injury group:HI)に分けて脊髄圧挫損傷モデルを作成した. 

損傷後 1,3,7,14 日に脊髄を摘出し凍結切片を作成した. インフラマソーム構成タンパクのマ

ーカーとして、抗 NLRP3, ASC, Caspase-2 抗体を用い、各種細胞マーカー抗体（抗 NG2,  GFAP, 

NeuN 抗体）を用いて蛍光二重免疫染色を施行し, 損傷強度と, 細胞種ごとのインフラマソーム

構成タンパクの発現を比較検討した. 

（２）脊髄損傷に対する GLP-1 受動体作動薬の有効性と ER ストレスへの影響の検討 

10 週齢雌 SD ラットで IH-Impactor を用いて 200kdyn 胸髄圧挫損傷モデルを作成し，脊髄損傷

のみのコントロール群，損傷直後と７日後にエキセナチド 10μgを皮下注射したエキセナチド

群，そして椎弓切除のみの Sham 群を比較検討した．脊髄損傷前後と隔日での血糖値を測定し，

後肢機能評価を BBB スコアで行った．損傷後 3, 7, 14 日に脊髄を摘出し，Western blot，免疫

染色で小胞体ストレス関連蛋白の発現を比較し， OPC の細胞数を調査した． 

（３）脊髄損傷に対する GLP-1 受容体作動薬のマクロファージ極性への作用の検討． 

10週齢雌SDラットでIH impactorを用いて胸髄圧挫損傷モデルを作成し、損傷直後にExenatide 

10μg を皮下注射したエキセナチド群、脊髄損傷直後に PBS 1ml を皮下注射したコントロール

群とし、両群ともに損傷後 7日に 2回目の Exenatide/PBS の皮下注射を行った．損傷後に隔日

で BBB score を測定し、後肢機能を評価した．損傷後 1，3，7，14 日に脊髄を摘出し、Mφ(Iba1)・

M1 phenotype(iNOS)・M2 phenotype(Arginase1)を用いた二重染色を行った． 

４．研究成果 

（１）損傷脊髄内における細胞種ごとのインフラマソーム発現の検討 

損傷群におけるインフラマソーム構成蛋白の発現は、非損傷群に比べて、損傷後 1, 3, 7 日に

おいて有意に高値を示した（P<0.01）．しかし損傷強度別の比較においては、両者に有意な差は

認めなかった．損傷後 1，3，7日の OPC における NLRP3, ASC, Caspase-2 の発現率は，損傷群

が非損傷群と比較し有意に高かった(P<0.01)．また損傷後 1 日における OPC での NLRP3，ASC，

Caspase-2 の発現率は, アストロサイトと比較して有意に高値を示した (P<0.01)． TXNIP の発

現は，損傷後１日目と３日目において、LI 群 HI 群の両群において、sham 群と比較し有意に高



値を示した． LI 群と HI群の間には有意な差はなかった． 

（２）脊髄損傷に対する GLP-1 受動体作動薬の有効性と ER ストレスへの影響の検討 

エキセナチド投与群は損傷後 7日以降，コントロール群と比較し有意に BBB スコアの改善を認

めた(p<0.01)．低血糖は発生せず，３群間で血糖値に有意差はなかった． Western blot では

損傷後３日で GRP78 発現量が有意に増加し，14 日で CHOP 発現量が有意に減少し，免疫染色で

同様の結果が得られた(p<0.01)．OPC 細胞数は 14日においてエキセナチド投与群で有意に高か

った． 

（３）脊髄損傷に対する GLP-1 受容体作動薬のマクロファージ極性への作用の検討． 

BBB score による後肢機能はエキセナチド投与群において 7 日以降に有意な改善を認めた(p＜

0.01)．iNOS 陽性細胞は両群とも 14日にかけて経時的に増加していく傾向にあった．両群間に

有意差はないものの、エキセナチド投与群でやや増加が小さかった．Arginase1 陽性細胞はエ

キセナチド投与群で 3，7 日に有意に増加しており(p＜0.05)、14 日では減少傾向にあったが、

コントロール群と比較すると細胞数はやや多い結果となった． 
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