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研究成果の概要（和文）：脊髄運動ニューロンは軽度脊髄損傷後に選択的に死滅するが，その細

胞死メカニズムは不明であった．SD ラットに軽度圧迫損傷を作成し，スーパーオシキドの産

生とアポトーシス様 DNA 損傷を観察した．脊髄損傷後，早期にスーパーオキシド産生が運動

ニューロン内で選択的に増加し，引き続いて大部分の運動ニューロン（80%）が細胞死を起こ

した．これらの結果により，脊髄損傷後に発生する酸化ストレスが脊髄損傷後のアポトーシス

様運動ニューロン死に重要な役割を担っていることが示唆された． 

研究成果の概要（英文）：Ventral horn motor neurons (VMN) are selectively vulnerable to mild spinal 

cord injury (SCI); however, the mechanisms of cell death had not been understood. Mild compression 

SCI was induced in Sprague-Dawley rats, and superoxide production and apoptotic DNA injury were 

characterized. Increased superoxide production was observed exclusively in VMN after SCI. 

Subsequently, a majority of VMN (80%) selectively underwent delayed apoptotic cell death. These 

results suggest that the oxidative stress plays a pivotal role in apoptotic VMN death after SCI. 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは軽度脊髄損傷モデルを用いて，
これまでに Akt/Bad シグナリングが神経細胞
の生存にかかわっていること，endonuclease G

とアポトーシスの関与を報告した．このモデ
ルにおける運動ニューロン死は臨床的にも

軽度脊髄損傷後に起こっていると考えられ
るが，そのメカニズムは解明されていなかっ
た． 

選択的運動ニューロン死を起こす軽度脊
髄損傷モデルは，上述のようにわれわれが開
発した新しいモデルである．われわれはこの
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モデルを用いて脊髄損傷後に運動ニューロ
ンに特異的に酸化ストレスが加わること，そ
の後にミトコンドリア依存性アポトーシス
経路の第一段階である cytochrome c のミトコ
ンドリアから細胞質への放出が起こること
を報告した．しかし，その次の段階で起こり
うるアポトーシス依存性経路の活性化に関
しては十分な検討がされていなかった． 

 

２．研究の目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの変性疾

患において選択的運動ニューロン死が起こ

るが，家族性ALSモデルにおいて運動ニュー

ロンに選択的に酸化ストレスが加わり，ミト

コンドリア依存性アポトーシスにより細胞

死が起こる．われわれは運動ニューロンには

酸化ストレス処理酵素(superoxide dismutase, 

SOD)がグリア細胞に比べて少なく，脊髄損傷

後には運動ニューロンに選択的に酸化スト

レスが発生して細胞死が起こることを初め

て報告した．しかし，酸化ストレスが脊髄運

動ニューロン死を招来するメカニズムはい

まだに解明されておらず，本研究の課題とし

た． 

 

３．研究の方法 

（１）脊髄損傷モデルの作成 

Adult male Sprague-Dawley ラット(300-350g)

を isoflurane 2%, 酸素30%,笑気70%の吸入麻

酔下にラットを腹臥位にして胸腰椎移行部

に正中切開をおく．ついで第 13 胸椎，ある

いは第 1 腰椎の椎弓を切除し，腰髄膨大部を

露出する．腰髄膨大部を血管クリップ（把持

力 15g， 5 秒間）で圧迫する．術中は

homeothermic blanket を用いて直腸温を

36.5-37.5 度に調節する． 

（２）運動ニューロン死の確認 

脊髄損傷 1, 2, 3, 5 日後にラットを

pentobarbital 50mg/kg で腹腔内麻酔し，3.7% 

formaldehyde を含む PBS で潅流する．24 時

間同じ溶液で後固定を行った後，vibratome

で厚さ 50ミクロンの切片に cresyl violet染色

を行って運動ニューロンの細胞死が起こる

ことを確認する． 

（３）DNA fragmentation の in situでの評価 

脊髄損傷 1, 2, 3, 5日後にラットを上記腹腔内

麻酔下に断頭して腰髄膨大部を摘出し，

cryostat で 25 ミクロンの切片を作成して
terminal deoxynucleotidyl transferase- 
mediated unidine 5’-triphosphate-biotin nick end 

labeling (TUNEL)染色で DNA free 3’-OH ends

を標識する．また，アポトーシスを起こした

細胞に比較的特異性が高いといわれる single 

stranded DNAを免疫染色により標識する． 

（４）superoxide 産生の評価 

 hydroethidine は静注後に細胞内に移行して

superoxide により特異的に酸化されて ethidium

と な り 蛍 光 を 発 す る ． 観 察 １ 時 間 前 に

hydroethidine を静注し（1mg/匹）脊髄損傷 6, 24

時間後に蛍光を観察し，densitometer による定

量を行う． 

（５）DNA gel electrophoresis 

脊髄損傷 1,2, 3, 5 日後にラットを上記腹腔内

麻酔下に断頭して実体顕微鏡下に腰髄膨大部

を摘出し(50mg/匹)，フェノール抽出，エタノール

沈殿を行う．精製した DNA を電気泳動し，

chemiluminescence 法で可視化して観察する． 

 

４．研究成果 

（１）脊髄損傷モデルの作成 

Adult male Sprague-Dawleyラットの腰髄膨大

部を血管クリップで再現性のある脊髄損傷

を作ることに成功した．術中は homeothermic 

blanket を用いて直腸温の調節も可能であっ

た． 

（２）運動ニューロン死の確認 

脊髄損傷 1, 2, 3, 5 日後にラット潅流固定

し，24 時間同じ溶液で後固定を行った後，

厚さ 50 ミクロンの切片を作成し，cresyl 

violet 染色を行って運動ニューロンの細胞死

について確認した．運動ニューロンは損傷 3

日目に約 80%が細胞死を起こした． 

（３）DNA fragmentation の in situでの評価 

脊髄損傷 1, 2, 3, 5 日後にラットを 25 ミクロ

ンの切片を作成して TUNEL 染色を行った．

損傷後 2 日目以降に TUNEL 陽性細胞が観察

され，3日目に増加した．  

（４）superoxide 産生の評価 

 観察１時間前に hydroethidine を静注し（1mg/

匹）脊髄損傷 6, 24時間後に蛍光を観察すると，

損傷後 6時間後に有意に蛍光が増加していた．

24 時間後でも同様に増加がみられた． 

（５）DNA gel electrophoresis 

脊髄損傷 1,2, 3, 5 日後に精製した DNAを電気
泳動しすると，損傷後 3 日目以降で明瞭な
laddering patternが観察された． 
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