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研究成果の概要（和文）：アストログリアは脊髄損傷領域の周囲にグリア境界膜を形成し，組織

修復に重要な役割を担うと考えられる．本研究では脊髄損傷モデルにおいて境界膜が炎症細胞

浸潤の抑制に関与し，また炎症細胞の浸潤の拡大に血管周囲腔が関与することを明らかにした．

また境界膜の成分のひとつ，IV 型コラーゲンはアストログリアに対し，トロンボスポンジン-1

の発現を増加させることを明らかにし，組織修復に促進的に働く可能性を示した．  

 

研究成果の概要（英文）：Astroglia form a glia limitans around the injured tissue after spinal 

cord injury. We used a mouse spinal cord injury model and found that the glia limitans was 

associated with the suppression of infiltration of inflammatory cells and the perivascular 

space provides a conduit for inflammatory cells to the expansion from the injury core. In 

addition, we found that type IV collagen induced expression of thrombospondin-1 in 

astrocytes. Our results suggest that glia limitans play an important role in the repair 

process following injured central nervous tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

日本では年間約５千人が脊髄損傷を受傷し，

患者総数は10万人とも推定されるが，根本的

治療や二次損傷を防ぐ治療は研究途上にある．

近年，脊髄損傷モデルにおいてアストログリ

アが炎症細胞の浸潤や損傷領域の拡大を防ぐ
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働きを有すると報告された．長年，グリア瘢

痕を作り出す悪玉細胞として捉えられてきた

アストログリアだが，疾患防御因子としても

着目されている．アストログリアの一部は血

管や軟膜の周囲にグリア境界膜を形成する．

グリア境界膜はアストログリアの終足とその

細胞外マトリックスで構築される．損傷後に

は損傷領域の周囲にもグリア境界膜が形成さ

れる．我々は，炎症細胞の浸潤や損傷領域の

拡大の抑制など，損傷の修復過程でグリア境

界膜の働きが重要であると考えた． 

２．研究の目的 

脊髄損傷後に早期に修復された，あるいは維

持された境界膜が損傷の二次的な炎症反応を

軽減して，機能回復に貢献するという仮説に

基づき，脊髄損傷後の境界膜と炎症反応の関

係や境界膜周囲の反応を明らかにして新しい

脊髄損傷の治療の可能性を検討することを目

的とした． 

３．研究の方法 

(1)C57BL/6マウスを用いて脊髄損傷モデルを

作製し，経時的にグリア境界膜の変化と炎症

細胞浸潤について免疫組織化学を行う． 

(2)境界膜のアストログリア特異的に発現す

る遺伝子のプロモーター解析を行い，そのプ

ロモーターの下流でGFPを発現するようにデ

ザインしたトランスジェニックマウスを作製

する．さらに，トランスジェニックマウスの

脊髄損傷モデルを作製し，GFPを用いて境界膜

のアストログリアを単離し，その遺伝子発現

などを解析する． 

(3)境界膜での反応を解析するin vitro系を

確立し，境界膜における反応の解析を行う． 

４．研究成果 

(1)グリア境界膜と炎症細胞浸潤の関係 

マウス脊髄損傷モデルを作製し，各種マーカ

ーに対する特異抗体による免疫組織化学を行

い，炎症細胞の浸潤とグリア境界膜の関係に

ついて詳細に解析した．正常な脊髄組織にお

ける血管構造は血管内皮細胞と周皮細胞/平

滑筋細胞を囲む一層の基底膜とそれらを取り

囲むアストログリアで構築されている．しか

し損傷後の組織においては血管周囲に血管周

囲腔が出現し，それは血管内皮細胞側とアス

トログリア側の2重の基底膜構造によって囲

まれていることが分かった．さらに損傷後の

炎症細胞の分布を調べたところ，一次損傷領

域からの浸潤とともに血管周囲腔からの浸潤

が見られ，特に亜急性期以降にはむしろ血管

周囲腔への炎症細胞の蓄積と浸潤が顕著であ

った(図1: 脊髄損傷後7日目に凍結切片を作

製し，ラミニン(赤：基底膜を検出)，CD45（緑：

炎症細胞を検出）に対する抗体で免疫染色を

行った．またHoechst33258（青）で細胞核を

検出した．上図の四角部分の拡大像を下図に

示す．複数の血管周囲腔が観察され，基底膜

が二重に見える(矢印)．さらに血管周囲腔で

はCD45陽性細胞の蓄積と浸潤(二重矢尻)がみ

られた．bar, 500μm(上図),25μm(下図).)．
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また炎症細胞の浸潤はアストログリアの終足

が破綻している血管周囲腔で起こっており，

アストログリアの終足が存在している血管周

囲腔には炎症細胞の浸潤は少なく顕著な蓄積

が観察された．よってグリア境界膜は炎症細

胞浸潤を何らかのメカニズムによって抑制し

ている可能性も示唆された(図2: 脊髄損傷後

7日目に凍結切片を作製し，ラミニン(赤：基

底膜を検出)とCD45（1,3，緑：炎症性細胞を

検出）あるいはアクアポリン4（2,4，緑：ア

ストログリアの終足を検出）に対する抗体で

免疫染色を行った．またHoechst33258（青）

で細胞核を検出した．1と2, 3と4はそれぞれ

連続切片である．1,2ではアストログリアの終

足が血管周囲腔の外側の基底膜に存在せず，

多数のCD45陽性細胞が浸潤している．一方，

3,4ではアストログリアの終足がみられ，CD45

陽性細胞の浸潤は比較的少ない．bar, 50μ

m.)．

 

 

 

さらに一次損傷領域から離れた血管周囲腔で

も炎症細胞の蓄積や浸潤を確認したので(図1， 

上図の四角)，連続切片を用いた免疫組織化学

によって検討したところ，一次損傷領域と血

管周囲腔は連続的につながっていた．この結

果は損傷脊髄への広範な炎症細胞浸潤は血管

周囲腔を介して起こる場合があることを示し

ている．本成果はJournal of Neurotrauma，

27(4), 2010, 739-751に報告した． 

 

(2)グリア境界膜におけるIV型コラーゲンと

アストログリア 

(1)の研究から脊髄損傷後のグリア境界膜で

は基底膜成分とアストログリアの反応が組織

修復に何らかの影響を及ぼすと考えられた．

そこでアストログリアをマウスから分離培養

し，基底膜成分が与える遺伝子発現の変化を

解析したところ，複数の血管新生関連遺伝子

の発現が変化することがわかった．特に，基

底膜成分のひとつであるIV型コラーゲン上で

培養したアストログリアは，他の基底膜成分

に比べトロンボスポンジン(TSP)-1の発現が

有意に増加した(図3: アストロサイトをポリ

Lリジン(PLL)，フィブロネクチン(FN),ラミニ

ン(LM), IV型コラーゲン(ColIV)上で12時間

培養し，リアルタイムPCRを行った．)． 
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さらに，TSP-1の発現はIV型コラーゲンの受容

体のひとつ，インテグリンα１β1を介するこ

とが分かった(図4: IV型コラーゲン上でアス

トログリアを培養した．その際にインテグリ

ンβ1，α1，α2に対する中和抗体を加え，

TSP-1の発現に対する影響についてリアルタ

イムPCRを行い，解析した．中和抗体のコント

ロールとしてIgMあるいはIgGを用いた．イン

テグリンβ1とα1の中和抗体はコントロール

に比べ，有意にTSP-1の発現を抑制した．). 

TSP-1は中枢神経組織の修復において血管新

生や神経細胞のシナプス形成などを調節する

重要な因子であると知られている．我々はさ

らに，脳外傷モデルの修復過程においてTSP-1

がインテグリンα1と同様にグリア境界膜に

発現が上昇することを免疫組織化学で明らか

にした.したがって，本成果は境界膜における

基底膜成分とアストログリアの反応が組織修

復に影響を与えることを示唆するものである．

本成果はGLIA, 58(7), 2010, 755-767に報告

した．境界膜における組織修復反応は二次損

傷の拡大を防ぐことに関連している可能性が

高いので，今後，脊髄損傷モデルやin vitro 

の詳細な検討によって境界膜で発現する遺伝

子の働きやシグナル伝達経路が明らかにでき

ば新しい治療のターゲットを得る可能性もあ

る．また詳細な検討には境界膜特異的にGFP

を発現するトランスジェニックマウスも有効

に活用できると考えている． 
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