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研究成果の概要（和文）： 

新規化合物 1-deoxy-nor-sominone (Denosomin)の脊髄損傷マウスへの投与が、損傷脊髄領域に
おける神経軸索の再伸展を促進させ、マウスの後肢運動機能障害を回復させることを明らかと
した。Denosomin は、損傷脊髄領域におけるアストロサイトの細胞増殖、細胞死保護、さらに
細胞骨格タンパクであるビメンチンの細胞外分泌を促進させていた。Denosomin 投与による神
経軸策の伸長作用は、アストロサイトから分泌されるビメンチンを介した作用だと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we clarified that a novel compound, 1-deoxy-nor-sominone (Denosomin) 
ameliorates spinal cord injury (SCI) via axonal growth associated with astrocyte-secreted 
vimentin. Denosomin increased astroglial proliferation, inhibited astroglial death and 
increased the secretion of vimentin in cultured astrocytes. Furthermore, vimentin 
promoted axonal outgrowth in cultured neurons. This study is the first to demonstrate 
this novel role of vimentin in SCI and drug-mediated modification of the property of 
reactive astrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
  現在、世界中で 250 万人以上が脊髄損傷
によって重篤な運動機能障害を患っており、
毎年、10 万人以上が新たに脊髄に損傷を受け
ている。一方、脊髄損傷によって損なわれた
運動機能の回復は、現在の臨床治療技術では
非常に困難な状況にある。 
  脊髄損傷は、損傷部位における神経細胞
のネクローシスや炎症性グリア細胞の浸潤、

ミエリンの脱落などの複数の要因により、脳
と脊髄を結ぶ上行性・下行性脊髄路が分断さ
れ、身体の運動・感覚機能が麻痺した状態を
指す。また、損傷部位（グリア瘢痕）におけ
るミエリン関連タンパクや細胞外基質が神
経細胞の軸索伸展を阻害することで、損なわ
れた脊髄路の再生を困難なものにしている。 
  脊髄損傷による運動機能障害を改善す
るための多くの研究がこれまで報告されて



いる。例えば、ミエリン関連タンパクの働き
を阻害することで神経細胞の軸索伸展が促
進され、運動障害の改善が認められる。また、
薬物療法として、細胞死抑制剤 Calpain 
inhibitor の投与による運動機能の改善や神
経栄養因子 GDNF の投与による軸索伸展の促
進などが報告されている。しかし、いずれも
臨床治療に有効な段階までには至っていな
い。近年、神経幹細胞や人工多能性幹細胞の
移植による再生医療も注目されているが、倫
理面・安全面において解決すべき課題が多く
残されている。何より、損傷を受けた脊髄に
おいて神経軸索がグリア瘢痕内を通って伸
展し、かつ運動機能を回復させるための神経
回路網を再構築する分子機序自体が十分に
解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
  新 規 化 合 物 1-deoxy-nor-sominone 
(Denosomin)による脊髄損傷における運動機
能障害の改善効果、および神経回路網の再構
築機序の解明を目的とする。 
  Denosomin は、化合物 Sominone の誘導体
である（Fig.1）。Sominone は、インド生薬ア
シュワガンダ由来成分であるWithanoside IV
の腸内代謝産物である。Withanoside IV や
Sominone は、神経細胞に対して軸策伸展の促
進作用をもつ。Denosomin は、Sominone と化
学構造が類似しているが、Sominone に比べて
合成が容易という利便性がある。また、未知
の化合物の薬理作用を解析することで、神経
回路網の形成機序に関する新たな情報伝達
経路やタンパク分子が発見できる可能性が

 

期待される。 

．研究の方法 
用いた個体レベルでの薬

傷マウス（SCI マウス）を作製し、

Test）、肢関節の可動範囲を主な指標とした

を採
し、凍結切片標本を作製した。損傷脊髄に

採
し、RNA 抽出をおこなった。損傷脊髄にお

培養系細胞を用いた細胞レベルで
薬理解析 

osomin処置による影響を検討し

神経組織
胞から RNA 抽出をおこない、遺伝子発現の

．研究成果 
) SCI マウスの運動機能評価 

l Ladder Test の評価では
善が認めら

３
(1) モデル動物を
理解析 
① 脊髄損
Denosomin または Withanoside IV を経口的に
3 / 7 / 14 日間連日投与した。薬物投与期間
中の SCI マウスの後肢運動機能を、水平梯子
を渡る歩行機能の評価（Horizontal Ladder 

歩行機能の評価（Basso Mouse Scale, BMS ス
コア）、独自の評価基準による後肢が下半身
を支持する筋力の評価（Body Support Scale, 
BSS スコア）などによって検討した。 
 
② Denosomin投与後のSCIマウスの脊髄
取
おける神経細胞・グリア細胞・グリア瘢痕な
どの病態所見を免疫組織化学的手法によっ
て解析した。損傷脊髄での細胞増殖・細胞死
に対する Denosomin 投与の影響を BrdU 取込
み法や TUNEL 染色法によって検討した。 
 
③ Denosomin投与後のSCIマウスの脊髄を
取
ける遺伝子発現の変化を DNAマイクロアレイ
法・定量的 RT-PCR 法によって網羅的に解析
した。 
 
(2) 初代
の
① 初代培養系ラット脊髄細胞および大脳皮
質細胞の Den
た。この初代培養系はトリプシン処理による
分散培養法であり、神経細胞・グリア細胞の
混合培養系となる。加えて、この培養実験系
に対する Cytosine β-D-arabinofuranoside 
(Ara-C)処置によって神経細胞の単離培養、
また振盪培養法によってアストロサイトの
単離培養をそれぞれおこない、Denosomin 処
置による影響を検討した。神経突起の長さや
シナプスの形成量を、免疫細胞化学的手法に
よって定量解析した。各種の培養細胞の計数
や BrdU 取込み法・TUNEL 染色法によって増殖
細胞率・死細胞率を検討した。スクラッチ培
養法によってアストロサイトの細胞移動能
を解析した。 
 
② Denosomin 処置後の初代培養系
細
変化を DNA マイクロアレイ法・定量的 RT-PCR
法によって網羅的に解析した。また同様に、
Denosomin 処置後の初代培養系神経組織細胞
または単離培養アストロサイトからタンパ
ク抽出し、SDS-PAGE 電気泳動法（一次元また
は二次元）をおこなった後、タンパク産生の
変化を LC-MS/MS 質量解析法によって網羅的
に解析した。 
 
 
４
(1
  Horizonta
Denosomin 投与群の歩行機能に改
れたものの、対照群と比べて統計的な有意差
がみられなかった。Denosomin 投与量は、10 
μM/Kg にておこなった。一方、Denosomin 投



与量を 20 μM/Kg にて試行した BMS スコアお
よび BSS スコアにおいては、対照群と比べて
統計的に有意な歩行機能の改善が Denosomin
投与群に認められた。BMS スコアおよび BSS
スコアによる評価では、Withanoside IV 投与
群と比べても Denosomin投与群に歩行機能の
改善傾向が認められた（Fig.2）。BMS スコア
およびBSSスコアの評価と比べてHorizontal 
Ladder Test の評価では、梯子歩行が平地歩
行よりも繊細な歩行感覚を要する点や
Denosomin 投与量などの実験条件の違いによ
り、歩行機能の改善効果が統計的に有意な差
に至らなかったと考えられる。 

 
 (2) SCI マウスの損傷脊髄の組織学的解析 
 対照群の脊髄の損傷内部では、ミクログ

薬理作用 

激は、神経細胞の軸策および樹

に対する
nosomin の薬理作用 

トロサイトの細胞増

細胞増殖
よび細胞死保護に対する Denosominの薬理

る増殖細胞数および死細胞数を検討

ロサイトを介した Denosominによ
神経突起の伸展促進作用 

 
リアの非常に強い活性化（炎症反応）がみら
れた。また、アストロサイトが、損傷部周囲
においてミクログリアを取り囲むように典
型的なグリア瘢痕を形成していた。これに対
して Denosomin 投与群では、ミクログリアの
活性化は著しく減少し、また、アストロサイ
トは損傷部周囲のグリア瘢痕領域だけでな
く、損傷内部にも顕著に浸潤していた。これ
らグリア細胞の分布を脊髄の損傷内部と損
傷部周囲に区分して定量解析したところ、
Denosomin 投与群はミクログリアの活性化が
損傷内部と損傷部周囲の双方で有意に減少
し、また、アストロサイトが損傷内部で有意
に増加していた。さらに Denosomin 投与群で
は、脊髄の損傷内部に神経軸策が多数存在し
ていた。対照群の脊髄の損傷内部には、神経
軸策がほとんど存在していなかった。脊髄の
損傷内部と損傷部周囲における神経軸策は、
統計的にも有意に増加していた。 
 
(3) 初代培養系神経細胞に対する Denosomin
の
  初代培養系ラット脊髄細胞に対する
Denosomin 刺
状突起のどちらの伸展も有意に促進させた。
また、Denosomin 刺激は、培養神経細胞のシ
ナプス形成密度も有意に増加させた。
Denosomin 刺激による培養神経細胞の突起伸

展作用（軸策および樹状突起）は、Sominone
刺激の場合と比べて同等の効果があった。こ
れらの解析は、ラット大脳皮質由来の初代培
養系においても同様の結果を得た。Ara-C 処
置によって単離培養されたラット大脳皮質
由来の神経細胞は、Denosomin 刺激によって
軸策伸展が促進されたものの、通常のトリプ
シン処理による初代培養細胞（神経細胞・グ
リア細胞の混合培養系）に Denosomin 刺激を
おこなった場合と比べると軸策伸展の促進
効果は弱かった。また、単離培養された神経
細胞に Denosomin 刺激をおこなっても、樹状
突起の伸展は促進されなかった 
 
(4) 初代培養系アストロサイト
De
  単離培養アストロサイトに対する
Denosomin 刺激は、アス
殖率を有意に増加させた。また、スクラッチ
培養法によって細胞移動能を検討したが、ス
クラッチ領域へのアストロサイトの移動能
は Denosomin刺激によって影響されなかった。
トリプシン処理による初代培養系ラット脊
髄細胞および大脳皮質細胞（神経細胞・グリ
ア細胞の混合培養系）に対する Denosomin 刺
激の場合も、グリア細胞全体としての細胞増
殖率は有意に増加していた。神経細胞の数は
全ての実験条件の群間において変化がなか
った。単離培養アストロサイトは、過酸化水
素水処置によって細胞死を顕著に誘発され
るが、この細胞死の誘発は Denosomin の同時
処置によって有意に抑制された。 
 
 (5) SCIマウスの損傷脊髄における
お
効果 
  SCI 3 日目および 7 日目の損傷脊髄領域
におけ
した。Denosomin 投与群の増殖細胞数は、脊
髄の損傷部周囲と損傷内部のどちらにおい
ても増加傾向がみられた。細胞増殖は、損傷
内部と比べて損傷部周囲において顕著にみ
られ、SCI 3 日目の Denosomin 投与群の脊髄
の損傷部周囲では統計的にも有意に増殖細
胞数が増加していた。対照群の脊髄の損傷領
域では、SCI 3 日目の損傷内部において細胞
死が顕著に現れた。SCI 7 日目に至ると、損
傷内部における細胞死はほとんどみられな
くなるとともに、損傷部周囲において死細胞
数が増加していた。Denosomin 投与群の脊髄
では、損傷内部における死細胞数が全体的に
減少傾向にあり、SCI 7 日目の損傷部周囲に
おける死細胞数は統計的にも有意に減少し
ていた。 
 
(6) アスト
る



  Denosomin 刺激条件下で培養された単離
培養アストロサイトに、初代培養系ラット脊

 
(7) 損傷脊髄において Denosomin刺激によっ
発現量が変化する因子の網羅的探索 

子を

ト
ら分泌される軸策伸展促進因子の同定 

い

 
 (9) Denosomin の作用機序（まとめ） 
 本研究は以下の事柄を明らかとした。 

与に

シナプス形

。しかし、アスト

経細

あるビメンチ

されるグリア瘢
（アストロサイト）は、一般に軸策再生の

に神経軸策の再生を促進させ

髄細胞を Denosomin非存在下で重層培養する
と、Denosomin 非刺激条件下のアストロサイ
トとの共培養と比べて、神経細胞の軸策およ
び樹状突起の伸展が有意に促進された。また、
Denosomin 刺激条件下で培養された単離培養
アストロサイトのメディウム上清を初代培
養 系 ラ ッ ト 脊 髄 細 胞 に 処 置 す る と 、
Denosomin 非刺激条件下のメディウム上清と
比べて、軸策および樹状突起の伸展が有意に
促進された（Fig.3）。 

て
  SCI マウスの損傷脊髄や初代培養系ラッ
ト脊髄細胞における Denosominの標的因
網羅的に探索した。プロテオーム解析では特
定の Denosomin標的因子を同定することがで
きなかった。一方、ゲノミクス解析では、SCI
マウスの損傷脊髄における約 43,000 個の遺
伝子に対して、対照群で減少（または増加）
し、Denosomin 投与群で増加（または減少）
する遺伝子を 210 個（または 785 個）同定す
ることができた。これらの同定遺伝子の中に
は肢の運動機能に関与することが報告され
ている遺伝子も含まれており、今後、
Denosomin の標的因子の候補として詳細な解
析をおこなうことが重要と考えられる。 
 
(8) Denosomin 刺激によってアストロサイ
か
  プロテオーム解析によって、Denosomin
刺激された単離培養アストロサイトにお
て、細胞骨格タンパクであるビメンチンの産
生量が増加することを明らかとした。さらに、
単離培養アストロサイトの抽出タンパクお
よびメディウム上清の中のビメンチン量を
ELISA 法によって定量解析したところ、いず
れにおいても Denosomin刺激によってビメン
チンの発現量が有意に増加していた。軸策伸
展阻害因子の一つであるコンドロイチン硫
酸プロテオグリカン（CSPG）の存在下で初代
培養系ラット大脳皮質細胞を培養すると、神

経軸策の突起伸展は阻害されるが、ビメンチ
ンを同時処置すると CSPG による神経軸策の
伸展阻害は有意に抑制された。（Fig.4） 

 
① SCIマウスの歩行障害はDenosomin投
よって回復する。その損傷脊髄では神経軸策
の再伸展・アストロサイトの増殖・ミクログ
リアの活性化抑制がみられる。 
② 初代培養系神経細胞への Denosomin 刺激
は、神経突起の伸展を促進させ、
成の密度を増加させる。 
③ Denosomin 刺激は、単離培養アストロサイ
トの細胞増殖を促進させる
ロサイトの細胞移動能に影響しない。 
④ Denosomin 刺激された単離培養アストロ
サイトおよびそのメディウム上清は、神
胞の突起伸展を促進させる。 
⑤ Denosomin 刺激された単離培養アストロ
サイトは、細胞骨格タンパクで
ンの分泌を誘導する。また、初代培養系神経
細胞に対するビメンチン刺激は、神経軸策の
突起伸長を促進させる。 
 
  脊髄損傷によって形成
痕
阻害要因と考えられている。しかし一方で、
アストロサイトには、炎症の収束や神経細胞
の保護といった役割もあり、神経軸策の再生
に対して有益と思われる側面もある。アスト
ロサイトには、神経軸策の再生に有益な性質
が本質的に兼ね備えられており、Denosomin
はそれを強く顕在化させたと考えられる。こ
の Denosomin によるアストロサイトの性質
変化によって、Astrocyte 自身の増殖と軸策
伸展因子としてのビメンチンの分泌が促進
され、それが神経細胞に対して突起伸展とシ
ナプス形成を促進させ、結果として SCI によ
って損なわれた神経回路網が再構築され、運
動 機 能 傷 害 が 回 復 し た と 考 え ら れ る 
(Fig.5) 。 
  この薬物によるアストロサイトの機能
調節が直接的



るという現象はこれまでに報告がなく、グリ
ア瘢痕におけるアストロサイトの未だ知ら
れていない生理的役割の存在を示唆すると
ともに、脊髄損傷に対する新しい治療戦略の
一つとなる可能性をも示唆していると考え
る。 
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