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研究成果の概要（和文）：本研究では、損傷脊髄に及ぼす柑橘特有のポリメトキシフラボン、

3,5,6,7,8,3',4'-heptamethoxyflavone (HMF)の作用を検討した。HMF は手術直後から 4 週間にわた

り、毎日１回腹腔内投与した。その結果、BBB スコアで測定した運動機能はわずかに改善する

が、組織染色しても脳由来神経栄養因子(BDNF)発現に変化が認められないことが明らかになっ

た。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of 3,5,6,7,8,3',4'-heptamethoxyflavone (HMF), one 

of the Citrus polymethoxyflavone (PMF), on the injured spinal cord. HMF was i.p. injeceted 

immediately after the surgery once a day for 4 weeks. We successfully observed that HMF ameliorated 

the locomotive activity (assessed by BBB score), but BDNF expression (assessed by immune- 

histochemistry) was not induced by HMF in the spinal cord. 
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１．研究開始当初の背景 

脊髄損傷の治療法として、急性期の神経
保護に働く薬物はあるものの損傷軸索を再
生させる抜本的な薬物は開発されていない。
申請者らは、これまでに脊髄損傷により運
動麻痺に陥ったマウスの腹腔内に投与する
と著明に運動機能を改善させる化合物（4-
メチルカテコールや 2-デセン酸エチルエス
テルなど）を見出してきたが、これらの化
合物は神経細胞内の基幹シグナル伝達分子
mitogen-activated protein kinase (MAPK)ファ
ミリーERK1/2 を活性化する。柑橘由来化合
物の多くは脂溶性で中枢神経系に移行しや

すく、複素環式化合物で側鎖が多く誘導体
を合成して医薬品とするのが容易である。
そこで、柑橘由来化合物について ERK1/2 活
性化を指標とする in vitro スクリーニングを
実施したところ、複数の候補化合物を見出
すことができた。その内ヘプタメトキシフ
ラボン(HMF)については脳虚血マウスにお
いて神経保護作用を示すことを明らかにし
た。すなわち、脳虚血モデルマウスに HMF
を投与すると、脳由来神経栄養因子(BDNF)
の発現が亢進されること、BDNF を発現して
いるのはアストロサイトであることを明ら
かにした。これらの結果から、HMF は損傷
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脊髄の治療にも有効ではないかと考えた。 
 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、柑橘由来化合物 HMF を

脊髄損傷モデルマウスに投与し、その効果
を解析することである。また、その作用機
序を、アストロサイトなどの培養細胞を用
いて解析することである。 
 
 

３．研究の方法 
(1) 脊髄損傷モデル動物は、マウス（C57BL/6, 9
週齢♂）を用いて作製した。麻酔下、脊部を正中
切開し、傍脊柱筋を鈍的に剥離、第 10 胸堆の堆
弓を切除後，同部位にて鋭利な刃物で全脊髄を切
断した。切断 1日後に対象の後足麻痺を確認でき
た個体を実験に用いた。 
 
(2) HMF はオレンジオイルより調製した。
HMF は手術直後より 4 週間にわたって毎日
腹腔内投与した(50mg/kg/day)。 
 
(3) 運動機能は、BBB スコア（実験動物の後
肢の運動機能を評価するシステム。オープン
フィールドでの動物の動きを複数の観察者
が目視で観察し、その機能を 0［完全麻痺］
～21［正常］の 21 段階で測定、記録し評価
するもの。）を測定することで評価した。 
 
(4) 組織化学的解析は、手術 4 週間後に切断
部周辺の組織を摘出し、抗 BDNF 抗体を用い
て行った。 
 
(5) アストロサイトは、1～2 日齢のマウスの
脳より培養し、１回継体して実験に供した。 
  
(6) mRNA 発現量の測定は、Isogen を用いて
総 RNA を抽出し、RT-PCR 法に供することで
行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 脊髄損傷を受けたマウスの運動機能は、
損傷直後、完全に失われた。運動機能の BBB
スコアによる評価は 1 週間ごとに実施したが、
手術＋HMF 投与群（HMF）の値は手術群
(CON)に比べ、1 週間後からわずかではある
が改善傾向を示し、4 週間後には有意に
（***p<0.001）改善効果が認められた。しか
し、その値は低いものであり、HMF の効果を
みるには 4 週間の投与期間は充分でない可能
性を示唆するものであった。今後は、2～3 ヶ
月の長期にわたって投与し、効果をみる予定
である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)我々は、すでに脳虚血モデルマウスに対す
る HMF の作用を解析し、HMF を投与すると
BDNF の発現が亢進されること、BDNF を発
現しているのはアストロサイトであること
を明らかにした。そこで、脊髄でも同様の現
象がみられるかどうかを検討するため、手術
4 週間後の脊髄組織を組織染色法で解析した。
その結果、脊髄においては、無処理群(CON)、
手術群(sham)、手術＋HMF 投与群(HMF)の三
者間でBDNFの発現に差は認められなかった。 
 脊髄ではもともと BDNF 発現は低く、損傷
治癒への関与は低い可能性がある。そこで、
現在、グリア細胞由来神経栄養因子(GDNF)
など他の神経栄養因子の発現を解析してい
るところである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 培養液に 50μM の HMF を添加し、各時間
(0, 2, 4, 6, 8, 10 時間)培養した脳由来アストロ
サイトより抽出した総 RNA を、RT-PCR 法に
供した。その結果、BDNF mRNA 発現量は 2
～4 時間後に、GDNF mRNA 発現量は 4～6
時間後に、それぞれ有意に亢進すること
(*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001)が明らかに
なった。今後は、アストロサイトや線維芽細
胞は脊髄より培養し、同様の検討を行う予定
である。また、種々のキナーゼ阻害薬を加え
ることで、HMF の作用発現機序を明らかにし
ていく予定である。 
 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、これまで脳虚血モデルマ
ウスにおいて見出していたような HMF の効
果は、脊髄損傷モデルマウスでは認められな
かった。今後は、HMF の投与を長期にする・
発現解析の対象を替えるなどで、さらに解析
を進めていく予定である。 
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