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研究成果の概要（和文）：C57BL/6マウスを用いた実験において、下肢に対する虚血プレコンディショニングが、脊髄
虚血再灌流障害に対して保護効果があることを確認した。虚血プレコンディショニングにより動員されるCD34陽性骨髄
細胞はCD34陰性骨髄細胞よりも、虚血保護因子や抗炎症性サイトカインであるDKK1、IL10、FGF9のmRNA発現レベルが10
倍以上であったことから、骨髄由来幹細胞が分泌する因子が、脊髄虚血再灌流障害に対する脊髄保護作用として働くこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A remote IPC (ischemic pre-conditioning) model was carried out in C57BL/6 
followed by SCI (spinal cord ischemia). A remote IPC showed protective effect on SCI. Expression levels 
of DKK1, IL10 and FGF9 RNA in CD34-positive bone marrow cells were 10-times higher compared to 
CD34-negative bone marrow cells. Our data suggested that ischemic protective factors and 
anti-inflammatory cytokine secreted by bone marrow stem cells had a functional role in SCI.

研究分野： 心臓血管外科学

キーワード： 虚血プレコンディショニング
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１．研究開始当初の背景 
 胸部下行大動脈瘤および胸腹部大動脈瘤
に対するステントグラフト内挿術、人工血管
置換術では脊髄の栄養動脈が遮断され、血流
の不足による脊髄障害が起こることが知ら
れている。その脊髄障害を軽減するため、
様々な対策が取られているが、一部の患者
（3-8%）には一過性または永久的な対麻痺の
重篤な合併症が生じる。そのため、脊髄障害
は未だに血管外科領域の大きな課題の一つ
であり、有効な対策の開発が必要と思われる。 
その対策として、我々は虚血プレコンディ

ショニング(Ischemic preconditioning; IPC)
に注目した。IPC は先行する短時間の虚血に
より、その後に生じる虚血再灌流障害を軽減
する生体防御反応として知られている。IPC
による臓器保護作用は、1986 年に Murry ら
が 犬 の 心 臓 で 初 め て 報 告 し て 以 来
(Circulation 1986;74:1124-36)、様々な基礎
研究と臨床試験によって証明されている
(Circulation 2002;106:3091-6)。その後、IPC
による臓器保護効果は、心臓、肝臓、腎臓、
脊髄などで認められ、遠隔組織での IPC 刺激
(remote IPC)によって臓器保護作用があるこ
とも示されている。また、IPC による臓器保
護効果は直後から数時間以内(Early Phase)
と12～72時間(Late Phase)の2相性に現れる
ことも知られている(Circ Res. 2000;8:972)。   

IPCによる臓器保護作用に関する機序は完
全に解明されていないが、IPC 刺激後に放出
された NO、Adenosine などの様々な液性因
子によるAnti-apoptotic作用と言われている。
一方で、我々の最新研究において、遠隔組織
（下肢）での IPC の Late Phase (24 時間後)
では骨髄由来幹細胞の末梢血への動員が上
昇し、動員された骨髄幹細胞が障害心筋に集
積することで虚血再灌流障害に対する保護
作用を示すことが証明されている(J Am Coll 
Cardiol. 2009;53:1814-22)。 
また、人工心肺を使用する前に下肢や上肢

に IPC を行うと、心筋保護作用があることが
報告されている。しかし、遠隔組織での IPC
による脊髄障害への保護効果はまだ確認さ
れておらず、その詳細なメカニズムについて
も明らかにされていない。本研究では遠隔臓
器（下肢）の IPC による脊髄虚血再灌流への
保護効果の有無とその機序について調べる。 
 
２．研究の目的 
（１）遠隔組織（下肢）での IPC 刺激が脊髄
虚血再灌流障害に対して保護作用を持つか
否か明らかにする。 
 
（２）遠隔組織（下肢）での IPC 刺激が抗炎
症サイトカインに対してどのように作用す
るか確認する。 
 
３．研究の方法 
（１）下肢 IPC モデルの作製 
C57BL/6マウスの腹部大動脈を tapingする。

下肢 IPCは腹部大動脈遮断による5分間虚血
と 5 分間灌流を 3 サイクル行う。開腹したマ
ウスを対照群とする。 
 
（２）脊髄虚血再灌流モデルの作製 
マウスをイソフルラン麻酔下で気管内挿管
により人工呼吸管理し、左開胸を行う。下行
大動脈を結紮して 10 分後に再灌流させ、脊
髄虚血再灌流障害モデルを作製する。また、
Sham 開腹後に脊髄虚血再灌流障害モデルを
マウス対照群とする。 
 
（３）脊髄障害の保護作用に対する機能評価 
脊髄虚血再灌流障害モデル作製して 3日後に
Basso Mouse Scale により脊髄障害の程度を
機能的に定量評価する。 
 
（４）IPC による炎症性サイトカインの評価 
下肢 IPC モデルを作製して 48 時間後に採血
を行い、血清中の炎症性サイトカインを調べ
る。 
 
（５）組織学的評価 
脊髄虚血再灌流障害モデル作製して 3日後に
マウスを犠牲死させ、脊髄組織を摘出し、
NeuN の発現を免疫染色で評価する。 
 
（６）CD34 陽性骨髄細胞と CD34 陰性骨髄細

胞での遺伝子発現解析 
C57BL/6 マウスから骨髄細胞を採取し、抗
CD34 抗体を用いて、CD34 陽性骨髄細胞と
CD34 陰性骨髄細胞に分ける。そして、total 
RNA を抽出し、cDNA を作製する。臓器保
護作用等が報告されている遺伝子の発現レ
ベルをリアルタイム PCR で解析する。 
 
４．研究成果 
（１）IPC による脊髄虚血再灌流障害の効果 
下肢 IPC と Sham を施した翌日に脊髄虚血再
灌流障害を実施し、それから 3 日後に Basso 
Mouse Scale を用いて評価を行ったところ、
IPC 群は Sham 群よりも優位に、Basso 
Mouse Scale の値が高かった（図 1）。 
 
 

 
 

 
 
 
 



（２）IPC による TNF-alpha の評価 
下肢 IPC と Sham を施した 48 時間後に、血清
中のTNF-alphaをELISAで測定したところ、
IPC群ではSham群よりも炎症性サイトカイ
ンである TNF-alpha の濃度が下がっていた
（図２）。 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
（３）脊髄組織における NeuN の評価 
下肢 IPC と Sham を施した翌日に脊髄虚血再
灌流障害を実施し、それから 3 日後にマウス
を犠牲死させ、脊髄を摘出し、ホルマリン固
定、脱灰後に、パラフィン包埋し、NeuN に
対する免疫染色を行った。IPC 群では Sham
群よりも、神経マーカーである NeuN 陽性細
胞数が優位に多かった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）CD34 陽性骨髄細胞と CD34 陰性骨髄細

胞における遺伝子発現解析 
CD34 陽性骨髄細胞における DKK1 の発現レベ
ルは CD34 陰性骨髄細胞の約 30 倍であった。
FGF9とIL10のCD34陽性骨髄細胞における発
現レベルは CD34 陰性骨髄細胞の約 12倍であ
った。CD34 陽性骨髄細胞における IL1ra と
IL33 の発現レベルは CD34 陰性骨髄細胞の約
3倍であった。（図 4）。 
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