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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷治療を目的としたニューロリハビリテーションの作用メカニズムとして、神
経可塑性の誘導が挙げられる。この神経可塑性は様々な環境因子の影響を受けることが報告されてきたが、神経
組織の固さを介したメカニカルストレスシグナルの寄与には不明な点も多い。そこで本研究では、メカノセンサ
ーp130Casに注目して検討を行ない、脊髄組織においてp130Casはミクログリアに豊富に発現し、損傷に伴う炎症
反応の調節に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Induction of neural plasticity is thought of as one mechanism of 
neuro-rehabilitation for the treatment of spinal cord injury. Various factors including tissue 
environmental factors control to the neural cell function, which affects neural plasticity. However 
it is not clear that neural tissue rigidity, one putative element of the tissue environmental 
factors, contributes to the neural cell functions as mechanical stress signaling. In this study, we 
focused on p130Cas, which is previously reported as a mechanosensor and showed that p130Cas 
expresses in Iba1-positive microglia in spinal cord and might contribute to the inflammatory 
response following tissue injury.

研究分野：リハビリテーション医学
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１． 研究開始当初の背景 
 
グリア細胞とリハビリテーション 
 
ニューロリハビリテーションの基本原理
である神経可塑性は神経細胞同士の接続（シ
ナプス）の新生と強化の上に成立しており、
可塑的変化の方向性は脳の随意指令と感覚
入力のループの中で形成される。このような
可塑性が生じる局所環境はアストロサイト
やミクログリアなどのグリア細胞によって
調整されており、これらの細胞の機能変化が
可塑性に影響を及ぼすことがすでに知られ
ている。しかし、可塑的な変化が生じやすい
環境を誘導する為に何が必要かについては
不明な点が多い。 

 
 
組織の固さとグリア細胞の機能変容との相
関の可能性 

 
神経可塑性の重要な環境因子の一つに「固
さ」が挙げられることが示唆されている。例
えば、成長に伴い神経の可塑性が低下してい
くとともに、脳の組織は固くなっていくと報
告されている(de Vivo L et al., Nat Commun, 
2013)。また、疾病によって生じた変性部や
瘢痕部は固くなり、その部分での神経可塑性
を阻むこととなる。しかし、これまで細胞が
その固さをどのようにして感知するかのメ
カニズムは不明であった。 

 
 
メカニカルストレスとメカノセンサー
p130Cas 

 
 近年、細胞へのストレス（刺激）として、
メカニカルストレスが注目を集めているメ
カニカルストレスとは、生体内の細胞や組織
に負荷される物理的・力学的な刺激である。
これには生体外からの力学的負荷だけでは
なく、細胞の形態変化や移動に伴って生じる
内因性の刺激も含まれている。例えば、細胞
が基質に接着する際、接着斑を介して細胞は
基質と接触し、アクチン骨格で細胞の形態を
維持・調節しており、このアクチン骨格によ
る細胞の牽引力こそが、細胞のもつ内因性メ
カニカルストレスの代表例である。そして、
これは硬い基質上では強く、柔らかい基質上
では弱くなる。つまり、細胞の接着する基質
の硬軟が、細胞自身が生み出すメカニカルス
トレスに影響することを示す。 
 
 近年、接着斑部で機能するメカノセンサー
として、p130Cas（以下、Cas）が報告され
た。Casはその Substrate domain部におい
て、伸展刺激によりリン酸化を受ける。しか
し、神経組織において Cas が機能すること、
また基質の変化を示唆する損傷脊髄で Cas
の機能が変化するかは明らかではない。 

 
２． 研究の目的 
 
上記の背景を基に、近年報告されたメカノ
センサーである Casに注目して、脊髄損傷後
の瘢痕という固さと可塑性がもっとも観察
しやすいモデルを用いて、メカノセンサーで
ある Cas の役割を明らかにすることを目的
とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス 
マウスは C57BL/6J マウスを用いて解析し
た。アストロサイト特異的Cas欠損マウスは、
GFAP-CreERT2 マウスと Cas floxed マウスを
掛け合わせることで作成した。また、マクロ
フ ァ ー ジ を 含 む Hematopoietic and 
endothelial cell 特異的 Cas 欠損マウスは、
Tie2-Cre マウスと Cas floxed マウスを掛け
合わせることで作成した。なお、本 Tie2-Cre
マウスは、ミクログリアでも遺伝子が改変さ
れると報告されているため、ミクログリアに
おける Cas 欠損の影響を評価するための
preliminary な検討にも用いた。 
 
(2) 脊髄損傷モデルマウス 
 10 週齢のマウスに、Infinite Horizon 
Impactor (IH impactor)を用いて、コンピュ
ータ制御にて一定力（60 kdyn）の圧挫損傷
を加え、挫傷による脊髄損傷モデルを作製し
た。 
 
(3) 免疫染色法 
損傷 8 週後（慢性期）、PBS および 4% PFA
で還流した後、脊髄組織を採取した。4% PFA
に浸漬することでさらに固定した後、20%ス
クロースおよび 30%スクロース溶液に、
overnight で浸漬した。10 m の凍結切片を
作成し、アストロサイトマーカーとして
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)、
ミクログリアマーカーとして Ionized 
calcium binding adapter molecule 1（Iba-1）、
Cas、および Phospho-Cas (Tyr165)に対する
抗体、および各種 Alexa Fluor 蛍光標識二次
抗体を用いて、染色した。なお観察は、
Keyence 社の HS オールインワン蛍光顕微鏡
BZ-9000 を用いた。 
 
(4) RAW264.7 細胞 
 単球・マクロファージ系 cell line として、
RAW264.7 細胞を用いた。培地は 10% FBS を添
加したDMEMを用いた。ノックダウンはpSUPER
ベクターを、PlatE により作成したウイルス
を介して導入することで行った。ウイルス感
染後、5 g/mL のピューロマイシンでセレク
ションし、検討に用いた。 
 
 



４．研究成果 
 
 まず初めに正常マウスの脊髄および脊髄
損傷 8週後（慢性期）の脊髄において、免疫
染色法により、メカニカルストレスシグナル
である Cas のリン酸化の変化を評価した。そ
の結果、正常マウスの脊髄において、リン酸
化 Cas 染色は Iba1 陽性ミクログリアにおい
て認められ、損傷周囲の Iba1 陽性ミクログ
リアにおいてさらに顕著に観察された（Fig. 
1）。一方、GFAP 陽性アストロサイトでは明ら
かな Cas のリン酸化は認めなかった。 

 
 
ミクログリアにおいて強いCasのリン酸化
を認めたことから、ミクログリアの Cas の機
能を評価するために、ミクログリアでも遺伝
子改変が認められると報告されている
Tie2-Creマウスを用いて、Hematopoietic and 
endothelial cell 特異的 Cas欠損マウスを作
製した。 
この Cas 欠損マウスを用いた結果、一定の
フェノタイプは得られた。しかし、ミクログ
リアに比べて発現レベルは低いが内皮細胞
にも Cas が発現していること、Cas 発現低下
細胞では増殖が低下することからCas欠損内

皮細胞では血管新生機能に異常が認められ
る可能性が考えられること、血管新生の促進
が脊髄損傷治療のメカニズムの１つである
ことから、ミクログリアと内皮細胞の寄与を
切り分けることが困難と考えられた。そのた
め、本マウスを用いたさらに詳細な評価を今
後の検討課題とした。 
 
 
一方、神経組織とは異なる組織であるが、
内臓脂肪組織の1種である精巣上体脂肪組織
での検討により、高脂肪食負荷後の精巣上体
脂肪組織において炎症反応の促進に伴うマ
クロファージの蓄積（Crown like structure: 
CLS）が、Cas の欠損により低下することが明
らかになった（Fig.2）。このことからも、マ
クロファージ系細胞であるミクログリアに
おいても、Cas が炎症反応に関連することが
示唆された。 
 

 
 
また、単球・マクロファージ系 cell line
である RAW264.7 細胞を用いて、Cas のノック
ダウンが炎症反応に寄与するかを、極性を評
価することで評価した。その結果、
Lipopolysaccharide（LPS）による M1マーカ
ーの mRNA 発現増加は、Cas のノックダウンに
よりさらに増加した。そのため、Cas は単球・
マクロファージ系細胞において炎症反応に
寄与している可能性が示唆された。 
 
 
以上のことから、脊髄組織において Cas は
ミクログリアに豊富に発現し、損傷時に炎症
反応を調節している可能性が示唆された。 
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