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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷不全麻痺に於いては受傷後約１ヶ月程度まではかなりの運動機能回復が認め
られるが、細胞生物学的にどのようなメカニズムで脊髄損傷後の機能回復がもたらされるのかは殆ど解明されて
いなかった。我々は、脊髄損傷後に浸潤したマクロファージは、IRF8-プリン受容体を介した補体C5aへの能動的
な走化性により損傷中心部へ移動することが組織修復に重要であり、このメカニズムが不全麻痺における神経機
能の自然回復機構に寄与していること明らかにした。これらの結果はこれまでの治療法とは全くコンセプトの異
なる新たな脊髄損傷に対する治療戦略を提唱している。

研究成果の概要（英文）：Traumatic spinal cord injury (SCI) brings numerous inflammatory cells, 
including macrophages, from the circulating blood to lesions, but the fate of these cells is 
unknown. We herein demonstrate that macrophages actively migrate toward the lesion epicenter after 
SCI, depending on the gradient of chemoattractant C5a. However, macrophages lacking interferon 
regulatory factor 8 (IRF8) can not migrate and remain widely scattered in the injured cord, 
resulting in a poor pathological and functional outcome.  Conversely, pharmacological IRF8 
activation promoted macrophage-autonomous migration with a significant increase in the purinergic 
receptors expression, thereby improving the functional recovery. Our findings revealed the 
importance of the bidirectional interaction between infiltrating macrophages and CNS cells, 
providing a novel therapeutic target for CNS injury.

研究分野： 脊椎脊髄病学

キーワード： 脊髄損傷　炎症細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢神経外傷に於いてはマクロファージなどの炎症細胞浸潤を認めるが、これらの浸潤してきた細胞の運命は殆
ど解明されていなかった。我々は、脊髄損傷後の浸潤してきたマクロファージの能動的な移動が組織修復と運動
機能回復に重要であることを見出した。この知見は中枢神経外傷に対する新しい治療戦略を提唱するのみなら
ず、神経生理学や細胞生物学に於いても新規の知見であり、今後益々の細胞制御による病態治療研究の発展が期
待されるものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷は患者に永続的な四肢麻痺や膀胱直腸障害を残す非常に悲惨な病態であるが、完全麻

痺患者は受傷者全体の約 40%以下に過ぎない。残りの 60%以上は不全麻痺患者であり、これら
の患者に於いては、受傷間もない時期は完全麻痺を呈するが、受傷後約１ヶ月程度まではかなり
の運動機能回復が認められる。この自然回復は『Spinal Shock からの離脱』という曖昧な理解
がされるのみであり、細胞生物学的にどのようなメカニズムで脊髄損傷後の機能回復がもたら
されるのかは殆ど解明されていなかった。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、マウス不全麻痺せき損モデルに於いて機能回復が認められる時期に脊髄に発

現している全遺伝子の網羅的な解析を行い、自己修復メカニズムに関わる因子を同定すること
で新規治療法開発へ繋げることである。 
 
3．研究の方法 
正常脊髄、損傷後 4 日、7日、14日の損傷脊髄における RNA-Seq を行い、約 2万個の遺伝子に

関して Heat map により視覚的にこの過程で発現上昇/低下する変異パターンを確認した。
Cuffdiff 解析を行った結果、白血球遊走に関する 3 つの候補因子を同定し (IRF8, GP49a, 
Sulf1)、このうち Wiggle plot でも特に発現上昇が維持されていた interferon regulatory 
factor 8(IRF8)について、脊髄損傷後の自己修復メカニズムに与える影響を解析した。 
 

4．研究成果 
損傷脊髄において IRF8 はニューロンやグリア細胞には発現しておらず、損傷後に浸潤してく

る CD68 陽性マクロファージおよび脊髄内在性のマクロファージであるミクログリアに発現が限
定していた。興味深いことに下図右の如く、損傷後 4日の時点では IRF8 は主に細胞質に存在す
るが、損傷後７日では核に集積するパターンを呈しており、IRF8 が転写因子であることを鑑み
ると損傷後 7日から浸潤マクロファージに於いて IRF8 シグナルが ONとなるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
次に、IRF8 がせき損後の病態に与える影響を解析するために、IRF8 ノックアウト(KO)マウスを

用いた脊髄損傷モデルを作成し、病理切片解析を行った。もともと IRF8 は単球系の細胞の分化
に深く関わることが報告されており、白血病の分野で特に研究が進んでいる。しかし、脊髄損傷
においては興味深いことに、浸潤してきた単球/マクロファージの数は同等であり、IRF8 が損傷
後の浸潤に影響を与えないことは FACS を用いた定量的解析により確認している（下図）。注目す
べきことに、野生型(WT)マウスと IRF8KO マウスでは、経時的な免疫組織切片解析の結果、脊髄
損傷後に浸潤したマクロファージの分布過程が劇的に異なることが明らかとなった。すなわち、
WT マウスにおいては損傷後 4〜42 日にかけて、反応性アストロサイトが損傷中心部へ向かって
migration することにより浸潤した CD68 陽性マクロファージは収束化(compaction)されるが
(Okada et al., Nat Med, 2006))、IRF8 KO マウスにおいてはこの compaction が著しく阻害さ
れており、より広範囲に浸潤マクロファージが散在することが明らかとなった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 マクロファージの収束化は組織修復に重要であり、特にマクロファージの compaction が障害
された STAT3 選択的欠損マウス（Nes-STAT3-/-）に於いては著しい脱髄と著明な運動機能障害が
生じることが分かっている（Nat Med, 2006）。この結果と同様に、マクロファージが広範囲に残
存した IRF8KO マウスにおいては野生型マウスと比較して広範囲の脱髄領域が確認され、運動機
能回復も障害されていた。なぜ、マクロファージの収束化が阻害されるのかの原因については、
せき損後に浸潤したマクロファージ自身が損傷中心部へ向かって migration し、その過程に於
いて IRF8 が必須であることを証明した。せき損後に浸潤したマクロファージが『移動』してい
ることを示すために、我せき損後 3 日目に損傷部から頭側 2mm の位置に、異所性に GFP でラベ
ルしたマクロファージを移植した。経時的な免疫染色の結果、GFP 陽性の正常マクロファージを
移植した場合は、せき損後に浸潤して来たホストマクロファージと同様に徐々に損傷中心部へ
向かってその分布はシフトしていったが、一方で IRF8KO マウス由来のマクロファージを移植し
た場合は移植細胞は移植部位に停まり、ホストのマクロファージのみが損傷中心部へシフトし
ていた。この結果は、せき損後に浸潤して来たマクロファージ自身が能動的に損傷中心部へ徐々
にシフトし、さらにこの過程には IRF8 が必須であることを直接的に示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この IRF8 依存性のマクロファージ移動メカニズムを調べるためには、転写因子である IRF8 の

ターゲット遺伝子を同定する必要がある。標的遺伝子同定のための客観的網羅的特定手法であ
る ChIP シークエンスにより IRF8 の標的遺伝子の探索を行った横浜市立大学との共同研究を行
い、ADP 受容体である P2Y12 受容体を候補遺伝子の一つとして同定した。実際にマクロファージ
の走化性に関与するといわれる補体 C5a を用いた実験では、WT マウス由来のマクロファージは
C5a 濃度勾配に従って migration するが、IRF8 KO マウス由来のマクロファージでは著しく走化
性が低下していた（下図）。また、損傷脊髄切片に於いても C5a の分布は損傷中心部が最も高く、
常に浸潤したマクロファージを中心に引きつけるように発現していた。ただし、C5a の受容体で
ある C5ar1 および C5ar2 遺伝子発現は IRF8 KO マウスと WT マウスで差がなく、一方で P2Y12 受
容体の発現は KO マウスで著しく低下していた。すなわち、C5a の刺激によって放出された ATP
が加水分解されて ADP が産生されるが、IRF8 KO マウスにおいてはその標的である ADP 受容体
P2Y12 が発現しないためにマクロファージの走化性が障害され、脊髄損傷後の修復がなされなか
ったものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの知見から、逆に IRF8 を活性化することで脊髄損傷後の修復機転を高め、新規治療法の
確立へと繫がるのではないかと考えた。IRF8 は IFN-γと LPS の同時投与で活性が著しく高めら
れることが既に報告されているため、WT マウスに対して両者の cocktail stimulation を行い、
マクロファージの compaction と脊髄損傷後の運動機能予後が改善するかを検討した。Cocktail 
stimulation は亜急性期でのマクロファージの能動的凝集を促進させることが目的であるため、
損傷後 2日、4日、6日の時点での直接損傷中心部への投与を行った。その結果、下図に示すよ



うに既に損傷後４日の時点で対照群に比してマクロファージの収束化が既に認められ、細胞内
に於ける IRF8 の核への凝集も確認された。さらに、損傷後 7 日および 14 日の時点でも両者で
有意な差が認められ、foot print analysis による下肢運動機能評価に於いても有意な効果が確
認できた。しかも、IRF8 KO マウスに cocktail stimulation を行ってもその効果は全く確認で
きなかった。また、IRF8 の活性化は脊髄後角部のマイクログリアを過剰に反応させ、アロディ
ニア引き起こすという報告があるため、paw withdrawal threshold を計測したが、コントロー
ルと有意な差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果をまとめると、下図のような Graphical abstract になる。脊髄損傷後に浸潤した
マクロファージは、IRF8-プリン受容体を介した補体 C5a への能動的な走化性により損傷中心部
へ移動することが組織修復に重要であり、このメカニズムが不全麻痺における神経機能の自然
回復機構に寄与している。IRF8 シグナルの不活化は組織修復機構を破綻させ、脊損後の麻痺を
重篤化させるが、逆に IRF8 シグナルの活性化は浸潤したマクロファージの中心部への移動を促
進し、損傷後の組織修復と良好な機能回復に繫がる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果は、これまでの治療法とは全くコンセプトの異なる新たな脊髄損傷に対する治療
戦略を提唱している。以上の結果をまとめた論文は、Science Advances に掲載された 
(Kobayakawa et al., Science Adv.2019 May 15;5(5):eaav5086)。 
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