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研究成果の概要（和文）：近年、急性脊髄損傷に対して造血系サイトカイン(顆粒球コロニー刺激因子G-CSF/エ
リスロポイエチンEPO)が注目を集めている。「圧迫性脊髄症」と「頸椎外傷」からなる非骨傷性頸髄損傷におい
て、これらの造血系サイトカインは奏功する可能性が高く、臨床上の安全性も高い。ラット慢性脊髄圧迫モデル
および非骨傷性頸髄損傷モデルを用いて、同損傷に対するこれらの造血系サイトカインの効果を明らかにし、最
善の治療基盤を作ることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Recently, hematopoietic cytokines (granulocyte colony stimulating factor; 
G-CSF / erythropoietin; EPO) have been attracting attention for acute spinal cord injury. These 
cytokines are likely to be effective in clinically safe cervical spinal cord injury consisting of "
compressive myelopathy" and "cervical trauma". Using the rat model of chronic spinal cord 
compression and cervical spinal cord injury without bony disorders, we aimed to clarify the effect 
of these hematopoietic cytokines to establish the best therapeutic platform.

研究分野： 脳神経外科　脊髄外科

キーワード： 脊髄症　頸髄損傷　造血サイトカイン　顆粒球コロニー刺激因子　エリスロポイエチン　治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
圧迫性脊髄症および脊髄損傷に対するG-CSFおよびEPOの効果は明らかとなり、いずれも国際誌 (SPINE2016, 
PLOS one 2019)で発表した。今後、造血サイトカインの全身性の影響を抑え、より効率的に効果を発揮できれ
ば、臨床的に実用化が可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎えたわが国において、「健康寿命の延伸」は喫緊の課題である。全国労災病院
の調査によれば、脊髄損傷患者の高齢化が示され、特に 75 才以上（後期高齢者）の頚髄損傷が
急増している。高齢者の脊髄損傷の特徴は、軽微な外傷を機転とした骨傷を伴わない脊髄損傷、
すなわち「非骨傷性頚髄損傷」である。脊髄損傷のうち、実に本邦の約 6 割がこの「非骨傷性頚
髄損傷」であり、見過ごすことのできない社会問題となっている。これだけの高頻度と重要性に
も関わらず、現在でも非骨傷性頚髄損傷に対する治療方針は一定のコンセンサスが得られてい
ない。同損傷は骨傷がないため、頚椎固定術の適応となることは少なく、受傷前には神経症状は
ほとんど無いため、手術による圧迫解除の意義が不明である。受傷後すぐに圧迫を解除すべきと
いう意見（Anzai, 2003, 須田 2008, 鈴木 2016）や保存的治療後悪化する場合にのみ手術すべき
という意見(Hayashi, 1995, 川本 2008)、そして保存的治療のみ（手術の有効性は少ない）を推奨
する意見(Guest J, 2002, 植田 2006,2014)と論議は続いている。高齢者や全身状態不良例では手術
はより消極的になる。 
一方で、手術を問わず、現在、推奨しうる薬物療法はないといってよい。以前は脊髄損傷に対し
てメチルプレドニゾロン(MPSS)大量療法がエビデンスのある治療法とされてきたが、その後の
ランダム化臨床試験にて MPSS 大量療法の有効性を疑問視する報告が相次いだ(Pointillart V 
2000)。高齢者や全身状態不良例ではかえって予後を悪化させる報告も少なくない(Matsumoto T 
2001)。そのため、有効性があることはもちろんのこと、高齢者や全身状態不良例でも安全に使
用できる薬物の開発が求められている。 
そこで、近年、造血系サイトカインである顆粒球コロニー刺激因子(Granulocyte Colony-Stimulating 
Factor: G-CSF)（Kawabe, 2011, Sakuma 2012, Kamiya 2014）やエリスロポイエチン(Erythropoietin: 
EPO)(Gorio 2002, 2008, Pinzon 2008)において急性脊髄損傷に対して注目を集めている。G-CSF は、
好中球の分化、増殖、生存に関与する造血系サイトカインとして知られ、日常臨床では化学療法
後の好中球減少症の患者や造血幹細胞移植前のドナーに頻用されている。G-CSF は急性脊髄損
傷において、血管新生、神経細胞死の抑制、炎症性サイトカイン放出の抑制，脱髄の抑制の効果
が報告されている(Nishio 2007, Koda 2007)。 
一方、EPO は赤血球増多作用をもち、主に腎の尿細管細胞で主に産生され、透析腎をはじめとし
た腎性貧血に用いられる。欧米では各種悪性疾患に伴う消耗性貧血などにも使用される。高齢者
や全身状態不良例でも使用しやすい。EPO は骨髄細胞のエリスロポエチン受容体 (EpoR) に結
合し、造血作用を誘導するが、EpoR は末梢・中枢神経にも発現している。そのため、脳や脊髄
の中枢神経系に対して神経保護作用、組織血流増加、神経アポトーシスの抑制が報告されている。
急性脊髄損傷においてもその有効性が報告されている (Gorio 2002, 2008, Pinzon 2008)。しかし、
非骨傷性頚髄損傷モデルに対する有効性はあきらかでない。 
 
 
２．研究の目的  
そこで、私たちはこれら造血サイトカインの中枢神経保護作用に
着目し、非骨傷性頚髄損傷モデルに対する有効性を検討すること
とした。独自に確立したラット慢性脊髄圧迫モデル（連携研究者
の金らが開発 Kim, Ann Neurol, 2004）(図１)、およびそのモデルか
ら誘導される非骨傷性頚髄損傷モデルを用いて、その効果を検証
することを企画した。 
すでに、私たちの研究では G-CSF は慢性圧迫モデルにおいて進行
した脊髄症においても機能改善を示した (Yoshizumi, Murata, et al 
SPINE 2016) (図２)。EPO においても予備的には改善効果がえられ
ていた。 
以上、造血系サイトカイン(G-CSF と EPO) についてこれまで
の知見と私たちの研究結果をふまえると、「圧迫性脊髄症」と
「頸椎外傷」の病態を併せ持つ非骨傷性頸髄損傷に対して、こ
れらの造血性サイトカインが奏功することが期待される。この
有効性が明らかとなれば、合併症を有する高齢者でも臨床導入
もしやすい。 
本研究は、慢性脊髄圧迫モデルおよび非骨傷性頸髄損傷ラット
モデルを用いて、これらの造血性サイトカインの有効性を明らかにすることで、同損傷にお



ける新しい治療として展開させ、最善の治療を追究するものである。これらのサイトカイン
は高い安全性が示されており、即臨床へと移行できる治療基盤を形成でき、脊髄損傷医療に
大きく貢献するものと思われる。 
 
３．研究の方法 
非骨傷性頸髄損傷は「圧迫性脊髄症」と「頸椎外傷」の要素を併せもった病態である。すでに圧
迫脊髄症に対する G-CSF の効果は明らかにしており、EPO においても圧迫脊髄症に対しても同
等かそれ以上の効果を示しつつある。ラット慢性脊髄圧迫モデルおよび非骨傷性頸髄損傷モデ
ルを用いて、非骨傷性頚髄損傷におけるこれらの造血系サイトカイン（G-CSF/EPO）の単独投与
および両者併用療法の効果を比較検討する。非骨傷性頸髄損傷に対する最善の治療を明らかに
する。 
 
 
【慢性脊髄圧迫ラットモデルの作成】 (Kim(連携研究者), Ann Neurol,2004)(図１) 
まず非骨傷性頸髄損傷モデルに先だって、ラット頸髄慢性圧迫モデルを作成する。 
Wister rat (250-300g)を用い、全身麻酔の下、第 5,6 頸椎椎弓下に 0.7mm 厚の吸水膨張性ポリマー
（アクアプレン-CR）を挿入して局所脊髄圧迫を作成する。このポリマーは徐々に体内の水分を
吸収し約９６時間で最大膨張率 2.5 倍の体積に増加する。徐々に膨張することにより脊髄圧迫状
態にあっても脊髄損傷は生じず、はじめの数週は運動機能は全く正常である。5 週以降で運動機
能が低下してくる。20 週以降で下肢痙性が生じ、いわゆる頚髄症モデルが完成する。時間経過
とともに脊髄の慢性圧迫により、脊髄灰白質と白質の空胞変性と運動細胞（前角細胞）の脱落を
生じてくることがわかっている。 
 
【非骨傷性頸髄損傷ラットモデルの作成】(村田(研究代表者),脊髄脊椎 2008) 
非骨傷性頸髄損傷モデルは、上記の慢性脊髄圧迫モデルを作成した後、後屈負荷を加えることに
よって作成される。アクアプレン挿入後２週のもの（短期圧迫群：脊髄圧迫はあるが脊髄変性が
生じていないもの）と 5 週のもの（中期圧迫群：運動機能が低下し始め、脊髄変性が起こり始め
ているもの）を用いる。これまでの予備実験の結果から脱臼等の骨傷を起こさず、かつ効果的に
同損傷を引き起こす方負荷が決定されている。すなわち、ラットを全身麻酔後、下顎歯にその先
に体重の 1/2 の錘をつなげ、それを 30cm 落下させることで、骨傷を与えることなく、モデルを
作成できることがわかっている。約 40%で非骨傷性脊髄損傷モデルが誘発できる。脊髄圧迫の時
間に応じて様々な部位に損傷を起こしうる。その負荷では正常ラットでは脊髄損傷を生じない
ことも確認されている（村田英俊、脊髄外科 2008） 
 
【EPO の投与法】 
慢性圧迫モデル作成後、8 週後から週 2 回で皮下注を行う。EPO の濃度は high dose (rhEPO 5000 
IU/kg/day)、low dose (rhEPO 500 IU/kg/day)に振り分ける。コントロールとして、生食を使用する。 
 
【運動機能評価】 
アクアプレン挿入後から１週毎に行う。すなわち、強制運動能力として、前・後脚脚力、ロータ
ーロッド歩行時間を計測する。自発運動は、回転式運動量測定ケージと歩行運動センサーで計測
する。前・後脚脚力は牽引式測定器を取り付け、ラットの習性である、「ものを掴み、前方へと
進む」特性を利用し、前脚（通常 300-400gw）と前後脚全体の筋力(1000-1200gw)を測定する。 
非骨傷性頸髄損傷モデルの場合においても、後屈負荷前、後屈負荷後 3 日後、１週後、以後１週
毎に運動機能評価を繰り返す。 
 
【病理学的評価】 
4%パラホルムアルデヒドで灌流固定を行い、C5-6(アクアプレン挿入部)と Th3-4(正常部)の脊髄
を切り出す。5μm の切片を作成し、まず HE と KB 染色で細胞および髄鞘の状態を病理学的に観
察する。さらに 
1)慢性脊髄圧迫モデルについては、10 週と 25 週で 3mm 幅（5μm 切片一枚おきに 300 枚分）の
連続切片を作成する。 
2)非骨傷性頸髄損傷モデルについては、負荷後３日、１週、4 週、12 週でラットを上記と同様に
5μm の切片を作成する。 



いずれも、HE と KB 染色で細胞および髄鞘の状態を病理学的に観察する。 
また、以下の組織構造や発現を確認するために各々の免疫染色を行う。 
運動ニューロン：Neu N 染色、ChAT 染色、 
神経系マーカー：シナプトフィジン、GAP-43、5-HT 染色 
軸索損傷：APP 染色 
エリスロポエチン受容体：EPO-R 染色 
アポトーシスの変化:TUNEL 染色、Caspase-3 染色 
 
【生化学的評価】 
ELISA による脊髄内の EPO レベルを測定 
 
【血液学的検査】 
EPO による赤血球増多について EPO 投与後、2 週、4 週、6 週で RBC, hematocrit, hemoglobin を
測定する。 
 
４．研究成果 
G-CSF についてはすでに効果を確認しているため(Yoshizumi, Murata, et al SPINE 2016)、EPO の
結果について記載する。 
 
【運動機能】 
 
歩行機能： 
慢性圧迫モデル作成後、4 週目から徐々に歩行機能は低下してい
き、7 週目以降で非圧迫群と有意差をもって低下した。8 週目で
EPO を投与したところ、high-dose EPO (5000 IU/kg/day)で元の
60%、low-dose (500 IU/kg/day)で 20%程度の回復を認め、圧迫継続
とともに徐々に運動機能は低下していった。しかし、16 週経過し
ても high-dose EPO 群ではコントロールに比べて有意に歩行機能
は改善していた（図 3）。 
 
握力テスト 
慢性圧迫モデル作成後、6 週目から徐々に握力は低下していき、7
週目以降で非圧迫群と有意差をもって低下した。8 週目で EPO を
投与したところ、high-dose EPO (5000 IU/kg/day)で元の 60%、low-
dose (500 IU/kg/day)で 20%程度の回復を認め、圧迫継続とともに
徐々に握力は低下していった。しかし、16 週経過しても high-dose 
EPO 群ではコントロールに比べて有意に握力は改善していた(図
４)。 
 
【前角細胞の保持】 
慢性圧迫モデル作成後 16 週で前角細胞数をカウントすると、非圧
迫群に比べると、若干保存率の低下がみられたが、high-dose EPO 群
で有意にて、前角細胞は保持された(図 5)。 
 
【アポトーシスの抑制】 
TUNEL テストおよび Caspase 3 染色においてコントロール群にくら
べて high-dose EPO 群でと有意に陽性細胞が低下した。これは、非圧
迫群と比べて有意差はなかった(図 6)。 
 
【エリスロポエチン受容体の発現抑制】 
EPO 投与群においては、コントロール群に比べて有意に EPO 受容体
の発現が減少していた。 
 
【神経マーカーの発現保持】 



モノアミン神経伝達因子である 5-HT(セロトニン)は EPO 投与群で
有意に発現が保持されていた(図 7)。また、シナプトフィジン染色で
は EPO 投与群でシナプトフィジン陽性軸索が有意に増加していた。
GAP 43 の発現はコントロール群、EPO 群ともに変化はなかった。 
 
【軸索損傷の抑制】 
APP 陽性細胞の発現は、脊髄白質において EPO 群で有意に低下して
いた。すなわち、軸索損傷が低減していると考えられた。 
 
【脊髄内 EPO レベル】 
脊髄内の EPO レベルは有意に high-dose EPO で
上昇していた。しかし、投与量に対する組織浸
透率は low-dose EPO ともに high-dose EPO とも
に同等であった。すなわち、濃度依存性に浸透
していた(図 8)。 
 
以上から、EPO は、損傷脊髄のラットの運動機能を改善した。 EPO は神経細胞のアポトーシス
を抑制し、運動ニューロンを保護し、軸索の保護と可塑性を誘導した。神経保護効果は、EPO が
脊髄組織に移行することにより作用が発揮されたと考えられる。 これらの発見は、EPO が脊髄
損傷の治療薬として高い可能性を秘めている。 
 
これらの成果にて、2018 年日本脊髄外科学会 研究学術賞を受賞した。 
また、PLoS ONE 14(12) 2019 : e0214351. https://doi.org/10.1371/ journal.pone.0214351 
に掲載された。 
 
【今後の展望】 
私たちの研究やこれまでの報告を含めて、損傷脊髄に対して造血サイトカイン(G-CSF, EPO)が有
効性を示すことは明らかであったが、確実な効果を得るためには臨床適用以上の高用量が必要
であった。これらの造血サイトカインは分子量が大きいため(G-CSF:19.4kD, EPO:30.4kD)、髄液
移行が乏しいことが原因である。実際、私たちが施行した皮下注射での脊髄実質への移行率は、
血中濃度に対して 1/1000〜1/5000 の移行率であった (PLOS one, 2019)(図 8)。 
より効率的に脊髄に到達させることができれば、血球増多に伴う合併症を解消し、低容量で高い
効果を得ることができる。実際、脊髄圧迫モデルに対する EPO 髄注予備実験では 1 週間毎の低
容量持続髄注で、全例で一旦は正常範囲内まで運動機能は改善し、従来の高用量静注や皮下注を
上回る運動機能改善効果が得られた。このような造血サイトカインの運用は、未だ治療困難な脊
髄損傷に対して、臨床での実現可能な画期的な治療となりうる。 
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