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研究成果の概要（和文）：ミクログリア活性化やM1 type遊走を惹起するケモカインであるCCL21発現が欠損した
マウス（plt マウス）の脊髄損傷モデルを用いた研究を行った。CCL21は、M2 typeの走化性に影響を与えず、M1
タイプのミクログリア/マクロファージの走化性のみを誘導した。CCL21欠損により、損傷部でM1 typeの血行性
マクロファージ/活性化ミクログリアの浸潤が減少し、M1 typeが発現する炎症性サイトカインの発現が減少し
た。損傷部の炎症の減弱が腰膨大部への炎症波及低下につながり、脊髄損傷後の神経障害性疼痛がpltマウスで
減少した。CCL21が脊髄損傷後初期に疼痛を予防する薬物標的となりうる。

研究成果の概要（英文）：CCL21 is a chemokine that activates microglia in the central nervous system.
 In this study we used an SCI model in mutant (plt) mice with deficient CCL21 expression. 
SCI-induced hypersensitivities to mechanical and thermal stimulation were relieved in plt mice. In 
immunohistochemical analysis, the phenotype of microglia/macrophages was M1 type-dominant in both 
types of mice at the lesion site and lumbar enlargement. A decrease of M1-type microglia/macrophages
 was seen in plt mice, while the number of M2-type microglia/macrophages did not differ between 
these mice. In immunoblot analysis, expression of M1-induced cytokines was decreased in plt mice, 
while that of M2-induced cytokines did not differ in the two types of mice. The results indicate 
that suppression of expression of inflammatory cytokines by decreasing the number of M1-type 
microglia/macrophages at the injured site and lumbar enlargement is associated with provision of an 
environment for reduction of neuropathic pain.

研究分野：脊椎脊髄病学

キーワード： 脊髄損傷　神経障害性疼痛　ミクログリア　マクロファージ　CCL21　pltマウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の結果は、CCL21が血行M1 type の遊走を惹起し、ならびに損傷部の炎症反応の増加に重要な役割を果
たしていることを示唆している。 CCL21のこれらの効果は、負傷部位だけでなく、SCI高位以遠である腰膨大部
に波及し、NePを誘発した可能性を示した。 これらの結果は、CCL21がSCI後のNePに重要なサイトカインであり
SCI後のNePを緩和するための新しい治療法となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷(SCI)は正常な運動や感覚の障害を引き起こし、SCI 後の 80%以上の患者が損傷部位
高位以下の、通常痛みを起こさない触覚刺激が痛みを引き起こす allodynia などの神経障害性疼
痛(NeP)を訴えると報告されている。しかし SCI後の NePの病態は複雑かつ難治性であり、治療
法について未だ確立されていないのが現状である。病態の一因には活性化されたミクログリア/
マクロファージから放出される神経興奮性のモジュレーターによって誘発される可能性がある。
特に SCI 後の炎症反応では、ミクログリア/マクロファージは組織障害性の M1 type や組織修復
性のM2 typeといった様々な phenotypeに分化し、その働きが関心を集めている。またケモカイ
ンは、ニューロンとミクログリアのコミュニケーションにおいても注目を集めている。CCL21は、
中枢神経系では損傷されたニューロンでのみ発現し、中枢神経系のミクログリアを活性化や、
M1 type の遊走を惹起するケモカインである。過去の研究では、末梢神経損傷モデルの NeP と
CCL21の関連は報告されているが、SCIとM1/M2 typeへの働きを検討した報告はまだない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、CCL21の役割を特定するために、CCL21発現が欠損したマウス（paucity of lymph 

node T cell マウス：以下 plt マウス）の脊髄損傷モデルを用いて、運動・疼痛関連評価を行い、
M1/M2 typeミクログリア/マクロファージの動態及び炎症性サイトカインとの関連について脊髄
損傷部、腰膨大部で評価を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
脊髄損傷モデル: C57BL/6マウス(以下 wild-type)、pltマウス(10-12週齢)を麻酔下に T9-T10 level
の椎弓切除を行いに IH impactor を用いて 60Kdyn の胸髄圧挫損傷モデルを作成し、以下の項目
の比較検討を行った。 
 
(1) 損傷後 4 日、14 日、28 日目に行動学的評価として肢運動機能評価（Basso Mouse Scale for 

Locomotion）を行い、NeP による疼痛関連評として圧刺激を von Frey test, 熱刺激を Planter 
testを用いて評価した。 

(2) 損傷後 4日、14日、28日目の T9-T10高位の損傷部及び L3-L4高位の腰膨大部の凍結切片を
作成しミクログリア/マクロファージのマーカーとして CD11b、M1 マーカーとして iNOS、
M2マーカーとして CD206を用いて免疫染色を行い merge陽性細胞数の評価を行った。 

(3) 損傷後 4日、14日、28日目の T9-T10高位の損傷部及び L3-4高位の腰膨大部の組織を採取
し、Western blottingを用いて炎症性サイトカインとして TNF-α、IFN-γ、抗炎症性サイトカ
インとして IL-4,IL-10を評価した。 

(4) 損傷後 4 日、14 日に T9-T10 高位の損傷部及び L3-4 高位の腰膨大部の組織を採取し、各部
位の Flowcytometry を行なった。CD45+ / CD11b+ / GR-1- / iNOS+分画の細胞を血行性 M1 
type(M1 type マクロファージ)とし、CD45+ / CD11b+ / GR-1+/ iNOS+分画の細胞を常在性 M1 
type(M1 type ミクログリア)とした。また、CD45 + / CD11b+ / GR-1- / CD206 +分画は、血行性
M2 type(M2 typeマクロファージ)、CD45+ / CD11b+ / GR-1+ / CD206 +分画は常在性M2 type(M2 
type ミクログリア)として解析を行なった。 
 
４． 研究成果 
(1) 行動学的評価：wild-typeと pltマウスでは BMSには有意な差は認めなかった。、疼痛関連評
価の von Frey test、Planter test では 対照的に pltマウスで有意な疼痛閾値の増加を認めた。 

    



(2) 免疫染色：損傷部位及び腰膨大部の CD11b + / iNOS +細胞（M1 type）の数は、plt マウスで
wild-typeと比較し 4日および 14日目に細胞数の増加が有意に抑制されていた。損傷部位、
腰膨大部で CD11b + / CD206 +細胞（M2 type）の数は、CD11b + / iNOS +細胞数よりも少なく、
wild-typeおよび pltマウスの差は認めなかった。 

 
(3) Western blotting: pltマウスでは、wild-typeと比較して、損傷部位と腰膨大部で TNF-αの発現
は、SCI後 4日、14日で有意に減少していた。IFN-γの発現は、損傷部位で差がなかったが、
pltマウスの腰膨大部で 14日目に有意な発現の低下を認めた。 IL-4と IL-10の発現に両群で
損傷部位と腰膨大部で有意な差は認めなかったが、pltマウスでわずかに増加していた。 

 

 
(4) flowcytometry: 損傷部位で、損傷後４日では両群に差を認めなかったが、14 日で plt マウス
の血行性 M1 type が wild-type に比較し有意に減少していた。腰膨大部では、4 日、14 日目
で、血行性 M1 typeの数は wild-typeよりも pltマウスで有意に少なかった。血行性 M2 type
は両群共細胞数自体が非常に少なく、損傷部位と腰膨大部で両群に差は認めなかった。 
 

 
末梢神経損傷後の NeP において、CCL21 は活性型ミクログリアの P2X4 受容体の発現を誘導
し、疼痛関連因子の放出につながると報告されている。また SCI 後は損傷脊髄のマクロファー
ジは脊髄微小環境に基づいてM1/M2に分化し、二次損傷の増悪から修復まで様々な働きをする
とされている。最近の報告は、CCL21 の受容体である CCR7 が M1 細胞で特異的に発現し、そ
れら遊走を引き起こすことを示している。本研究で CCL21 は、M2 type の走化性に影響を与え
ることなく、M1 タイプのミクログリア/マクロファージの走化性のみを誘導した。このため、
CCL21 の欠損により、plt マウスで SCI 後おける損傷部で M1 type の血行性マクロファージ/活



性化ミクログリアの浸潤が減少し、M1 typeが発現する炎症性サイトカインの発現が減少したこ
とを示唆している。損傷部の炎症の減弱は腰膨大部のへの炎症の波及低下にもつながり、そのた
め SCI後の NePが pltマウスで減少したと考察している。特に損傷早期においてこの変化が見ら
れたため、CCL21が SCIの損傷後の初期段階でより効果的に NePを予防するための薬物標的と
なりうることが実験的に示唆された。 
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