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研究成果の概要：本研究は、神経根への損傷が引き起こす脊髄内での細胞外環境の改変に
着目したもので、神経の病理的・生理的両面の可塑性に関与している蛋白分解系である、
組織型 plasminogen activator(tPA)の活性と神経根症の引き起こす疼痛との関係を解明す
ることを目的としている。以下の新規所見を見いだした。 
１. ラットのL５神経根損傷モデルを作成し、脊髄後角でのtPA発現の経時的な変化を確認しそ
の変化を定量した結果、術後３日目をピークに７日目まで有意に増加していた。  
２. 脊髄後角でのtPA発現と、各種のマーカー蛋白とtPAを組み合わせた多重染色を行った結果、
脊髄後角のアストロサイトがtPAを発現していることが明らかとなった。   
３. ラット脊髄後根損傷による脊髄後角のプロテアーゼ活性の変化をIn situ Zymographyを用
いて検討した。後根損傷後の脊髄表層において、プロテアーゼ活性の増加が確認され、tPA-STOP
を投与するとその変化が消えることより、この脊髄後角におけるプロテアーゼ活性の増加はtPA
の活性増加を介していることが明らかとなった。 
４．疼痛行動を起こす脊髄根部分損傷モデルにおいてtPAの発現を検討した結果、アストロサイ
トでのtPA発現は14日後でも増加していた。後根の部分損傷モデルにおける足底刺激に対する過
敏反応は、tPAの特異的阻害剤のtPA-STOPの髄腔内投与によって、有意に抑制されることがわか
った。 
以上の結果は、英文雑誌GLIAに採択され、発表した。 
その後、tPAのプロテアーゼ活性の標的蛋白を見つけるために、laminin,fibronectin,NR-1, 
BDNF などを検索してきたが、現時点ではｔPA との新規メカニズムは見つかっていない。 
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１．研究開始当初の背景 
 腰椎椎間板ヘルニアや腰部脊柱管狭窄に
よる神経根症の一面は、神経根に対する圧迫
や髄核への炎症反応の神経への波及である。
しかし、神経根の微小切断を含めた損傷の要
素が脊髄後角にどのような影響をおよぼし
ているかは不明である。本研究は、神経根へ
の損傷が引き起こす脊髄内での細胞外環境
の改変に着目したものである。plasminogen 
activator-plasminの系はよく研究され、神
経の病理的・生理的両面の可塑性に関与して
いる蛋白分解系である。我々の予備的な実験
か ら 、 こ の 組 織 型 plasminogen 
activator(tPA)の活性が脊髄後角で上昇し
ている事が解った。本研究の最終的な目標は
このtPAが脊髄内で細胞外環境を改変してい
ることを示し、神経根症の引き起こす疼痛に
tPAが関与していることを証明することであ
る。 
 本研究の特色は神経周囲の細胞外環境の
変化に着目して神経根損傷による痛みの形
成原因を考えている点である。特に神経再生
や可塑性関連因子、またマイクログリアの活
性化因子であるtPAの酵素活性に依存した細
胞外蛋白の分解が神経の興奮性を変調させ
ることを想定している点は、神経根症の病態
研究としては、極めて独創的である。本研究
ではtPAの発現誘導が、脊髄後角での興奮性
上昇を生む分子トリガーとなり、脊髄ニュー
ロンの可塑的変化を引き起こしている事を
予想しており、tPAは神経根症の疼痛の治療
ターゲットとしても着目すべき分子である
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(１)tPA発現細胞の組織局在の詳細な検討 
 ①tPAの変化は疼痛の発現と関連している
か？ →tPAの局在変化のタイムコースを明
らかにする。 
 ②どのような細胞でtPAが変化しているの
か？ →アストロサイト以外の細胞について
検討する。 
(２)tPAの酵素活性と痛み行動に対する影響 
 ①後根損傷モデル動物に、tPAの阻害剤を
与えて疼痛行動を検討 
  ②tPAを脊髄に投与して疼痛行動を確認 
(３）tPAが切断すると考えられる蛋白の同定 
 plasmin, NMDA受容体, laminin, などの分
子の切断をウェスタンブロットで検討 
(４）tPAまたはその分解産物が働きかける細
胞の同定 
 マイクログリア・アストロサイトの活性
化・神経細胞の興奮性等を検討する。 

 
３．研究の方法 
主にtPAに関して、現象面での変化を可能な
限り詳細に検討していくことに主眼を置く。
高感度かつ高精度の組織学的検証を行い、神
経根損傷がtPA分子の挙動にどの程度の変化
をもたらすのかを統計的に示すことができ
るような実験を行った。 
  

(1)神経根損傷に伴うtPAの発現変化の詳細
な検討 
ラットのL５神経根損傷モデルを作成し、脊
髄後角や後索核でのtPA発現の経時的な変化
を確認する。併せてその変化を定量し、tPA
発現の変動のタイムコースを明らかにする。 
(2)tPAの発現細胞を明らかにする 
各種のマーカー蛋白（ニューロン：Neu N、
マイクログリア：Iba 1、アストロサイト：
GFAP）などとtPAを組み合わせた多重染色を
行い、レーザー共焦点顕微鏡を駆使して詳細
な局在を明らかにする。 
(3)tPAの発現調節に関する検討 
tPAの発現調節因子が、MAP kinase である可
能性は高く、酵素活性の抑制ではなく転写活
性の抑制まで視野にいれた研究の基礎的な
データをとる目的でMAP kinase (MAPK)のイ
ンヒビターを投与して、tPAの発現を検討す
る。 
(4)tPA 脊髄における tPA 活性のターゲット
を検討する 
tPAによって分解をうける可能性のある分子
をウェスタンブロット法により検討する。 
現在まで、plasminogenの活性化とその下流
因子として以下の分子を検討した。 
① laminin 
lamininはtPA-plasminによって分解される
ことで、その産物が神経細胞の興奮性を上昇
させることが知られている。 
② fibronectin 
神経根損傷後にはアストロサイト、マイクロ
グリア共に活性化されることが知られてい
る。  
③ NR-1 
NMDA受容体のサブユニットであるNR-1は、
tPAによって細胞外の一部を切断され、興奮
性が増加するという報告がなされている。
④ BDNF 
痛覚の修飾因子であるBDNFは前駆型として
細胞外に分泌される。tPA-plasminの系によ
り切断されることで活性化型BDNFに変換さ
れる。 
(5)tPA活性と疼痛の関連を検討 
疼痛行動を起こす脊髄根損傷モデルにおい



てtPAの発現を検討する。予備的な実験では
後根の部分損傷モデルで足底に対する刺激
で疼痛行動がおこる事を確認している。併せ
て、tPAの特異的阻害剤である、tPA-STOPを
髄腔内へ投与して疼痛行動に対する影響を
検討する。またtPAの転写活性を調節してい
るMAPKが明らかとなった場合、その阻害と
tPA発現と疼痛の関連を検討する。 
 
４．研究成果 
これまでに、 
(1)ラットのL５神経根損傷モデルを作成し、
脊髄後角でのtPA発現の経時的な変化を確認
し、その変化を定量した結果、術後３日目を
ピークに７日目まで有意差を持って増加し
ていた。    
(2)脊髄後角でのtPA発現と、各種のマーカー
蛋白（ニューロン：Neu N、マイクログリア：
Iba 1、アストロサイト：GFAP）などとtPAを
組み合わせた多重染色を行った結果、脊髄後
角のアストロサイトがtPAを発現しているこ
とが明らかとなった。   
(3)ラット脊髄後根損傷による脊髄後角のプ
ロテアーゼ活性の変化をIn situ Zymography
を用いて検討した。後根損傷後の脊髄表層に
おいて、プロテアーゼ活性の増加が確認され、
tPA-STOPを投与するとその変化が消えるこ
とより、この脊髄後角におけるプロテアーゼ
活性の増加はtPAの活性増加を介しているこ
とが明らかとなった。 
(4)疼痛行動を起こす脊髄根部分損傷モデル
においてtPAの発現を検討した結果、アスト
ロサイトでのtPA発現は14日後でも増加して
いた。後根の部分損傷モデルにおける足底刺
激に対する過敏反応は、tPAの特異的阻害剤
のtPA-STOPの髄腔内投与によって、有意に抑
制されることがわかった。ただし、tPA-STOP
投与を術時ではなく、術後１０日目から投与
しても過敏反応の改善は見られず、tPA活性
は Mechanical Allodynia の誘導には関与
しているが維持には関係ないことが明らか
となった。 
 以上の結果は、英文雑誌GLIAに採択され、
発表された。その後、tPAのプロテアーゼ活
性の標的蛋白を見つけるために、laminin, 
fibronectin, NR-1,BDNFなどを検索してきた
が、現時点ではｔPAとの新規メカニズムは見
つかっていない。 
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