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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷の病態に於いて亜鉛が与える影響は殆ど解明されていなかった。本研究に於
いてセルソーターやレーザーマイクロダイセクションを用いた細胞選択的な発現遺伝子解析を行なった結果、損
傷の程度に応じて損傷部の脊髄亜鉛濃度が上昇していること、逆に血清亜鉛濃度は低下していることが明らかと
なった。これは、亜鉛トランスポーターZIP8を介したモノサイトにおける亜鉛の取り込みが重要であった。さら
に血清亜鉛濃度の測定により、脊髄損傷の最終的な予後を予測できることをマウスモデル並びに臨床データで明
らかにした。低亜鉛動物モデルでは脊髄損傷の予後は著しく悪化しており、亜鉛補充が予後悪化を防ぐ鍵となる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of zinc in the pathophysiology for the 
spinal cord injury (SCI) by using FACS and laser-microdissection. We revealed that the number of 
infiltrating monocytes after SCI were strongly correlated to the severity of injury and that zinc is
 the key factor of the inflammatory response in infiltrating monocytes, suggesting that zinc could 
be a useful biomarker for predicting the functional outcome. We confirmed that the acute-phase serum
 zinc concentration could predict the long-term functional outcome with high accuracy in both an 
animal experiment and a human prospective cohort study, which will help physicians determine the 
optimum therapeutic and rehabilitation protocols as well as evaluate the therapeutic intervention 
efficacy within the very acute phase. We also revealed that low serum zinc levels deteriorated the 
pathological and functional outcome in mice SCI model, suggesting that the zinc treatment could be 
the therapeutic option for SCI.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 脊髄損傷　亜鉛　二次損傷　予後予測

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄損傷に対する治療法が数多く研究されているが、不全麻痺であればかなりの自然回復が見られるため、どの
程度が治療による効果か不明であった。我々は、血清亜鉛濃度が予後を予測できるバイオマーカーであることを
明らかにすると同時に、低亜鉛状態が脊髄損傷の病態を悪化させることを解明した。これらの結果は、脊髄損傷
治療研究に於いて新しい知見を与える有意義な結果であると言える。

※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 
これまで亜鉛と代謝性疾患の関与はいくつか報告されているが、そのメカニズムは長らく不明であった。
特に亜鉛は様々な酵素の活性中心であるため、代謝性疾患や免疫に於いてその関与は報告されているが、
これらはあくまでも補酵素的な役割としか考えられていなかった。しかし近年、亜鉛トランスポーター
であるZIP familyの構造やノックアウトマウスの表現系が明らかとなり、亜鉛が生体に与える影響がそ
の下流メカニズムを含めて徐々に解明されつつある。亜鉛の欠乏は皮膚症状や免疫機能の異常を引き起
こすことを鑑みても、亜鉛シグナルが様々な細胞機能に関わっている可能性は高い。しかし一方で、脊髄
損傷等の中枢神経外傷の病態に亜鉛が与える影響はこれまで全く解明されていない。我々は過去に脊髄
損傷後の組織修復に亜鉛トランスポーターが関与していることや、マクロファージの炎症性サイトカイ
ンの発現に影響することを見出した。脊髄損傷後の炎症反応は二次的な損傷拡大と関連しているため、
亜鉛そのものが脊髄損傷の病態に関わっている可能性は高いと考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究に於いては、セルソーターやレーザーマイクロダイセクションを用いた細胞選択的かつ網
羅的な発現遺伝子解析により、亜鉛シグナルが脊髄損傷後の病態に与える影響を包括的に解明するとと
もに、亜鉛シグナルの制御が新規脊髄損傷治療法の確立に繫がるかを検討した。また、脊髄損傷の場合は
約半数の患者は不全麻痺であり、かなりの程度で麻痺の改善が最終的には見られるが、急性期に於いて
は予後を予測するバイオマーカーが存在しないため、治療効果の確認が極めて困難である。そこで脊髄
中や血清亜鉛濃度がバイオマーカーとなりうるかも検討した。 
 
３．研究の方法 
実験動物は成体 B6マウス(雌)8週齢を用いた。脊髄損傷は第10胸髄レベルに IHインパクターを用いて
コンピュータ制御下に定量的な圧挫損傷を作成した。下肢運動機能評価は Baso Mouse Scale(BMS)を用い
て行なった。組織切片は解析時点でマウスを安楽死させ経心臓的に脱血、4%パラホルムアルデヒドにて
組織を固定し凍結切片を作成、HE 染色や各種免疫染色を行なった。また、浸潤炎症細胞の解析は
dissociationした脊髄組織を filtrationし、浸潤した炎症細胞を FACSで定量化あるいは選択的に採取
し発現遺伝子解析を行なった。細胞内の亜鉛濃度は亜鉛インジケーターFluoZin3 を使用し測定した。In 
vitro実験はヒトmonocyticセルラインである THP-1細胞を用いて、medium中の亜鉛濃度を変化させLPS
刺激後の反応性や亜鉛 up-takeを評価した。その際に亜鉛トランスポーターZip8の発現量や siRNAによ
る Zip８の阻害実験を行い、亜鉛の取り込みに影響を与えるか解析した。また、低亜鉛食にて亜鉛を欠乏
させたマウスに中枢神経外傷を加え、亜鉛を欠乏したマクロファージが中枢神経外傷後の病態形成に与
える影響を検討した。Human prospective cohort studyに関しては2017年以降に脊損センターに入院し
リハビリを行なった頸髄損傷患者で18歳以上、受傷後 3日以内に入院した患者を対象とし、他部位の外
傷を併存した患者、転院した患者、評価困難な患者は除外した。全ての実験は、当該施設の動物実験委員
会ならびに生命倫理委員会の承認を得た遺伝子組み換え実験・動物実験計画書に基づき行われた。 
 
４．研究成果 
 我々は損傷の程度に応じて、損傷部の脊髄亜鉛濃度が損傷強度依存性に上昇していることを見出した。
血清亜鉛濃度は逆に低下していることを考えると、損傷部に浸潤した炎症細胞中の亜鉛濃度に変化が生
じるものと推測された。セルソーターで好中球およびモノサイトを選択的にソーティングし、亜鉛濃度
を測定したところ好中球では濃度上昇はないが、モノサイトに於いては損傷部に浸潤している
populationで亜鉛濃度が有意に上昇していることを見出した。また、マウス脊髄損傷後 12時間の時点で
の末梢血中のモノサイトの亜鉛濃度は二峰性に別れており、さらに損傷部に浸潤しているモノサイトに
おいては炎症性サイトカインやケモカインの発現が上昇していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実際に THP-1細胞株を用いて LPS 刺激を行ったところ、活性化状態ではモノサイトの細胞内亜鉛濃度と
ともにトランスポーター遺伝子であるZIP8の発現は有意に上昇することを確認している。さらにはsiRNA
により ZIP8の発現抑制により亜鉛濃度の上昇、さらには medium中の亜鉛濃度の低下も阻害されること



が確認された。これらの結果は、亜鉛が脊髄損傷後の炎症反応制御に関わっていること、さらには血清亜
鉛濃度の測定により早期の予後予測バイオマーカーとなる可能性を示唆していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
脊髄損傷後の予後予測バイオマーカーに関してはこれまで年齢、下肢の運動機能、MRIの画像情報などか
ら中枢神経外傷後の予後予測を報告した論文はいくつかあるものの、予測精度が十分でなく実用的なも
のは存在しなかった(R2=0.3〜0.5程度, Wilson et al., J Neurotrauma, 2012)。また、血清や髄液中の
バイオマーカー研究も精力的に行われているが、いずれも精度は低い (Rodrigues et al., Mol 
Neurobiol, 2018)。しかし、我々はマウスを用いた脊髄損傷モデルの解析により、損傷重傷度と初期の脊
髄浸潤抹消血細胞数がクリアに相関することを報告した (Yokota et al., Sci Repo, 2016)。損傷脊髄
へ浸潤した抹消血細胞数を定量することで予後予測が可能となるため、上図のようにバイオイメージン
グによる予後予測システムの可能性を示したものの、実際の臨床応用は困難であった。 
一方、上記のように、血清亜鉛濃度の低下がバイオマーカーとなる可能性が考えられたため、実際に損傷
部に浸潤したモノサイト数と損傷強度が比例するかを組織切片を用いて検討した結果、下図のごとく非
常に高い相関を示した。さらに実際に、浸潤したモノサイトが亜鉛を取り込んでいることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、麻痺程度の異なる 4 群のマウス胸髄損傷モデルを作成し、損傷後の血清亜鉛濃度もしくは各タ
イムポイントに於ける下肢運動機能で、最終的な麻痺の予後が予測できるかを検討した。その結果、下図
に示すように、下肢運動機能での予後予測精度は損傷後 24時間の時点では R2=0.24と極めて低く、4 日
で 0.68、1週間で 0.71と、損傷後から日数が経過するにつれて予測精度が上昇したのに対し（下図）、 
 
 
 
 
 
 
 
 



亜鉛濃度は損傷後わずか 12時間の時点で 0.92という驚くべき高精度であった（下図左）。実際、損傷脊
髄組織からセルソーターを用いて CD11bhigh/Gr-1nega-int/ CD45highのマクロファージ分画を選択的に採取し
て、細胞内亜鉛インジケーターならびに亜鉛トランスポーターZIP8 の発現を免疫染色にて定量したとこ
ろ、損傷脊髄へ浸潤したマクロファージは細胞内に亜鉛を取り込んでいることが明らかになった（下図
右）。  つまり我々の過去の知見と併せると、亜鉛を取り込んだマクロファージが損傷の程度に応じた
細胞数で脊髄へ浸潤するため、損傷程度に比例した末血中の亜鉛濃度低下と損傷脊髄中の亜鉛濃度上昇
が生じるものと予測された。以上の結果は、せき損後早期の血清亜鉛濃度が予後予測に有用なことを示
唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、せき損センターへ搬送された急性期脊髄損傷患者32名に於ける血清亜鉛濃度と退院時の最終的
な麻痺程度を解析した結果、下図の如く高い精度で相関することが明らかとなった。特に AUC 曲線を用
いた結果、入院時に最終的に歩いて退院できるかの予測精度は 97%であり、さらに入院時の血清亜鉛濃度
と退院時の運動スコアの相関は相関係数 0.82と極めて高い精度であった。つまり、急性期の血清亜鉛濃
度を測定することで、最終的な予後が簡便に予測できることが証明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、マウスに低亜鉛食を与え脊髄損傷を作成したところ、コントロール群(ZA)に比して低亜鉛マウス

(ZD)は著明に運動機能回復が阻害されていた。一方で、低亜鉛食餌ながらも亜鉛を補充したマウス(ZDS)

では運動機能の悪化は認められなかったこと、亜鉛濃度により浸潤した好中球、マクロファージ、ミクロ

グリア数は変化しなかったこと、損傷脊髄部の caspase8ならびに 3の遺伝子発現に有意な差があったこ

とから、やはりモノサイトの炎症惹起性に関連して脱髄エリアの拡大と二次損傷の拡大をもたらしたと

考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

実際、in vitroにおいて THP-1細胞株を用いてモノサイトにおける低亜鉛の炎症惹起性を確認したとこ

ろ、形態変化には著明なさは認められなかったが、P65の核内移行へ有意な差が認められ、炎症性サイト

カインの発現に影響していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、マクロファージの極性への影響を解析するため、FCASにて pro-inflammatory分画である CD16/32

で展開した結果、やはり低亜鉛状態の mediumでいわゆる M1マクロファージが有意に増加していること

が明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果は、亜鉛濃度が脊髄損傷の病態に関与していることを直接的に示しており、亜鉛の補正は

病態の悪化を防ぐ可能性が高いと考えられた。また、本研究内容のうち、脊髄損傷急性期における予後予

測因子としての血清亜鉛濃度の有用性に関する研究は日本整形外科学会奨励賞を受賞しEBioMedicine誌

に掲載された。 

 

脊髄損傷に対する亜鉛補充療法に関しては過度の亜鉛投与は亜鉛中毒を引き起こす可能性もあり、慎重

な研究が必要と考えられる。特に亜鉛中毒は早期に発症する粘膜刺激症状を中心とする胃腸障害が認め

られため、脊髄損傷に対する亜鉛投与に関してはさらなる基礎研究が重要と言える。 
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