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研究成果の概要（和文）： 
脊髄損傷急性期に於ける予後予測マーカーの同定を行なうために、マウス脊髄損傷モデル
を作成し、血清中のプロテオミクス解析、損傷脊髄中のトランスクリプトーム解析、なら
びに候補因子に対するモノクローナル抗体作成技術基盤の確立を行なった。プロテオミク
ス解析では血清中のグロブリン蛋白のフィルタリングに課題を残したが、トランスクリプ
トーム解析ならびにモノクローナル抗体作成に関しては順調な成果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To identify the neurochemical biomarkers which can predict possibilities for 
neurological recovery in the acute phase of spinal cord injury, we produced three 
different severity of contusion mouse spinal cord injury and established technical basis 
with shotgun proteomics experiments, transcriptome analysis, bioimaging evaluation, 
and established monoclonal antibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
	 わが国における外傷性脊髄損傷患者の発
生率は年間 100 万人あたり 30-40 人であり、
毎年 5000 人程度の患者が新たに発生してい
る。受傷年齢は交通事故、飛び込み事故、ス
ポーツ事故などによる若年者層が中心であ
ったが、近年では高齢者の軽微な外傷による
発症も増加している。急性期管理の向上によ

り、その死亡率は劇的に減少したものの、永
続的な四肢麻痺や感覚障害を中心として、膀
胱直腸障害、褥創、痙縮などの合併症に苦し
んでいる患者総数は 10 万人以上と言われて
いる。しかし、脊髄損傷患者のすべてが完全
麻痺患者となるわけではなく、約半数以上の
患者は不全麻痺患者であり、このような患者
の場合は受傷急性期には完全麻痺を呈して
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いても受傷後数ヶ月以内にかなりの程度で
麻痺の改善が認められる。完全麻痺と不全麻
痺では、機能予後含め、治療方針やリハビリ
の方針も全く異なるため、脊髄損傷患者に於
いて受傷早期に麻痺の予後予測を行うこと
は非常に重要である。しかし、現状では MRI	 
等によっても正確な予後予測は困難であり、
最終的な麻痺の程度を予測するためには少
なくとも数ヶ月程度の経過を観察する必要
がある。このため、受傷後早期に麻痺の予後
予測を可能とするバイオマーカーの同定が
積極的に研究されているが、未だ予後予測に
有用な因子は同定されていない（Spinal	 Cord,	 
47:519-,	 2009）。	 
 
２．研究の目的 
本研究に於いては、数千種類の蛋白質を含む
血漿から、疾患関連蛋白質を高感度、高精度
に検出・同定できる網羅的蛋白質解析技術で
ある MudPIT	 法	 (Multidimension	 Protein	 
Identification	 Technology)を用いた解析と
新規バイオマーカーを同定し、脊髄損傷初期
に予後予測の指標として実用的な因子の探
索を試みた。MudPIT	 法は、蛋白質を特異性
の高い酵素で消化し、物理化学的に均一なペ
プチド断片にして液体クロマトグラフィ
ー・タンデム質量分析法で一気に解析を行う
ショットガンプロテオミクスと質量分析を
組み合わせた解析法であり、正常／疾患間で
顕著な発現差が見られる蛋白質のみを高感
度に検出できるため、血清バイオマーカー同
定に於いて強力なツールの一つである。さら
に同時に、損傷後に上昇するバイオマーカー
の裏付けとして、次世代シークエンサーを用
いた損傷脊髄中の網羅的発現遺伝子解析を
行ない、発現タンパク質と発現遺伝子の相関
検証を行なうことである。 
 
３．研究の方法 
実験の方法は、C57Bl6 マウス（8 週齢、雌）
に対して腹腔内麻酔薬投与により全身麻酔
を行なった後、第 10 胸髄レベルに椎弓切除
術を施行し、コンピューター制御下に定量的
な圧挫損傷を作成可能な Infinite	 Horizon	 
impactor	 system	 (Precision	 Systems	 
Instrumentation,	 Lexington,	 KY)を用いて
マウス第 10 胸髄に脊髄損傷を作成した。脊
髄組織より回収した mRNA をサンプルとして
網羅的発現遺伝子解析を、末梢血静脈より採
取した血清をサンプルとして MudPIT 解析を
おこなった。脊髄損傷の強度は 30〜90Kdyn
で作成し、サンプル採取のタイムポイントは、
血清サンプルで損傷後 12 時間、24 時間、4
日、7日、損傷脊髄サンプルで損傷後24時間、
4 日、7 日とした。MudPIT 解析は、最新鋭機
種である Qstar	 EliteSystem	 with	 nanoLC	 
system を用いて行ない、次世代シークエンサ

ー解析は iIlumina	 SolexaGAⅡを用いてシー
クエンスしたのち、Tophat ならびに cufflink
をもちいてマッピングならびにアノテーシ
ョンを行なった。	 
	 
４．研究成果	 
(1)近年 MudPIT	 解析を用いたバイオマーカ
ーの探索研究はいくつか報告されているが、
これまでの解析は既知の全 mRNA	 をそれぞれ
1	 蛋白質と対応させた Swiss-plot	 等のデー
タベースを使用しているため、MudPIT	 によ
りアミノ酸配列を同定しても、アミノ酸配列
が重複した蛋白質を別の類似蛋白質や異な
る蛋白質として検出するリスクがあり、正確
な定量解析が困難であった。すなわち、スプ
ライシングバリアントや重複配列のため、類
似構造蛋白質の正確な定量は不可能であっ
たと言える。事実、脳外傷後に血清 MudPIT	 解
析を行ったのみの報告では、CRP	 やアミロイ
ド蛋白といった疾患と関連性の薄い蛋白質
しかバイオマーカーとして検出されていな
い	 (J	 Neurotrauma.	 25:79-,	 2008)。	 
	 そこで我々は、バイオインフォマティック
スの手法を用いて、類似蛋白質を除いた独自
のデータベースを作成することにより、解析
の精度を格段に上昇させた。具体的には、ま
ずゲノム配列と蛋白質配列を完全に対応さ
せた RefSeq	 データベースより一つの蛋白質
を全ゲノム配列に置き換え、さらにその蛋白
質に固有な 20	 アミノ酸配列を BLASTX	 プロ
グラムにより抽出し、MudPIT 解析で読み込ん
だペプチド断片と蛋白質が完全に 1	 対 1	 対
応となるよう蛋白質の種類を限定した上で
発現量の定量を行うという方法である。採取
した血清にはアルブミンやトランスフィエ
リンなどの脊髄と関連の薄い既知のタンパ
ク質が大量に含まれているため、これらをあ
らかじめアフィニティカラムを用いて除去
して解析を行なった。この操作は、分析のダ
イナミックレンジを拡大させ、解析精度を高
めるのに重要であると考えられた。脊髄損傷
30kdyn 作成後、損傷前の血清、損傷後 12 時
間の血清、損傷後 24 時間の血清サンプルを
それぞれ作成し、MudPIT 解析を行なった。	 
損傷前の血清サンプル中との発現強度を比
較を行ない、損傷後に上昇する因子がバイオ
マーカーとして望ましいと考えられたが、一
方で損傷後に発現が消失あるいは低下する
マーカーも数種類認められた。しかし、理想
的なバイオマーカーとしては、発現の強度な
らびに発現持続時間が損傷強度と相関する
因子が望ましいと考えられたが、損傷強度を
60Kdyn、90Kdyn と変更して同様のデータを採
取したが、以上の条件を満たすバイオマーカ
ーの同定には至らなかった。その原因として
は、やはりマウス血清中の非特異的タンパク
質の含有量に比べて血清中に漏出する中枢



 

 

神経系タンパク質が微量であることが大き
いと推測している。実際、損傷後早期に上昇
が見られるタンパク質は、murinoglobulin	 
(NP_032671)、hemoglobuin	 (NP_001077424)、
desmoyokin	 (NP_033773)	 などのグロブリン
血漿タンパク質やケラチン、デスミンなどの
細胞骨格タンパク質が検出されていた。	 
特に、ケラチンやデスミンなどのタンパク質
は空気中からの混入の可能性も否定できな
いため、サンプル調整条件の再検討が必須で
あると考えられ、現在も実験を継続中である。
ただし、非特異的血清タンパク質のフィルタ
リング精度上昇に伴い、候補因子数は飛躍的
に向上するため、網羅的発現遺伝子解析によ
るトランスクリプトームとの整合性がより
重要になってくるものと考えられた。	 
	 (2)次に、脊髄中の網羅的発現遺伝子解析と
経時的推移の解析を行った。哺乳類の全遺伝
子数は約 2,4000 種と言われているが、今回
の解析で FPKM 値(Fragments	 Per	 Kilobase	 of	 
exon	 per	 Million	 fragments)が 5 を超える
高い発現を示した遺伝子は、正常脊髄中で
8000 弱同定され、70Kdyn の中等度損傷を加
えた場合、正常脊髄中のみに発現している遺
伝子が 343 個、損傷後 1 日で 174 個、損傷後
4 日で 153 個、損傷後 7 日で 209 個同定した
（下図）。特に、発現の経時的変化をまとめ
たヒートマップデータから、各タイムポイン
トに於ける発現遺伝子の特異性はバイオマ
ーカー同定にとって有用なデータベースに
なるものと考えている。現段階ではプロテオ
ーム解析のデータを待機しているためこれ
以上の解析は行なっていないが、これらのデ
ータから変動遺伝子の機能に関する Gene	 
Ontology 解析、転写因子結合部位	 (TFBS)	 解
析、splicing	 variant 解析が可能であり、必
要に応じてこれらのデータを利用していく
予定である。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
(3)また、将来的なヒトへの応用を考慮した
際に、マウスと同様のバイオマーカーが応用

可能かを検証する必要がある。そのためには、
急性期脊髄損傷患者の血清サンプルと、最終
的な神経学的所見のデータベースが必須と
なることは明らかである。そのため、総合せ
き損センターへ搬送された急性期脊髄損傷
患者の入院時採血サンプルをライブラリー
化するシステムを導入した。最終的な麻痺の
予後と血清バイオマーカーの相関関係を統
計学的に解析、実際の予後予測に有用である
ことを証明できれば、急性期のうちから患者
の予後予測に併せたリハビリや医療体制の
確立に繋がるため、臨床的に非常に重要な取
り組みである。患者の神経学的所見に関して
は、損傷急性期から慢性期に至るまでの詳細
なデータベースを既に立ち上げており、数百
名以上の患者データが蓄積された。血清サン
プルの採取体制も確立したため、今後もショ
ットガンプロテオミクスによる解析精度を
高め、有用なバイオマーカー探索を進める。	 
	 (4)また、バイオイメージングによる脊髄
損傷後の予後予測も平行して研究を行った。
バイオイメージングとは、発光酵素
luciferase の発光反応を利用し生物現象を
可視化するものであり、生物試料に対する励
起光の照射を必要としない。そのため、この
手法は皮膚組織等で覆われ励起光の透過効
率が著しく低下する深部における解析を可
能としている。また、励起光照射による生物
試料への損傷を抑えることができるため、非
侵襲的に定量的な計測が可能となっている。
特に、発光反応は ATP 依存性であるため、生
体内での血流動態を反映した結果が得られ
る。我々は、マウス脊髄損傷モデルの解析に
より、損傷の程度に相関した好中球の浸潤を
明らかにしており、さらに好中球は生体細胞
の中でも特に高い自家発光を示すことが明
らかとなっている。また、この発光反応は、
ルミノール試薬にて増強されることも報告
されており、実際にマウスモデルでは損傷強
度に相関した発光強度が測定された。このよ
うに、損傷部の発光量と損傷程度に有意な相
関が見られたことは、将来的な臨床応用の可
能性を強く示唆しているものと考えられた。	 
	 目的タンパク質に対するモノクローナル抗
体作成技術に関しては、腸骨リンパ節変法を
用いた高力価クローンの樹立に成功し、抗体
のライセンス化ならびに国際英文誌へ 9編の
論文が掲載された。	 
	 (5)また、本研究の副次的な成果としては、
新規解析手法の確立が挙げられる。ショット
ガンプロテオミクスの膨大なデータ解析の
ためにバイオインフォマティックスの手法
が必須であるが、我々はこの手法を導入し、
トランスクリプトーム解析に応用した。また、
上記のバイオイメージングのために、浸潤し
た炎症細胞浸潤をセルソーターにて選択的
に採取解析する手法も立ち上げた。これらの



 

 

手法を組み合わせることで、脊髄損傷に対し
て移植した神経幹細胞の in	 situ での網羅的
発現遺伝子解析が可能となった。	 
	 以上の成果は Nature	 Communications,	 
Journal	 of	 Neurochemistry,	 American	 
Journal	 of	 Pathology,	 Journal	 of	 
Neuroinflammation,	 Journal	 of	 Cellular	 
Physiology,	 Stem	 Cells,	 Spine などを始め
とした査読付き国際英文雑誌に 30 編以上掲
載され、脊髄損傷の病態解明前進に大きく資
するものと考えている。	 
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