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研究成果の概要（和文）：脊髄運動ニューロンは軽度脊髄損傷後に選択的に死滅するが，その

細胞死メカニズムは不明であった．神経細胞損傷におけるグリシンの役割を解明するため，正

常 C57BL/6 マウス，細胞外低グリシン濃度を示すトランスジェニックマウス，細胞外高グ

リシン濃度を示す機能的ノックアウトマウスを用いて実験を行った．マウスに軽度圧迫損

傷を作成し，神経細胞死，アポトーシス関連蛋白，DNA 損傷などにつき検討した．脊髄損傷後，

大部分の運動ニューロン（80%）がアポトーシス様細胞死を起こしたが，3 群間に明らかな違

いはみられなかった．脊髄損傷後に発生するアポトーシス様運動ニューロン死におけるグリシ

ンの役割を検討するにはさらなる検討が必要である． 

 
研究成果の概要（英文）：Ventral horn motor neurons (VMN) are selectively vulnerable to mild spinal 

cord injury (SCI); however, the mechanisms of cell death had not been understood. To clarify the role of 

glycine in SCI, mild compression SCI was induced in normal C57BL/6 mice, extracellular low glycine 

concentration mice and high glycine concentration mice. A majority of VMN (80%) selectively 

underwent delayed apoptotic cell death. However, there were no difference in the extent of cell injury 

and apoptotic changes in those three groups. Further studies are needed to clarify the role of glycine in 

apoptotic motor neuronal death after mild SCI. 
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１．研究開始当初の背景 

 

われわれは軽度脊髄損傷モデルを用いて，

これまでに Akt/Bad シグナリングが脊髄

運動ニューロンの生存にかかわっているこ

と，endonuclease G とアポトーシスが細胞

死に関与していることを報告した．脊髄運

動ニューロン死は臨床的にも軽度脊髄損傷

後に起こっていると考えられるが，そのメ

カニズムは解明されていない． 
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選択的運動ニューロン死を起こす軽度脊

髄損傷モデルは，上述のようにわれわれが

開発した新しいモデルである．このモデル

を用いて脊髄損傷後に運動ニューロンに特

異的に酸化ストレスが加わり，その後にミ

トコンドリア依存性アポトーシスが起こる

ことを報告した． 一方，最近の研究で細胞

外グリシンが脳脊髄損傷において重要な役

割を担っていることが明らかとなった．虚

血，脳損傷などの後には細胞外のグルタミ

ン酸が増加し，グルタミン酸受容体（特に

NMDA 受容体）を豊富に持つ神経細胞に

選択的な細胞死が起こることが知られてい

る．グリシンは脊髄・脳幹部にあるストリ

キニン感受性リセプターに働く抑制性神経

伝達物質と考えられてきたが，近年，

NMDA 受容体に結合し，受容体調節因子

として働いていることが明らかとなった． 

われわれは glycine cleavage multi- 

enzyme system (GCS)が細胞外グリシン

濃度の維持に根本的な役割を担っているこ

とに着目し，GCS の主役である glycine 

decarboxylase (GLDC)を高発現して細胞

外低グリシン濃度を示すトランスジェニッ

クマウス(high-GCS)と細胞外高グリシン

濃度を示すドミナント・ネガティブ変異過

剰発現による機能的ノックアウトマウス

(low-GCS)を作成した． 

 

２．研究の目的 

 

われわれは脊髄損傷モデルを用いた研究

で，これまでに運動ニューロンが選択的・

遅発的に細胞死を起こす軽度脊髄損傷モデ

ルを開発し，運動ニューロン死の原因とし

て酸化ストレス発生とその後のアポトーシ

ス様変化を報告してきた． 

脳脊髄損傷後に過剰に放出されたグルタ
ミン酸は N-metyl-D-aspartate(NMDA)型
グルタミン酸受容体を活性化し，神経細胞
内のカルシウムイオン濃度を上昇させて細
胞障害を起こすことが知られている．一方，
興奮性伝達物質であるグリシンは抑制性の
神経伝達物質として作動しているが，海馬
や大脳皮質では NMDA 受容体に結合し，
その活性調節因子として働いていると考え
られている．最近われわれは脳内の高グリ
シン環境，特に虚血などの損傷負荷後の細
胞外グリシンの増加は，NMDA 受容体の
活性化を促し，興奮性神経細胞障害を増大
させることを示した．今回，脊髄損傷にお
けるグリシンの役割についての検討を計画
した． 

 

３．研究の方法 

 

（１）正常マウス，高・低グリシンマウス

の脊髄組織でのグリシン量の測定 

  

遺伝子組み換えマウスのバックグラウン

ドは C57BL/6 であり，マウス組織内での

グリシン量を正常 C57BL/6 マウス，高・

低グリシンマウスの 3 群で比較する(n = 

6-8)．マウスの選定は血液より抽出した

DNA をテンプレートとし，PCR 法で遺伝

子組み換え部分を増幅した後，PCR 産物を

2%アガロースゲルで電気泳動して決定す

る． 

 

（２）脊髄損傷モデルの作成と損傷の評価 

 

脊髄損傷モデル 

上記 3 群のマウス (27-30g)を isoflurane 

2%, 酸素 30%,笑気 70%の吸入麻酔下に腹

臥位にして胸腰椎移行部に正中切開をお

く．ついで第 13 胸椎椎弓を切除し，腰髄

膨大部を露出する．腰髄膨大部を血管クリ

ップ（把持力 15g，5 秒間）で圧迫する．

術中はhomeothermic blanketを用いて直

腸温を 36.5-37.5 度に調節する． 

脊髄損傷の評価 

脊髄損傷 1, 2, 3, 5 日後にマウスを

pentobarbital 50mg/kg で腹腔内麻酔し，

3.7% formaldehydeを含むPBSで潅流す

る．24時間同じ溶液で後固定を行った後，

厚さ 5 ミクロンの脊髄矢状断・横断パラ

フィン切片を作成し，cresyl violet 染色

とhematoxylin-eosin染色を行う．また，

各細胞群の変化を調べるために同様に処

理した脊髄組織を vibratome で厚さ 50

ミクロンの矢状断・横断切片を作成する．

神経細胞死の確認のため神経細胞マーカ

ーNeu-N，アストロサイトの損傷を評価

するため GFAP 免疫染色を行う．さらに

脊髄内アポトーシスの評価を行うため，

cryostat で 25 ミクロンの切片を作成し，

terminal deoxynucleotidyl transferase- 

mediated unidine 5’-triphosphate- 

biotin nick end labeling (TUNEL)染色

で DNA free 3’-OH endsを標識する．また，

アポトーシスを起こした細胞に比較的特異

性が高いといわれる single stranded DNA

を行う． 

 



（３）NMDA 受容体グリシン結合部位阻

害薬 SM-31900 投与実験 

 

 高 グ リ シ ン 群 マ ウ ス に SM- 

31900(10mg/kg/day)を損傷 1 時間前，損傷

翌日より連日，静脈内投与する．その後上

述の脊髄損傷評価法と同様に cresyl violet

染色と hematoxylin-eosin 染色，Neu-N 染

色，GFAP 染色，TUNEL と ssDNA 染色

を行う． 

 

（４）細胞外アミノ酸濃度のリアルタイム

測定 

 

脊髄損傷 1 時間前から 3 時間後までのア

ミノ酸神経伝達物質の細胞外濃度の推移を

in vivo 脊髄マイクロダイアリシス法を用

いて検討する．アミノ酸伝達物質としてグ

リシン，グルタミン酸，アラニン，タウリ

ン，GABA を測定する．脊髄損傷の 24 時

間前にガイドカニューレを挿入する．各群

マウスを上述の全身麻酔下に第 12 胸椎椎

弓を露出し，硬膜を正中切開して脊髄を露

出し，後正中裂付近でガイドカニューレを

挿入する．損傷当日に透析プローブを挿入

し，リンゲル液 (147mM NaCl, 2.3mM 

CaCl2, 4.0mM KCl, pH7.0)を流速 2μ

l/min で灌流し，10 分毎に灌流液を採取す

る．サンプルは高速液体クロマトグラフィ

ー/電気化学検出器(HPLC/ECD)システム

(ATC-300, ECD-300, Eicom, Kyoto)で分

析する． 

また同方法(HPLC)で技術的困難が生じ

た場合には細胞外アミノ酸のリアルタイム

測定ではなく，上記１．と同様に組織内ア

ミノ酸濃度を脊髄損傷前後に経時的に測定

する． 

 

４．研究成果 
 

（１）正常マウス，高・低グリシンマウスの

脊髄組織でのグリシン量の測定 

 

遺伝子組み換えマウスのバックグラウン
ドは C57BL/6 であり，マウス組織内でのグリ
シン量を正常 C57BL/6 マウス，高・低グリシ
ンマウスの 3 群で比較した(n = 6)．マウス
の選定は血液より抽出した DNAをテンプレー
トとし，PCR 法で遺伝子組み換え部分を増幅
した後，PCR 産物を 2%アガロースゲルで電気
泳動して決定した．組織内グリシン濃度は３
群間で有意に異なっていた． 

 
（２）脊髄損傷モデルの評価 
 

脊髄損傷モデル 

上記 3群のマウス (27-30g)を isoflurane 

2%, 酸素 30%,笑気 70%の吸入麻酔下に腹臥

位にして胸腰椎移行部に正中切開をおいた．

ついで第 13 胸椎椎弓を切除し，腰髄膨大部

を露出した．腰髄膨大部を血管クリップ（把

持力 15g，5 秒間）で圧迫した．術中は

homeothermic blanket を用いて直腸温を

36.5-37.5 度に調節した．手術による直接死

亡はなく，安定した損傷作成が可能であった． 

脊髄損傷の評価 

血管クリップにより脊髄損傷を作成し，1, 

2, 3, 5日後にマウスをpentobarbital 

50mg/kgで腹腔内麻酔し，3.7% formaldehyde

を含むPBSで潅流した．24時間同じ溶液で後固

定を行った後，厚さ5ミクロンの脊髄矢状断・

横断パラフィン切片を作成し，cresyl violet

染色とhematoxylin-eosin染色を行った．また

，各細胞群の変化を調べるために同様に処理

した脊髄組織をvibratomeで厚さ50ミクロン

の矢状断・横断切片を作成した．脊髄前角運

動ニューロンは脊髄損傷後2-3日で細胞死を

起こした．これらの細胞には核クロマチンの

凝縮，TUNEL陽性といったアポトーシス特有の

所見がみられた． 

 

（３）NMDA 受容体グリシン結合部位阻

害薬 SM-31900 投与実験 

 

高 グ リ シ ン 群 マ ウ ス に SM-31900 

(10mg/kg/day)を損傷 1 時間前，損傷翌日

より連日，静脈内投与した．その後上述の

脊髄損傷評価法と同様に cresyl violet 染色

と hematoxylin-eosin 染色，Neu-N 染色，

GFAP 染色，TUNEL と ssDNA 染色を行

った．SM-31900 投与により明らかな組織

学的変化はみられなかった． 

 

（４）細胞外アミノ酸濃度のリアルタイム

測定 

 

脊髄損傷 1 時間前から 3 時間後までのア

ミノ酸神経伝達物質の細胞外濃度の推移を

in vivo 脊髄マイクロダイアリシス法を用

いて検討する予定であった．アミノ酸伝達

物質としてグリシン，グルタミン酸，アラ

ニン，タウリン，GABA を測定したが，各

群の細胞外アミノ酸濃度に有意差がみられ

ず，プローブ先端の設置部位などの検討を



行った． 
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