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研究成果の概要（和文）： Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)の阻害剤を用いたアストロサ
イトの移動活性化メカニズムの詳細の解明と、脊髄損傷治療への応用を試みた。生化学的な実

験系で特異的なシグナル阻害薬としての活性しか確認されていなかった GSK-3 特異的な阻害
薬剤を脊髄損傷治療薬として応用するために、アストロサイトの移動に対してこの薬剤がどの

ような効果を示すのか、生体内・試験管内で詳細な検討を行い、客観的かつ定量的に評価した。

その結果、脊髄損傷後の機能回復を助ける有用な効果を示すことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Based on the observation that inhibition of Glycogen Synthase Kinase-3 
(GSK-3) stimulates the migration of astrocytes, the applicant was able to pharmacologically 
stimulate this beneficial effect of reactive astrocytes: the administration of a specific inhibitor of 
GSK-3 after contusive SCI resulted in an accelerated migration of reactive astrocytes that secluded 
inflammatory cells, reduced the size of the lesions scar, spared more myelinated fibers, and 
significantly enhanced functional improvement. These findings suggest that the pharmacological 
stimulation of reactive astrocyte migration holds promise as a new therapeutic strategy for the 
treatment of spinal cord injury. 
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１．研究開始当初の背景 
一般的に外傷後には、創傷治癒過程として
損傷部を周辺の正常組織から隔離して、機能
回復を図る過程があると言われている。 
脊髄損傷後には二段階の損傷が存在する
ことが知られており、一つは受傷直後の機械
的損傷である一次損傷、そしてもう一つがそ
れに引き続いて起こる出血や炎症、浮腫によ

って損傷が拡大する二次損傷である。この二
次損傷の際に生理的な状態ではあまり移動
しないアストロサイトが「反応性」となって
集積し、損傷部を囲むようにグリア瘢痕を形
成し、脆弱な損傷組織の補強や破綻した血液
脳関門の修復に働く。このグリア瘢痕には、
Semaphorin 3AやCSPGsなどの軸索伸展阻
害因子が多く存在するため、神経の再生軸索
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が通過できずに機能回復を遅らせる阻害因
子の一つであると以前は考えられていた。 
しかしこれまでの研究により、反応性アス
トロサイトが脊髄損傷後の炎症性細胞の浸
潤を収束させ、損傷神経の修復を促す細胞と
しての役割を担い、損傷後の機能回復に有利
な側面も持つことが分かってきた(Okada S 
et al, Nature Medicine 2006)。この論文で、
STAT3 遺伝子をアストロサイトで欠損させ
たマウスと、そのネガティブフィードバック
分子である SOCS3 の遺伝子欠損マウスを用
いて脊髄損傷を作製し、その機能回復を定量
的に解析した。 
その結果、STAT3-/-マウスにおいては反応
性アストロサイトによるグリア瘢痕が形成
されず、機能回復がみられなかったのに対し、
SOCS3-/-マウスにおいては早期から反応性
アストロサイトによる損傷部の収束がみら
れ、再生軸索が増加し、早期から有意な運動
機能の改善がみられた。 
このことから、STAT3依存性の反応性アス
トロサイトの遊走能獲得と損傷部の瘢痕の
縮小化は脊髄損傷後の修復過程ならびに運
動機能回復に大きく関わっていることが明
らかとなっていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、脊髄損傷後の機能回復を促進
することを目指し、反応性アストロサイトの
遊走能に関わるシグナルの分子機構の解明
を試みた。 
また、臨床応用を視野に入れ、アストロサ
イト遊走能に関わる新規阻害剤の評価系の
確立を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
脊髄損傷後に起こるアストロサイトの遊
走をコントロールする分子メカニズムをよ
り詳細に解析すべく、STAT3シグナルの調節
因子の同定を進めた。 

STAT3シグナルは様々な生命・病理現象に
重要な複数のシグナルの調節因子であるた
め、我々はNestin-Creによる STAT3および
SOCS3 をアストロサイトで欠損させ、そこ
からアストロサイトを単離し、スクラッチ試
験やトランス・ウェル試験を施行し、移動能
の変化を野生型と比較して、どのような下流
のシグナルカスケードを介して、アストロサ
イトが遊走するか検証を試みた。 

 
 
 
 
 
 

図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、この知見を応用し、アストロサイト
の遊走能に影響する新規薬剤の効果検証の
ために、新たな評価系を立ち上げた。実験手
順としては、上図１にあるように脊髄損傷直
後から 5日間にわたって薬剤を投与後に、生
体内および試験管内で効果を定量的に評価
した。そして、脊髄損傷治療効果の期待され
る様々な新規薬剤の移動性に対する効果や
機能回復などの治療効果を詳細に検討した。 

 
 
４．研究成果 
我々はまず、反応性アストロサイトで
STAT3の発現を欠失させたマウス由来の初代
培養細胞を用い、STAT3シグナルが損傷後の
グリア瘢痕の縮小化やアストロサイトの移
動性獲得に必須であることを明らかにした。
さらに、アストロサイトの移動性獲得こそが
脊髄損傷の二次損傷を最小限に留める大き
な要素であることを明らかにし、さらに
STAT3シグナルに関連する幾つかの下流の因
子の同定に成功した。 
次にCre依存的なSTAT3遺伝子の組換えに
よって、野生型に比べ、アストロサイトの遊
走能に対して優性阻害(ドミナントネガティ
ブ)効果の有無を検討した。この優性阻害効
果を用いれば、STAT3+/- および STAT3-/- 
アストロサイトの遊走能を比較検討するこ
とでアストロサイト遊走におけるStat3活性
の必要性を検討することができると考えた。 
そこで、STAT3-/- および STAT3+/-のアス
トロサイト由来サンプルのウエスタンブロ
ットを行い、組換え後のSTAT3 対立遺伝子に
は優性阻害効果があることを確認した。また、
小さなウェルを通過する細胞数から遊走活
性を測定するトランス・ウェル試験およびゼ
ラチン融解活性比較法により、STAT3のリン
酸化は、アストロサイトが十分な遊走活性を
発揮するために必須であることが必須であ
ることを確認した。 
さらに候補標的因子が直接STAT3下で機能
しているか確認するために、標的因子の遺伝
子欠損マウスより単離した反応性アストロ



 

 

サイトの遊走能を定量的に解析したところ
遊走能には障害があるものの、さらなる他の
標的因子の存在が示唆されたため、その同定
を行っている。 
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さらに我々は製薬企業と共同して、

Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)の特異
的阻害剤が脊髄損傷後に効果的であること
を見出した。 
上図２のとおり、脊髄損傷後の生体内での
アストロサイトの移動活性化を促して損傷
エリア拡大を防ぐこの薬剤の効果を分子生
物学的に裏付けるために、マイクロアレイ法
を用いて発現遺伝子を網羅的に調べ、脊髄損
傷治療効果の作用メカニズムの詳細を明ら
かにした。その結果、治療効果が期待される
幾つかのシグナル関連因子が同定された。 
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また、アストロサイトの移動活性化に対す
る作用に着目して、生体内および試験管内で
効果を定量的に評価した結果、上図３のとお

り、この薬剤がアストロサイトの移動性を促
進することが明らかとなった。 

 
図４ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、アストロサイトの移動性の促進お
よび、再髄鞘化の促進によって、脊髄損傷後
の機能回復を助ける有用な効果を示すこと
を上図４のとおり、明らかにすることができ
た。 
結論としては、GSK-3β特異的阻害剤の、
アストロサイトの移動活性化に対する作用
に注目し、生体内および試験管内で薬剤の治
療効果を定量的に評価した結果、この薬剤が
アストロサイトの移動の活性化を介して脊
髄損傷後の機能回復を助ける有用な効果を
有していることを明らかにすることができ
た。 
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