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研究成果の概要（和文）：　脊髄損傷マウスに新規化合物デノソミンを経口投与すると運動機能が改善し損傷部位の軸
索密度が回復することを見出しその作用機序を解析した。デノソミン処置により損傷部位にアストロサイトが増加し、
アストロサイトからvimentinが分泌されること、細胞外から働きかけるvimentinの作用として軸索伸展の促進があるこ
とを初めて明らかにした。さらに、vimentinがのシグナリングを解析した結果、神経細胞上のIGF1受容体を直接活性化
して軸索伸展を促進させる機序を初めて見出した。

研究成果の概要（英文）：  A novel compound, Denosomin, improved hindlimb motor dysfunction and axonal grow
th, especially in the 5-hydroxytryptamine (5-HT)-positive tracts across the scar and increased the density
 of astrocytes. Denosomin increased astrocyte proliferation, inhibited astrocytic death and increased the 
expression and secretion of vimentin in cultured astrocytes. Furthermore, vimentin treatment increased axo
nal outgrowth in cultured neurons, even in the presence of inhibitory CSPG. Vimentin-expressing astrocytes
 increased inside of the glial scars of SCI mice administered Denosomin, and 5-HT-positive axonal growth o
ccurred in a vimentin-associated manner. We firstly found that vimentin stimulated directly IGF1 receptors
 on neurons and the signaling elicited the axonal growth.
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷では、外傷性に脊椎が損壊し、挫

滅あるいは離断した脊髄内で神経細胞やミ
エリンが破壊され脳と末梢を繋ぐ信号が断
裂される。よって損傷脊髄部位およびその下
位脊髄が支配する体幹・上下肢の運動と感覚
が機能不全に陥る。現在、全世界で約 250 万
人の脊髄損傷者がおり、さらに年間 13 万人
があらたに脊髄損傷を負っている。臨床的対
処の現状としては、受傷直後の大量ステロイ
ド剤投与による障害の減弱化が試みられて
いるものの、その効果は疑問視されており
（Lakartidningen, (2005) 102, 1887-1888.）、
動物実験での改善効果も明確でない（Exp 
Neurol, (2009) 220, 71-81.）。比較的損傷が
軽度な場合は、リハビリテーションによる残
存機能の強化で機能改善が見られる場合も
あるが、失われた神経機能を補うものではな
いため治療効果は望めない。こういった現状
の中、胚性幹細胞（ES 細胞）や人工多能性
幹細胞（iPS 細胞）を応用した再生医療が次
世代の脊髄損傷の治療戦略として有望視さ
れ、近年、精力的に基礎研究が進められてい
る（PLoS One, (2009) 4, e7706; PNAS, 
(2010) 107, 12704-12709.）。しかしこれらの
戦略で、モデル動物での脊髄損傷改善作用が
認められるのは、対照群でもある程度の自然
回復が認められる損傷条件下で、急性期(1－2
日以内)から亜急性期（10 日程度以内)に細胞
を移植した場合が主であり、慢性期での有効
性は不明である。つまり、受傷後亜急性期ま
でに起こる“自然治癒機構の発動”をさらに
促すラインでの治療は実現の可能性が高ま
りつつあるものの、依然として慢性期に至っ
た脊髄損傷の機能回復は極めて困難である
と考えられている。申請者は、脊髄損傷の薬
物治療研究の中で、伝統薬物から同定した成
分、Withanoside IV の経口投与により、圧挫
モデルの脊髄損傷マウスにおける運動機能
回復を明らかにした（Neurosci Res, (2007) 
58, 176-182. 申請者ら）。さらに、
Withanoside IV をシーズとした誘導体の合
成研究を行い（Org Lett, (2009) 11, 
3970-3973.申請者ら）、新規化合物デノソミ
ンが Withanoside IV よりも強く、脊髄損傷
の運動機能改善作用を示すこと、またマイク
ログリアを著しく消失させながらアストロ
サイトを損傷中心部へ浸潤させること、損傷
部位内への神経軸索の伸展を促すことを見
出した。デノソミンが複数の細胞に対して影
響を及ぼし、おそらくそのことにより運動機
能の改善が得られている点から、デノソミン
が巧妙な作用機序によって神経軸索再生を
導く画期的な薬物である可能性を考えてい
る。 
 
２．研究の目的 
慢性期脊髄損傷の治療は現状では極めて

困難である。しかし、グリア瘢痕中で、アス
トロサイトが神経再生に及ぼす利点を活か

しつつマイクログリアを抑制させる環境を
形成し、かつ神経細胞の軸索伸展機序にも直
接働きかけることができれば、機能回復の可
能性が生まれる。申請者の以前の研究で、新
規合成化合物デノソミンを急性期に投与す
ると上記の作用を示し、かつその機序が新規
であることが示唆された。そこで本研究は、
この多能的化合物のデノソミンが慢性期に
も脊髄損傷を回復する可能性を検討すると
ともに分子シグナリングの全容を解明し、脊
髄損傷慢性期の治療に根本的に必要な治療
戦略を提示することを目的とする。本研究の
目的は、「慢性期脊髄損傷の治療を目指し、
“慢性炎症の持続を解除しつつ軸索伸展を
促進する分子メカニズム”を、多能的化合物
のデノソミンをツールにして解明すること」
である。 
 
３．研究の方法 
(1) 脊髄損傷マウスの作製：麻酔下、ddY マ
ウス（雄性及び雌性、7 – 8 週齢）の第 10 腰
椎を切除し、第 1腰髄に 6.5g の錘を 3 cm の
高さから落下させ圧挫損傷を与えた。後肢運
動機能を Basso Mouse Scale および Body 
Support Scale にて評価した。 
(2) 免疫組織染色：脊髄をパラフォルムアル
デヒドにて固定後、クリオスタットにて脊髄
矢状断切片(12 μm厚)に薄切した。多重免疫
組織染色を行い、蛍光倒立顕微鏡(Axio cell 
observer Z1、Carl Zeiss)にて画像を取得し
た。画像解析は Image J にて行った。 
(3) アストロサイトの初代培養：SD ラット
（胎生 17 – 18 日齢）から神経細胞を分散培
養し、12－14 日後、振盪培養した後フラスコ
底面に残った細胞をアストロサイトとして
精製した。 
(4) 神経細胞の初代培養：SD ラット（胎生
17 – 18 日齢）あるいは ddY マウス（胎生 14
日齢）の大脳皮質神経細胞を分散培養した。 
(5) リン酸化アレイ：SDラット（胎生 17 日
齢）の大脳皮質神経細胞を分散し 4日目に溶
媒あるいは vimentin 処置を施した。10 分後
にライセートを調製し、Explorer Antibody 
Array kit を用い、vimentin 処置によりリン
酸化されたタンパク質の定量比較を行った。 
(6) Vimentin の脊髄損傷部への投与：
Vimentin を人工脳脊髄液に溶解し、脊髄損傷
10分後に損傷中心部の左右2か所に実質内投
与した（200 μg/site）。 
(7) DARTS およびウェスタンブロッティン
グ：ddY マウス（雌性、6週齢）の大脳皮質
を摘出しライセートを調製後、溶媒、
vimentin または IGF1 との結合反応を行い
thermolysin にてタンパク分解反応を与えた。
SDS-PAGE にてタンパク質を分離し、IGF1 受
容体に対する抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングを行い、vimentin あるいは IGF1
処置したライセート中で、IGF1 受容体の分解
が減少しているかどうかを検討した。 
 



４．研究成果 
(1) デノソミンの作用機序を検討するため
に、脊髄損傷後急性期からマウスにデノソミ
ンを 14 日間経口投与し運動機能および組織
変化を検討した。デノソミン投与により後肢
運動機能が有意に改善した。投与後 7 日目、
14 日目と日を追って組織染色を行ったとこ
ろ、セロトニン陽性の縫線脊髄路の軸索が損
傷部位を越えて尾側に伸展することと、アス
トロサイトが損傷部に増加することを見出
した。 
(2) 培養アストロサイトをデノソミン処置
した後の培地を培養大脳皮質神経細胞に加
えると軸索が伸展した。そこでデノソミン処
置によりアストロサイト中で増加するタン
パク質として、2次元電気泳動と LC-MS/MS 解
析により vimentin を同定した。培養大脳皮
質神経細胞に vimentin を処置すると有意に
軸索が伸展した。また、脊髄損傷マウスの損
傷部位では vimentin が増加し、vimentin に
沿って伸展するセロトニン陽性軸索が増加
することも確認した。またデノソミン投与群
のグリア瘢痕内では、vimentin を発現するア
ストロサイトの割合がコントロール群に比
べて増加した。一方、軸索伸展の阻害因子で
ある CSPG を発現するアストロサイトの割合
はデノソミンによって変化しなかった。以上
の結果より、デノソミンの脊髄損傷改善作用
の機序として、アストロサイトからの
vimentin 分泌を促進し、それによる軸索伸展
作用により運動機能制御に関わる軸索の成
長が亢進することが示唆された。 
(3) Vimentin の損傷部位での役割を in vivo
で検討した。まず、デノソミン投与群の損傷
脊髄組織中でのvimentinの局在を検討した。
Vimentin は主として細胞外基質ラミニンの
局在と重なったが、細胞膜・細胞質タンパク
質であるβ-actin とはあまり重ならず、細胞
外に存在するvimentinがあることを示した。
さらに、脊髄損傷直後に損傷部に直接、
vimentin を微量注入しその後 10 日間の運動
機能を評価したところ、vimentin 投与群で有
意に後肢運動機能が高まった。 
(4) デノソミンによる脊髄損傷改善作用の
鍵となる機序が、アストロサイトからの
vimentin 分泌であることが示されたので、
vimentin のシグナル経路を検討する目的で、
培養大脳皮質神経細胞に vimentin を処置し
10 分後にライセートを作製しリン酸化タン
パク質を網羅的にアレイ解析した。Vimentin
刺激によりリン酸化を受けたタンパク質の
うち、IGF1 受容体に着目し、以下の結果を得
た。①大脳皮質神経細胞を vimentin 刺激す
ると IGF1 受容体のリン酸化が上昇した。② 
大脳皮質神経細胞に対して IGF1 受容体の中
和抗体や阻害剤処置後に vimentin 刺激する
と軸索伸展が見られなくなった。③DARTS 法
と Western blotting 法の組み合わせにより、
マウス大脳皮質のライセート中の IGF1 受容
体とリコンビナント vimentin とが直接結合

することを明らかにした。これらの結果は、
軸索阻害因子を分泌するアストロサイトの
負の側面を正に転換させることが薬物によ
って可能であることを示している。具体的に
は、中間径フィラメントとして知られている
vimentin が、細胞外に分泌しうるものであり、
かつ軸索伸展作用を有するという、2つの新
しい現象を見出したことになる。 
(5) 本研究の目的である、慢性期脊髄損傷の
治療に関しては、損傷後 4週間経過したマウ
スにデノソミンの経口投与を開始したとこ
ろ、運動機能の回復は認められなかった。こ
のことから、損傷後慢性期では脊髄組織中に
慢性期特有の変化がありデノソミンの優れ
た作用を発揮させられないような環境にな
っている可能性を考え、そのような阻害要因
を特定し克服することでデノソミンの作用
を発揮させることを主眼とした研究プロジ
ェクトを計画し、平成 26 年度より採択され
た（科研費）。 
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