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研究成果の概要（和文）： 脊髄損傷では最初の損傷によって誘導される二次的な損傷領域の拡大が、損傷後の麻痺の
程度に悪影響を及ぼすとされている。脳損傷後にα１インテグリンが一過性の発現上昇を示すことなどから、脊髄損傷
後において何らかの役割を担うと仮定した。本研究によって得られた結果から、脊髄損傷後の二次損傷における炎症反
応に深く関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Primary mechanical spinal cord injury causes the secondary injury, which expands 
the size of initial injury and affects paralysis and motor function loss. We reported that the expression 
of alpha1 integrin transiently increased after brain injury. In this study, we hypothesized alpha1 integri
n would play a role in spinal cord injury. The results suggested that the role of alpha1 integrin associat
ed with inflammation of secondary spinal cord injury.
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１．研究開始当初の背景 
日本においては、毎年 5000 人が脊髄を損傷
し、患者総数は 10 万人とも推測される。根
本治療や二次的な損傷を防ぐ治療は研究途
上にあるが、社会的な期待は大きい、近年、
脊髄損傷モデルにおいてアストログリアが
炎症細胞の浸潤や損傷領域の拡大を防ぐと
報告された。 
一方、グリア境界膜は脊髄や脳の血管及び
軟膜の周囲にあるアストログリアの終足と
それが直接的に接する細胞外マトリックス
の基底膜を指す。我々は脳損傷後の 4-7 日後
にα１インテグリンが境界膜に一過性に存
在することなど、中枢神経系の外傷時におけ
るグリア境界膜の破綻と再形成が損傷組織
の修復に影響を及ぼしうることを報告して
きた。本研究課題では、脊髄損傷におけるグ
リア境界膜の重要性、およびグリア境界膜で
のインテグリンに依存したシグナルに着目
した。 
 
２．研究の目的 
損傷脊髄におけるグリア境界膜の役割、及

びグリア境界膜におけるインテグリンの機
能とシグナルについて解析する。さらに、そ
れらのシグナルの制御が及ぼす幹細胞移植
への影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス脊髄損傷モデルの作製 
インテグリンα１ノックアウトマウスお

よび野生型マウスの８週齢、オスを用いた。
麻酔下で胸髄 T9 レベルを露出し、マウスを
固定し、NYU 型の脊髄損傷作製器械を用いて、
３グラムの重りを２cm の高さから落下させ、
挫滅損傷を作製した。 
（２）下肢の運動機能評価 
 Basso Mouse Scale（BMS）（Basso DM et al., 
J Neurotrauma, 23(5), 635-659,  2006）を
用いて評価した。 
（３）免疫組織染色 
 マウスの脊髄を採取し、OCT コンパウンド
に包埋し、凍結切片を作製した。常法に従い、
切片を固定し、ブロッキング処理後に抗体反
応を行った。一次抗体は、抗α１インテグリ
ン抗体、また、白血球マーカーとして CD45、
アストログリアのマーカーとして GFAP、線維
性瘢痕マーカーとしてフィブロネクチン、基
底膜マーカーとして IV 型コラーゲンに対す
る抗体を用いた。 
（４）アストログリアの培養 
 新生仔マウスの大脳を採取し、軟膜を剥離
後、トリプシンで細胞を分散させ、メッシュ
で血管などの結合組織性固形物を取り除き、
培養皿に播種した。３日後に激しい振盪によ
り弱い接着性を有する細胞等を取り除いた。
抗 GFAP 抗体を用いた細胞免疫染色で純度を

確認した。 
（５）培養アストログリアに対するインター
ロイキン（IL）-１β刺激と mRNA 発現解析 
 培養アストログリアを培養皿に播種し、１
日後に IL-1βを加え、常法に従い、継時的に
細胞を回収し、RNA を抽出した。常法に従い、
逆転写酵素でｃDNA を作製し、定量的 PCR 法
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）野生型マウスおよびα１インテグリン
ノックアウトマウスに対し、脊髄損傷を施し、
下肢の運動機能の回復についてBMSを用いて
評価したところ、両者で運動機能の回復に明
らかな差があることが分かった。 
（２）損傷脊髄におけるα１インテグリンの
発現細胞の同定を試みた。複数の細胞種のそ
れぞれに対するマーカー抗体を用いた。損傷
後の組織では、様々な細胞が入り乱れており、
確実な同定には別の手法で追加実験を行う
必要がある。 
（３）発現細胞として可能性の高かったアス
トログリアを用いて、脊髄損傷におけるα１
インテグリンの働きについて分子レベルで
の検討を行った。α１インテグリンは IV 型
コラーゲンの主要な受容体であり、一方、IV
型コラーゲンはグリア境界膜の主要な成分
である。α１インテグリンを活性化させる IV
型コラーゲンをコートした培養皿とコート
していない培養皿にアストログリアを播種
し、IL-１β刺激後の炎症性サイトカインの
発現を比較した。その結果、α１インテグリ
ンは炎症性サイトカインの発現制御に関与
することが示唆された。 
（４）以上の結果は脊髄損傷後の二次損傷に
おける炎症反応にα１インテグリンが関与
することを示唆するものであり、本成果はそ
の分子メカニズムの理解に貢献するもので
あると考えられる。 
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