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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷モデルに対する microRNA-210 の投与は脊髄損傷後の新生血

管、グリオーシスおよび軸索伸長を促進し、脊髄機能回復を促進した。miR210 の投与によって

PTP1B, P-Erk1/2, EFNA3 の発現が抑制され、WNT シグナルが促進された。これらが血管新生を

介した脊髄再生メカニズムが働いた可能性がある。 

 

研究成果の概要（英文）：Administration of microRNA-210 to the spinal cord injury models 

enhanced angiogenesis, astrogliosis, axon growth and functional recovery following 

injury. Administration of microRNA-210 downregulated the expression of PTP1B, P-Erk1/2, 

EFNA3 and promoted Wnt signaling. These might participate in the mechanisms of spinal 

cord regeneration through the promotion of angiogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）脊髄再生研究 

損傷脊髄の再生を目指して世界中で活発
に研究が行われており、幹・前駆細胞移植、
軸索伸長阻害因子の抑制、増殖因子の投与な
ど、そのアプローチは多岐にわたっている。
特に幹細胞による脊髄組織形成の可能性や
Nogo などの軸索伸長阻害因子の存在が明ら
かになった際には、脊髄再生への期待が高ま
り、世界各国で臨床研究も行われたが、いま
だ十分な成果を挙げるには至っていない。 
（２）神経・血管ニッチ 

近年、神経と血管による微小環境（ニッチ）
の重要性が明らかとなってきた。神経幹細胞
の維持・増殖や神経発生には血管内皮とのニ

ッチが必須であったり、軸索発生に血管由来
のガイダンス分子が関与していたり、中枢神
経と血管との間には、胎生期から成体に至る
まで、密接な関係があると考えられている。
申請者は、神経と血管との相互作用を利用し
た治療アプローチとして、血管内皮前駆細胞
移植による血管再生を介した脊髄再生研究
を行い、動物実験レベルでの良好な成績を報
告してきた（Kamei N et al. Stem Cells 2010）。 
しかし、自家細胞移植のようなオーダーメイ
ド治療を行う場合、患者のバックグラウンド
によって移植細胞の機能に著しい個人差が
出る可能性があることや、治療を行う各医療
施設に厳しい施設基準や専門的知識・技術を
持った人材および労力が要求されることか
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ら、一般に普及させることが非常に難しい。
また、培養細胞の場合には樹立にある程度の
時間が必要なため、治療効果を得るために必
要なタイミングでの移植が困難という問題
もある。そこで、新たな脊髄再生治療アプロ
ーチとして、マイクロ RNA（miRNA）に着目し
た。 
（３）マイクロ RNA 

miRNA は 18～25 塩基長の小さな一本鎖 RNA
で、ノンコーディング RNA と呼ばれるタンパ
ク質をコードしない RNA である。miRNA はタ
ンパク質に翻訳されないが、タンパク質をコ
ードする特定の遺伝子のメッセンジャーRNA
（mRNA）の発現や、mRNA からタンパク質への
翻訳を制御することで機能している。miRNA
は小さいが故に化学合成が容易であり、創薬
としての有益性が高い生体分子として注目
されている。神経発生や血管新生を制御する
miRNA についてはすでに明らかになりつつあ
る。特に miRNA による血管新生の制御を癌治
療に応用する研究は盛んに報告されるよう
になっているが、再生医療分野における
miRNA の治療応用研究の報告はまだ数少なく、
あまり進んでいないのが現状である。その中
でも、申請者らは運動器における miRNA の研
究にいち早く取り組んでおり、脊髄損傷にお
ける miRNA 発現変化について報告している
（Nakanishi K, Kamei N et al. Spinal Cord 
2009）。また、申請者と同じ研究グループで、
本研究の研究協力者である中佐智幸は、筋特
異的 miRNA投与が骨格筋損傷後の筋再生を促
進することを報告している（Nakasa T et al. 
J Cell Mol Med 2009）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、神経・血管特異的 miRNA が損

傷脊髄において、神経再生や血管新生に与え
る影響や脊髄機能修復に与える効果につい
て明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

マウス T10 椎弓切除後に，IH インパクター
で胸髄損傷を作製した。まず予備実験として、
損傷 24 時間後に miR-124a、miR-126、miR-210
をそれぞれ損傷部に注入し、経時的な運動機
能評価を行い、miR-210 の投与で運動機能が
有意に改善することを確かめた。引き続いて、
miR-210 投与実験へと移行し、対照群には軟
骨特異的な miR-140 や無機能 siRNA を投与し
た。 
（１）miR-210 投与後の脊髄損傷部での経時
的な miR-210 の発現を real –time PCR で評
価した。 
（２）血管新生の評価として、損傷後 3，7
日目の損傷部組織で、CD31（血管内皮）によ
る免疫染色を行った。 
（３）損傷部のグリオーシスの評価として、

3日目の組織で Nestin（未分化細胞）、GFAP
（アストロサイト）、7，14日目の組織で GFAP，
F4/80（マクロファージ）による免疫染色を
それぞれ行った。 
（４）脊髄機能評価として、Basso Mouse 
Scale (BMS)による後肢運動機能スコア、経
頭蓋電気刺激による後肢からの運動誘発電
位を損傷 1～42 日目に測定した。 
（５）軸索再生評価として、損傷後 6週の脊
髄損傷部の尾側組織を用いて、5HT による軸
索の染色と Fluoromyelin による髄鞘の染色
を行った。 
（６）miR-210 のターゲット遺伝子の探索の
ため、マイクロアレイ解析を行い、候補遺伝
子に関して損傷 2，3，5日の損傷部組織で
real-time PCR を行った。 
（７）miR-210 のターゲット候補のタンパク
レベルの発現を損傷後 3日の組織を用いた
Western Blotting で評価した。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロ RNA 投与翌日から 7日目ま
で，miR-210 群における miR-210 の発現が
有意に高く、発現ピークは投与 2日後であ
った（図１）。また、in situ hybridization
にて脊髄損傷部とその周囲に miR-210 の著
明な発現を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：脊髄損傷部 real time PCR 
 
 
 
 
 
図２：脊髄損傷部 in situ hybridization 
 
 
（２）miR-210 群では siRNA 群と比較して
損傷後3日目で脊髄損傷部にCD31陽性血管
を多く認めた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：脊髄損傷部の CD31 免疫染色 
 
 
（３）miR-210 群では損傷 3日目に Nestin
陽性細胞数が有意に多く（図４）、7，14 日
目にGFAP陰性かつF4/80陽性の領域が有意
に小さかった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
図４：内在性神経幹細胞の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：損傷後のアストログリオーシス 
 
 
（４）miR-210 群では、BMS は損傷 5日目以
降、運動誘発電位は 7日目以降で siRNA 群
より有意な改善を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６：BMS による後肢運動機能評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７：経頭蓋電気刺激-後肢運動誘発電位 
 
 
（５）miR-210 群では 5HT 陽性軸索の数が
有意に多く、Fluoromyelin 陽性の髄鞘面積
が有意に大きかった（図８） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８： 軸索再生の評価 
 
 
（６）これまで miR-210 のターゲット遺伝
子として報告されている遺伝子群の中で、
PTP1B の発現に有意差を認めたがその他の
遺伝子発現には明らかな有意差を認めなか
った（図９）。WNT シグナル阻害因子である
SFRP4 の発現が、miR210 群で有意に抑制さ
れていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９：ターゲット遺伝子の発現評価 
 
 



 

 

（７）Western Blotting による解析では、
miR-210 の投与によって PTP1B, P-Erk1/2, 
EFNA3 などの発現抑制を認め、これらにタ
ーゲット因子の抑制によるメカニズムが推
測された。また Beta catenin, Active beta 
catenin の発現上昇を認め、Wnt シグナルの
促進も血管新生促進を介した脊髄再生促進
に関与していると考えられた（図１０）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１０：タンパク発現の評価 
 

まとめ 
投与した miR210 は脊髄組織に取り込まれ、
新生血管、脊髄組織修復および脊髄機能回復
を促進した。miR210 の投与により、PTP1B, 
P-Erk1/2, EFNA3 の抑制や WNT シグナルの促
進を介した血管新生メカニズムが働いた可
能性がある。 
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