
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４４

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

損傷脊髄の再髄鞘形成に対するアミロライドの効果（小胞体ストレス応答能増強による）

Effect of amiloride on endoplasmic reticulum stress response in the injured spinal 
cord of rats

４０２２０９２５研究者番号：

渡辺　雅彦（WATANABE, Masahiko）

東海大学・医学部・教授

研究期間：

２５４６２３１１

平成 年 月 日現在２８   ５ １６

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、脊髄損傷後のオリゴデンドロサイト前駆細胞（以下OPC）の遅発性
細胞死の原因として小胞体ストレス経路に着目し、in vivoの実験において解析を行った．利尿薬であるアミロライド
の投与により、OPCの小胞体ストレス誘導性アポトーシスが抑制され、再髄鞘形成や後肢機能障害の軽減にも影響して
いるかを検討した．結果、アミロライド投与群において、有意に後肢機能の改善を認めた．OPCはアミロライド投与に
よってアポトーシスが抑制され、成熟オリゴデンドロサイトへ分化し、再髄鞘形成さらに後肢機能改善へ寄与する可能
性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：After spinal cord injury, secondary injury results in an expanding area of glial 
cell apoptosis. Oligodendrocyte precursor cells (OPC), that are involved in remyelination, have been 
shown to actively proliferate, but a majority of these cells succumb to apoptosis instead of 
differentiating into functional oligodendrocytes. In this study, We focused on endoplasmic reticulum (ER) 
stress as a cause of apoptosis of oligodendrocyte precursor cell following spinal cord injury, and 
examined it in vivo. We labeled proliferating OPCs and demonstrated that amiloride treatment led to 
greater numbers of OPCs and also oligodendrocytes in the injured spinal cord. The increased MBP 
expression suggests that the increased numbers of mature oligodendrocytes led to improved remyelination, 
which significantly improved motor function recovery.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷患者数は、全世界で250万人とされ、
多くの患者が障害を抱え不自由な生活と苦
難を強いられている. 脊髄損傷遺残麻痺の
軽減に向けて基礎的研究の進歩は目覚まし
いが、損傷時の脊髄細胞障害と再生阻害の詳
細なメカニズムについては未だ解明されて
いない点も多い. 外傷性脊髄損傷において、
一旦死滅した脊髄細胞を再び取り戻すには、
損傷した部分への細胞移植が最も効果的と
考えられる. しかし、細胞移植療法に関して
は多くの基礎的実験結果は報告されている
ものの、臨床応用には未だ多くの課題が残さ
れている.  
外傷性脊髄損傷における障害は、外力による
物理的破壊のみならず、これに引き続いて生
じる二次障害で形成されることが知られて
いる. 実験的脊髄損傷モデルでは、直接的外
力（一次障害）によって生じる脊髄組織の挫
滅による物理的細胞破壊や出血性壊死とそ
れに引き続いて生じる生化学的、病理学的変
化（二次障害）により損傷が拡大する現象が
認められている(Watanabe et al.,J 
Neurotrauma 1998). 二次障害の主体をなす
のがアポトーシスである. さらにアポトー
シスは再生のために誘導・増殖された細胞も
障害する．われわれがこれまで行ってきた外
傷性脊髄損傷における脱髄とオリゴデンド
ロサイト前駆細胞の分化・誘導の検討では、
脱髄部周囲でオリゴデンドロサイト前駆細
胞は一時的に増殖するが、その後再髄鞘形成
が得られない．(Watanabe et al., J Neurosci 
Res 2002, Watanabe et al., Glia 2004, 
Suyama et al., J Neurotrauma 2007)この要
因の一つとして、増殖したオリゴデンドロサ
イト前駆細胞のアポトーシスが考えられる．
これらアポトーシスを抑制することは、二次
障害による損傷の拡大を軽減することのみ
ならず、再生（再髄鞘形成）の意味において
も大変重要となる． 
中枢神経系におけるアポトーシスの経路と
して小胞体内におけるタンパク修飾異常が
挙げられている．外傷のストレスにより小胞
体内でのタンパク修飾異常が起こり、異常タ
ンパクが集積しアポトーシスへ至る．この異
常タンパクに対する自己防御機能として
unfolded protein response(UPR)がある．UPR
は小胞体シャペロン GRP78 が主体となるが、
小胞体シャペロンの異常がアルツハイマー
病や、パーキンソン病に大きく関与している
ことが報告されている．われわれは、グルタ
ミン酸やツニカマイシンによるストレス下
にグリア細胞の培養を行い、GRP78 の発現増
強を確認した．その結果は、ストレスが軽度
のうちはGRP78により異常タンパクが分解さ
れるが、ストレスが過度になるとその処理能

力を超えてアポトーシスに至るという
Larner らの報告と矛盾しない結果であった．
また、遺伝子導入により GRP78 を強発現する
ことによりアポトーシスを抑制することも
報告した．(Suyama et al., Neuroscience 
Letters, 2011, PloS one, 2014) in vivo に
おいても、損傷により脊髄細胞内に GRP78 が
強発現し、その発現程度は細胞腫により異な
り、オリゴデンドロサイト前駆細胞では他の
細胞腫に比して優位に発現が低いことを証
明した．(Matsuyama et al., Spinal 
Cord,2014) また小胞体ストレス応答能を増
強するとされるFDAで認可された利尿剤アミ
ロライドの効果を報告した．アミロライドは
培養オリゴデンドロサイト前駆細胞の小胞
体ストレス応答能を高め、また in vivo でも
GRP78 の発現を高め、オリゴデンドロサイト
前駆細胞のアポトーシスを軽減した．
(Kuroiwa et al., Eur J Neurosci, 2014) 本
研究では、アミロライド投与で生存したオリ
ゴデンドロサイトが、再髄鞘形成や後肢感覚
機能障害の軽減にも影響しているかどうか
を長期的観察にて検討した。 
また近年, 細胞死を誘導する新たな経路と
してインフラマソームを介した細胞死が注
目されている. インフラマソームは、パター
ン認識受容体（NLRPs）, Caspase, ASC など
から構成され、 IL-1β, IL-18 前駆体を切
断・活性化し、細胞死（pyroptosis）を引き
起こす. 他分野では小胞体（ER）ストレスに
よるインフラマソームの活性化も報告され
ているが、損傷脊髄における関連は未だ不明
である．われわれはこれまでに、OPC が ER ス
トレスに対して脆弱であることを報告した．
ただし OPC がなぜ ER ストレスに対して脆弱
であるのかという点については依然不明で
ある．この解明を目的として、脊髄損傷モデ
ルラットを用いて、細胞腫ごとのインフラマ
ソーム構成タンパクの発現を、免疫組織化学
的に評価し検討した. 
 
２．研究の目的 
（１）脊髄損傷後のアミロライド投与によっ
て、生存したオリゴデンドロサイト前駆細胞
（OPC）の分化と再髄鞘形成の検討。 
（２）損傷脊髄内における細胞腫ごとのイン
フラマソーム発現の検討。 
 
３．研究の方法 
(1) 脊髄損傷後のアミロライド投与によっ
て、生存したオリゴデンドロサイト前駆細胞
（OPC）の分化と再髄鞘形成の検討： 
10 週齢雌 SDラットを用いて、IH-impacter
を使用し、脊髄圧挫損傷モデルラットを作成
した．アミロライド投与群(A 群)、PBS 投与
群(C 群)の 2群に分け、損傷 24 時間後より
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４．研究成果
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