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研究成果の概要（和文）：急性脊髄損傷で中枢神経内の再生阻害因子を克服して良好な機能的再生をさせるため
には(1) 軸索の再生能力の修飾 (2) ミエリン内の阻害因子のブロック (3)グリア瘢痕の形成抑制 (4)神経幹細
胞などの移植による神経細胞あるいはグリアの補充再生などを組み合わせていく必要がある。
我々は、グリア瘢痕の形成抑制が神経幹細胞などの移植による神経細胞あるいはグリアの補充再生と同時に必須
であり、そのためには、ミクログリアの活性化の抑制が重要である事に注目して、脳内のミクログリアの老化に
伴う活性化の抑制、ミクログリア由来細胞株BV-2細胞に、炎症を引き起こすリポ多糖の作用の抑制について研究
をしてきた。

研究成果の概要（英文）：In the acute spinal injury, we must try to minimize the inflammation of the 
spinal cord tissue. We try to rescue this inflammation and investigate the mechanism to suppress the
 microglia for minimizing the inflammation. The ghrelin system activated by Rikkunshito 
significantly reduced the number of pathologically activated microglia with amoeboid morphology in 
the brains of klotho-deficient, SAMP8 and aged ICR mice. We also report that SGK1 and SGK3 are 
expressed in multiple microglial cell lines. An SGK inhibitor, gsk650394, inhibits cell viability. 
In addition, lipopolysaccharide-induced expression of inflammatory regulators iNOS and TNFa was 
enhanced by gsk650394. These findings suggest that SGKs may play an important role in regulating 
microglial viability and inflammatory responses. These two investigations include the important 
findings to rescue this inflammation of the spinal cord tissue.
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１．研究開始当初の背景 
成体の種々の組織には幹細胞が存在し、一定
の寿命で死滅していく細胞の補充をしてい
る。この成体の組織中に存在している幹細胞
を総称して“体性幹細胞”と総称されている。
下垂体前葉内において体性幹細胞の一種と
考えられているのは下垂体濾胞星細胞と呼
ばれている細胞種である。一方、中枢神経系
は再生能力が低く、一度損傷すると再生は困
難である。脊髄損傷に対する移植による脊髄
再生には“夢の治療”として、大きい期待が
寄せられている。 
 
２．研究の目的 
我々は急性脊髄損傷に対する初期段階での
脊髄再生治療に、下垂体濾胞星細胞を応用し、
非開頭法を用いて採取した下垂体組織を腎
被膜下移植しこれに毛様体神経栄養因子
(CNTF)を皮下のリザーバーから持続投与し、
数日後にこの下垂体組織を脊損部に移植す
る緊急手術に応用可能な治療方法を開発す
る基礎研究を行ってきた。また、我々はレプ
チン受容体遺伝子異常症を呈する遺伝性肥
満ラット Zucker(fa/fa) が Wistar ラットに
比べて治療成績の不良を呈する事を発見し
た。今回の研究の目的は、神経組織の炎症等
が脊髄損傷の治療に与える悪影響を克服す
る方法を開発する事である。 
 
３．研究の方法 
急性脊髄損傷は、軸索の断裂、神経細胞及び
グリア細胞の壊死により脊髄神経組織が破
壊される。その機序としては直達外力による
一次損傷とその後に続く二次損傷によるも
のがあり、最終的に生じる反応性アストロサ
イトによるグリア瘢痕が大きな問題となる。
そこで中枢神経内の再生阻害因子を克服し
て良好な機能的再生をさせるためには(1) 
軸索の再生能力の修飾 (2) ミエリン内の阻
害因子のブロック (3)グリア瘢痕の形成抑
制 (4)神経幹細胞などの移植による神経細
胞あるいはグリアの補充再生など様々な方
法を組み合わせていく必要がある。 
我々は、グリア瘢痕の形成抑制が神経幹細胞
などの移植による神経細胞あるいはグリア
の補充再生と同時に必須であり、そのために
は、ミクログリアの活性化の抑制が重要であ
る事に注目して、脳内のミクログリアの老化
に伴う活性化の抑制、ミクログリア(MG)由来
細胞株 BV-2 細胞に、炎症を引き起こすリポ
多糖(LPS)の作用の抑制について研究をして
きた。 
 
４．研究成果 
(1)カロリー制限は、老化を遅らせ、幾つ

かの疾患の発生や機能低下を抑えることが
証明されている。カロリー制限に応答して胃
からグレリンが分泌されエネルギー代謝を
調整する事が知られている。今回、我々は、
2種の遺伝的老化促進マウス（Klotho 欠損マ

ウスと SAMP8 マウス：いずれもオス）と正常
老化のモデルとして加齢 ICR マウスの合計 3
系統のモデルマウスを用いてグレリンシグ
ナリングの影響を検討した。その結果、六君
子湯およびアトラクチロジンの処置が内因
性グレリンを増加させ、全ての 3つの老化モ
デル（各群 9-11 匹）において寿命を延長さ
せることを明らかにした。 
六君子湯の投与実験では、各々18-20 匹の

2種の遺伝的老化促進マウス（Klotho 欠損マ
ウス＆SAMP8 マウス：いずれもオス）におい
て、病理所見によると、視床下部活性化ミク
ログリアを抑制し、心筋線維の萎縮を改善し
ており、記憶の固定を改善していた。 
また、それに加えて、SAMP8 マウスでは、

食欲不振低下、自発運動低下、白血病の発症
の低下、胃粘膜萎縮、下腿の腓腹筋の筋萎縮
（サルコペニアの症状）をそれぞれ改善して
いた。 
一方、正常老化のモデルとしての加齢 ICR

マウスでも心筋線維の萎縮の改善のほか、記
憶学習を改善する所見が見られており、老化
促進マウスと正常老化のモデルマウスのい
ずれに対しても六君子湯の投与が老化の抑
制と予防に対して有効であることが判明し
た。 
これらの一連の結果によって、我々は、六

君子湯の投与によるグレリン増加は老化関
連疾患（例えば心疾患や脳疾患など）に対し
て保護する役割を持ち、健康寿命の延長につ
ながる可能性があることを解明した。 
 
脳内のミクログリア活性： 
また、寿命の延長の原因として考えられる

中枢神経内の炎症反応の抑制効果について
は、我々の神経幹細胞移植治療の開発という
テーマに、直接関与する事項であり、特に中
枢神経内での炎症の有無に注意して研究し
た。 
すなわち、脳内における、炎症反応の指標と
して、活性型のミクログリアの密度の変化に
着目して、主に海馬の領域にて、指標物質と
して IBA1 を用いた免疫染色で確認する事と
した。 

グラフ１ 

 
老化促進モデルマウス Klotho に六君子湯

(RKT)を 1000ｍｇ/ｋｇ投与すると 
活性型ミクログリアが減少する。 

 
 
 



グラフ 2 

 
老化促進モデルマウス SAMP8 に六君子湯

(RKT)を 1000ｍｇ/ｋｇ投与すると 
活性型ミクログリアが減少する。 

 
グラフ 3 

 
 
 
 
 

老化マウス ICR に六君子湯(RKT)を 
0.5%,1%含有する試料を与えると 
活性型ミクログリアが減少する。 

 
結果と考察： 
特に中枢神経組織の代表である脳内にお

いて六君子湯の投与→胃の組織からのグレ
リンの分泌→長寿遺伝子の代表である SIRT1
の発現の強化→活性型ミクログリアの密度
の減少という効果が解明された。この発見は、
加齢変化に対する効果を中心にして研究し
ているが、中枢神経内の炎症反応の抑制とい
う点では、神経幹細胞移植時のグリア瘢痕の
抑制の検討という点で重要な要素を含んで
いる。 

(Molecular Psychiatry, 2016) 
 
(2)中枢神経内で炎症反応を起こすミクロ

グリアについて、培養細胞を用いて、ミクロ
グリアの活性調節における SGK1 を含む SGK
のはたらきを検討した。 
SGK： 
Serum- and Glucocorticoid-inducible 

Kinase 1(SGK1)は血清などにより発現誘導さ
れるリン酸化酵素で、腎臓での Na+再吸収の
促進を含め種々の組織で多くの役割を持っ
ていることが報告されている。さらに、近年
SGK の免疫系細胞における重要性が次々に明
らかになってきている。 
血清や糖質コルチコイドなどにより誘導さ
れるリン酸化酵素として SGK1 が同定された
(Webster et al 1993)のち、ファミリー分子
として SGK2、SGK3 が発見された(Kobayashi 
et al 1999)。SGK2/3 は血清などには誘導さ
れない。いずれも脳に発現することが報告さ
れているが脳・神経における役割はいまだ不
明な点が多い。基質としては GSK3βや

Nedd4-2 等が知られている。gsk650394 は SGK
特異的な阻害剤として報告され（Sherk et al 
2008)、SGK1、SGK2 に対する IC50 はそれぞれ
62 nM、103 nM である。 
ミクログリア： 
中枢神経系のグリア細胞の一種であるミ

クログリアは骨髄由来の細胞で、主に脳内の
免疫機能を担っているとされる。ミクログリ
アは細菌感染時や脳梗塞後の炎症に非常に
重要な役割を持つばかりでなく、最近ではう
つ病等の精神疾患においてもその関与が指
摘されてきている。そのため、ミクログリア
の活性調節機構を明らかにすることは種々
の精神神経疾患の発症メカニズムの解明や
その治療にとって有益となる。 

グラフ 4 

ミクログリア由来細胞株BV-2細胞にSGK1と
SGK3 が発現しているのを PCR で確認。 

グラフ 5 

gsk650394 投与で、iNOS 蛋白が増加 
 

グラフ 6 

gsk650394 投与で TNFαの発現レベル上昇 



グラフ 7 

SGK 阻害で NF-κBの核への移行が促進 
 
結果と考察： 
 ミクログリア由来細胞株 BV-2 細胞を LPS

投与によりミクログリアを活性化したとこ
ろ、刺激誘導型の一酸化窒素(NO)合成酵素
iNOSや炎症反応を惹起するサイトカインTNF
αの mRNA が増加した。炎症を引き起こすリ
ポ多糖（LPS）と共に SGK 阻害剤である
gsk650394 を投与したところ、iNOS と TNFα
の発現レベルはさらに上昇した。SGK 阻害剤
による iNOS 蛋白の増加はウェスタンブロッ
ト法によっても確認され、また、NO の産生も
SGK 阻害剤の投与により増強した。さらに、
SGK の阻害により炎症に関与する転写因子
NF-κBの核への移行が促進された。これらの
ことから、SGK の活性は炎症刺激に対するミ
クログリアの活性を抑制する可能性が示唆
される。 
なお現在、組織の阻血による酸性化の影響

を検討するため、Asic1a ノックアウトマウス
を購入、系統維持し、研究している。 
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