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実験的慢性脊髄圧迫における神経細胞死の観察
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3.今後の研究計画

apoptosisの顕著な生化学特徴はクロマチンDNAのヌクレオソーム単位の切断，

すなわち， Di¥A断片化である.細胞より抽出した Di¥Aをアガロースゲル電気泳動

で分離する DNAladder検出法は， apoptosisのもう一つ確実な証明法で、ある.

同じ実験系で第 4、5、6頚椎高位の脊髄組織を分別に摘出し，組織より断片化

DNAを抽出し，アガロースゲ‘ノレ電気泳動を行い， apoptosis特徴的な DNA断片化

を検出する.

4.指導責任者の意見

頚髄の慢性圧迫実験における神経細胞の apoptosisを証明することに成功し

た本研究は、画期的である。研究者越建武氏は次に挙げる技術的困難を解決し

て達成したものである。①兎の頚椎は人のそれと比べると極めて小さく、その

右側に脊髄を一側性に圧迫することは至難である、②圧迫率の異なる脊髄圧迫

を作る、③兎の脊髄麻痘を観察する、④繊細なTUNEL法染色の適切な条件

を発見する、⑤神経細胞とグリア細胞を区別する、である。

結果は予想以上のものであった。単に apoptosisを証明するに留まらず、圧迫

率の違い、経過期間の違いによって apoptosisに陥った細胞の種類の違いを明ら

かにした。すなわち、 48%未満の圧迫率では apoptosisが生じず、 48%"'55%

の圧迫率、 36"'48時間の圧迫時間ではグリア細胞が、 55%"'70%の圧迫率、 36

'-48時間の圧迫時間では神経細胞が apoptosisが生じた。加えて、上・下位椎

の高さでの脊髄に同様の apoptosisを確認した。今後、脊髄圧迫に対する脊髄内

のapoptosisの3次元的分布を明かにすることが可能である。

最後に、本研究遂行に払った趨氏の頑張りに敬意を表する。

指導責任者氏名

5.研究 報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、日中医学協会助成金による盲を明記して下さい。
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要旨:Abstract 

一日中医学協会助成事業一

実験的慢性脊髄圧迫における神経細胞死の観察

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

越建武

中日聯誼医院

東北大学大学院医学研究科

外科病態学講座体性外科学分野

教授国分正一

小津浩司椿野巧庄司克吉

本実験では， JWウサギを用い，全身麻酔下に第5頚椎椎体前方より硬膜外腔に達する孔を穿ち，

直径 3mmの金属スクリューを挿入することで様々な程度に脊髄の片側を圧迫するモデ〉レを作製し

た.圧迫開始後 12時間から 72時間まで経時的に圧迫された脊髄を摘出し， TdT-mediated 

duiP-biotin nick end labeling(TUNEL法)染色標本を作製した圧迫開始後 36時間，圧迫率 55%

'"'-'70%の標本において，灰白質の神経細胞に necrosis，白質の glia細胞に多数の apoptosis陽性

細胞が認められた，第4、6頚椎椎体高位の脊髄神経細胞に apoptosis陽性細胞がみられた

Key Words: apoptosis; spinal cord; neuronal death; TUNEL 

緒言:I ntroduct i on 

1972年 Kerrにより提唱された apoptosisの概念は，いまや生物学から医学，さらに農学，水産

学を含めた生命科学の広い領域にわたって最も注目される研究分野となっている 1)2).Apoptosisと

は，発生過程や組織細胞の交イt期において役目を終えた細胞の“予定された死"で，細胞の特有な

形態学的変化と生化学的変化によって特徴づけられている.電子顕微鏡で観察すると， Apoptosis 

細胞では細胞表面の微繊毛が消失し，平滑になり，細胞が縮小する.核内ではクロマチンが凝縮し，

核が断片化する.そして細胞自体が断片化して apoptosisbodyが形成され，マクロファージなどの

食細胞や隣接する細胞によって食食除去される.生化学的な特徴としては 3)4)，形態学的変化に先

立って，細胞内 Ca++濃度の上昇や特定タンパク質のリン酸化， Caspaseファミリーの活性化と特定

タンパク質の限定分解が見られる.そして， apoptosisの顕著な特徴であるクロマチン DNAのヌク

レオソーム単位での断片化が起こる.

近年、脊髄の神経細胞の apoptosisが注目されている.宮内ら 5)はWisterRatを用い，重錘で2

分間胸髄を圧迫し，急性脊髄損傷後の神経細胞死に apoptosisが存在する可能性を示唆した.Katoh 

ら6)は，実験的急性脊髄損傷モデ、/レにおいての DNAの断片化を認め apoptosisの存在を明らかにし

た.Liu 7)らは重錘落下法を用いた急性脊髄損傷モデ、ルで、の神経細胞と glia細胞の apoptosisを調

べたしかし、慢性圧迫脊髄の apoptosisについての研究は少ない.その主な理由は，脊髄の慢性

圧迫実験モデ〉レの作製が難しいことにある.慢性圧迫実験モデ〉レとして，骨形成因子の投与 8) とス

クリューを用いた脊髄の漸増圧迫法9)等が報告されている.筆者はスクリューを用いた頚髄の慢性

圧迫モデ、ノレを作製し，脊髄神経の apoptosisについて TUNEL法で検討した.

対象と方法:Mater i a I s and Methods 

18匹の]wウサギ(生後 12'"'-'16週，体重 2.100'"'-'2. 700kg，オス)を用いた，ネンブタール(25'"'-'

30mg/kg)全身麻酔下に頚椎前方を展開し，第 5頚椎椎体正中右側に硬膜外腔に達する孔を穿ち，直

径 3mmの金属スクリューを挿入し， 3分間で脊柱管の前後径の 50%一80%を占めるまで、ゆっくり
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スクリューを進め，脊髄の片側圧迫モデノレを作製した. (Fig. 1， Fig. 2) 

手術の翌日に歩容を観察し，脊髄麻揮を記録した，手術後 12時間後， 24時間後， 36時間後48時

間後， 72時間後に，ネンブタール100mgを静注し，頚椎を摘出した.第5頚椎横断レントゲン像よ

り，圧迫率を脊柱管内スクリュー長/脊柱管前後径として計算した.第 4、5、6頚椎高位の脊髄組

織を 100%ホルマリン固定3日間，パラフィンに包埋し，511mのパラフイン切片を作製した.DNAの

断片化の検索はTdT-mediateddUTP-biotin nick end 1abeling(TUNEL法)10)に準じ， Apoptosis in 

situ detection kit (Wako， Japan) を用いた.切片を脱ノ4ラフィン、親水化処理し， Protein 

Digestion Enzymeで370C、5分間タンパク分解処理し， TdT反応、液 370C、45分間でDNA3'末端を

標識し， H202溶液で内因性 PODを不活性処理し， POD-Conjugated Antibodyを標識抗体反応し，室

温に5分間DABで発色させ，光学顕微鏡で観察し， digi ta1 cameraで記録した.

結果:Results 

1. 運動機能の評価

圧迫率は48%"""82%であった.圧迫率70%以上は明らかな(立位不可能)脊髄麻揮を生じた.

2. 組織学的検討

圧迫率 48%"'55%、圧迫 36時間以上の場合は，圧迫部位の脊髄自質で多数の apoptosis陽性の

glia細胞が認められた.神経細胞の apoptosisは観察されなかった.

圧迫率55%，....，70%、圧迫時間 36""48時間の場合は，圧迫部位の脊髄灰白質の神経細胞のnecrosis

が認められた(Fig.3).圧迫部位から頭側、尾側に 10mm離れた部位を(第4、6頚椎レベル)中心

に神経細胞の apoptosisが認、められた(Fig.4). 

圧迫率70%以上の場合は，神経細胞と glial細胞に necrosisが認められた。

考察:Discussion 

桐野11)は一過性全脳虚血モデ〉レで，海馬CAI錐体細胞に虚血2日後に細胞死が生じることを認め，

Di¥'D(delayed neuronal death)と名づけた.似鳥は電子顕微鏡，免疫帝国哉化学， TUNEL法やDNA1adder 

などで，DNDはapoptosisであることを報告した 12).宮内らはラットの胸髄を重錘で2分間圧迫し，

急性脊髄損傷モデ、ルを作製した.出染色と T聞EL法で観察した結果，損傷 12時間後から 72時間後

に損傷中心部より 12mm頭・尾側に離れた機械的圧迫が加わっていない部位に necrosisとは異な

る遅発性の神経細胞死を認めた.筆者らのウサギの頚髄をスクリューで、長時間に圧迫する慢性脊髄

圧迫モデルでは，圧迫 36時間から 48時間後，圧迫率 55%""70%の caseで，圧迫された頚髄の灰

白質の神経細胞に necrosisと白質の glia細胞に多数の apoptosis陽性細胞が認められた圧迫部

位より頭、尾側に 1椎体離れた部位の神経細胞に apoptosis陽性細胞がみられた.神経細胞の

apoptosisは，損傷から十数時間後にみられると報告されており，十数時間は神経細胞のGl-S-G2-M

期までの時間と考え， apoptosisはG1期に細胞死へと決定され， G2期に執行される 13)とする報告

がある.

Apoptosisの誘因としては1)death ligand とdeathreceptor の結合， 2)サイトカインの

欠乏， 3)ストレス応答があげられている.この数年の聞に精力的に進められた Apoptosisの分子

機構の研究によると， Apoptosisの誘因となる signalの多くは細胞膜上の deathreceptorを介し

て伝達される，例えば Fas(fatty acid synthase 脂肪酸合成酵素)ligandや TNF(tumornecrosis 

factor腫揚壊死因子)は細胞外領域に日シートを3つ折りにして丸めたようなコンパクトな共通の

death ligand構造をもち， death receptorとに結合する 14)，death receptorの細胞外領域はコン

パクトな球状 domainの繰り返し構造を持ち，細胞内には特徴的なアミノ酸配列のモチーフ death

domainを見出される.death ligandが deathreceptorに結合すると， SODD(silencer of death 
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domains)は速やかに deathreceporから解離し， F油Dと呼ばれる adapter分子が結合する.FADDの

N端の DED(death effector domain)はCaspase-8(cysteiny 1 aspartic acid-protease)と結合し DISC

が形成され， Caspase-8を切断されて活性化し， Caspase-8が下流 Caspase-3，6，7を活性化し，

Caspase-3がDFF(DNAfragmentation factor) 15)のDFF45を分解し，分解されたDFF45の断片がDFF40

から離れると， DFF40が DNasedomainが活性化され， DNAを分解し， Apoptosisを引き起こす.

Apoptosisの他の誘因として，紫外線(UV)，放射線、浸透圧、活性酸素、重力などによって，酸化

ストレスが生じると， ROS(reactive oxygen species)や RNS(reactivenitrogen species)が産生さ

れ， cytochrome c 16)がミトコンドリアから遊離し， Caspaseを活性し， apoptosisを引き起こす.

さらに， ap叩 tosis誘因として，サイトカイン欠乏による apoptosis誘導も明らかになった.神経成

長因子(NGF)など神経栄養因子はサイトカイン receptorと結合し， PI3-K(phosphatidylinosito1 

3-kinase)を活性化し，更に apoptosisに抑制的なBcl-2ファミリーメンバーを活性化し， apoptosis

が抑制される.このためサイトカインが欠乏にすると apoptosisが誘導される.本実験において観

察されたの神経細胞の apoptosisは脊髄外部からの物理作用ため，酸化ストレスが生じ，更に圧迫

による脊髄虚血のため，サイトカインの欠乏によって apoptosisを起こった可能性が考えられる.
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