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Abstract

Background　Among　spinal　cord珂uries，　secondary　injury　is　considered　to　be　a

”reversible”　process　and　seems　to　be　a　key　target　for　the　treatment　of　spinal　cord

injury．　Recently，　macrophage　migration　inhibitory　factor　（MIF）　has　been

reevaluated　as　being　one　of　the　most　important　cytokines　which　act　during　wound

healing，　proliferation　and　differentiation　of　cells．　However，　the　expression　of　MIF　in

the　spinal　cord　has　not　been　investigated　yet．

PurpOSe　The　purpose　of　this　paper　is　to　demonstrate　the　MIF　expression　in

normal　rat　spi　nal　cord　and　to　evaluate　the　kineti　cs　of　MIF　after　spinal　cord　inj　ury．

Materials　＆　Methods　Female　Wistar　（280－320　g）　rats　were　studied．　S　pinal

cord　inj　ury　was　made　by　the　clip　compression　method　at　the　level　of　C7／Thl　（56　g．

For　1　min．）．　The　expression　of　MIF　was　examined　by　immunohistochemistry　and

no曲ern　blot　analysis．　MIF　content　in　the　cerebrospinal　fluid（CSF）was　measured

by　enzyme－linked　i　mmunosorbent　as　say　s　（ELI　SA）．　Furthermore，　to　examine　the　MIF

function　on　neuronal　cell，　cell　proliferation　assay　（MTS　assay）　was　carried　out　using

PC　12，　pheochromocytoma　cell　line，　and　LN444，　glioblastoma　cell　line，　in　the

presence　of　anti－MIF　monoclonal　anti　body．

Results　MIF　stain　was　positive　in　normal　rat　spinal　cord　white　matter．　The

expression　of　MIF　decreased　between　1　hour　and　6　hours　after　inj　ury．　lt　was　found

to　hav　e　re－appeared　24　hours　after　inj　ury．　The　kinetics　of　MIF　mRNA　expression

showed　reverse－correlation　with　those　of　the　MIF　positive　stain．　MIF　content　in　CSF

was　found　to　be　elevated　soon　after　inj　ury．　MTS　assay　suggested　that　MIF　had　some

proliferative　function　on　neuronal　cells．

COnClusion　MIF　exists　in　the　rat　white　matter．　And　it’s　immediately　released

Mto　the　CSF　and　then　re－synthesized　24－hr　after　injury．　MIF　shows　a　cell

Proliferative　function　on　neuronal　cells．　These　results　suggest　that　MIF　plays　an
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important　role　for　secondary　spinal　cord　inj　ury．

Key　Words： MIF，　S　pinal　cord，　S　pinal　cord　inj　ury，

Inflammatory　response

Secondary　inj　ury，
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緒 言

　脊髄損傷の病態は，一次的損傷としての直接外力による非可逆的な神経細

胞及び神経伝導路の裂傷，挫滅，過伸展，血管損傷等と，二次的損傷として

の組織の損傷に伴うサイトカインネットワークの活性化，神経伝達物質の放

出，フリーラジカルの形成，カルシウムイオンのneuron内への流入，髄内血

流循環障害等とに分類される．現在，可逆的な二次的損傷における病態解明，

可逆的な損傷の進農抑制を目的として多くの実験的研究がなされている1’7）．

　二次的損傷のなかでも，炎症反応（inflammatory　response）が注目されてい

る8＞．その概要は，損傷部位に集積する細胞（macrophage，　neutrophil，

1ymphocyte等），　及び損傷部位の残存細胞（ependymal　ce11，　microglia，

astrocyte等）から放出される種々のサイトカインによる一連の反応である8）．

炎症反応の脊髄損傷に及ぼす影響として，マクロファージによる損傷変性物

の除去等，生体防御の為のプラスの作用がある一方で，TNF一αなどの炎症性

サイトカインの放出，活性酸素，eicosanoidによる組織損傷の増悪等のマイ

ナスの作用があり，損傷の修復にとって功罪両面の作用を合わせ持っている

と考えられ，薬物治療の降等からもその本態の解明は必須である．

MIF（macrophage　migration　inhibitory　factor）はリンパ球，及びマクロファ

ージから放出される炎症性サイトカインとして古くから知られており，文字

通りマクロファージを炎症部位に集める免疫機能を有すると考えられてきた

9－11）

D最近，MIFがリンパ球のみならず，脳12’14），心臓14），腎臓14），角膜・5），皮

膚上皮16），子宮，卵巣17）骨芽細胞など広範囲の組織において発現する事が示

されている．また，胎生早期のchickenの眼球レンズにおいてもMIFの発現が

認められ，MIFの細胞分化，増殖との関連が示唆されている18）．　MIFの機能に
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ついては，glucocorticoidの刺激によりMIFが誘導されることから，　MIFが組

織損傷修復や，生体のhomeostasisの維持に関与することが示されている19）．

このことは，現在の脊髄損傷における薬物治療の主体がステロイドであるこ

とを考えあわせると非常に興味深い2021）．また，MIF刺激によりTNF一αが誘

導される現象も示されており22），MIFが炎症性TNF一α，IL－1等のいわゆる

alarm　cytokine23）などの発現を誘導することが示唆されている．一方，下垂体

より放出されるMIFがエンドトキシンショックの増悪因子であるという結果

も示され24’26），MIFが炎症反応において極めて重要な役割を果たしていること

が示唆される．しかしながら，脊髄におけるMIFの存在は，未だ証明されて

いない．

本研究では，ラット脊髄におけるMIFの発現並びに実験脊髄損傷における

動態について検討した．また，in　vitroで培養細胞を用いることにより，　MIF

の神経系細胞に及ぼす機能を併せて検：討した．

方 法

1．対象及び脊髄損傷モデルの作成

体重300±209の雌のWistar　ratを用いた．5％isoflurane導入麻酔後，

stereoラット固定装置を用いて，　ratを腹臥位に固定し，2％isofluraneにて持

続吸入麻酔を施行した．保温マットを敷き，直腸温モニタリングにて体温を

37±0．5℃に維持した．後正中切開にて第6頚椎より第2胸椎に至る椎弓を

：露出し，顕微鏡下に第7頚椎（C7），第1胸椎（Th1）の椎弓を切除した．横突起

除去後，剥離子を用いて腹側硬膜外腔を確保し，C7／Th1レベルにmodified

aneurysmal　clip27）を挿入し，急速に閉じることにより，硬膜外hit＆　comp一
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ression　injuryを作成した．　clip圧は569，　clip時間は1分間とした．均一な損

傷を作成するために，clipのblade内面にマーキングを施し，挿入深度を一定

に保つようにした．脊髄損傷後，急性期における検討を加えるために，椎弓

切除，硬膜外結合組織剥離のみのcontro1群，損傷後1時間，3時間，6時間，

24時間（ノーザン分析は12時間後を追加）を設定した．（本実験プロトコール

は北海道大学医学部の動物実験規約に沿ったものである．）

2．免疫組織染色

　Isoflurane吸入深麻酔下に，開胸した後に右心耳を切開し，左心室より

100m1の生理食塩水二流後，4％パラホルムアルデヒド・0．25Mリン酸緩衝液

（pH7．4）を体重量灌流した．脊髄を採取し，同灌流固定液で4℃，14～16時間，

後固定した．30％庶糖／PBS溶液で洗浄後，　OCT　compound中に包埋し，液体

窒素で凍結させた．10μmの切片をPLL（poly－Llysine）コートしたスライド

グラスに載せ，室温で風乾した．5％正常ヤギ血清／PBS溶液で1時間ブロッ

キングの後，ウサギ抗ラットMIF抗体（500倍希釈）と4℃で14～16時間反

応させた．PBSで3回洗浄後．　FITC標識ヤギ抗ウサギlgG二次抗体と室温遮

光下で！時間反応させ，封入した．免疫組織学的検討には共焦点レーザー顕

微鏡（BioRad，　MRC－1024）を用いた．
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3．ノーザン分析

　損傷部位を中心とする1cmの脊髄（約100mg）《contro1は同じ部位を採取》

にISOGEN（ニッポンジーン）を加え，ホモジネイションした後に、添付のプ

ロトコールに沿い総RNAを抽出した．　TE（10mM　Tris－HC1，1mM　EDTA）に

溶解後，分光光度計（DU7500，　BECKMAN）を用いてRNA濃度を算出した。

　各グループの総RNA（15μ9）を1％agarose／formaldehyde　gelを用いて電

気泳動した後に，ナイロンメンブランフィルター（NYTRAN，　Schleider＆

Schne11）にtransferした．　Hybridization液（62．5％foramide，0．94M　NaC1，1．25

0／o　SDS　（sodium　dodecyl　sulfate），　25mM　Tris－HCI　（pH　7．5）　3mM　EDTA

（etylenediamine　tetraacetic　acid＞，0．625　x　Denhardt’s　solution）で42℃4時間

prehybridizationを行った．続いて，　Random　Primer　DNA　Labeling　Kit

（TaKaRa）を用いて作製した1　a　一32P］dCTP標識MIF　cDNA　probe，10％dextran

sulfate，サケ精子DNAを加えたhybridization液中で，42℃　24時間反応させた．

2xSSC（standard　saline　citrate）で室温5分間2回，さらに0．1％SDSを含む

0．2xSSC溶液で65℃，15分2回の洗浄後，2xSSCで室温20分間洗浄し，オ

ートラジオグラフィーを行った．

4．脳脊髄液中のMIF濃度測定

脊髄損傷後の脳脊髄液中のMIF濃度の変動を検討する目的で，富樫ら28・29）に

よる方法を用いて脳脊髄液を採取してMIF濃度を測定した．　Isoflurane吸入麻

酔下に環椎後頭膜正中に小切開を加えて，先端を拡げた長さ25mmのポリエ

チレンチューブ（SP45，0．D．；0．96mm，夏目製作所）をくも膜下腔に挿入，

7
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周囲筋群と固定し，24時間経過観察し，麻酔，手術侵襲の影響を取り除いた

上で実験に使用した．予め設定した時間に2％isoflurane吸入麻酔下に側臥位

で脳脊髄液を採取した．1回の採取量は50μ1とした．凍結保存した脳脊髄

液中のMIF濃度をELISA（enzyme－1inked　immunosorbent　assay）法を用いて測

定した．更に，MIFとの関連で注目されているTNF一αの脳脊髄液中の濃度を

同時に測定した．

5．細胞増殖試験

MIFの神経細胞に及ぼす機能を，　in　vitroで検討した．神経細胞のモデルと

して広く用いられているPC12細胞（褐色細胞腫），及び膠芽腫（91ioblastoma）

の培養細胞であるLN444を用いた．まず，ウエスタン分析にてPC12及び

LN444培養細胞にMIFが存在することを確認した．次に，培養細胞中に，2

種の抗MIFモノクローナル抗体である2SC，9回忌（LN444培養細胞に対しては

2SCのみ）を添加し，　MTS試験を用いて細胞増殖に及ぼす抗MIFモノクロー

ナル抗体の影響を調べた．測定キットにはCell　Titer　96TM　AQueous　Assay

（Promega）を使用した．

結 果

1．免疫組織染色

　はじめに，非特異的lgGを反応させ，後のFITC標識部位が非特異的染色

（non－specific　stain）ではないことを確認した．（Fig．1）
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正常contro1の白質表層近傍において，　FITC標識のMIFの存在が認められた

（Fig．2－a，b，c）．一方，灰白質では明らかなMIFの存在は認められなかった

（Fig．2－d，e）．

脊髄損傷を加えた後の経時的変化をみると，前索，後索において損傷後1，

3，6時間で，非損傷部に白質表層に認められたMIFの著明な減少がみられ

た（Fig．3－b，c，d，4b，c，d）．

損傷後24時間では，contro1とは形態を異にするが，再びMIFの発現が白質に

おいて認められた（Fig．3－e，4－e）．

以上の変化は白質の前索，後索において顕著であり，側索においてはその変

化の程度が軽度であった．（Fig．5）

灰白質では，損傷を加えた後もMIFの発現は認められなかった。（Fig．6）

2．ノーザン分析

正常contro1においてMIFmRNAの発現が認められた．脊髄損傷後1時間，3時

間，6時間の超急性期において正常contro1と比較してMIFmRNAの発現の増加

が認められたが，12時間後，24時間後では非損傷時の発現レベルまで減少

する傾向がみられた．（Fig．7）

3．脳脊髄液中のMIF濃度

Contro1群に比較して，損傷後！時間後で有意なMIF濃度の上昇が認められ

た・その後もcontro1群に比較すると上昇する傾向が認められた．（Fig．8）

N方，脳脊髄液中のTNF一αの濃度は損傷後3時間で上昇し，6時間で一旦減

少し，24時間後に再び著明な上昇を示した．（Fig．9）

9
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4．細胞増殖試験

　まずウエスタン分析を用いてPC　12，及びLN444培養細胞にMIFの存在が確

認された．（Fig．10，11）

引き続き行われた細胞増殖試験ではcontrol　IgMを投与した群を100％とす

ると，9HC，2SCの抗MIFモノクロV・…dLナル抗体を投与した群では，　PC12及び

LN444培養細胞何れにおいても抗体の濃度依存性に細胞増殖が抑制された．

（Fig．12．13）

考 察

脊髄損傷急性期において二次的損傷の進展抑制は臨床上の大きな課題とな

っている1’5）．二次的損傷の一つである炎症反応（inflammatory　process）と総称

される反応には，多くの液性因子（サイトカイン，成長因子等）が関与する

ことが報告されている8）．

MIFは，最近，　Tリンパ球のみならず脳，心臓，腎臓，角膜等広範に存在

することが知られてきている12－17）．また，その機能においては，細胞増殖，

分化，損傷修復などに関与することが報告されている18）．

本実験で，免疫組織染色，ノーザン分析の結果から，正常脊髄における

MIF蛋白質の存在と，　MIFmRNAの発現が示された．免疫組織染色では，正

常脊髄の白質表層に多く存在し，灰白質には殆ど存在しないという結果が得

られた．脊髄損傷後，1，3，6時間後に白質にみられたMIF染色が著明に減弱

し，24時間後に形態が膨化して変化しているものの，再びその出現が認めら

れた．損傷後のMIFの発現部位として白質の内，前索，後索で著明で，側索

でその変化の程度が軽いのはclip　injuryにおける損傷の特異性（脊髄の前後

　　　　　　　　　　　　　　　　10
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を挟みつける損傷）を反映しているものと考えられた．何れにせよ，脊髄損

傷急性期で得られたMIF動態の結果は，松田ら30）によるラット角膜穿通損傷

モデルにおいて，正常角膜基底上皮細胞に認められたMIFが損傷後3時間で

減弱し，6時問で再び発現を認めた結果とほぼ一致する．ノーザン分析で認

められた損傷後1，3，6時間でのMIFmRNAの発現の増加は，刺激（侵襲）に

よって細胞外にMIFが放出された為，細胞内でのMIFの再合成が促進された

ものと考えられる．Bernhagenら24）は，　LPS　（lipopolysaccharide）刺激：による

培養下垂体細胞中のMIFの免疫組織学色の減弱とMIFmRNAの発現の増加を

確認している．以上のことから，MIFは，無刺激の状態では細胞内に貯蔵さ

れているが，物理的侵襲やエンドトキシン刺激等により細胞外へ放出され，

再合成される動態をとるものと考えられる．

放出されたMIFの作用の場として，脳脊髄液に着目し，経時的に脳脊髄液

中のMIF濃度を測定したところ，損傷後1時間で明らかに上昇し，その後も

持続して高値の傾向を示した．Nishiboriら13）は，ウシの脳室上衣細胞にMIF

の発現を報告しており，脳脊髄液を介しての侵襲に対するMIFの役割を示唆

し，MIFが脳脊髄液中に放出されるのか否かが，　MIF機能解明の上で重要で

あると考察している．MIFが局所病変にとどまらず視床下部一下垂体系レベル

で機能し，homeostasisの維持にホルモンとして機能する可能性が示唆されて

いる19）ことを考えあわせると，本実験での脳脊髄液中のMIF濃度の損傷後早

期の上昇は，局所損傷により白質表層に存在していたMIFが損傷軟膜を介し

て脳脊髄液中に放出されたことに加えて，更に全身への強い侵襲に対する反

応としての視床下部一下垂体系を含む中枢神経系におけるMIFの放出を反映し

た結果と考えられる．　Endotoxin　shockにおいて，少量のLP　S刺激で誘導さ

れたMIFがTNF一α，1レ1等他の炎症性サイトカインを刺激し炎症反応を進展

させること，さらに抗MIF抗体投与により生存率の改善が得られることが報

告されている25）．このことは，炎症性サイトカインネットワークにおいて
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MIFがTNF一α，　IL－1の上位に位置し，炎症を惹起するproinflammatory　factor

として働く可能性を示唆している．また，Calandraら19）はglucocorticoid投与

時に，glucocorticoidの抗炎症作用によってTNF一α，　IL－1等の産生が抑制され

た状態で，MIFの産生が促進されることを報告している．彼らはこの現象を

MIFがglucocorticoidの過剰な抗炎症作用を制御することにより，炎症反応を

調節していると考察している19）．ステロイドによる治療で，至適濃度を超え

た大量投与では損傷回復効果がむしろ減弱することが報告されている3・31・32）．

この現象は高濃度のステロイドで刺激されたMIFが炎症反応を惹起し，　MIF

がステロイドの抗炎症作用に拮抗することが関与するのではないかと推察さ

れる．脊髄損傷に対する薬物治療の実験では，Guthらは，　cytokineの分泌を

増強するLPS，　cyclooxygenase　inhibitorであるindomethacin，及び内因性ステ

ロイドの起源であり抗炎症作用を有するpregnenoloneの3剤併用でラット脊髄

損傷後の回復の促進が認められ，組織学的にも損傷が軽度であったと報告し

ている8’33）．この併用療法の薬理作用にはLPS，　glucocorticoid刺激により誘導

されるMIFが深く関与していると考えられる．

　また，MIFの神経細胞に及ぼす機能を検：討する上で行ったMTS試験で，抗

MIFモノクローナル抗体投与により細胞増殖が濃度依存性に抑制されること

から，MIFは神経細胞増殖因子としての機能を有すると考えられる．最近，

anti－senseを導入した細胞の増殖が抑制されることを確認している　（投稿準備

中）．このことは，MIFが組織損傷後の修復に細胞増殖因子として関与する

可能性を強く示唆している．

MIFの臨床応用という観点からみると，今後は抗MIF抗体の投与等によっ

て，過度な炎症反応を抑制し，且つMIFの細胞修復，細胞増殖の機能を促進

する生体内，及び局所のMIFの至適濃度を調節，維持することにより，特に

二次的損傷の進展抑制の面から脊髄損傷の治療に大きく貢献するものと考え
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られる．

結 語

1．ラット脊髄白質におけるMIF（macrophage　migration　inhibitory　factor）

　の発現の証明，並びに脊髄損傷後のMIFの動態について検討した．

2．正常脊髄白質表層においてMIF蛋白の発現を認めた．

3．MIFは脊髄損傷後，早期に細胞外に放出され，損傷；24時間後に再び合成

　されるという動態を示した．

4，MIFは神経系細胞に対して増殖に関与することが示唆された．

5．MIFは脊髄損傷，特に二次的損傷において極めて重要な役割を果たすと考

　えられた．
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a

b

Fig．1　lmmunohistochemistry．　schema　shows　the　investigated　region．（black　frame）

　　　　　a：posterior　funiculus　b：anterior　funiculus　（x　400）　Nonspecific　I　gG

　　　　　　　reaction　showed　no　positive　staining．　S　o　nonspecific　stain　can　be　i　gnored
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　　　　　　the　investigated　region　（bl　ack　frame）．　a　，　posterior　funiculus；　b　，　anterior

　　　　　funiculus；c，lateral　funiculus；　d，anterior　column；e，　marginal　zone　（x　400）
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Fig．3
Immunohi　stochemi　stry　of　MIF．　At　the　area　of　posterior　funiculus　（schema

black　frame），　the　kinetics　of　MIF　stain　after　spinal　cord　i　nj　ury　were

demonstrated．　a　，　Control　（Non－traumatized）；　b　，　1　hr　after　spinal　cord

Mjury．　（SCI）　；c，3　hr　after　SCI；　d，6　hr　after　SCI；　e，24　hr　after　SCI　（x400）
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Fig．4
Immunohistochemistry　of　MIF．　At　the　area　of　anterior　funiculus　（schema，

black　frame），　the　kinetics　of　MIF　stain　after　spinal　cord　i　nj　ury　were

demonstrated．　a　，　Control　（Non－traumatized）；　b　，　1　hr　after　spinal　cord　inj　ury

　　（SCI）　；c，3　hr　after　S　CI；　d，6　hr　after　S　CI；　e，24　hr　after　S　CI　（x　400）
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Fig．5 Immunohi　stochemistry　of　MI　F．　At　the　area　of　lateral　funiculus　（schema，

black　frame），　the　kinetics　of　MIF　stain　after　spinal　cord　inj　ury　were

demonstrated．　a　，　Control　（Non－traumatized）；　b　，　1　hr　after　spinal　cord

inj　ury　（SCI）；c，3　hr　after　S　CI；　d，6　hr　after　S　CI；e，24　hr　after　S　CI　（x　400）
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Fig．6 Immunohi　stochemistry　of　MIF．　At　the　area　of　marginal　zone　（shema，　black

frame），　the　kinetics　of　MIF　stain　after　spinal　cord　inj　ury　were　demonstrated．

a，Control　（Non－traumatized）；　b，1　hr　after　spinal　cord　inj　ury　（SCI）；

c，3　hr　after　S　CI；　d，6　hr　after　S　CI；　e，24　hr　after　S　CI　（x　400）
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Fige7　Expression　of　MIFmRNA　on　rat　spinal　cord　injury　by　northem　blot　analysis．

　　　　　Total　RNA　was　extracted　from　rat　spinal　cord，　and　radiolabeled．　The　left　l　ane

　　　　　　showed　that　of　control　（non－traumati　zed）
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Fig．8　MIF　content　in　cerebrospinal　fluid　after　spinal　cord　injury　by　ELISA・
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Fig．9　TNF－alpha　content　in　cerebrospinal　fluid　after　spinal　cord　injury　by　ELISA．
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Fig．10　Westem　blot　analysis　of　PC12　（pheochromocytoma）　cultured　cell　for　MIF．

　　　　　The　cell　sample　was　cultured　and　collected，　electrophoresed，　transferred　to　a

　　　　　nitrocellulose　membrane　and　visualised　using　Konica　immunostaining　HRP－

　　　　　　1000．　Lane　1，　pre－stained　molecular　marker　；　2，　PC　12　cells　；　3，　recombinant

　　　　　human　MIF．
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Figell　Western　blot　analysis　of　LN444　（glioblastoma）　cultured　cell　for　MIF．　The

　　　　　　cell　sample　was　cul　tured　and　collected，　electrophoresed，　transferred　to　a

　　　　　　nitrocellulose　membrane　and　visualised　using　Konica　immunostaining

　　　　　　HRP－1000．　Lane　1，　pre－stai　ned　molecular　marker　；　2，　LN444　cells　；　3，

　　　　　recombinant　human　MIF．
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Fige　12　Effect　of　anti－MIF　monoclonal　antibody　on　cell　growth　of　PC　12　by　MTS

　　　　　　assay．　Vertical　axis　showed　the　rate　of　cell　growth　when　control　lgM－

　　　　　　inj　ected　cell　growth　was　set　up　l　OO％．

　　　　　　騒題騒M，　control　l　gM　inj　ected　into　PC　12　culture　cel　l；

　　　　　　謬　anti－MIF　monoclonal　antibody，9HC　inj　ected　into　PC　12　culture

　　　　　　Cell；．××XXWXXXXX＞ISSi，anti－MIF　monoclonal　antibody，2SC　i　nj　ected　i　nto　PC　12

　　　　　　culture　cell

　　　　　　　Horizontal　axis　showed　the　content　of　anti－MIF　monoclonal　anti　body．

　　　　　　1／1000，　O．005　ng／ml，　；　1／100，　O．05　ng／ml，　；　1／10，　O．5　ng／m1
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Fige　13　Effect　of　anti－MI　F　monoclonal　antibody　on　cell　growth　of　LN444　by　rvfl’S

　　　　　　assay．　Vertical　axis　showed　the　rate　of　ce11　growth　when　control　l　gM－

　　　　　　inj　ected　cell　growth　was　set　up　l　OO％．

　　　　　　一，control　IgM；睡iiiiiiiiiiiiiiiiiiii，anti－MIF　monoclonal　antibody　2SC

　　　　　　inj　ected　into　LN444　culture　cell．　Horizontall　axis　showed　the　content　of　anti－

　　　　　　MIF　monoclonal

　　　　　　anti　body，　1／16，6．25　pt　g／ml，；1／8，12．5　pt　g／ml，；1／4，25　pt　gtmi
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