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要旨 

 

【背景と目的】 

物理的原因による脊髄障害には、外傷による脊髄損傷と、慢性的圧迫による圧迫性

脊髄症がある。どちらも、本質的な治療方法はいまだ確立されていない。 

急性脊髄損傷の場合、機械的損傷である一次損傷に引き続いて、生物学的反応であ

る二次損傷が起こり、脊髄の障害範囲が拡大する。この二次損傷には、血液脊髄関門

（BSCB）の破綻が関与しており、BSCBの破綻を防げば、二次損傷は軽減することが

知られているが、未だBSCBの破綻を防ぐ臨床的手段は確立されていない。我々は先

行研究において、培養脳血管内皮細胞を使用したBSCB保護薬剤のスクリーニング方

法を確立した。この方法で、既存薬 3,200 薬をスクリーニングした結果、最も高い脳

血管内皮細胞保護効果を示す薬剤として、次硝酸ビスマス （Bismuth Subnitrate: BS）

が同定された。そこで、本研究では、BSは脊髄損傷後のBSCB保護効果と神経組織保

護効果を持つという仮説を設定した。 

圧迫性脊髄症も脊髄損傷と同様に、BSCBの破綻が病態に関与するため、BSによる

BSCBの保護が病態改善に有効な可能性がある。近年、圧迫性脊髄症のモデルとして、

生体内で膨張する人工材料をげっ歯類の脊柱管内に留置する方法が使用されているが、

人工材料の膨張速度が速いこと、げっ歯類の脊柱管径、脊髄径の成長曲線が不明で、

挿入すべき週齢が不明であることから、再現性や実用性に欠ける問題点があった。そ

こで、本研究では、ラットの脊柱管径、脊髄径の成長曲線を明らかにすることとした。 

以上より、本研究の具体的目的は以下の４つとした。1）Lewis ラットの脊柱管径、

脊髄径の成長曲線を明らかにすること、2）BSがBSCB保護効果を持つか明らかにす

ること、3）BSが脊髄損傷に対する治療効果を持つか明らかにすること、4）BSの薬

理機序を解明すること。 

【方法】 

1) 4～40週齢のLewisラットに脊髄造影CTを撮影した。第五頸椎（C5）と第八

胸椎（T8）高位の冠状断CT画像にて、脊柱管径、脊髄径を計測し、Space available for 

the spinal cord（SAC）を算出した。 

2) 4、8、24週齢のLewisラットの雌を灌流固定し、C5頸椎の冠状断切片に脱灰

組織染色を行った。 

3) BSの脳血管内皮細胞保護効果の濃度依存性を確認するため、脳血管内皮細胞

（hCMEC/D3）をBS（0～500 µM）で刺激後、過酸化水素（H2O2）負荷を与え、最終

的な細胞活性を定量した。 

4) ラット初代脳血管内皮細胞、ペリサイト、アストロサイトで構成する、in vitro 
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BSCB 模擬モデルに、無酸素無糖（OGD）負荷後、BS を添加し、経内皮的電気抵抗

（TEER）および sodium fluorescein（Na-F）透過性を定量した。 

5) C57/BL6 マウスを用いて、BS または control を前日に投与してから外傷性脳

損傷を作成し、24時間後の損傷部周囲の IgG漏出面積を組織学的に定量した。 

6) C57/BL6マウスを用いて、BSまたは controlを前日に投与してから、C5頚髄

部分切断損傷を作成し、24時間後の IgG漏出面積を組織学的に定量した。 

7) LewisラットのC5頚髄に圧挫損傷を作成直後にBSまたは controlを腹腔内投

与し、2週後に灌流固定し、脊髄の損傷面積と IgG漏出面積を組織学的に定量した。 

8) LewisラットのC5頚髄に圧挫損傷を作成直後にBSまたは controlを腹腔内投

与し、4週後、8週後にElectric von Frey試験とトレッドミル歩行解析試験を行った。

損傷 8週後に灌流固定し、脊髄の空洞面積とグリア瘢痕面積を定量した。 

9) hCMEC/D3にBSまたは controlを投与し、24時間後のRNAシーケンス解析

を行った。 

10) RNA シーケンスで、BS による薬理機序候補因子を特定後、その候補因子の

発現量を、hCMEC/D3とラット損傷脊髄で、酵素リサイクリング法を用いて定量した。 

11) 特定した候補因子の阻害薬剤を hCMEC/D3 に投与し、BS の細胞保護効果が

減弱するか検討した。 

【結果】 

1) ラットの脊柱管径は 12～20週齢まで、脊髄径は 20～24週齢まで拡大してい

た。圧迫性脊髄症に最も重要な縦径の SACは 8週齢以降で変動がなかった。 

2) C5頚椎の脱灰組織評価では、椎体と椎弓の一次骨化核は 4週齢で既に消失し

ていた。椎弓表面の骨膜は 4週齢で最も肥厚していたが、徐々に菲薄化し、24週齢で

はほぼ消失していた。 

3) BSは hCMEC/D3のH2O2負荷に対して、0.25 µM以上で、濃度依存性の細胞

保護効果を示した。 

4) BSは in vitro BSCB模擬モデルのOGD負荷に対し、TEERを高値に、Na-F透

過性を低値に保ち、BSCB機能を保護した。 

5) BS は外傷性脳損傷モデルにおいて、損傷後 24 時間の組織評価で高分子タン

パクである IgGの漏出を抑制し、BBB機能を保護した。 

6) BS は脊髄部分切断モデルにおいて、損傷後 24 時間の組織評価で高分子タン

パクである IgGの漏出を抑制し、BSCB機能を保護した。 

7) BSは脊髄圧挫モデルにおいて、損傷後 2週の組織評価で、損傷面積を縮小さ

せ、高分子タンパクである IgGの漏出を抑制し、BSCB保護効果と二次損傷抑制効果

を示した。 
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8) BSは脊髄圧挫モデルにおいて、損傷後 8週の組織評価で、空洞面積とグリア

瘢痕面積を縮小させた。また、損傷後 4 週、8 週の、感覚機能、歩行機能を改善させ

た。 

9) RNAシーケンス解析で、KEGG pathway enrichment analysisを行ったところ、

細胞保護作用に深く関与している pathwayとして、Glutathione metabolism pathwayを同

定した。 

10) BS 投与後の細胞内 glutathione 濃度と、C5 脊髄圧挫後 72 時間の脊髄中の

glutathione 濃度を定量したところ、control と比較して有意に glutathione 濃度の上昇を

みとめた。 

11) Glutathione産生酵素阻害薬であるL-Buthionine-sulfoximine （L-BSO）とBSを

hCMEC/D3に投与したところ、細胞保護効果が濃度依存的に減弱した。L-BSO自体に

は細胞障害作用を認めなかった。 

【考察】 

 本研究では、まず、圧迫性脊髄症の動物モデルを作成するための礎となる、ラッ

トの脊柱管径、脊髄径の詳細を明らかにした。ヒトとラットの脊椎、脊髄発達完了時

期は全く異なっており、脊髄脊椎疾患の動物モデルに頻用される 8～12週齢のラット

の脊柱管や脊髄は、サイズの増大という点で、未だ発達過程にあると考えられ、これ

らのラット脊椎脊髄は、必ずしも成人の脊椎脊髄を模擬していないことが判明した。

また、ラットの脊柱管の拡大機序には、軟骨内骨化ではなく、膜性骨化が関与し、脊

髄の拡大機序には、神経前駆細胞からの分化を介した、神経細胞数、グリア細胞数の

増加をその一因として想定している。圧迫性脊髄症モデルをラットで作成する場合の

至適週齢は、少なくとも縦径の SACが平衡に達する 8週齢以降で、理想的には脊髄の

増大が終了する 24週齢以降が望ましいと考える。 

また本研究により、BSはヒト脳血管内皮細胞の細胞保護効果、in vitro BSCBモデル

の保護効果、脊髄損傷後BSCB保護効果、神経組織保護効果、機能回復効果を持つこ

とが明らかになった。そして BS の脳血管内皮細胞の細胞保護効果は、細胞内

glutathione濃度上昇を介していた。つまり、BSを脊髄損傷後早期に投与すると、脊髄

血管内皮細胞内の glutathione濃度が上昇し、血管内皮細胞が構成するBSCB機能が維

持された結果、二次損傷が抑制され、最終的な損傷範囲が縮小し、機能回復促進につ

ながったと考える。BSは併用不能な薬剤や使用禁忌疾患がなく、外傷直後や周術期に

使用しても問題ないなど、安全性への懸念が乏しい。また、既存薬であるため、新薬

と比較して、早期の臨床応用が可能な利点に優れる。以上より、BSの優れた機能改善

効果、安全性、既存薬としての利点を踏まえると、BSは急性期脊髄損傷に対するBSCB

保護薬、神経保護薬となる可能性を持つ。また、脊髄損傷以外のBSCB破綻を呈する
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疾患に対しても有効である可能性があり、本薬剤の開発は臨床的意義が高いと考える。 

【結論】 

ラットの脊柱管径、脊髄径、SACの経時的推移を明らかにした。ラットの脊柱管

径は 12～20週齢、脊髄径は 20～24週齢まで拡大し続けるが、縦径の SACは 8週齢

で平衡に達した。圧迫性脊髄症モデルを作成する場合、最低でも 8週齢以降、理想的

には 24週齢以降のラットを使用するのが望ましい。また、BSの脳血管内皮細胞保護

作用、in vitro BSCB保護作用、脊髄損傷後BSCB保護作用、神経組織保護作用、機

能回復促進効果を明らかにした。その薬理機序は、細胞内 glutathione濃度上昇による

ことが明らかとなった。BSは脊髄障害に対する神経保護薬、BSCB保護薬となる可

能性を持つ。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

ANOVA Analysis of variance 

BBB Blood-brain barrier 

BS Bismuth Subnitrate 

BSCB Blood-spinal cord barrier  

EB Evans blue 

EBM Endothelial cell growth medium 

FC Fold change 

H2O2 Hydrogen peroxide 

HE Hematoxylin-Eosin 

L-BSO L-Buthionine-sulfoximine 

Na-F Sodium fluorescein 

NS No statistical difference 

OGD Oxygen-glucose deprivation 

PFA Paraformaldehyde 

RBEC Rat brain endothelial cells 

Reox Reoxygenation 

ROS Reactive oxygen species 

SAC Space available for the spinal cord 

SD Standard deviation 

TEER Transendothelial electrical resistance 

TJ Tight junction 
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緒言 

 

高齢化社会の到来と共に、脊髄障害に罹患する患者数が増えている。物理的原因

による脊髄障害には、外傷による急性圧迫によって生じる脊髄損傷と、慢性的圧迫に

よって生じる圧迫性脊髄症がある。どちらも、損傷高位以下の麻痺を生じ、ADLを

著しく損なうが、本質的な治療方法はいまだ確立されていない。 

急性脊髄損傷の場合、機械的損傷である一次損傷に引き続いて、生物学的反応で

ある二次損傷が起こり、脊髄の障害範囲がより拡大する。この二次損傷には、血液脊

髄関門 （Blood-Spinal Cord Barrier：BSCB）の破綻が関与している。BSCBは血管壁

を形成する血管内皮細胞、BSCBの機能制御や維持を行う周皮細胞（ペリサイト）、

血管周囲を被覆するアストロサイトから構成され（Abbott et al., 2010, Daneman and 

Prat, 2015; Saunders et al., 2014; Sifat et al., 2017; Sweeney et al., 2016; Wong et al., 2013）、

脊髄実質と血管内を隔て、イオンや分子、タンパク、細胞などの移動を制御しなが

ら、細胞障害性物質、細胞の神経実質内への流入を防ぎ、脊髄の恒常性を維持してい

る （Abbott et al., 2010; Bartanusz et al., 2011）。このBSCBの破綻を防ぐことによっ

て、二次損傷を軽減させることが可能であり、脊髄損傷患者の予後の改善が期待でき

る。しかし、BSCBの破綻を防ぐ手段は未だ確立されておらず、脊髄血管内皮細胞保

護薬に関する研究も、大きな進展に乏しかった（Bartanusz et al., 2011; Cohen et al., 

2009; Rosenberg, 2012; Shlosberg et al., 2010; Sorby-Adams et al., 2017）。我々は、BSCB

の主たる構成細胞である血管内皮細胞を用いたHigh-throughput screening assayを開発

し、この assayによって選別した薬剤が、マウス脊髄損傷後のBSCB機能保護を介し

て、神経組織を保護し、機能回復を促進することを確認した（Suzuki et al., 2022）。

そして、既存薬 3,200種の薬剤を同様の assayでスクリーニングした結果、次硝酸ビ

スマス （Bismuth Subnitrate: BS）が、最も高い血管内皮細胞保護効果を示すことを同

定した。以上より、脊髄損傷後のBS投与は、高いBSCB保護効果と、神経組織保護

効果、機能回復促進効果を持つという仮説を着想した。 

圧迫性脊髄症は、高齢者の主要な脊椎変性疾患の 1つであり、年々罹患者が増加

し、その薬物治療の確立が求められている。圧迫性脊髄症の病態は、静的圧迫、動的

圧迫、虚血などの複合的な要因の関与が推測されているものの、その詳細は未だ不明

なままである（Iyer et al., 2016; Vilaça et al., 2016）が、脊髄損傷の二次損傷と同様に、

BSCBの破綻が病態形成に関与する報告があり（Blume et al., 2020）、BSによる

BSCBの保護が、その病態改善に有効である可能性がある。近年、圧迫性脊髄症の病

態解明、治療法模索のため、げっ歯類を用いた動物モデルの積極的な開発が行われて

いる。これらの方法は、慢性的に圧迫される脊髄を模擬するために、体内に膨張性材
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料や金属のネジを脊柱管内へ挿入して、段階的に脊髄を圧迫するものであるが、いず

れも、圧迫の作成速度が速いという問題点があった（Klironomos et al., 2011; 

Karadimas et al., 2013; Long et al., 2013; Kim et al., 2004; Kurokawa et al., 2011; Ijima et al., 

2017; Sun et al., 2017）。また、いずれの研究も慣習的に 8～12週齢のげっ歯類を用い

ているが、げっ歯類の脊柱管径、脊髄径の成長曲線が不明で、挿入すべき週齢が不明

であり、再現性や実用性に欠ける問題点もあった。そこで我々は、圧迫性脊髄症モデ

ル開発のために、まず、げっ歯類の脊柱管径、脊髄径の詳細を明らかにすることとし

た。 

以上より、本研究は、以下の 4つの具体的目的の実施を設定した。 

目的 1 Lewisラットの脊柱管径、脊髄径の成長曲線と、圧迫性脊髄症モデル作成

に至適な週齢の確定 

目的 2 BSのBSCB保護効果の確認 

目的 3 BSの損傷脊髄に対する治療効果検討 

目的 4 BSの薬理機序解明 

 

一連の研究によって、Lewis ラットの脊柱管径、脊髄径の詳細が同定され、圧迫性

脊髄症モデルにおいては、最低でも 8週齢以降、理想的には 24週齢以降のラットを使

用すべきという知見が得られた。この事実は、今後の圧迫性脊髄症モデルの開発の礎

となる可能性が高い。また、BSは in vitro BSCB保護効果を有し、脊髄損傷モデルに

おいても BSCB 保護効果、神経組織保護効果を示した。さらに、その薬理機序は

Glutathioneの上昇による可能性が高いことが示された。BSは急性期脊髄損傷に対する

神経保護薬、BSCB保護薬となる可能性を持ち、臨床への応用が期待できる。ここに、

これらの研究の詳細を報告する。 
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方法 

1. 脊髄造影CTの撮影 

Lewis系ラット（Sankyo Labo Service, Japan）の雄、雌、各 10匹ずつに対して 4-

12週齢までは 2週毎、12-40週齢までは4週毎に、脊髄造影CTを撮影した。ラッ

トは腹臥位とし、ケタミン（75-100 mg/kg, ケタラール, Daiichi Sankyo Propharma 

corporation, Japan）とメデトミジン（0.5 mg/kg, ドミトール, Orion Corporation, Finland）

の混合液を腹腔内投与し、麻酔をかけた。後環椎後頭膜から、造影剤 20～70 ul

（Iohexol 300, Hikari Pharmaceutical Company Limited, Tokyo, Japan）を硬膜内に投与

し、マイクロCT（R_mCT2, Rigaku, Tokyo, Japan）を用いて、第五頸椎（C5）と第

八胸椎（T8）高位の脊髄造影CTを撮影した。 

 

2. 体長と体重の計測 

麻酔下のラットを腹臥位にし、鼻先から尾部先端までの距離を体長として、全

重量を体重として計測した。 

 

3. 脊柱管径と脊髄径の計測 

脊髄造影 CT にて撮影した画像を、C5と T8高位の椎体に対して、水平断で平

行、矢状断で垂直となるように画像を再構成した。再構成した画像のうち、冠状

断CT画像を用いて、脊柱管径（縦、横）、脊髄径（縦、横）を測定した。縦径は

正中で計測し、横径は最大幅を計測した。脊柱管径と脊髄径の差を Space available 

for the spinal cord（SAC）として算出した（図１）。 
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図１：ラットの脊柱管径、脊髄径の計測方法 

A：頸椎の脊髄造影CTの矢状断画像。点線はB、Cの冠状断のレベルを指す。B： 

C5頸椎高位の脊髄造影CTの冠状断画像。矢印は脊柱管の縦径と横径を指す。C： 

C5頸椎高位の脊髄造影 CT の冠状断画像。矢印は脊髄の縦径と横径を指す。D：

T8胸椎高位の脊髄造影CTの矢状断画像。点線はE、Fの冠状断のレベルを指す。

E：T8胸椎高位の脊髄造影CTの冠状断画像。矢印は脊柱管の縦径と横径を指す。

F： T8胸椎の脊髄造影CTの冠状断画像。矢印は脊髄の縦径と横径を指す。 
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4. 組織染色 

4、8、24週齢の雌ラットを4% Paraformaldehyde（PFA; Nacalai tesque, Osaka, Japan）

で灌流固定し、頸椎を摘出した。5日間のギ酸脱灰処理を行った後に、パラフィン

包埋し、C5頸椎の冠状断切片に、HE染色とサフラニンO染色を行った。組織の

観察にはオールインワン蛍光顕微鏡（Keyence BZ-X800, Osaka, Japan）を用いた。 

 

5. 濃度依存性試験 

 BSのヒト脳血管内皮細胞（hCMEC/D3）保護効果の濃度依存性を確認するため、

過酸化水素（Hydrogen peroxide: H2O2）負荷に対する細胞活性を評価した。96 well 

plateに hCMEC/D3 5,000 cells/wellをEBM-2培地（成長因子不含、FBS 不含）と

ともに播種した。24時間経過後、BS含有培地を 20 µL、H2O2含有培地を 20 µL添

加した。6時間後、PrestoBlue を 11 µL添加して細胞活性を評価した。BSの濃度

設定は、0 µM, 0.05 µM, 0.1 µM, 0.25 µM, 0.5 µM, 1 µM, 10 µM, 50 µM, 100 µM, 500 

µMで設定した。なお、H2O2負荷のない条件を 100%として細胞活性を算出した。 

 

6. 無酸素・無糖負荷（Oxygen-glucose deprivation; OGD）試験 

異なる細胞傷害性負荷での評価をするため、OGD負荷条件下（Cowan and Easton, 

2010; Sommer, 2017）でのBSの hCMEC/D3保護効果を評価した。 

 

6-1）In vitro 血液脊髄関門（BSCB: Blood-spinal cord barrier）共培養モデル 

ラット初代脳血管内皮細胞（RBEC: rat brain endothelial cells）を用いた in vitro 

BSCB共培養モデルは、過去の報告と同様に作成した（Deli et al., 2005; Deli, 

1997; Nakagawa et al., 2009; Nakagawa et al., 2007; Takeshita et al., 2014）（図２）。

24 well plate用のTranswellの insertを上下反転させ、collagenをコーティングし

た insert下側の polycarbonate膜にペリサイトを半球状に乗せ（2.0 × 104 

cell/cm2）、3時間培養してペリサイトを接着させた。アストロサイトはプレート

の底面に播種した（1.0 × 105 cell/cm2）。一晩かけて接着した後、collagenと

fibronectinをコーティングしたTranswell insert上側のポリエステル膜にRBECを

播種した（2.0 × 105 cell/cm2）（day 4）。BSCB共培養モデルには hydrocortisone 

500 nMを含有したRBEC II培地を用いた。 

細胞傷害性負荷として、OGD6時間と再酸素化（Reox; Reoxygenation）12時

間を行った。OGD負荷には、hydrocortisone 275 nMを含有したDMEM / F12培地

（糖・血清不含）を用い、Anaero Pack Kenki 5%（Mitsubishi Gas Chemical Co., 

Inc., Japan）を使用して無酸素条件を作成した。OGD負荷後、hydrocortisone不含
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RBEC I培地（FBS 2%含有）に交換し、BSを添加した。12時間のReox後、経

内皮的電気抵抗（Transendothelial electrical resistance: TEER）および sodium 

fluorescein（Na-F）透過性でその効果を評価した（N=7/群）。 

 

 

 

 

 

 

 

図２．In vitro BSCB共培養モデルの概念図 

ラット初代培養脳細胞を用い、BSCB の構成細胞である脳脊髄血管内皮細胞、

周皮細胞（ペリサイト）、星状神経膠細胞（アストロサイト）の 3種類の細胞によ

り立体的に構成される。 

  



14 

 

6-2）経内皮的電気抵抗（Transendothelial electrical resistance: TEER） 

TEERは細胞層を通るNa+イオンの流れを反映し、バリア機能の評価に頻用さ

れている （Srinivasan et al., 2015）。24 well plateを用い、Transwell insertで培養し

たRBECを隔てたTEERをEVOM resistance meter （World Precision Instruments, 

USA）を使用して測定した。無細胞での抵抗値を補正し、normoxia条件の

controlをTEER 100%として算出した。 

 

6-3）Na-F透過性試験 

過去の報告と同様に （Morofuji et al., 2010; Nakagawa et al., 2009）、Tight 

junction（TJ）を介した傍細胞輸送の指標であるNa-F透過性を、in vitro BSCB共

培養モデルで評価した （Deli et al., 2005; Nakagawa et al., 2007）。細胞培養した前

述のTranswell insertを 24 well plateに移し、4.5 g/L glucose、10 mM Hepesを含有

したDulbecco’s PBS（assay buffer（pH 7.4））0.9 mLを添加した。Insertには、培

地に替えて 10 µg / ml Na-F（分子量: 376 Da）含有 0.5 ml bufferを添加した。Na-F

添加 15、45分後、insertを assay bufferが入った別のwellに移し、Wallac 1420 

ARVO Multilabel Counter（Perkin Elmer, Waltham, MA, USA）で 535 nm（励起波

長：485 nm）を計測した。Na-Fの透過性は透過係数 Pe（cm / s）で表し、フィッ

クの法則に基づいて計算した （Youdim et al., 2003）。 

 

7. 実験動物 

 本研究のために実施した動物実験はすべて北海道大学動物実験の規程に従って

実施した。BSの中枢神経損傷後のBSCB機能保護効果や神経保護効果を、外傷性

脳損傷モデル、脊髄部分切断モデル、脊髄圧挫損傷モデルを用いて検証した。外

傷性脳損傷モデルと脊髄部分切断モデルには、10週齢の成体野生型雄性C57BL/6

マウス（Sankyo Laboratories Service Corporation Inc., Japan）を、脊髄圧挫損傷モデ

ルには 12週齢の雌性 Lewisラット（Sankyo Labo Service, Japan）を使用した。な

お、実験動物は常に適切な食餌が与えられ、室温管理された specific-pathogen-free

室で飼育された。 

実験動物の麻酔には、ケタミンとメデトミジンの混合液を用い、腹腔内投与し

た。手術後、実験動物は電子保温パッド（37°C）上で保温し、antisedan（200 µg / 

kg; Zenoaq, Japan）を腹腔内投与して麻酔からの覚醒を行った。 

 

7-1）血液脳関門（BBB: Blood-brain barrier）、血液脊髄関門（BSCB:Blood-spinal 

cord barrier）保護効果検証 
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外傷性脳損傷モデル 

脳損傷に対する BBB の保護効果を確認することとした。成体野生型の雄性

C57BL/6マウスを用い、全ての手技は腹臥位で行った（N=4/群）。過去の報告と同

様に、マウスの左大脳皮質にwire-knife transection法で損傷を作成した （Park et al., 

2006）。マウスを stereotaxic frame（David Kopf Instruments, CA, USA）に固定し、頭

部正中切開して頭蓋骨まで展開し、前項より左外側 1mm に 0.5mm 径マイクロド

リルで開窓した。 Wire-knifeは左大脳半球の前項より外側 1.0 mm, 深さ 0.5 mmの

位置に刺入し、尾側にwireを伸長し引き上げて損傷を作成した。脳白質が完全に

切断されていることを確認するため、引き上げた wire-knife の上に脳組織が残存

していないことを確認した。BS 500mg/kgまたは生理食塩水（control）を損傷作成

前日と損傷直後に、腹腔内投与した。損傷作成翌日、4%PFAで潅流固定し組織学

的評価を行った。 

 

脊髄部分切断モデル 

脊髄損傷に対するBSCBの保護効果を確認することとした。成体野生型の雄性

C57BL/6 マウスを用い、全ての手技は腹臥位で行った（各 N=6/群）。外傷性脳損

傷モデルと同様に、マウスを stereotaxic frame に固定した。過去の報告に基づき、

マウスの C4 頚椎高位の脊髄後索に wire-knife transection 法で損傷を作成した 

（Kadoya et al., 2016）。頚椎後方より正中切開して鈍的に展開し、第 4頚椎椎弓切

除術を施行した。C4頚椎高位の脊髄の正中から 0.5 mm外側の硬膜に 26 G針で穴

をあけ、同穴よりWire-knife（McHugh Milieux, IL, USA）を 0.5 mmの深さ刺入し、

wire を伸長し引き上げて損傷を作成した。脊髄の背側組織が完全に横切されたこ

とを確認するため、引き上げた wire-knife の上に脊髄組織が残存していないこと

を確認した。BS 500mg/kgまたは controlを損傷作成前日と損傷直後に、腹腔内投

与した。損傷作成翌日、4%PFAで潅流固定し組織学的評価を行った。 

 

脊髄圧挫損傷モデル 

続いて、実臨床を想定した、脊髄圧挫損傷に対するBSの in vivo BSCB保護効

果を確認することとした。全ての手技は腹臥位で行った（N=6/群）。Lewis系ラッ

トの頸椎後方より切開を加え、C5 頸椎椎弓切除術を施行した。C5 頚髄高位に

Infinite Horizons Impactor （Precision systems and Instrumentation, Lexington, KY）を用

いて、200kdynの圧挫損傷を作成した。脊髄損傷作成直後に、BS 500mg/kgまたは

control を 1 度だけ腹腔内投与した。損傷作成 2 週後に 4%PFA で潅流固定し組織
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学的評価を行った。 

 

BSCB破綻の定量評価 

BSCB破綻の評価には、関心領域での物質の漏出を定量するのが一般的である 

（Saunders et al., 2015）。漏出物質を定量するにあたり、1） Evans blue（EB）やFITC-

Dextranなどの色素を外的に投与する方法と、2） 生体内のAlbuminや IgGに対し

て免疫染色をする方法があるが （Chen et al., 1999; Natarajan et al., 2017; Radu and 

Chernoff, 2013; Saunders et al., 2015）、今回我々は、IgGの漏出を評価方法として選

択した。また、脊髄圧挫損傷モデルにおいては、損傷面積の計測も行った。 

 

7-2）脊髄圧挫損傷モデルを用いた神経保護効果検証  

中枢神経損傷後の神経保護効果を検討するため、Lewis 系ラットの C5 頚髄高

位に同様の手技で脊髄圧挫損傷を作成した（N=14/群）。脊髄損傷作成直後に、BS 

500mg/kgまたは生理食塩水を 1度だけ腹腔内投与した。損傷作成前、損傷作成 4

週後、損傷作成 8週後にElectric von Frey試験とトレッドミル歩行解析試験を行っ

た。損傷作成 8週後に脊髄の空洞面積とグリア瘢痕面積を評価した。 

 

7-3）免疫組織化学染色  

4% PFA による潅流固定の後、脳または脊髄を採取し、4% PFA 中に 4℃で一晩

固定した。翌日、30% Sucrose/phosphate buffer 溶液に移動し、72 時間以上静置し

た。マイクロトーム（REM-710, Yamato, Japan）で 30 µm厚の切片を作成した。脳

損傷モデルは冠状断、脊髄部分切断モデルは矢状断、圧挫損傷モデルは水平断の

切片を作成した。脳・脊髄ともに 6切片毎を各染色に使用した。5% Normal horse 

serum（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）および 0.25% Triton X-100（Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO）を含有したTris buffer saline （TBS; pH8.4）で 1時間ブロッ

キングした後、一次抗体含有 TBS に 4℃で一晩、さらに二次抗体含有 TBSに室

温で 1時間浸し染色を行った。一次抗体は、Glial Fibrillary Acidic Protein （GFAP）

（chicken from Genetex at 1:1000）を用い、IgG には Alexa 488 conjugated donkey 

secondary antibody（1:1000, Jackson immunoresearch, West 14 Grove, PA）を用いた。

二次抗体は、Alexa 647 conjugated donkey secondary antibodies（1:1000, Jackson 

immunoresearch, West 14 Grove, PA）を用いた。切片はスライドグラス（Platinum Pro, 

Matsunami Glass Ind., Japan）に乗せて乾燥させた後、Mowiol（Sigma-Aldrich, MO, 

USA）の上にカバーグラス（NEO cover glass, Matsunami Glass Ind., Japan）をして観

察した。 
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7-4）組織評価 

脳損傷モデルは損傷深度が最も深い冠状断切片を用いた。脊髄部分切断モデ

ルは、中心に最も近い矢状断切片を用いた。BSCB破綻の評価に用いる圧挫損傷

モデルは、左右の灰白質の距離が最も近い水平断切片を用いた。神経組織保護の

評価に用いる圧挫損傷モデルは、左右の灰白質の距離が最も近いものから順に 3

つの切片を選択した。オールインワン蛍光顕微鏡で組織の観察を行った。IgG染

色域の評価は、Photoshop CS3（Adobe, CA, USA）で撮影した画像を白黒に二値

化して定量した （Jones et al., 2002; Kadoya et al., 2016）。脳切片では右大脳半球脳

皮質を、脊髄切片では損傷より頭側 5 mmの位置を正常組織として基準化した。

損傷部位の大きさは、組織が欠損している面積を測定した。損傷範囲の評価には

GFAP染色域を用い、IgG評価と同様の手法で定量した。すべての定量評価は、

スライドを盲検化して行った。 

 

7-5）痛覚試験（Electric von Frey試験） 

Dynamic Plantar Aesthesiometer（Ugo Basile, Gemonio, Italy）を用いて、ラット

の前後肢の感覚機能を評価した。ラットを暗室に入れて 5分間自由に行動させ

た。ラットの行動が落ち着いた後に、20秒かけて 0gから 40 gまで徐々に負荷が

かかるように、φ0.5mm径のフィラメントを両前後肢に当て、ラットが肢を離す

までの時間を計測した。両前後肢に各 3回ずつ試験を行い、その平均値を結果と

して使用した。試験を同個体に行う場合、最低 1分以上のインターバルを設け

た。 

  

7-6）トレッドミル歩行解析試験 

DigiGait歩行解析システム（Mouse Specifics, Inc., Quincy, MA, USA）を使用し

たトレッドミル歩行解析を行った （Sashindranath et al., 2015）。実際の歩行試験

前に、数日間の habituationを行った。また、試験の直前にラットの尾を黒色に、

両前後肢を赤色に塗り、動画解析の精度が高くなるようにした。1分間、ラット

をトレッドミル上に静置した後、5cm/sの速さから徐々にトレッドミルの速度を

増加させた。10 cm/sの速さで最低 10歩以上歩行した動画を撮影し、解析動画と

した（DigiGait Imaging and Analysis software 12.2, Mouse Specifics, Inc., Quincy, MA, 

USA）。また、5cm/sから 20cm/sまで、5cm/sずつ歩行速度を上げ、歩行不能と

なる速度を計測した。最大 3回動画を撮影・解析し、最も安定している歩行デー

タを使用した。 
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8. RNAシーケンス 

 BS の薬理機序を解明するため、hCMEC/D3 のトランスクリプトーム解析を行

った。T75 flaskに hCMEC/D3を 6.0×106 cells/flaskとなるように EBM-2培地（成

長因子不含、FBS 不含）とともに播種した（N=3/群）。24時間経過後、BSの濃度

が 10 µM となるようなBS含有培地とBS不含培地（control）を添加した。24時

間後、細胞を回収して 24℃、300g、5 分間の遠心分離を行い、上清を除去。PBS

で 1回洗浄してから、再度 24℃、300g、5分間の遠心分離を行い、上清を除去。

Buffer RLT Plus（QIAGEN, Hilden, Germany）を 600 µl加えて、ボルテックスを行

い、細胞を破砕した。ライセートを十分にピペッティングした後に、gDNA エリ

ミネータースピンカラムに移し、24℃、8000g、30秒間遠心分離を行った。回収し

た溶液に 600 µlの 70%エタノールを加え、十分にピペッティングし、RNeasyスピ

ンカラムに溶液を移し、24℃、8000g、30秒間の遠心分離を行い、フロースルーを

破棄した。700 µlのBufferRW1をRNeasyスピンカラムに加え、24℃、8000g、30

秒間の遠心分離を行い、再度フロースルーを破棄した。500 µl の BufferRPE を

RNeasyスピンカラムに追加し、24℃、8000g、30秒間の遠心分離を行い、フロー

スルーを破棄した。再度 500 µl の BufferRPE を RNeasy スピンカラムに追加し、

24℃、8000g、2分間の遠心分離を行い、フロースルーを破棄した。残ったRNeasy

スピンカラムに、30 µlのRNase free waterを加え、24℃、8000g、1分間の遠心分

離を行い、RNA を抽出した。回収した溶液は、分光光度計（BioSpec-nano, 

SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Japan）を用いて、RNAの濃度が十分である

サンプルを解析対象とした。 

 

9. 候補因子の定量化 

RNA シーケンスの結果から、酵素リサイクリング法を用いて、BS の薬理機序

となる候補因子の濃度を定量した。 

 

9-1） ヒト脳血管内皮細胞株 

T75 flaskに hCMEC/D3を 2.0×106 cells/flaskとなるように、EBM-2培地（成長因

子不含、FBS 不含）とともに播種した。24時間経過後、BSの濃度がそれぞれ 0.1 

µM, 1 µM, 10 µM, 100 µMとなるようなBS含有培地とBS不含培地（Control）を

添加した。24時間後、細胞を回収して 4℃、300g、5分間の遠心分離を行い、上清

を除去した。PBSで 1回洗浄して、4℃、300g、5分間の遠心分離を行い、上清を

除去。10mM の塩酸を 80 µl 加え、凍結・融解を 2 回繰り返し、細胞膜を破壊し
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た。5%の 5-スルホサリチル酸（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, 

Japan）を 20 µl、RO水を 100 µl加えたものをサンプルとした（N=3/群）。 

 

9-2） ラット脊髄圧挫組織 

ラットの頸椎後方より切開を加え、C5 頸椎椎弓切除術を施行した。C5 頚髄高

位に Infinite Horizons Impactorを用いて、200kdynの圧挫損傷を作成した。脊髄圧

挫損傷作成直後に、BS 500mg/kgまたは controlを 1度だけ腹腔内投与した。損傷

作成 72時間後に、ラットに PBSを灌流して瀉血し、C5損傷部を中心とした 1cm

の範囲の脊髄を摘出した。また、圧挫損傷をしていない、正常のラットのC5を中

心とした 1cm の範囲の脊髄も定量の対象とした。5%の 5-スルホサリチル酸を 1 

ml加え、組織を十分にホモジナイズし、RO水を 9 ml加えたものをサンプルとし

た（N=3/群）。 

 

10. 候補因子の産生阻害 

96 well plateに hCMEC/D3を 5,000 cells/wellとなるように、EBM-2培地（成長

因子不含、FBS 不含）と、候補因子の産生阻害薬とともに播種した。24時間経過

後、BSの濃度が 10 µMとなるような BS含有培地と、BS不含培地（control）を

20 µlずつ添加した。24時間後にH2O2を20 µl添加し、6時間後にPrestoBlueを 11 

µl添加し、細胞活性を評価した。また、候補因子産生阻害薬自体の細胞活性に対

する影響を確認するため、産生阻害薬と共に細胞を播種した後、H2O2を負荷せず

に細胞活性を評価した。 

 

11. 統計学的解析 

 ラットの脊柱管径、脊髄径の計測では、全週齢間の有意差検定にKruskal-Wallis 

testを行った。Post-hoc testとして Steel-Dwass testを行い、以後の週齢と有意差が

なくなる週齢を、成長が平衡に達した週齢とした。p値は 0.05未満を有意とした。 

BSの研究では，2群間の有意差検定には Student’s t検定（two-tailed） を、3群

間の有意差検定には One-way ANOVA 解析を行い、Post-hoc test として Tukey-

Kramer testを用いた。p値は 0.05未満を有意とした。 

実験データは，平均値 ± 標準偏差（Mean ± SD）で示した。すべての統計解析は

統計解析ソフト JMP Pro 13（SAS Institute, Cary, NC）を用いて行った。 
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結果 

 

1. ラットの体長と体重 

  ラットの体長は、雄では 28週齢、雌では 16週齢まで増大し続けた（図３）。

また、体重は雄では 28週齢、雌では 20週齢まで増大し続けた。総じて、雄の方

が平衡に達する週齢が遅かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３：ラットの体長と体重の成長曲線 

A：Lewisラットの雄と雌の体長の成長曲線。それぞれ 28週齢、16週齢までは

増大し続ける。B：Lewis ラットの雄と雌の体重の成長曲線。それぞれ 28 週齢、

20週齢まで増大し続ける。NS: No statistical difference was detected between these time 

points; Kruskal–Wallis analysis of variance and Steel–Dwass test. 
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2. ラットの頸椎C5の脊柱管径と脊髄径 

 C5の脊柱管の横径は雄、雌でそれぞれ 20週齢、12週齢まで増加していた（図

４）。性機能が成熟する 6週齢（Sengupta P., 2013）と比較すると、それぞれ、1.10

倍、1.04倍まで拡大していた。C5 頚髄の横径は雄、雌共に 20週齢まで増加して

いた。6週齢と比較するとそれぞれ、1.16倍、1.17倍まで拡大していた。C5 SAC

の横径は雄、雌共に徐々に減少し、それぞれ 6週齢、12週齢で平衡に達した。C5

脊柱管の縦径は雄、雌でそれぞれ 20週齢、12週齢まで増加していた。6週齢と比

較すると、それぞれ、1.39倍、1.20倍まで拡大していた。C5頚髄の縦径は雄、雌

共に 24週齢まで増加していた。6週齢と比較するとそれぞれ、1.37倍、1.33倍ま

で拡大していた。圧迫性脊髄症モデルにおいて最も重要な、C5 SACの縦径は雄、

雌共に徐々に増加し、それぞれ 8週齢、6週齢で平衡に達した。 
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図４：ラットの頸椎C5の脊柱管径と脊髄径の成長曲線 

A：C5の脊柱管横径の雄、雌の成長曲線。それぞれ、20週齢、12週齢まで増大し

続ける。B：C5の脊髄横径の雄、雌の成長曲線。共に、20週齢まで増大し続ける。

C：C5 横径SACの雄、雌の変化。徐々に減少し、それぞれ 6週齢、12週齢で平

衡に達した。D：C5の脊柱管縦径の雄、雌の成長曲線。それぞれ、20週齢、12週

齢まで増大し続ける。E：C5の脊髄縦径の雄、雌の成長曲線。共に 24週齢まで増

大し続ける。F：C5の縦径 SACの雄、雌の変化。徐々に増大し、それぞれ 8週齢、

6週齢で平衡に達した。G：4週齢、8週齢、24週齢の、雌のC5の脊髄造影CTの

冠状断画像。脊柱管、脊髄共に拡大している。All scale bars, 1mm. NS: No statistical 

difference was detected between these time points; Kruskal–Wallis analysis of variance and 

Steel–Dwass test. 

  



23 

 

3. ラットの胸椎T8の脊柱管径と脊髄径 

 T8脊柱管の横径は雄、雌共に 16週齢まで増加していた（図５）。6週齢と比較

すると、それぞれ、1.20倍、1.19倍まで拡大していた。T8脊髄の横径は雄、雌共

に 20週齢まで増加していた。6週齢と比較するとそれぞれ、1.37倍、1.34倍まで

拡大していた。T8 SACの横径は、雄では 40週齢までずっと変化がなかった。雌

では 6週齢まで増加し、以後平衡に達した。T8脊柱管の縦径は雄、雌でそれぞれ

20週齢、16週齢まで増加していた。6週齢と比較すると、それぞれ、1.38倍、1.27

倍まで拡大していた。T8脊髄の縦径は雄、雌共に 24週齢まで増加していた。6週

齢と比較するとそれぞれ、1.39 倍、1.31倍まで拡大していた。圧迫性脊髄症モデ

ルにおいて最も重要な、T8 SACの縦径は雄、雌共に徐々に増加し、それぞれ 6週

齢、8週齢で平衡に達した。 
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図５：ラットの頸椎T8の脊柱管径と脊髄径の成長曲線 

A：T8脊柱管横径の雄、雌の成長曲線。共に、16週齢まで増大し続ける。B：T8

脊髄横径の雄、雌の成長曲線。共に、20週齢まで増大し続ける。C：T8 横径SAC

の雄、雌の変化。雄では 4～40週齢までを通して変化がなく、雌では 6週齢まで

増加し、以後平衡に達した。D：T8脊柱管縦径の雄、雌の成長曲線。それぞれ、

20週齢、16週齢まで増大し続ける。E：T8脊髄縦径の雄、雌の成長曲線。共に 24

週齢まで増大し続ける。F：T8縦径SACの雄、雌の変化。徐々に増大し、それぞ

れ 6週齢、8週齢で平衡に達した。G：4週齢、8週齢、24週齢の、雌の T8脊髄

造影CTの冠状断画像。脊柱管、脊髄共に拡大している。All scale bars, 1mm. NS: 

No statistical difference was detected between these time points; Kruskal–Wallis analysis of 

variance and Steel–Dwass test. 
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4. 頸椎C5脱灰組織の染色 

 雌のC5脱灰組織にサフラニンO染色とHE染色を行った。サフラニンO染色

では、4、8、24 週齢の全ての週齢で C5 の骨端線が椎体終板近傍に残存していた

が、椎体の一次骨化核は 4週齢でのみ認められ、椎弓の骨化核は 4週齢の時点で

すでに消失していた（図６）。HE 染色では、4 週齢の時点で肥厚した骨膜を認め

たが、週齢が進むにつれて骨膜が薄くなり、24週齢では骨膜はほぼ消失していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６：雌ラットのC5脱灰組織の染色 

A：雌ラットの 4、8、24週齢のC5頸椎脱灰組織のサフラニンO染色。左が冠状

断、右が矢状断を指す。椎体終板近傍の骨端線は 4～24週齢まで残存していたが、

椎体と椎弓の一次骨化核は 4 週齢で既に消失していた。B：雌ラットの 4、8、24

週齢のC5頸椎脱灰組織のHE染色。左が低倍率、右が椎弓付近の高倍率画像を指

す。週齢が経過するにつれて骨膜が薄くなり、24週齢ではほぼ消失していること

がわかる。All scale bars, 1 mm. 
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5. BSのH2O2負荷に対する濃度依存性試験 

 BSの hCMEC/D3のH2O2の負荷に対する細胞保護効果を検討した。BSは 0.25 

µM以上で細胞保護効果を示し、濃度依存性に細胞活性効果を示した（図７）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７：BSの hCMEC/D3のH2O2の負荷に対する細胞保護効果 

H2O2負荷のない細胞活性率（No Stress）を 100%とするBSは 0.25 µM以上で細

胞保護効果を示し、濃度依存性に細胞保護効果を示した。*P < 0.05 to 0 µM; One-

way ANOVA and Tukey-Kramer test. Data are presented as mean ± SD. 
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6. In vitro BSCB模擬モデルのBSのOGD負荷に対する保護効果 

 BSの hCMEC/D3のOGD負荷条件下に対する細胞保護効果を検討した。TEER

はBSCBが保たれているほど高値に、Na-F透過性はBSCBが保たれているほど低

値となるが、OGD条件下で、BSはTEERを高値に、Na-F透過性を低値に有意に

保ち、in vitro BSCB共培養モデルにおいてBSCB保護効果を示した（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８：BSのOGD負荷に対する in vitro BSCB保護効果 

BSはOGD条件下において、Controlと比較し有意にTEERとNa-F透過性を改善

した。In vitro BSCBモデルにおいて、BSCB保護効果を示した。All data are presented 

as mean ± SD. *P < 0.05; Student’s t test. 
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7. 外傷性脳損傷モデルのBBB保護効果 

 脳はBBBによって保護されており、損傷していない状況下においては、IgGな

どの高分子タンパクは血管内から脳実質内に漏出することはない。BSは脳損傷モ

デルの IgG の漏出を有意に抑え、BBB 保護効果を示した（図９）。高分子タンパ

クである IgGの漏出を抑える事実は、損傷されたBBBが保護され、そのバリア機

能が保たれていることを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９：外傷性脳損傷モデルのBBB保護効果 

A：BSの脳損傷後 24時間の IgG漏出（白矢印）。漏出が抑制されている。B：Control

の脳損傷後 24時間の IgG漏出（白矢印）。Aと比較し、IgGが周囲の脳実質に漏

出している。C：IgG漏出量の定量。BSは有意に IgGの漏出を抑制し、BBBを保

護した。All scale bars, 500 µm. All data are presented as mean ± SD.*P < 0.05; Student’s t 

test. 
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8. 脊髄部分切断モデルのBSCB保護効果 

 脊髄はBSCBによって保護されており、脳と同様、損傷していない状況下にお

いては、IgG などの高分子タンパクは血管内から脊髄実質内に漏出することはな

い。脊髄部分切断モデルにおいても、BSは IgGの漏出量を減少させ、BSCB保護

効果を認め、そのバリア機能を保護した（図１０）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１０：脊髄部分切断モデルのBSCB保護効果 

A：BS の脊髄部分切断後 24 時間の IgG漏出（白矢印）。漏出が抑制されている。

B：Controlの脊髄部分切断後 24時間の IgG漏出（白矢印）。Aと比較し、IgGが

周囲の脳実質に漏出している。C：IgG漏出量の定量。BSは有意に IgGの漏出を

抑制し、BSCBを保護した。All scale bars, 500 µm. All data are presented as mean ± 

SD.*P < 0.05; Student’s t test. 
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9. 脊髄圧挫損傷モデルのBSCB保護効果 

 圧挫損傷後 2週時点で、BSは IgG漏出面積を縮小させた。損傷面積はBSCBが

保護された場合、二次損傷が抑制され、面積が縮小するが、BSは損傷面積も縮小

させた（図１１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１１：BSの脊髄圧挫損傷モデルのBSCB保護効果と二次損傷抑制効果 

第 5頸椎高位の脊髄圧挫損傷部の水平断切片（左：頭側）とその定量結果。A、

D：BSと controlの IgG染色領域。白矢印は漏出している IgGを示す。C：IgG漏

出面積の定量結果。BSで漏出量が抑制されている。B、E：BSと controlのGFAP

染色領域。染色性がない部分（白矢印）は、損傷後 2週時点の損傷された面積を

示す。BSで損傷面積が抑制されている。F：損傷面積の定量結果。BSで損傷面積

が抑制されている。All scale bars, 500 µm. All data are presented as mean ± SD.*P < 0.05; 

Student’s t test. 
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10. 脊髄圧挫損傷モデルの神経保護効果 

 脊髄圧挫後 8週の組織検討をするにあたり、損傷部に lateralityがあると判断し

た controlの個体 1体を除外した。圧挫損傷後 8週では、損傷により壊死に至った

組織は空洞化する。また、空洞部と正常組織の間には、脊髄組織の再生を阻害す

るグリア瘢痕が形成される。BSは圧挫損傷後 8週の空洞面積を縮小させ、グリア

瘢痕の面積も縮小させた（図１２）。 

 

 

 

 

 

図１２：BSの脊髄圧挫損傷モデルの神経保護効果 

C5 頚髄の脊髄圧挫損傷部の水平断切片（左：頭側）とその定量結果。A：BS の

GFAP染色領域（グリア瘢痕）。組織がない部分は空洞部であり、その周囲を裏打

ちするようにグリア瘢痕が形成されている（白矢印）。B：controlのGFAP染色領

域。C：空洞面積の定量結果。BS群でより縮小している。D：GFAP染色領域の定

量結果。BS群でより縮小している。All scale bars, 500 µm. All data are presented as 

mean ± SD.*P < 0.05; Student’s t test. 
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11. 脊髄圧挫損傷モデルの機能改善効果 

11-1） Electric von Frey試験 

 圧挫損傷前後のElectric von Frey試験を評価した。ラットはC5頚髄損傷後に、

前肢の刺激に反応するまでの時間は、痛覚過敏となるため、短縮する。圧挫損傷

後、BS群、control群共に、圧挫損傷前より反応するまでの時間が短縮していたが、

損傷後 4週時、8週時共に、control群でより短縮しており、BS群ではより改善し

ていた（図１３）。BS 群で感覚機能の改善が得られていることを示唆している。

後肢に関しては、損傷前後で有意な変化がなかった。 

 

11-2） トレッドミル歩行解析試験：歩行速度 

 圧挫損傷前後の歩行可能最大速度を計測した。損傷前は全ての個体が 20 cm/sで

歩行できたが、損傷後は歩行可能最大速度が低下した（図１４）。損傷後 4週、損

傷後 8週共に、BS群でより速く歩行できる個体が多く、BS群で歩行機能が保た

れていることがわかる。 

 

11-3） トレッドミル歩行解析試験：歩容解析 

 圧挫損傷前後の歩容を、DigiGait歩行解析ソフトを用いて解析した。歩行におい

て重要な部分を占める、1歩行周期時間、歩幅、1秒間の接地回数において、損傷

前はいずれも差がなかった。損傷後は前肢が麻痺・拘縮するため、1歩行周期時間

は前肢で短縮するが、BS 群は control 群より改善していた。歩幅も同様に前肢の

麻痺・拘縮により、損傷後に短縮するが、BS群で改善していた。1秒間の接地回

数も、損傷後は前肢で頻回になるが、BS群でより改善していた（図１５）。BSの

歩行機能改善効果を示唆している。 
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図１３：圧挫損傷前、損傷後 4週、損傷後 8週のElectric von Frey試験 

A：圧挫損傷前。前後肢共に有意な差はない。B：損傷後 4週。損傷前と比較して、

前肢で反応までの時間が短縮するが、BS群で改善している。後肢に関しては、損

傷前と比較して変化がない。C：損傷後 8週。4週と同様、前肢で反応までの時間

が短縮するが、BS群で改善している。後肢に関しては、損傷前と比較して変化が

ない。All data are presented as mean ± SD.*P < 0.05; Student’s t test. 

 

 

図１４：歩行可能最大速度 

A：損傷前の歩行可能最大速度。すべての個体が 20 cm/sで歩行可能である。B：

損傷後 4週の歩行可能最大速度。BS群の方が速く歩行できる個体が多い。C：損

傷後 8週の歩行可能最大速度。4週時と同様、BS群の方が速く歩行できる個体が

多い。All data are presented as mean ± SD.*P < 0.05; Student’s t test. 

  



34 

 

 

図１５：歩容解析 

A：損傷前の 1歩行周期時間。両群に差はない。B：損傷後 4週の 1歩行周期時間。

両群に差はないが、BS群の両前肢共に正常に近くなっている。C：損傷後 8週の

1 歩行周期時間。BS 群の両前肢で改善が見られた。D：損傷前の歩幅。両群に差

はない。E：損傷後 4週の歩幅。BS群の左前肢で改善が見られた。F：損傷後 8週

の 1歩幅。BS群の両前肢で改善が見られた。G：損傷前の 1秒間の接地回数。両

群に差はない。H：損傷後 4週の 1秒間の接地回数。BS群の両前肢で改善が見ら

れた。I：損傷後 8週の 1秒間の接地回数。BS群の両前肢で改善が見られた。All 

data are presented as mean ± SD.*P < 0.05; Student’s t test. 
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12. RNAシーケンス  

 hCMEC/D3にBSを投与して 24時間反応させた後に、細胞を回収してRNAシ

ーケンスを行った。BS と反応させた細胞の性質は、control と全く異なっていた

（図１６）。KEGG pathway enrichment analysisを行ったところ、p値 0.001未満の

pathwayが 29見つかった。この 29の pathwayについて網羅的に調べたところ、細

胞保護作用に深く関与しているpathwayとしてglutathione metabolismを同定した。 
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図１６：RNAシーケンス 

A：MA plot解析による、BSの転写発現遺伝子の変化。縦軸はLog2の fold change

（FC）を、横軸はLog2の発現量を示す。Log2 |FC| ≥ 2かつ p値 0.05未満群、Log2 

|FC| ≥ 2だが p値 0.05以上群、Log2 |FC| < 2で層分けした。B：BSとControlの、

Log2 |FC| ≥ 2かつ p値 0.05未満群の遺伝子ヒートマップ。黄色が upregulated genes

を、青色が downregulated genesを指す。C：KEGG pathway enrichment analysisの結

果。P値 0.001未満の pathwayは 29あり、その中から最も細胞保護に関与してい

る pathway として glutathione metabolism を同定した。BS の薬理機序として

glutathioneが関与していると推測した。 
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13. Glutathioneの定量化  

 これまでの研究でBSは細胞保護効果、BSCB保護効果、神経組織保護効果を認

めたが、その実験系において実際の glutathione の量を酵素リサイクリング法にて

定量することとした。hCMEC/D3細胞株では、control （no drug）、BS 0.1 µM、BS 

1 µM、BS 10 µM、BS 100 µMをそれぞれ反応させた後、細胞内のGlutathione量を

定量した （N=3/群）。脊髄圧挫モデルにおいては、No Injury 群、C5 頚髄圧挫後

control 投与群、BS投与群、の 3群に分け、72時間の脊髄組織内の glutathione濃

度を計測した。細胞内の glutathione濃度はBS 1 µM以上で上昇し、濃度依存性に

濃度上昇した（図１７）。この結果は、H2O2負荷アッセイにおいても、BS 0.1µM

では細胞保護効果を認めず、0.5 µM 以上で保護効果を認めたことと矛盾しない。

また、脊髄組織内の glutathione濃度は、BS群でControl群より有意に濃度が上昇

しており、No Injury群とほぼ同等の濃度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

図１７：細胞内、脊髄組織内Glutathione濃度の定量 

A：細胞内 glutathione濃度の定量。Controlと比較して、BS 1 µM以上で glutathione

濃度が上昇しており、その効果は濃度依存性であった。B：損傷脊髄組織と非損傷

脊髄組織中の glutathione 濃度の定量。BS 群は Control 群より損傷脊髄中の

glutathione濃度が高く保たれており、No injury群とほぼ同等の濃度であった。*P < 

0.05 to Control; One-way ANOVA and Tukey-Kramer test. **P < 0.05 to Control; One-way 

ANOVA and Tukey-Kramer test. Data are presented as mean ± SD. 
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14. Glutathione産生酵素阻害薬 （L-Buthionine sulfoximine: L-BSO）の投与  

 hCMEC/D3を用いたH2O2負荷アッセイにおいて、glutathioneの産生酵素である

γ-glutamylcysteine synthetaseを阻害するL-BSOを投与することで、BSの細胞保護

効果が消失するかを検討した。BSの濃度は 10 µMとし、H2O2負荷をかけない細

胞の活性率を 100%とした。L-BSOの投与によりBSの細胞保護効果は低下し、そ

の効果は濃度依存性であった。L-BSOが1250 µMの濃度では細胞保護効果は完全

に消失した（図１８）。また、L-BSO自体が細胞活性に及ぼす影響を検討するため、

L-BSOのみを細胞に投与して細胞活性率を評価した。しかし、L-BSO自体は細胞

活性率に影響を与えなかった。このことから、BS の薬理機序の一因として、

glutathioneの強い関与が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１８：L-BSOの投与による細胞活性率の評価 

A：L-BSOがBS （10 µM）の細胞保護効果に及ぼす影響。BSの細胞保護効果が、

L-BSOの濃度上昇につれて低下し、1250 µMでは消失していることがわかる。B：

L-BSO単剤が細胞活性率に与える影響。L-BSO単剤では、細胞活性率は低下しな

かった。*P < 0.05 to Control （BS-, L-BSO-, H2O2+）; One-way ANOVA and Tukey-

Kramer test. N.S; No significant difference. Data are presented as mean ± SD. 
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考察 

 

本研究では、まず、圧迫性脊髄症の動物モデル作成に必要な、ラットの脊柱管径、

脊髄径の詳細を明らかにした。ラットの体長や脊柱管径、脊髄径を計測した文献はい

くつか散見されるが（Jaumard et al., 1976; Flynn and Bolton, 2007; Matsui et al., 2013; 

Santiago et al., 2015; Toossi et al., 2021）、渉猟する限り、成長曲線を明らかにした論文は

未だない。本研究により、ヒトとラットの脊椎、脊髄発達完了時期は異なることがわ

かった。ヒトでは、生殖機能が成熟し、成人になるとされるのは 15～17歳（Chandar 

and Freeman, 2014）であり、脊柱管の拡大が停止するのは 6～8歳（Markuske, 1977）、

脊髄の拡大が停止するのは 4～5歳（Chandar and Freeman, 2014）と報告されている。

つまり脊柱管、脊髄の拡大が停止した後に、生殖機能が成熟する。一方でラットは、

生殖機能が 6～7 週齢で成熟する（Sengupta, 2013）が、脊柱管の拡大が停止するのは

12～20 週齢、脊髄の拡大が停止するのは 24 週齢であり、生殖機能が成熟した後も脊

柱管と脊髄が拡大していた。このことから、慣習的に用いられる 8～12週齢のラット

の脊柱管や脊髄は、サイズの増大という点で、未だ発達過程にあると考えられ、8～12

週齢のラット脊椎脊髄は、必ずしも、成人の脊椎脊髄を模擬しているわけではないこ

とが判明した。 

ラットの脊柱管の拡大機序だが、椎弓の骨端線が 4週齢で閉鎖していたにも関わら

ず、脊柱管径は拡大を続けていた。今回の研究で、椎弓の骨膜が徐々に菲薄化して、

24週齢でほぼ消失していたことを考えると、脊柱管は軟骨内骨化ではなく、膜性骨化

を介して拡大すると考える。次に、脊髄の拡大機序だが、高齢ラットでは若年ラット

より頚髄の断面積およびその神経細胞が多いことが報告されている（Portiansky et al., 

2011）。脊髄が増大する理由は未だ解明されていないが、8～12週齢のげっ歯類脊髄に

神経前駆細胞が残存している事実から（Hornel et al., 2000）、神経前駆細胞から分化す

る神経、グリア細胞の増殖を主たる機序として考える。 

先に述べたように、ヒトの圧迫性脊髄症の動物モデルに用いられるラットの多くは、

8週齢～12週齢である（Long et al., 2014; Ijima et al., 2017）。今回の研究結果から、ラッ

ト脊柱管の拡大が終了するのは、雄で 20週齢、雌で 12～16週齢、脊髄の拡大が終了

するのは雄、雌共に 20～24週齢であったが、圧迫性脊髄症のモデル作成に重要な、縦

径の SACは、8週齢以降変動しなかった。したがって、圧迫性脊髄症モデルのラット

の最適な週齢は、最低でも 8週齢以降であり、理想的には、脊髄の拡大が終了する 24

週齢以降が望ましい。 

BS は、ヒト脳血管内皮細胞の細胞保護効果、in vitro BSCB モデルの BSCB 保護効

果、脊髄損傷モデルのBSCB保護効果、神経組織保護効果、機能回復効果があること
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が明らかになった。そして BS の薬理学的機序が、抗酸化作用、解毒作用、細胞保護

作用を持つ glutathione（Kamencic et al., 2001; Jia et al., 2012）の、脊髄血管内皮細胞内濃

度上昇であることも明らかになった。つまり、BSを脊髄損傷後早期に投与すると、脊

髄血管内皮細胞内の glutathione濃度が上昇し、血管内皮細胞が構成するBSCB機能が

維持された結果、二次損傷が抑制され、最終的な損傷範囲が縮小し、機能回復促進に

つながったと考える。また、脊髄組織中の glutathione濃度が上昇すると、活性酸素種

（Reactive Oxygen Species: ROS）産生を抑制して、組織保護的に働くことが報告されて

いるため（Lucas et al., 1998; Zeman et al., 2006; Stewart et al., 2022）、BSCBがすでに破綻

した組織領域では、BSが脊髄組織中に浸潤し、神経細胞やグリア細胞の glutathione濃

度を上昇させ、ROSによる組織障害を軽減した可能性もあると考える。 

また、これまで BSCBの機能保護を対象とした薬剤はなく、BSは初の BSCB保護

薬となる可能性がある。圧迫性脊髄症や脊髄損傷に限らず、血液脳脊髄関門の破綻は、

アルツハイマー型認知症 （Janelidze et al., 2017）、統合失調症 （Najjar et al., 2017）、脳

梗塞 （Abdullahi et al., 2018）、多発性硬化症 （Ortiz et al., 2014）、筋委縮性側索硬化症 

（Kakaroubas et al., 2019）など幅広い疾患に関与していることが報告されている。BS

はBBB、BSCB共に保護するため、これらの疾患に対しても有効である可能性が高い。

また、BS は、欧米では Helicobacter pylori の標準治療薬であり、日本でも整腸剤とし

て既に臨床応用されているが、併用不能な薬剤や使用禁忌疾患がなく、外傷直後や周

術期に使用しても問題ないなど、安全性への懸念が乏しい。また、新薬と比較して、

早期の臨床応用が可能であるという利点に優れる。 

本研究結果に基づき、今後は、圧迫性脊髄症の動物モデルを確立し、急性期脊髄障

害のみならず、慢性的脊髄障害に対する BS による治療効果も判定していく予定であ

る。また、BSの脊髄損傷への臨床応用に向けて、投与形態、投与濃度、投与方法の最

適化、安全性の確認などを行っており、BSを応用した中枢神経疾患治療の基盤を築く

べく、研究を進めていく次第である。 

  



41 

 

総括および結論 

 

⚫ 圧迫性脊髄症モデルの至適週齢を特定するため、Lewisラットの体長、体重、脊

柱管径、脊髄径、SACの成長曲線を明らかにした。 

⚫ ラットの脊柱管径は雄で 16～20週齢、雌で 12～16週齢、脊髄径は雄、雌ともに

20～24週齢まで拡大し続けていたが、圧迫性脊髄症モデル作成で重要な縦径

SACは、8週齢以降は変動していなかった。 

⚫ 脊柱管拡大の機序として膜性骨化の関与が考えられた。 

⚫ 圧迫性脊髄症モデルを作成する場合、最低でも 8週齢以降、理想的には 24週齢

以降のラットを使用するのが望ましい。 

⚫ BSの脳血管内皮細胞保護作用、in vitro BSCB保護作用、in vivo BSCB保護作

用、神経組織保護作用、機能回復促進効果を検討した。 

⚫ BSは無酸素無糖負荷下の in vitro BSCB機能、脊髄損傷後、脳損傷後のBSCB機

能を保護した。 

⚫ BSは脊髄損傷後のBSCB機能を保護することで、二次損傷を抑制し、神経組織

を保護し、最終的な機能回復を促進した。 

⚫ BSの脳血管内皮細胞保護作用の薬理機序は細胞内 glutathione濃度上昇であっ

た。 

⚫ BSはBSCB保護効果を介した新規脊髄損傷治療薬としての可能性を有する。 
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