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1. はじめに 
 
外傷に伴う脊髄損傷は, 損傷部以下での運動・感覚・⾃律神経障害や中枢性神経障害性疼痛
を呈する重篤な疾患で, ⾼度な機能障害を来す(1). 脊髄損傷の病態⽣理は, ⼀次損傷と⼆
次損傷の 2 つの段階に分けられる(2). ⼀次損傷とは, 脊髄に対する直接的な受傷外⼒で物
理的な損傷であるのに対し, ⼆次損傷は, ⼀次損傷後の数週から数か⽉にわたって⽣じる損
傷部位周囲への⼆次的な組織障害の波及であり, この⾮物理的な傷害により受傷後の症状
はさらに増悪する. ⼆次損傷のメカニズムは様々で, 出⾎, 虚⾎, 浮腫, 酸化ストレス, イ
オン不均衡, 神経炎症などの, 種々の⼀連の病理学的な事象が関与している(2, 3). 
 中でも脊髄損傷後に⽣じる炎症反応は, ⼆次損傷の病態に重要な役割を果たしており, ⼀
次損傷がトリガーとなり, NF-κB 経路, MAPK 経路, JAK/STAT 経路, NLRP3 インフラマソー
ムなど種々のシグナル経路を介して, ミクログリアやアストロサイトなどの脊髄中の免疫
細胞が活性化される(4, 5). そして, 活性化された免疫細胞が IL-1β, IL-6, TNF-α, CCL2/MCP-
1 などの炎症性サイトカイン/ケモカインの発現を促進し, 脊髄中のミクログリア, アスト
ロサイトをはじめ, 好中球, 単球/マクロファージ, リンパ球などの⾎液由来の細胞が損傷
部位に浸潤する. これらの免疫細胞や⾎球細胞の相互作⽤によって, さらに炎症反応が促進
され, 神経細胞のアポトーシスや組織変性が増悪する(3, 5, 6). ⼀次損傷の重症度は受傷外
⼒の強さで規定されてしまうが, 炎症に伴う⼆次損傷は, 受傷後数週間以内の時期に適切に
治療介⼊されることで, 重症度を軽減できる可能性がある(7). 
 IκBζ(遺伝⼦名 Nfkbiz)は, 近年報告された新しい IκB ファミリーの転写因⼦で, NF-κB の
作⽤により誘導され, NF-κB のターゲット遺伝⼦や⼆次的なサイトカインの発現を制御する
タンパク質である(8). IκBζ は広く全⾝に発現しており, 未刺激の状態ではその発現量は少
ないものの, IL-1 受容体や Toll 様受容体を介した刺激により急速に活性化される(9). IκBζ は, 
⾎液中の免疫細胞では炎症作⽤を有するとの報告があるが, ⼀⽅, IκBζ の⽋損マウスがシェ
ーグレン症候群や重度のアトピー性⽪膚炎などの炎症性疾患を発症したとの報告もあり, 
IκBζ の⽣理学的な役割は未だ⼗分に解明されていない(10-14). 同様に, 脊髄損傷後の⼆次
損傷と IκBζ の関連についても過去に報告はなく, その役割は明らかにされていない. そこ
で, 本研究では, 脊髄の⼆次損傷に重要な⾎液細胞中の IκBζ が, 脊髄損傷後の⼆次損傷に関
与し, 脊髄損傷後の機能回復に何らかの影響を与える, という仮説の元, マウス脊髄損傷モ
デルを⽤いて, ⾎液における IκBζ の⽋損が脊髄損傷後の⼆次損傷に与える役割を検証した.  
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2. 実験材料と⽅法 
 
2.1. 使⽤動物 
 
 本研究におけるすべての動物実験は, ⾃治医科⼤学実験動物規定に従い実施した. 実験動
物として, 野⽣型マウスは C57BL/6J(野⽣型：wild-type(WT))を⽇本 SLC より購⼊した. 遺
伝⼦改変マウスについては, コンディショナルノックアウトの原理として広く使⽤されて
いる Cre/loxP システムを利⽤し, Mx1-Cre マウスと Nfkbiz の両端に loxP配列をもつ Nfkbizfl/fl

マウスから Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスを作成した(14, 15). このマウスに polyinosinic-
polycytidylic acid(poly(I:C))を 1回 300 mg, 計 3回腹腔内投与し, 2-4 週間後に⾎液中の DNA
を PCR で解析して Nfkbiz の⽋損を確認した(コンディショナルノックアウト)(12). 
  
2.2. マウス脊髄圧挫損傷モデルの作成 
 
 マウスは 8-10 週齢の雌性マウスのみを使⽤した. これは, 雄性マウスでは脊髄損傷後に
尿閉となり, 尿路感染症の合併が⾼率に⽣じるためである. イソフルランを⽤いた全⾝⿇酔
下にマウスの背部を展開し, 第 10 胸椎の椎⼸切除を⾏った. その後, Infinite Horizons 
impactor (Infinite Horizons, L.L.C., Lexington, KY, USA)を使⽤して 60 kdyn の⼒で脊髄正中を
圧挫して, マウス脊髄圧挫損傷モデルを作成した(16). Sham ⼿術では同様の椎⼸切除のみ
を⾏い, 脊髄圧挫損傷は⾏わなかった. 脊髄損傷後の後療法は, 過去の報告に基づき⾏った
(17). 
 
2.3. 運動機能評価 
 
 脊髄損傷後の運動機能評価には Basso Mouse Scale (BMS)を⽤いた(16). BMS はマウスの
後肢運動機能を 0-9点で評価するツールとして広く利⽤されており, マウスのグループがブ
ラインド化された 2⼈の評価者が個々にオープンフィールドのマウスを 4 分間観察し, BMS
ガイドラインに従って後肢運動機能をスコアリングした. BMS は脊髄損傷後の 1, 3, 7, 14, 
21, 28, 35, 42⽇⽬に評価した. 
 
2.4. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
 
 RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を⽤いて, 脊髄および⽩⾎球中の総 RNA を抽出
した. PrimeScript RT Reagent Kit (Takara Bio, Shiga, Japan)で総 RNA を cDNA に逆転写した後, 
TaqMan Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を⽤いて, IL-1β, 
IL-4, IL-6, IL-10, CCL2, TNF-α, IκBζ の mRNA 発現量を測定した. Quantitative real-time PCR 
(qRT-PCR)には THUNDERBIRD Probe qPCR Mix もしくは THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 
(Toyobo, Osaka, Japan)を使⽤した. それぞれの mRNA 発現量は, Sham⼿術を⾏った WT マ
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ウス(n=3)の脊髄および⽩⾎球中の数値を基準として評価した. 使⽤したプライマーの詳細
を以下に⽰す(表 1). 
表 1. qRT-PCR に使⽤した各種プライマーの詳細 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Real time qPCR For THUNDERBIRD Probe qPCR 

Target Gene  TaqMan Gene Expression Assay No. 

 Nfkbiz  Mm00600522_m1 

Il1b  Mm00469460_m1 

Il4  Mm00445259_m1 

 Il6  Mm99999064_m1 

Il10  Mm00439616_m1 

 Ccl2  Mm00441242_m1 

 Tnf  Mm00443258_m1 

Real time qPCR For THUNDERBIRD SYBR qPCR 

Target Gene  Sequence 

Hprt1 
F 5'- GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG -3' 

R 5'- GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC -3' 

Il1b 
F 5'-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT -3' 

R 5'- ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT -3' 

Genotyping   

Target Gene  Sequence 

Nfkbiz F1 5'- GCAAATATTCCCCAGGACCAG -3' 

R 5'- GTCTTCACAGCAGGTTATTCACG -3' 

F3 5'- TCAGTGCCAGGTGCGTCTGAG -3' 
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2.5. 免疫組織学的解析 
 
 脊髄損傷後 42 ⽇⽬のマウスにイソフルランで全⾝⿇酔を⾏い, リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔
(PBS)10 ml と 4%パラホルムアルデヒド (4% PFA)10 ml を⼼臓内に注⼊して灌流を⾏った. 
脊髄を採取し, 4%PFA に 2 時間, その後 30%スクロース液に 48 時間浸漬させた後, 脊髄損
傷部を中⼼に 5 mm のブロックにしてから, OCT compound (Sakura Finetek, Torrance, CA, 
USA)に浸透させ凍結した. そして, 凍結ブロックを縦断⾯ (厚さ 20 µm)または横断⾯ (厚
さ 10 µm)で薄切して連続した凍結切⽚を作成した. 切⽚を 0.1% Triton-X で透過処理し, 0.1 
M リン酸緩衝液中の 3%正常ウシ⾎清アルブミンで 30 分間ブロックしてから, 0.3%正常ウ
シ⾎清アルブミンで 200 倍に希釈した⼀次抗体 (anti-rabbit Fibronectin Polyclonal Antibody, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を滴下して 4℃で⼀晩インキュベートした. PBS
で洗浄後, ⼆次抗体（anti-rabbit IgG conjugated with Alexa Fluor 594, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)を滴下して室温で 1 時間インキュベートし, VECTASHIELD Mounting 
Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)で封⼊した. 画像分析には蛍光顕微鏡 
(BZ-9000; Keyence, Osaka, Japan)を使⽤し, 蛍光陽性領域の定量的測定には画像分析ソフト
ウェア (VH-H1A5; Keyence, Osaka, Japan)を使⽤した. 
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2.6. In situ ハイブリダイゼーション (ISH) 
 
 パラフィン包埋した脊髄を 6 µm に薄切し, ISH Reagent Kit (Genostaff, Tokyo, Japan)を⽤い
て ISH を⾏った. 脱パラフィン処理の後, 10%中性緩衝ホルマリン, 0.2%塩酸, Proteinase K 
(Fujifilm, Tokyo, Japan)を⽤いて前処理を⾏い, プローブを G-Hybo-L (Genostaff, Tokyo, Japan)
で 250ng/ml に希釈して 60℃に⼀晩静置した (表 2). その後、切⽚を 0.5×G-Wash を含む
50%ホルムアミドおよび 0.1% Tween 20 を含むTris-buffered saline で洗浄し, Anti-digoxigenin-
AP (Roche, Basel, Switzeland)を抗体希釈液で 2000倍に希釈して, 室温で 1 時間インキュベ
ートすることでブロッキングを⾏った. NBT/BCIP Solution (Sigma, St. Louis, MO, USA)で発
⾊させ, 対⽐染⾊には Kernechtrot Stain Solution (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan)を使⽤し
た. ISH は, 脊髄圧挫損傷のない WT マウスの脊髄と, 脊髄圧挫損傷後 1 ⽇⽬の WT マウス
の脊髄に対してそれぞれ⾏った. 
 
表 2. ISH に使⽤したプローブ配列 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Target gene: Nfkbiz; Sequence position: 650-1179 

5'AGGCCCCTTTCAAGGTGTTCGCGTGAAGAACTCGGTGAAGGAGCTCCTGCTACACAT
CCGAAGCAACAAGCAGAAGGCTTCCGGCCAGCCCGTGGATGAGTTTAAGACACAGAG
TGTGAACATTGAGCAGCTGACAGACCTGAAGAGTGCAGTGTCCGCAGTGGGGAAAAG
AAAGGGACCCGATCCTCTGTCCGATGGACCGGTTTGCAAGAGGCCAGCTCTGTTGCCT
TCTCACTTCGTGACATCACCGCAAACGCCTACACCTGGGGAGAGCATGGAAGATGTTC
GCCACAGCGAATCCAAGCTGGATAGCAGCGCTGCCCTGCTTCAGAATATTATAAACAT
CAAGAATGAGTGCAACCCAGTTTCACTAAACACTGTTCAGGTTAGCTGGATGAGCCCC
ACGGTTCCCCAGAACTCGCCAAGAGACCAGTGCCAGGATTTCCATGGAGGCCAGGCC
TTCTCTCCACCTCAGAAATACCAACCGTTCCAAGTCAGTGGCTCTCCACAGATGATGG
ACCAGGCGTCAA-3' 
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2.7. ⾻髄移植実験 (BMT) 
 
 BMT には 8 週齢の WT マウスおよびMx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスを使⽤した. ドナーマウス
の⼤腿⾻と脛⾻を取り出し, ⾻髄内に PBS を注⼊して WT マウス, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス
の⾻髄細胞を採取した. 溶⾎バッファーを加えて⾚⾎球を溶⾎させ, 全体を PBS で 2 回洗
浄することで⾻髄細胞の懸濁液を準備した. レシピエントマウスはすべて 8 週齢の WT マ
ウスを⽤いた. 移植前に総線量 9.5Gy のガンマ線全⾝照射を⾏い, その後に頚静脈を介して
⾻髄細胞 (2 × 106cells)を移植した. 移植後 8 週で⾎液を採取し, ⾎液中の DNA を PCR で
解析して⾻髄細胞の⽣着を確認した. このプロトコルで, 以下の 2 種類の⾻髄移植マウスモ
デルを作成した.  
 

(ドナー)     (レシピエント)       (⾻髄移植マウスの表記) 
      WT          WT           BMT (WT→WT)マウス 
   Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl          WT BMT (Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl→WT)マウス 
 
2.8. 統計学的解析 
 
 特に記載のない限り, 結果データは平均値±標準偏差で表記した. 独⽴ 2 群間の⽐較には
対応のない t検定を, BMS の⽐較には分散分析 (ANOVA)を使⽤し, 事後解析には Bonferroni
の⽅法を⽤いた. 統計解析には, 統計ソフトウェア (IBM SPSS Statistics Version 25.0, IBM 
corp., Armonk, NY, USA)を使⽤し, P<0.05 を統計学的に有意差ありとした. 
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3. 結果 
 
3.1. コンディショナルノックアウトの確認 
 
6 週齢の Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスに polyinosinic-polycytidylic acid(poly(I:C))を 1回 300 mg, 
計 3回腹腔内投与し, 2-4 週間後に⾎液中の DNA を PCR で解析した. アガロースゲル電気
泳動にて, poly(I:C)投与前に⾒られていた flox バンドが消失することを確認し, これにより
⾎液中で Nfkbiz が⽋損したことを確認した(図 1). 
 

 
 
図 1. 2%アガロースゲルを使⽤した DNA(⽩⾎球)の電気泳動 
(A) WT マウス 
(B) poly(I:C)投与前の Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス 
(C) poly(I:C)投与後の Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス 
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3.2. ⾎液細胞における IκBζ の⽋損は脊髄損傷後の運動機能回復を促進する 
 
 はじめに, ⾎液細胞における IκBζ の⽋損が脊髄損傷後の運動機能回復に与える影響を検
証した. Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス (n = 8)と WT マウス (n = 8)の脊髄損傷後の後肢運動機
能を⽐較した結果, BMS は Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に⾼く, 事後解析では脊髄損傷
後 14⽇⽬以降で両群間に有意差が認められた (図 2). 
 

 
 
図 2. 脊髄損傷後の運動機能回復 
Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス (n=8)と WT マウス (n=8)の脊髄損傷後の後肢運動機能を BMS
で⽐較した. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 
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3.3. ⾎球細胞における IκBζ の⽋損は脊髄損傷後の瘢痕組織形成を抑制する 
 
 治癒過程で⽣じる線維性瘢痕の影響を確認するために, fibronectin 抗体を⽤いて, 脊髄損
傷後 42⽇⽬の脊髄における線維性瘢痕組織の⾯積を計測した. その結果, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl

マウスでは WT マウスと⽐較して線維性瘢痕組織の⾯積が減少し, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス
(n=4)と WT マウス(n=4)の⽐較では, 損傷中⼼部における線維性瘢痕組織の⾯積は Mx-1-
Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に少なかった (図 3).  
 

 
 
図 3. 組織学的解析 
(A) Fibronectin抗体を⽤いた脊髄損傷後 42⽇⽬の脊髄縦断⾯の免疫染⾊(⾚). 
(B) Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウス (n = 4)と WT マウス (n = 4)の⽐較では, 損傷中⼼部におけ
る線維性瘢痕組織の⾯積に有意差を認めた. *P < 0.05.  
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3.4. 脊髄損傷後の脊髄および⽩⾎球中では Nfkbiz の mRNA 発現量が増加する 
 
 次に, 脊髄損傷後の Nfkbiz の mRNA 発現量の経時的な変化を検討した. qRT-PCR では, 脊
髄中および⽩⾎球中の Nfkbiz の mRNA 発現量は脊髄損傷後 12 時間をピークに上昇し, そ
の後, 緩やかに減少することが確認された (図 4). 脊髄中では脊髄損傷後 0.5⽇⽬, 1⽇⽬
のポイントで, ⽩⾎球中ではすべてのポイントで, Nfkbiz の mRNA 発現量は WT マウスに
⽐べて Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に低かった. 脊髄中における Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マ
ウスでの Nfkbiz の mRNA 発現量の増加は, 遺伝⼦がノックアウトされていない⾎球以外で
の発現の変化を⽰しており, 両群における mRNA の発現量差は, WT マウスでは脊髄損傷
後に⼀時的に⾎球由来の遺伝⼦発現が⾼まるためと考えられた. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図 4. Nfkbiz の mRNA 発現量 
⽩⾎球中(A), 脊髄中 (B)における Nfkbiz の mRNA 発現量を定量 RT-PCR で測定した. 
**P < 0.01. (n = 5) 
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3.5. 脊髄損傷後の Nfkbiz の mRNA はマクロファージ様細胞の核内に発現する 
 
 脊髄中での IκBζ タンパク質の局在を明らかにするために, IκBζ 抗体を⽤いて免疫組織化
学染⾊を試みたが, 可視化することは困難であった. そこで ISH で mRNA 発現を検証した. 
ISH では, 脊髄損傷がない脊髄では特に発現を認めない⼀⽅, 脊髄損傷後 1⽇⽬の脊髄では
複数の陽性細胞を認め,核内に細胞特異的な発⾊が確認された (図 5B, 5C). 発⾊が⾒られた
細胞は, ⽩質および灰⽩質中のマクロファージ様の細胞であった (図 5D, 5E). 
 

 
 
図 5. WT マウスの脊髄における In situハイブリダイゼーション 
(A)は脊髄圧挫損傷後 1⽇⽬の脊髄横断⾯. 
(B), (C) A の拡⼤像. 
(D), (E) B, C の拡⼤像. 
(F), (G), (H) センスプローブを⽤いたハイブリダイゼーション(ネガティブコントロール) 
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3.6. ⾎液細胞 IκBζ の⽋損により脊髄損傷後の IL-4, IL-10 の mRNA 発現量が増加する 
 
 次に, 脊髄損傷後 0.5 ⽇⽬の脊髄中での炎症性サイトカイン/ケモカインの mRNA 発現量
を両群間で⽐較検討した. qRT-PCR の結果, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスでは抗炎症性サイトカ
インである IL-4, IL-10 の mRNA 発現量が WT マウスに⽐べて有意に⾼かった (図 6). 
 

 
 
図 6. 脊髄のサイトカイン mRNA に対する定量 RT-PCR 
脊髄損傷後 0.5 ⽇⽬の脊髄中での各種炎症性サイトカイン/ケモカインの mRNA を, Mx-1-
Cre; Nfkbizfl/fl マウスと WT マウスとで⽐較した. *P < 0.05, **P < 0.01. (n = 6) 
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3.7. IκBζ の⽋損により脊髄損傷後の GM-CSF, CCL11 のタンパク質レベルが増加する 
 
 プロテインアレイを⽤いて, 脊髄損傷後 1⽇⽬の脊髄中における 40 種類の炎症性サイト
カイン/ケモカインのタンパク質を定量化した. Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスと WT マウスの⽐
較では, GM-CSF, CCL11 のタンパク質レベルが Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に⾼かった 
(図 7). 
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図 7. 脊髄のサイトカイン・ケモカインに対するプロテインアレイ 
脊髄損傷後 1 ⽇の段階で, 脊髄中の 40 種類の炎症性サイトカイン/ケモカインを定量化し
た. *P < 0.05. (n = 4) 
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3.8. ⾻髄由来細胞は脊髄損傷後の運動機能回復に影響を与える 
 
 Mx1-Cre は, 腸管上⽪細胞, 間葉系幹細胞, ⾎管周囲細胞など, ⾎液細胞以外でも発現し
ており, これら⾮⾎液細胞由来の IκBζ ⽋損の影響を除外するために⾻髄移植実験を⾏った. 
⾻髄移植実験では, WT マウスの⾻髄細胞を WT マウスに移植した BMT (WT→WT)マウス
と Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスの⾻髄細胞を WT マウスに移植した BMT (Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl→
WT)マウスを使⽤した. これらで脊髄損傷後の後肢運動機能を⽐較した結果, BMS は BMT 
(Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl→WT)マウスで有意に損傷後の機能回復が⾼かった (図 8 ). 
 

 
 
図 8. ⾻髄移植マウスの脊髄損傷後の運動機能回復 
BMT(Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl→WT)マウス(n=6)と BMT(WT→WT)マウス(n=6)の脊髄損傷後の
後肢運動機能を BMS で⽐較した. **P < 0.01. 
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4. 考察 
 
 IκBζ は, 近年報告された新しい IκB ファミリーの 1 つである(8). 細胞質に存在する古典
的な IκB ファミリーとは異なり, IκBζ は核内で働く転写因⼦として, IL-6, IL-12, TNF-α, CCL2, 
IFN-γ, IL17A, GM-CSF などの NF-κB のターゲット遺伝⼦や⼆次的なサイトカインの発現を
制御している(9). IκBζ は広く全⾝に発現し, ⽣理学的にも双⽅向性の作⽤を有しているこ
とから, 炎症反応および炎症性疾患に関わる IκBζ の役割は⾮常に⼤きいと考えられる(9). 
本研究では, ⾎液細胞における IκBζ が脊髄損傷後の病態にどのように関与しているかを, 
コンディショナルノックアウトマウスを⽤いて検証し, 脊髄損傷後の運動機能回復は, WT
マウスに⽐べて Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に良好であることが確認された. この結果
から, ⾎液細胞における IκBζ は脊髄損傷後の⼆次損傷からの回復を抑制する転写因⼦であ
ることが⽰唆された. 
 Mx1-Cre システムは, 造⾎幹細胞に対する遺伝⼦組み替え技術であり, ⾎液学の実験にお
いては最も⼀般的な⼿法である. Mx1 は, Myxovirus Resistance-1 遺伝⼦の略で, インターフ
ェロンにより強く誘導される抗ウイルス遺伝⼦として知られている. Mx1プロモーターによ
り制御される Cre リコンビナーゼは, ウイルス感染を模した polyinosinic-polycytidylic 
acid(poly(I:C))によって活性化され, 主に造⾎幹細胞が遺伝⼦組み替えのターゲットとなる
が, 腸管上⽪細胞, 間葉系幹細胞, ⾎管周囲細胞など, ⾎液細胞以外の Mx1 発現細胞にもそ
の効果は作⽤する(15, 18). 本研究では, これら⾮⾎液細胞由来の IκBζ⽋損の影響を除外す
るために⾻髄移植実験を⾏った. その結果, コントロールに⽐べて, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウ
スの⾻髄細胞を WT マウスに移植した BMT(Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl→WT)マウスの BMS が有意
に⾼い結果であることが確認され, 脊髄損傷後の機能回復に対しては⾎液中の IκBζ ⽋損が
保護的な作⽤をもたらすことが⽰された. 
 脊髄損傷では, ⼀次損傷により⾎液脊髄関⾨の破綻が⽣じ, その結果, 末梢⾎液中の免疫
細胞が損傷部位に浸潤する. 好中球浸潤は脊髄損傷後 1⽇⽬を, マクロファージ浸潤は脊髄
損傷後 7 ⽇⽬をピークに認められ, リンパ球浸潤のピークはさらにその後とされる(6). ⾎
液由来の免疫細胞が脊髄損傷後の⼆次損傷に与える影響は様々で, IL-1β, TNF-α, IL-6 などの
炎症性サイトカインは, 神経細胞のアポトーシスや脱髄を惹起する作⽤を持ち, ⼆次損傷を
増悪させる⽅向に働く(4). ⼀⽅で, ⼀部の免疫細胞には, 抗炎症性サイトカインや神経栄
養因⼦を分泌することで組織修復を促す作⽤があり, これらは⼆次損傷を軽減させる⽅向
に働く(6). 末梢⾎液中の免疫細胞におけるこれら相反する反応には, ⼤きく 2 種類のマク
ロファージ(M1 マクロファージ, M2 マクロファージ)が関与している(19). 炎症性サイトカ
インを強く発現する M1 マクロファージと, IL-4 や IL-13 の刺激によって誘導され, 抗炎症
性サイトカインを分泌することで炎症反応の抑制や組織修復などに関わる M2 マクロファ
ージのバランスが神経再⽣に影響を与えるとされている(20). 本研究では, 脊髄損傷後 12
時間の脊髄において, Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスの IL-4, IL-10 の mRNA 発現量が WT マウス
に⽐べて有意に⾼い結果であった. IL-4, IL-10 は, いずれも種々の炎症性疾患に対して抗炎
症作⽤を有する Th2 サイトカインであり, これら抗炎症性サイトカインは M2 マクロファー
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ジを活性化させることで組織修復, 軸索再⽣を促し, 脊髄損傷後の運動機能回復を促進する
(21-23). 炎症性サイトカインの mRNA 発現量については両群間で有意差は⾒られなかった
が, 脊髄損傷後に Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスでは抗炎症性サイトカインの産⽣が増加してお
り, ⾎液細胞における IκBζ の⽋損は炎症反応のバランスを抗炎症⽅向, 組織再⽣⽅向にシ
フトさせ, その結果, ⼆次損傷が軽減したと考えられた. 
 プロテインアレイでは, 脊髄損傷後 1⽇⽬の脊髄中における GM-CSF, CCL11 のタンパク
質レベルが Mx-1-Cre; Nfkbizfl/fl マウスで有意に⾼い結果であった. GM-CSF は強⼒な造⾎成
⻑因⼦であり, ⾻髄における幹細胞の増殖を促進する⼀⽅で, ⽩⾎球のアポトーシスを抑制
する作⽤を持つ. 脊髄損傷との関連については, 過去にラットを⽤いた研究で, GM-CSF が
神経細胞のアポトーシスおよびグリア瘢痕の形成を抑制し, 脊髄損傷後の機能回復を促進
したとの報告があり, 脊髄損傷に対しては保護的に働くサイトカインとされている(24, 25). 
CCL11(別名：eotaxin-1)は好酸球遊⾛因⼦であり, 喘息, アトピー性⽪膚炎, 炎症性腸疾患な
どのアレルギー疾患との関連が報告されている(26). ⼀⽅で, 虚⾎性脳損傷に対しては, 
CCL11 は神経前駆細胞の増殖および遊⾛能を⾼め, 神経再⽣を促進するとの報告もある
(27). さらに, ラットを⽤いた動物実験では, 実験的⾃⼰免疫性脳脊髄炎に耐性をもつラッ
トでは脊髄中の CCL11 の発現量が増加していたと報告されている(28). これらを踏まえる
と, ⾎液細胞における IκBζ の⽋損により, 脊髄損傷部位では組織修復や神経再⽣を⾼める
サイトカインの分泌が促進された可能性がある. 
 本研究では, 今後解明しなければならない種々の課題が残っている. 本研究では IκBζ が
発現している細胞の種類が同定できていない. IκBζ は, 過去の報告で Western blotting によっ
ても検出が可能な抗体を⽤いても免疫染⾊での検出ができなかった. これは, IκBζ が転写因
⼦であり, 細胞内ではタンパク質が 3 次元構造をとるためと考えられる. 今後は, IκBζ に適
した免疫染⾊や他の⼿法を⽤いて, IκBζ 発現細胞を特定する追加実験が必要と思われる. 次
に, 抗炎症性サイトカインの mRNA 発現量が増加した機序が不明である. 過去の論⽂では, 
in vitro の研究で, 培養したマクロファージから産⽣される IκBζ 依存性の IL-10 が報告され
ている(29). 本研究では, IκBζ の⽋損により脊髄中の IL-10 の mRNA 発現量は増加しており, 
ex vivo と in vivo での結果の乖離を説明しうる研究が求められる. 最後に, 本研究では脊髄損
傷後 0.5⽇⽬, 1⽇⽬のみで炎症性サイトカイン/ケモカインを測定したのみであり, 時間軸
での発現評価まではできていない. 今後の研究では, 経時的な炎症性サイトカインの詳細な
評価が必要と思われる. 
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5. おわりに 
 
  本研究では, ⾎液細胞における IκBζ の⽋損は, 炎症反応のバランスを抗炎症⽅向, 組織
再⽣⽅向にシフトさせることで, 脊髄損傷後の運動機能回復を促進することが⽰唆され
た. ⽣体内での IκBζ の働きは未だ⼗分に解明されていないが, 今後 IκBζ に対する研究が
さらに進むことにより, 細胞内の mRNA 発現を抑制する siRNA のような核酸医薬品をは
じめとした, ⾎液中の IκBζ をターゲットとした脊髄損傷に対する新たな治療法が開発さ
れることが期待される. 
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