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脊髄損傷では，外傷性に脊椎が損壊し，挫滅あるいは離断した脊髄内で神経細胞やミエリン細胞が

破壊され脳と末梢を繋ぐ信号が断裂される。損傷脊髄部位およびその下位脊髄が支配する体幹・上下

肢の運動と感覚が機能不全に陥る。現在，全世界で約250万人の脊髄損傷者がおり，さらに年間13万

人があらたに脊髄損傷を負っている。脊髄損傷の治療に関して，多方面からの研究が進められている

が，慢性期に至った脊髄損傷の機能回復は極めて困難である。

本研究では，脊髄損傷を効果的に回復させ得る新しい治療薬の創出を目指している。そのために，

①初代培養神経細胞を用いたスクリーニング，および動物モデルでの検討による，軸索伸展作用を有

する和漢薬成分の同定，②軸索再生不全に陥った軸索を再伸展させる分子メカニズムの解析，③脊髄

損傷慢性期で運動機能の改善を阻む因子の同定，を進めている。また②および③の結果を逐次①のス

クリーニング系に反映させ，軸索再生を達成するいくつかの機序ごとに，和漢薬から活性化合物を探

索することで，軸索伸展を導く複数のメカニズムにもとづき，創薬シーズとなる活性成分の多面的な

同定を進める。

【各班の概要】

脊髄損傷モデルマウスにおける和漢薬の有効性の検討 東田 千尋

脊髄損傷後，慢性期に移行するにしたがって損傷中心を囲うように形成されるグリア性瘢痕は，

軸索が再伸展したり分枝することを物理的障壁となり阻害するだけでなく，軸索伸展を阻害する細胞

外基質を分泌する。主たる軸索阻害因子はコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）である。

よって，CSPG存在下でも軸索伸展が可能になることは，慢性期脊髄損傷の運動機能を改善する上で

鍵となる重要な活性である。昨年度は，CSPGコーティング上でも軸索を伸展させる活性の検出を目

的として，110種類の生薬水エキスを検討し活性を有する生薬として苦参と連翹を特定した。今年度

はそれらに関し，脊髄損傷モデルマウスでの活性評価によりinvivoでの有効性を検討し，さらに活

性成分の同定にも進んだ。
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脊髄損傷に有効な和漢薬の活性成分の同定 紺野 勝弘

和漢生薬を脊髄損傷改善に有効な薬物素材と考え，各種和漢生薬エキスを対象にして脊髄損傷改善

作用の薬理活性を検討し，活性成分の同定と作用機序の分子的解明を目指した。昨年度までの検討に

より有効性を示した苦参，連翹に関して，本年度は，その活性成分の特定を目指した。生薬エキスの

分離・精製を進め，活性成分の定量も実施した。

細胞接着斑形成制御を機序とする脊髄損傷治療薬の開発 久保山 友晴

グリア性瘢痕内では活性化アストロサイトから阻害因子のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン

（CSPG）が分泌され，これが濃度勾配を形成して沈着し，軸索再生を阻害する主たる原因の一つとなっ

ている。CSPGによる軸索再生阻害の機序は未だ解明されておらず，これを紐解くことは，軸索再生

の機序を知ることに繋がる。昨年度までに久保山は，p21-activatedkinase（PAK）がpaxillinをリン酸

化してCSPG濃度勾配上の軸索再生を促進することを明らかにした。PAKはプロテインキナーゼA

（PKA）によってリン酸化されることによって不活性化されることが報告されていることから，CSPG

濃度勾配上のdystrophicendballではPKAが活性化し，それによってPAKが不活性化し，paxillinの

リン酸化が抑制されているのではないかと考えた。そこで本年度は，dystrophicendballにおけるPKA

の活性を検討した。
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Ⅱ－1 脊髄損傷モデルマウスにおける和漢薬の有効性の検討

富山大学・和漢医薬学総合研究所 神経機能学分野

准教授 東 田 千 尋

【研究目的と背景】

脊髄損傷に対する臨床的対処の現状としては，受傷直後の大量ステロイド剤投与による障害の減弱

化が試みられているものの，その効果は疑問視されており（Kronvalletal.,2005），動物実験での改

善効果も明確でない（Pereiraetal.,2009）。こういった現状の中，胚性幹細胞（ES細胞）や人工多

能性幹細胞（iPS細胞）を応用した再生医療が次世代の脊髄損傷の治療戦略として有望視され，近年，

精力的に基礎研究が進められている（Kumagaietal.,2009;Tsujietal.,2010）。しかしこれらの戦略

で，モデル動物での脊髄損傷改善作用が認められるのは，対照群でもある程度の自然回復が認められ

る損傷条件下で，急性期（1－2日以内）から亜急性期（10日程度以内）に細胞を移植した場合が主で

あり，慢性期での有効性は不明である。つまり慢性期に至った脊髄損傷の機能回復は依然として極め

て困難であると考えられている。

グリア瘢痕は，慢性期脊髄損傷でCSPGなどの軸索抑制因子を放出するため，その負の側面がク

ローズアップされてきた。しかしグリア瘢痕を形成するastrocyteには，積極的に軸索伸展を促す神

経成長因子（BDNF,NGF,NT3等）の分泌（Rollsetal.,2009），シナプス間隙のグルタミン酸クリア

ランスによる神経細胞死の保護（Rothsteinetal.,1996）といった正の作用も備わっていることが，次々

と示されている。つまり，慢性期脊髄損傷を治療する鍵は，①神経軸索の伸展と，②グリア細胞の正

の作用を高めるような制御の両方に働きかけることである（TohdaandKuboyama,2011;Teshigawara,

Kuboyamaetal.,2013）。

そこで本研究では，和漢薬を対象にして，脊髄損傷改善作用の薬理活性を，細胞モデルと脊髄損傷

動物モデルにおいて多面的に検討し，活性成分の同定と，作用機序の分子的解明を目指す。Invivo

モデルでの解析（東田），invitroモデルでのアッセイとメカニズム解析（東田，久保山），化学的分析

研究（紺野）と役割分担し，相互に連携しながら実施する。

本年度は，昨年度までの研究で軸索伸展活性が認められた苦参，連翹に着目し，invivoでの運動

機能改善作用についての評価を行い活性化合物の同定も目指した。
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【実験方法】

1）脊髄損傷マウスの運動機能障害に対する生薬エキスおよび生薬成分の改善作用

ddYマウス（雌性，8週齢）の第10胸椎を切除し，露出させた脊髄に6.5gの錘を2cmの高さから

1回落下させ圧挫損傷モデルを作製した。損傷1時間後に初回，その翌日から1日1回，苦参水エ

キス，連翹水エキス（500mg/kg，経口）またはマトリン（10,100mmol/kg，経口），オキシマトリン

（10,100mmol/kg，経口）の投与を31日間行った。マウスの後肢運動機能の評価は10段階のBMSス

コアと，5段階のBSSスコア，加えて我々が考案したTMSスコア（投稿中）により行った。その後，

マウスを麻酔下に還流固定し脊髄を摘出した。連続矢状断切片を作製し，免疫組織染色を行った。縫

線脊髄路の可視化には，セロトニン（5-HT）抗体を用い，同時にastrocyteマーカーのGFAP抗体，コ

ンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）マーカーのCS56抗体を用いた三重染色を行った。

2）CSPG基質上における軸索伸展阻害に対する生薬エキスの改善作用

マウス胎児（胎生14日齢）の脳より大脳皮質神経細胞を初代培養した。培養には，poly-D-lysineコー

ティングののち，CSPGとしてaggrecanを2mg/mlにてさらにコーティングした8-wellカルチャース

ライドを用いた。細胞は5X104cells/wellの密度で播種した。培養2日目に，溶媒のみあるいは生

薬エキスを1,10mg/mlになるように培地中に加え，その6日後に細胞を固定し免疫蛍光染色を行っ

た。軸索マーカーとしてリン酸化型ニューロフィラメントH（pNF-H）と，神経細胞マーカーとして

MAP2を2重染色した。蛍光顕微鏡（BX61/DP70システム，オリンパス）にて画像を取得し，軸索の

長さをNeurocyte画像解析ソフトで測定するとともに，ImageJ画像解析ソフト上で神経細胞の数を

測定し，神経細胞あたりの軸索の長さを算出した。

【実験結果】

苦参，連翹の各エキスを，脊髄損傷マウスに経口投与し，31日間の後肢運動機能を評価した。溶

媒投与群と比較して，苦参エキス投与によって BMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F

（17,544）=9.069,P<0.0001），BSSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F（17,544）=9.232,

P<0.0001），TMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：F（17,544）=10.49,P<0.0001）が

有意に改善した。また，連翹エキス投与によっても，BMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：

F（17,510）=3.317,P<0.0001），BSSスコア（薬物 x経過日数の間の交互作用：F（17,510）=

4.449,P<0.0001），TMSスコア（薬物 x経過日数の間の交互作用：F（17,510）=3.295,P<

0.0001）が有意に改善した。苦参エキス投与群の脊髄損傷部位では，5-HT陽性軸索の密度が有意に

増加していた。

苦参，連翹の各水エキスを分画し（共同研究者・紺野の項），CSPG基質上の軸索形成に対する作
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用を検討した。苦参エキスの酢酸エチル画分は無効であり，アルカロイド画分，水画分には軸索伸展

活性が認められた。同濃度での活性はアルカロイド画分の方が強い傾向があった。苦参の主要成分と

してマトリンとオキシマトリンが知られており，特にアルカロイド画分にはこの2成分がともに多

く含有されていることが示された（共同研究者・紺野の項）。

苦参の主成分であるマトリン，オキシマトリンを，脊髄損傷マウスに経口投与し，31日間の後肢

運動機能を評価した。溶媒投与群と比較して，マトリン（100mmol/kg）投与によってBMSスコア

（薬物x経過日数の間の交互作用：F（15,330）=6.427,P<0.0001），BSSスコア（薬物x経過日数

の間の交互作用：F（15,330）=4.071,P<0.0001），TMSスコア（薬物x経過日数の間の交互作用：

F（15,330）=6.132,P<0.0001）が有意に改善した。マトリンの低用量（10mmol/kg），およびオキ

シマトリンは無効だった。

連翹の画分に関しては，酢酸エチル画分，アルカロイド画分，水画分のいずれにも軸索伸展活性が

検出された。活性の強さによる画分の絞り込みができなかった。そこで疎水性の差により再分画を実

施し，再度，軸索伸展活性を検討している。

【考察】

昨年度の研究においては，110種類の生薬を対象に，細胞でのスクリーニングを行い，CSPG上で

の軸索伸展阻害を乗り越える活性を，苦参，牛膝，連翹に見出した。さらに昨年は，脊髄損傷マウス

に，300mg/kgの用量で30日間投与する実験により，苦参エキスと連翹エキスによる後肢運動機能改

善作用を示した。今年度はその再現性を検討した結果，確かに苦参エキス（500mg/kg）及び連翹エ

キス（500mg/kg）に後肢運動機能改善作用があることを明らかにし，少なくとも苦参エキス投与

群では，損傷部位での縫線脊髄路の伸展が認められる結果も得た。苦参エキス500mg/kg中には，

45mmol/kgのマトリン，10mmol/kgのオキシマトリンが含有されていることが分かったため（共同

研究者・紺野の項），10mmol/kg，100mmol/kgの用量で，マトリンおよびオキシマトリンの経口投与

を実施したところ，マトリンにのみ効果が認められた。

経口投与後のオキシマトリンの大部分はマトリンへ代謝される（Fanetal.,2013）と報告されてい

ることも鑑みると，苦参エキス中の脊髄損傷改善に関わる活性成分はマトリンであることが示唆され

る。現在，マトリン投与群の損傷脊髄内での組織変化を検討中であるとともに，マトリンの分子作用

機序について検討している。

これらの検討により，脊髄損傷の治療につながるターゲットシグナルが明らかにできるものと考え

ている。同時に，苦参と連翹を構成生薬とした新たな漢方方剤を作製し，脊髄損傷マウスに投与する

実験を実施し，単独の生薬エキスでの作用と比較して，相加・相乗作用が期待できないかも検討する

予定である。また一連の研究結果より，CSPG上での軸索形成の活性が，脊髄損傷後の運動機能改善
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活性をある程度予測できることも示された。よってこの実験系は，今後，薬物や活性化合物のスクリー

ニングへの利用や，薬物の作用機序の解明に積極的に利用することができると考えている。
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Ⅱ－２ 脊髄損傷に有効な和漢薬の活性成分の同定

富山大学・和漢医薬学総合研究所 和漢薬製剤開発分野

客員教授 紺 野 勝 弘

【研究の目的とその背景】

脊髄損傷に対する薬物療法について，多くの研究が行われているが，未だ有効な治療法は確立され

ていない1）。たとえば，臨床的対処としてステロイド剤の大量投与が試みられているが，その有効性

は疑問視されている。また，胚性幹細胞（ES細胞）や人工多能性幹細胞（iPS細胞）を応用した再生

医療が有望視され，基礎研究が進められているが，実用化には更なる研究の進展を待たなければなら

ない。このような現状の中，本研究代表者の東田らは，伝統薬物成分が脊髄損傷改善の有効な薬剤に

なり得る可能性を示している。東田らは，和漢生薬をはじめとした伝統薬物の神経変性疾患改善作用

に関する基礎研究を積み重ねてきているが2），その一環として，アユルベーダ薬物であるAshwagandha

（インド人参，Withaniasomniferaの根）に含まれるステロイドサポニンWithanosideIVが，記憶障害

改善作用と共に脊髄損傷マウスの運動機能を回復させる効果があることも明らかにした3）。さらに，

代謝研究によって，WithanosideIVは投与後代謝され，糖部分がはずれたアグリコン（サポゲニン）

sominoneとなって活性を発揮することも証明した4,5）。そこで，sominoneおよびその誘導体を化学合

成し，より活性が強く合成も比較的容易なdenosominを創成するに至った6,7）。この一連の研究は，

伝統薬物成分，特にステロイドサポニンあるいはそのアグリコン（サポゲニン）が，抗認知症薬・脊

髄損傷改善薬開発のためのリード化合物になり得ることを示したものと言える。

これらの結果から，和漢生薬は脊髄損傷改善に有効な薬物素材と考えられるが，これまでその観点

からの研究は行われていない。そこで，本研究では，各種和漢生薬エキスを対象にして脊髄損傷改善

作用の薬理活性を検討し，活性成分の同定と作用機序の分子的解明を目指す。

昨年度までに，110種の和漢生薬エキスについてスクリーニングを行ない，3種（苦参，牛膝，連

翹）に強い軸索伸展活性を認めた8）。さらに，うち2種（苦参，連翹）は，脊髄損傷マウスの後肢運

動機能を有意に回復させた。そこで，活性物質の特定を目指して，これら2種の生薬エキスの分離・

精製を進めた。

【結果】

1.苦参エキス中の活性成分

まず，定法に従って溶媒分画を行った。苦参エキスを酢酸エチルで抽出し，酢酸エチル分画を得た。
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水層は，アンモニア水を加えて塩基性とした後，クロロホルムで抽出してアルカロイド分画とした。

残った水層を凍結乾燥し，水分画を得た。

こうして得られた三つの分画の軸索伸展活性を調べたところ，アルカロイド分画と水分画が活性を

示したが，酢酸エチル分画には活性が認めらなかった。この結果から，活性成分はアルカロイド関連

物質と考えられた。そこで次に，活性を示した二つの分画に，これらアルカロイドが含まれているか

どうかを，LC-MSを用いて検討した。

結果を図1に示す。標品のマトリン，オキシマトリンは，それぞれRT2minおよび2.7minに溶出

される。これと比較しながら分析すると，水分画にはオキシマトリンのみが，アルカロイド分画には，

マトリンとオキシマトリンの両方が検出された。精密質量分析においても，それぞれの分子式に一致

する値を与えた。

さらに，各分画での含有量を知るために，両化合物の定量を試みた。標品を用い，上記LC-MS法

にて検量線を作成し，これに基づいて定量した結果を表1に示す。アルカロイド分画には，エキス

に比べてマトリンは約5倍，オキシマトリンは約2倍の濃度で含まれていて，溶媒分画によって効

率良く濃縮されていることがわかる。しかし，水分画のオキシマトリン含量は低く，活性のなかった
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HPLC conditions: CAPCELL PAK C18 UG-120, 1.5 x 120 mm (Shiseido), 5-95% MeCN/H2O/0.1% HCO2H for 
25 min, 0.2 mL/min at 25 °C, detected by ESI-(+)-Orbitrap MS (Thermoscientific). 
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Time (min)
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0

PDA total scan 
chromatogram
(200-600 nm)

Total Ion 
chromatogram
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Extracted Ion chromatogram
(m/z 249.1967 ± 0.003 and
 265.1916 ± 0.003)

1 2 1 2 1 2

図１.マトリン，オキシマトリンのLC-MS分析



酢酸エチル分画と同程度であった。こ

のことは，水分画には，オキシマトリ

ン以外の活性成分が存在することを示

唆する。

そこで次に，各活性分画を再分画することにより，オキシマトリン以外の活性成分を検索した。逆

相HPLCを用いて再分画した結果を図2に示す。水およびアルカロイド分画から，それぞれからさ

らに1~6の分画を得た。LC-MS分析により，水分画からは画分5にオキシマトリンが，アルカロイ

ド分画からは画分3にマトリン，画分5にオキシマトリンが溶出されていることがわかった。現在，

これら再分画成分の軸索伸展活性を検討している。

2.連翹エキスの分離・精製

連翹エキスについても，苦参エキスと同様な方法で溶媒分画したが，軸索伸展活性はどの分画にも

有意に見られ，苦参エキスのように特定の分画に集中することはなかった。すなわち，連翹エキスの

場合，溶媒分画は活性成分の分離・精製には適切な方法ではないことがわかったので，別の方法で分

―22―

表1.マトリン，オキシマトリンの定量

マトリン
（mg/mg）

オキシマトリン
（mg/mg）

苦参エキス 22.4 5.3

水分画 0.1 0.4

アルカロイド分画 140.3 9.5

酢酸エチル分画 0.7 0.2

                                               

 
HPLC conditions: Xtera Prep MS C18 ODB, 19 x 250 mm (Waters), 5-15% (40 min)-95% (60 min) 
MeCN/H2O/0.05 M TFA, 5 mL/min at UV 210 nm. 

1 22222 3 65333 555554 1 2 3 633 5
4

3 444

0 30 60
3333

0 30 60min min

図２.HPLCによる再分画



 (50 g)

30%

(0.83 g)

HP-20
(200 mL, 4 x 30 cm)

(1.94 g)
60%

(1.22 g)
(0.29 g)

画することにした。ダイヤイオンHP-20

は，疎水性相互作用に基づいた吸着クロ

マトグラフィーで，生薬エキスのような

多成分混合物を疎水性，親水性の成分に

分離するため繁用される方法である。連

翹エキスにこの方法を試みることにした。

分離スキームを図 3に示す。全体の約

半量は吸着されずに素通りし，残り半分

がエタノール濃度の段階溶出によって，

少しずつ溶出されてきていることがわか

る。現在，これら分画の軸索伸展活性を

検討中である。

【考察】

110種の和漢生薬エキスの軸索伸展活性スクリーニングから，2種（苦参，連翹）の活性の強いエ

キスを選び，活性成分の検索を行った。苦参エキスからは，溶媒分画によって活性成分が効率良くア

ルカロイド分画に分配・濃縮され，活性物質としてマトリンを同定した。マトリンは，苦参の主アル

カロイド成分としてよく知られ，これまでに神経保護作用，抗がん作用，抗炎症作用が報告されてい

るが，軸索伸展活性は，本研究によって初めて見出された。水分画も，アルカロイド分画と同様の活

性を示したが，オキシマトリンの含量は非常に低く，他の活性成分の存在が示唆された。そこで，逆

相HPLCで再分画し，他の活性成分の分離・精製を検討している。連翹エキスは，苦参エキスとは異

なり，同様の溶媒分画では効率良く活性成分を濃縮できないことがわかった。すなわち，苦参とは活

性物質の化学的性質が異なることが窺える。そこで現在，ダイヤイオンHP-20を用いた疎水性吸着

クロマトグラフィーによる分画を検討している。

ここで得られた結果は，和漢生薬が脊髄損傷改善に有効な薬物素材であることを，現実に示したも

のと言える。これらの情報をもとに，今後さらに活性成分の分離・精製，活性物質の同定ができれば，

新しい和漢薬の展開，あるいは創薬への発展が期待できる。
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図３.連翹エキスのダイヤイオンHP-20による分画
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Ⅱ－３ 細胞接着斑形成制御を機序とする脊髄損傷治療薬の開発

富山大学・和漢医薬学総合研究所 神経機能学分野

助教 久保山 友 晴

【研究目的と背景】

脊髄損傷などで中枢神経組織が損傷を受けると，損傷部位周辺で活性化アストロサイトが凝集し，

グリア性瘢痕が形成される。断裂した神経軸索はグリア性瘢痕を越えて再生することができない。そ

のため，脊髄損傷では下肢麻痺などの機能障害が永続する。1928年Cajalは，脊髄損傷部位（グリア

性瘢痕形成部）近傍で軸索終末部が膨瘤した球状体を呈して伸長が停止することを発見し，これを

dystrophicendballと名づけた。Dystrophicendballの形成が軸索再生不全の原因だと考えられているが，

未だにその分子的基盤は明らかになっていない。一方，グリア性瘢痕内では活性化アストロサイトか

ら阻害因子のコンドロイチン硫酸プロテオグリカン（CSPG）が分泌され，これが濃度勾配を形成し

て沈着し，軸索再生を阻害する主たる原因の一つとなっている（Daviesetal,1999）。CaseWestern

Reserve大学Silver博士らは，CSPG濃度勾配を形成した培養皿上で後根神経節神経細胞を培養する

ことにより，dystrophicendballを再現した（Tometal,2004）。これにより，CSPGによる軸索再生不

全をdystrophicendball形成の視点から解析する妥当性が示唆された。本培養系を用いることにより，

dystrophicendballの分子的基盤の解析が容易になり，これまで未解決であった・CSPGによる軸索再

生阻害の機序・の解明を大きく進めることができる。

私はこれまでに，前述したdystrophicendballの形成を再現する培養系を用いて大規模な薬物スクリー

ニングを行なった結果，プロテインキナーゼA（PKA）阻害剤を処置することにより，dystrophic

endballが前方への移動を再開することを初めて明らかにした。次に，細胞運動能に重要な役割を果

たす細胞接着斑（細胞-基質間の結合形成部）の構成分子であるpaxillinがPKA阻害によってリン酸

化され，これにより細胞接着斑のダイナミクスが亢進し，結果としてdystrophicendballがCSPG濃

度勾配上で前方移動を再開することを明らかにした。

そこで私は，脊髄損傷下で再生不全に陥った軸索終末部の細胞接着斑の形成を制御することができ

れば，軸索再生が誘発され，脊髄損傷を治療することができるのではないかと考えた。そこで，細胞

接着斑の形成制御作用を有する生薬及びその成分を同定し，その薬理作用を解析することにより，新

たな脊髄損傷治療薬を開発することを目指している。本目標を達成するためには，CSPG濃度勾配を

検知し，細胞接着斑の形成を制御するに至るまでの機序を解明して鍵となる分子を同定することが重

要となる。昨年度までに久保山は，p21-activatedkinase（PAK）がpaxillinをリン酸化してCSPG濃度
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勾配上の軸索再生を促進することを明らかにした。PAKはPKAによってリン酸化されることによっ

て不活性化されることが報告されている（HoweandJuliano,2000）。また，dystrophicendballでは

PKAが活性化していることを明らかにしている。以上のことから，CSPG濃度勾配上のdystrophic

endballではPKAが活性化しているためPAKが不活性化し，paxillinのリン酸化が抑制されていると考

えられた。そこで本年度は，dystrophicendballにおけるPKAの活性化制御機構について検討した。

【実験方法】

1.細胞培養

Tomらの方法（Tometal,2004）に準じて，培養皿上にCSPGの濃度勾配を作製した。次に成体ラッ

トより後根神経節神経細胞を単離し，CSPG濃度勾配を形成させた培養皿あるいは10mg/mllaminin

をコートした培養皿上に播種し，2%B-27（Invitrogen）を含むNeurobasalA培地（Invitrogen）を用い

て37℃，5% CO2条件下で培養した。

2.免疫染色

実験1では培養4時間後に薬物を処置し，その2日後，戸島らの方法（Tojimaetal,2007）に準じ

て細胞を固定し，神経マーカーのウサギ抗b-tubulinIIIポリクローナル抗体（Sigma）及びマウス抗

CSPGモノクローナル抗体（CS-56，Sigma）を用いて免疫染色を行った。倒立蛍光顕微鏡（BZ-8000，

KEYENCE）を用いて蛍光画像を取得した。CSPG濃度勾配の外側の端から内側へ120mmの距離の間

に伸長した軸索の長さを定量した。

実験2では，培養2日後，薬物を5分間処置した後に上述した手法で細胞を固定した。続いて

PKAreguratorydomainII（PKARII）を認識するマウスモノクローナル抗体（1:400,BDBiosciences）

及びPKARIIの96番目のセリン残基のリン酸化（pS96PKARII）を特異的に認識するウサギモノクロー

ナル抗体（1:200,Epitomics）を 1次抗体として用い，AlexaFluor488結合型抗マウス IgG抗体

（1:400,Invitrogen）及びAlexaFluor594結合型抗ウサギIgG抗体（1:400,Invitrogen）を2次抗体とし

て用い，免疫染色を行った。倒立蛍光顕微鏡（AxioObserverZ1,CarlZeiss）を用いて蛍光画像を取

得した。軸索終末部における蛍光強度はAxioVisionsoftware（CarlZeiss）を用いて定量した。

【実験結果】

1.cAMP阻害による軸索再生作用

PKA阻害剤によってCSPG濃度勾配を横切る軸索再生が促進されることは既に明らかにしている。

PKAはcAMP増加によって活性化される。そこでcAMP阻害剤処置によるCSPG濃度勾配上の軸索
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再生に対する作用を検討した。CSPG濃度勾配下で培養した神経細胞に対して，cAMPのアンタゴニ

スト Rp-cAMPS（20,10,200mM），膜貫通型アデニル酸シクラーゼ阻害薬 2・,5・-dideoxyadenosine

（0.1,1,10,50mM），細胞質型アデニル酸シクラーゼ阻害薬2-hydroxyestradiol（1,5,10mM）を処置

したが，いずれも濃度勾配を横切る軸索の長さは増加しなかった。

2.DystrophicendballにおけるcAMP阻害時のPKAの活性

PKAは2つのcatalyticsubunitと2つのregulatorysubunit（RI・RII）から構成される。RIとRIIは

catalyticsubunitのキナーゼ活性を阻害する（Tayloretal,1990）。cAMPがRI・RIIに結合すると，RI・

RIIがcatalyticsubunitと解離し，catalyticsubunitのキナーゼ活性が賦活化する。RIIの96番目のセリ

ン残基は自己リン酸化すると，cAMP依存性の cataliticsubunitと RIIの解離が促進され，catalytic

subunitのキナーゼ活性が賦活化する（Granotetal,1980;Erlichmanetal,1983）。そのため，RIIの96

番目のセリン残基のリン酸化（pS96PKARII）を認識する抗体を用いてPKAの活性化を検出する手法

が既に報告されている（Mizunoetal,2002）。そこで私は，pS96PKARIIおよびPKARIIに対する抗体

を用い，神経軸索終末部におけるpS96PKARIIとPKARIIの蛍光強度の比をとり，PKAの活性を評価

する実験を行った。PKAのcatalyticdomainに作用して直接PKAの活性を阻害するKT5720（1mM）

およびmPKI（1mM）をdystrophicendballに処置した時，pS96PKARIIに対するPKARIIの比（PKAの

活性）は減少した。一方，Rp-cAMPS（200mM），2・,5・-dideoxyadenosine（50mM），2-hydroxyestradiol

（10mM）を処置してもPKAの活性は減少しなかった。

【考察】

以上の研究結果から，CSPG濃度勾配上のdystrophicendballではPKAの活性が増加しているが，

これはdystrophicendballでcAMPの濃度が増加しているためではなく，何らかの機構でPKAが直接

活性化されていることが推測された。Proline-directedproteinkinaseやRSK1など，PKAのregulatory

domainとcatalyticdomainの間の相互作用を調整してPKAを活性化させるプロテインキナーゼがいく

つか報告されており（Braunetal.,1991;Chaturvedietal.,2006;Houslayetal.,2006），CSPG濃度勾

配はこのようなキナーゼの活性を制御するなどしてPKAを直接活性化しているかもしれない。これ

までの研究成果より，CSPG濃度勾配下で再生不全に陥った軸索を再生させる機序として，PKA阻

害によるPAK,paxillinを介した再生機序を明らかにした。本成果は，脊髄損傷治療薬の新たな分子

ターゲットを提唱するものである。以上の久保山の研究成果の一部は，ExperimentalNeurologyに発

表した（Kuboyamaetal.,2013）。
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