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新規核酸アナログCOA-Cl による脊髄損傷後の
血管新生および機能回復効果

坂本　一晴１，２），氷見　直之１），中村－丸山　恵美１），萩原　喜美子１）， 

林　範人３），長谷川　徹２，３），宮本　修１）

１）川崎医科大学生理学２，
２）川崎医科大学脊椎・災害整形外科学，

３）聖隷淡路病院

抄録　2-chloro-carbocyclic oxetanocin A（COA-Cl）はアデノシン類似体合成化合物であり in 
vitro にて血管新生作用が報告されており，またラットの脳卒中モデルに対する投与で神経保護，
血管新生および機能回復効果が示されている．本研究ではこれらの効果が脊髄損傷モデルにおいて
も発揮されるか否かを評価した．荷重装置により T9レベルの脊髄損傷モデルラットを作製し，損
傷直後から COA-Cl を５日間腹腔内投与した COA-Cl 群と，同量の生理食塩水を投与した vehicle
群に分けた．脊髄損傷14日後に運動機能を Basso-Beattie-Bresnahan Locomotor Rating Scale ス
コア（BBB スコア）と傾斜台試験にて，血管新生をラミニンの免疫染色により後索の血管数と
血管面積を測定することで評価した．運動機能は BBB スコアと傾斜台試験ともに COA-Cl 群で
vehicle 群に比べて有意に改善した．血管新生は COA-Cl 群で血管数および血管面積ともに有意に
増加した．これらの結果から，COA-Cl の脊髄損傷後急性期における投与は運動機能改善および血
管新生をもたらし，脊髄損傷急性期の新規治療薬としての可能性が示された．
� doi：10.11482/KMJ-J202046065　（令和2年10月8日受理）
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〈原著論文〉

緒　言
　脊髄損傷は重篤な感覚障害や運動機能低下を
誘発することから，多くの脊髄損傷患者は生活
の質が低下し，また，損傷後の平均余命の低
下が生じる１）．脊髄損傷は外傷患者の3.7％に
相当し，死亡率は5.6％であると報告されてお
り２），多くの場合，外傷による機械的ストレス
に起因して四肢や体幹に重度の機能障害を引
き起こす３）．脊髄損傷後の病態生理学的な検討
として，概ね以下の２段階に分けられている．

脊髄への直接的な機械的損傷による一次細胞死
と広範囲な出血およびそれによる血流減少が発
生する．二次的損傷として炎症反応に伴う細胞
傷害と４），その後の瘢痕組織の形成による軸索
再生阻害がある５）．我々は損傷初期の一次細胞
死の段階に治療介入することで脊髄損傷に対し
て有効な治療効果が期待できると考えた．一方
で，脊髄損傷の治療には血管新生の促進が有効
であるとの知見も報告されている．新生血管は
血管内皮細胞の増殖と遊走あるいは骨髄由来血
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管内皮前駆細胞の増殖や遊走に起因し６），循環
機能を改善することで組織治癒をもたらす７）．
脳血管障害において病巣中心部では血液循環障
害に伴い虚血となるが，病巣辺縁部では中心部
ほど重篤な虚血は生じず，細胞死が抑えられた
状態にある．これらの残存する神経細胞を保護
することで血管障害に伴う重篤な神経症状を
軽減できることが知られている８）．また血管新
生による組織治癒には brain derived neurotrophic 
factor（BDNF）など神経細胞保護に関わる因子
が重要な働きをすることが示唆されている９）．
本研究では，血管新生効果が高く安定した合成
アデノシンアナログの新規薬剤である2-chloro-
carbocyclic oxetanocin A（COA-Cl）10，11） に着目
した．これまでの研究で，COA-Clが in vivo
でヒト臍帯血内皮細胞（human umbilicalvein 
endothelial cell：HUVEC）とウサギの角膜に血
管新生反応を誘導することが示されてきた12）．
さらに，我々は脳卒中モデル動物を使った研究
において，COA-Clの血管新生と神経細胞保護
効果の両方による運動機能回復促進についてす
でに報告しており13），今回，COA-Clの脊髄損
傷に対する作用を調べる目的で，脊髄損傷初期
における COA-Cl投与で早期の血管新生が誘導
されることが治療効果に関与するという仮説を
立て，ラット脊髄損傷モデルを用いて COA-Cl
の治療効果を行動学的および組織学的実験によ
り検証した．なお脊髄損傷モデルの運動機能改
善に対する COA-Clの脊髄細胞保護効果につい
ては，今後の研究課題と考えている．

対象と方法
動物
　本研究では，生後８～９週齢の Sprague-
Dawley系ラット（雄，280～300 g）を合計25
頭使用した．動物実験は川崎医科大学の動物実
験委員会によって承認された（承認番号：17-
046，19-014）．

脊髄損傷モデル
　ラットに３種混合麻酔（メデトミジン0.3 mg/

kg，ミダゾラム4.0 mg/kgおよびブトルファノー
ル5.0 mg/kg）を腹腔内投与し背側の脊柱棘突
起から正中切開を行い T8～10の胸椎を椎弓切
除し硬膜を露出させた．脊髄破壊には当研究室
で確立された荷重装置を使用した14）．先端径２ 
mmの20 gのロッドを，25 mmの高さから露出
した脊髄の T9レベルに落下させ，１分間保持
して脊髄を圧迫した．不全対麻痺を確認した後，
筋肉と皮膚の層を創閉鎖した．その後，早期覚
醒のためにアンチセダン（0.3 mg/kg）を腹腔内
投与した．手術は全て37℃の保温パッド上にて
実施した．覚醒後は吸水チップ上で飼育し，排
尿機能を回復するまで毎日膀胱圧迫を行った．
ラットは荷重装置による負荷を与えない sham
群，COA-Cl投与群，Vehicle投与群（対照）そ
れぞれ n = 5とした．

COA-Cl
　COA-Clはアデノシン類似体の新規低分子化
合物であり，生理食塩水（1.5 mg/ml）に溶解し，
COA-Cl群に対し6.0 mg/kgを脊髄損傷後５日間
連続して腹腔内投与した．Vehicle群には同様
に損傷直後から COA-Cl群と同量の生理食塩水
を腹腔内に投与した．

BBBスコア
　運動機能は，関節運動，関節可動域，協調
運動の評価を含む信頼性の高い Basso-Beattie-
Bresnahan Locomotor Rating Scale スコア（BBB 
スコア）にて脊髄損傷14日後に評価した15，16）．

傾斜台試験
　傾斜台試験を損傷14日後に行った．０～90°
の範囲で角度を調整できる可動プレートにラ
バーマットを貼り付けラットを置き，可動プ
レートの傾斜を徐々に増加させ，ラットが５秒
間落下せずに自身を維持できる最高角度（維持
可能角度）を記録した17）．

免疫染色
　COA-Clの血管新生効果を調べるため18），損
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で12.4±1.52，Vehicle群で8.60±0.55であり（図
1a），COA-Cl群の BBBスコアは Vehicle群に
比べ有意に改善していた（p = 0.0008）．また脊
髄損傷14日目に行った傾斜台試験にてラット
が体勢維持可能だった角度は COA-Cl群で71
±8.9 °，Vehicle群で58±5.7 °であり（図1b），
COA-Cl群にて有意に改善された（p = 0.025）．
一方 Sham群（n = 5）の BBBスコアは満点の
21.0±0.0であり，傾斜台試験では最大傾斜の80
±0.0°であった．

血管数および血管面積
　脊髄後索における COA-Clによる血管新生効
果を損傷14日後のラミニン染色により評価し
た．血管数は COA-Cl群において（図2a），損
傷中心から頭側5.0，2.5および尾側2.5，5.0 mm
の領域でそれぞれ165±45.5，178±25.3，222±

傷14日後（COA-Cl：n = 5，Vehicle：n = 5）のラッ
トをペントバルビタールナトリウム（50 mg/
kg）にて麻酔後，４％パラホルムアルデヒドを
心臓より灌流し固定を行った．脊髄を摘出し
10－30％スクロース溶液で５日間脱水した後，
凍結包埋剤（ティシューテック O.C.T.コンパ
ウンド，サクラファインテックジャパン株式会
社，東京，日本）で包埋凍結した．凍結した脊
髄組織よりクリオスタットを用いて損傷中心
から頭尾側2.5 mmおよび5.0 mmのレベルにて
厚さ25 µmの冠状切片を作成した．切片を99，
70％エタノール，および0.1％トリトン -X100
（Sigma Aldrich，セントルイス，ミズーリ州，
アメリカ合衆国）を含む0.01Mリン酸緩衝生
理食塩水に浸漬後，0.01Mクエン酸緩衝液中で
加熱処理した．その後，切片を５％ロバ血清
（Sigma Aldrich）でブロッキングし，抗ラミニ
ン抗体（ウサギ抗体，1:1,000，Sigma Aldrich）
で４℃下にて一晩反応させた．その後，0.01M
リン酸緩衝生理食塩水で洗浄し二次抗体（Alexa 
fluor 488抗ウサギ IgG，1:1,000，Thermo Fisher 
Scientific，ウォルサム，マサチューセッツ州，
アメリカ合衆国）で室温下にて１時間暗所で反
応させた．0.01Mリン酸緩衝生理食塩水で洗浄
後封入し，後索の錐体路領域の血管面積測定
用（BZ-X700，株式会社キーエンス，大阪，日
本）および血管数測定用（LSM700，Carl Zeiss 
Microscopy，イエナ，ドイツ）の撮像を行い，
Image J（National Institutes of Health，ベセスダ，
メリーランド州，アメリカ合衆国）にて面積お
よび数を測定し COA-Clおよび Vehicle群間の
同部位で比較した．

統　計
　データは平均値±標準偏差として記載した．
運動機能の統計にはスチューデント t検定を，
また血管数と血管面積の統計には分散分析を用
いた．p値 < 0.05を統計的に有意な差とした．

結　果
運動機能
　脊髄損傷14日後の BBBスコアは COA-Cl群

図１　脊髄損傷 14 日後の運動機能
ａ）BBBスコア，ｂ）傾斜台試験における維持可能角
度
*p < 0.05，***P < 0.001
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63.0，185±24.5 個 /mm2であった．対照的に，
Vehicle群の血管数（図2b）は180±34.1，151
±9.6，137±26.9，146±20.1 個 /mm2であり，
尾側2.5（p = 0.028）および5.0 mm（p = 0.024）
の領域で COA-Cl群の血管数が有意に多かっ
た（図2c）．また，後索の0.389 mm2の領域内に
おける血管面積を蛍光輝度で測定した結果，
COA-Cl 群の頭側5.0，2.5， 尾側2.5，5.0 mm
それぞれのレベルにて9,207±1,542，11,236±
3,047，12,791±1,575，9,178±6,057 µm2であっ

た．一方 Vehicle群の血管面積は6,673±5,256，
8,567±1,343，9,562±1,883，6,920±762 µm2で
あり，頭側5.0 mm（p = 0.008），尾側2.5 mm（p 
= 0.019）および尾側5.0 mm（p = 0.0008）にお
いて COA-Cl群の血管面積が有意に大きかった
（図2d）．

考　察
　COA-Clを脊髄損傷直後の急性期に５日間連
続投与した結果，BBBスケール（図1a）およ

図２　脊髄損傷 14 日後の血管数および血管面積 抗ラミニン抗体を用いた組織
免疫染色像よりカウントした．
ａ）COA-Cl群，ｂ）Vehicle群の後索領域のラミニン染色像 スケール =50 µm，
ｃ）血管数の比較，ｄ）血管面積の比較　*p < 0.05，**p < 0.01
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び傾斜台試験（図1b）に示したように運動機能
が vehicle群に対して有意に回復した．このよ
うに中枢神経系の損傷後急性期において COA-
Clを投与することがその後の回復に効果的で
あることは，脳梗塞モデル13）および脳出血モ
デル19）のラットを用いた従来の研究結果でも
示されており，本研究の結果を支持するもので
あった．これらの既往研究において COA-Clが
脳損傷後の回復に効果を発揮した機序が検討さ
れており，COA-Clがⅰ）細胞外シグナル制御
キナーゼ（ERK）をリン酸化し細胞保護効果を
発揮した13），ⅱ）核酸への酸化ストレスを低減
させた19）など，損傷初期において複数の機序
にて細胞保護効果をもたらしていることが示さ
れた．
　本研究ではさらに脊髄損傷14日後に COA-Cl
投与群で Vehicle群と比較し血管新生の有意な
増加が認められた（図２）．COA-Clが血管新
生効果を有することは角膜の血管増加の例など
で示されてきたが12），我々は COA-Cl投与が脊
髄においても血管新生を促進させることを示し
た．脊髄損傷部位にて慢性期に微小血管を含む
血管が新生したことで損傷部に酸素とグルコー
スが供給され機能回復を促進した報告例20，21）

のように，損傷部における血管の新生は機能回
復に重要な影響を与えうる．さらに血管の増加
に伴い，血管内皮細胞を囲むペリサイトが増加
し神経細胞の保護と環境の安定に関与している
との報告22，23）もあり，COA-Clの血管新生効果
により直接的および２次的に脊髄損傷後の機能
回復が促進されていると考えられた．一方，脊
髄損傷部で血管新生促進因子，血管内皮増殖因
子（vascular endothelial growth factor; VEGF）が
増加し，血管が増加することでニューロンやオ
リゴデンドロサイトが保護される可能性も報告
されているが24，25），COA-Clは VEGFを介さな
い経路で血管の増加および神経細胞の保護をも
たらすことも示唆されている26）．
　以上のように，COA-Clには中枢神経系損
傷後の急性期における細胞保護効果と同時に
VEGF非依存性の血管新生効果を有しており，

その双方の効果が発揮されたことにより脊髄損
傷後の運動機能の改善をもたらしたと考えら
れる．しかし，本研究では急性期の細胞保護
およびその後の血管新生の詳細なメカニズム
や COA-Clの投与時期の検討も行っていないた
め，COA-Clによる機能改善が初期の細胞保護
効果またはその後の血管新生効果のどちらに起
因するか，または双方によるものかの研究が必
要と考える．脊髄損傷後急性期の細胞死に対す
る COA-Clの作用機序について，これまでの研
究からプリン受容体や ERKを介する経路の関
与がわかっている13）ため生化学的手法および
プリン受容体阻害剤を用いた検証実験を計画し
ている．
　結論として，脊髄損傷後の急性期における
COA-Clの投与は血管新生を増加させ運動機能
の回復をもたらした．この結果から，COA-Cl
は脊髄損傷後の機能回復に効果的な治療薬とし
ての可能性を有することが示唆された．

COI
　今回の研究において開示すべき利益相反はありませ
ん．
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The angiogenesis and functional recovery effect after spinal cord  
injury by newly synthesized nucleotide analog, COA-Cl
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ABSTRACT   2-chloro-carbocyclic oxetanocin A (COA-Cl), a novel synthesized adenosine 
analog, has been reported to have a strong angiogenic effect. In our previous study using a rat 
model of stroke, we showed the neuroprotective, angiogenic and motor recovery effects of COA-
Cl. Spinal cord injury (SCI) induces severe motor dysfunction and lowers the quality of life. In 
our recent study, we demonstrated that acute-phase administration of COA-Cl protects against 
spinal cord damage and facilitates motor recovery after SCI. In this study, we hypothesized 
that acute-phase administration of COA-Cl post-SCI also induces early neovascularization 
and participates in motor function recovery. SCI was induced using a drop device in rats. Rats 
with SCI were divided into 2 groups: COA-Cl and vehicle groups (n = 5 in each group). COA-
Cl was intraperitoneally injected (6 mg/kg in saline) once a day for 5 days immediately after 
SCI. In the vehicle group, only saline was administered, with the same dosing regimen as that 
in the COA-Cl group. Fourteen days after SCI, motor function was evaluated based on Basso–
Beattie–Bresnahan scoring and the inclined plane test. To evaluate angiogenesis, cryosections 
of the spinal cord were immunostained with anti-laminin antibody. Motor function significantly 
improved in the COA-Cl group compared with that in the vehicle group; concomitantly, both 
the number and volume of blood vessels significantly increased in the COA-Cl group compared 
with those in the vehicle group. In conclusion, acute-phase administration of COA-Cl results in 
motor function recovery, which may be attributed to angiogenic effects.
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