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研究成果の概要： 

 

コンドロイチナーゼABCの脊髄損傷後の運動、知覚機能不全の改善作用につき明らかにする

ことを目的として研究を行った。脊髄損傷後における、脊髄再生において、コンドロイチ

ナーゼABC0.05U/200Lが運動機能回復に置いて至適投与量であった。またこの酵素は脊髄損

傷後に発症する痛みにも効果を認める事ができた。現在椎間板ヘルニアにたいしての臨床

応用が可能となってきており、脊髄損傷患者にいち早く臨床応用可能と考えている。 
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１．研究開始当初の背景 

分子生物学の進歩、ゲノム解読の進行

により、様々な遺伝子操作が非常に簡

便になってきている。昨年までの研究

で、我々は目的とする遺伝子を倫理的

に問題となっているウイルスベクタ

ーは使用せずに、有効かつ安全に遺伝

子の導入ができるヌクレオフェクシ

ョン法で可能とし、また多分化能を有

する自己由来の骨髄由来幹細胞を遺

伝子導入細胞として採用し、神経細胞

への分化も可能とした。 
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２．研究の目的 
 コンドロイチナーゼ ABC の脊髄損傷後   

 の運動、知覚機能不全の改善作用につき明  

 らかにすること。コンドロイチン硫酸の分

解酵素であるコンドロイチナーゼ ABCを投与

することによって、脊髄再生はどの程度促進

されるかどうかを明らかにすることを目的

とする。またその投与時期、量、期間につい

ても詳細に検討を加え、至適時期、量を決定

することも目的とする。 

 
３．研究の方法 

S.Dラットの脊髄損傷モデルを作製。クモ膜

下にコンドロイチナーゼABC（0.05 U/200μL

）を充填した浸透圧ポンプ（Alzet osmotic 

pump）を使用し損傷直後から、14日間髄腔内

に持続投与した。 

神経栄養因子の定量   

各種神経栄養因子（NGF、BDNF、GDNFなど）
をウエスタンブロット法で評価。 

組織学的評価 

軸 索 の 評 価 (Fluorogold) 、 神 経 細 胞
（beta-tublin㈽）、アストロサイト（GFAP）、
マイクログリア（ED2、OX-42）、オリゴデン
ドロサイト(Olig2)の各種免疫染色を行い、
軸索の再生、構成細胞の識別を組織学的に評
価する。組織学的な定量を行う。 

運動機能評価  

Inclined plate test,BBBスコア,フットプリ
ントテスト,3種類の運動機能評価を行って微
細な変化をとらえる 

知覚機能評価：Hot plate test, 

電気生理学的評価 

Motor evoked potentials (MEPs),Somato 
sensory evoked potential(SSEP) 

筋電図を針電極を使用して計測し、運動機能

回復を評価。AMPLITUDEとLATENCYで評価 

 
４．研究成果 

＜後肢運動神経機能評価（BBBテスト）＞ 

 コンドロイチナーゼABC投与群（以下ABC

群）において、生理食塩液投与群に比して有

意な後肢運動神経機能の回復を認めた。0.05 

U/200μLより少量あるいは増量し投与した

が、0.05 U/200μLが運動機能回復に置いて

至適投与量であった。 

＜後肢運動神経機能評価（グリッドテスト）

＞ 

 3分間歩行させ、グリッドを下肢でグリッ

プできた割合を%グリップ値とした。ABC群

の%グリップ値は、生理食塩液投与群の%グ

リップ値に比して高値を示し、これらの投与

群において後肢運動神経機能の回復が認め

られた。これらは上記BBBテストの結果を支

持する結果であった。 

＜後肢運動神経機能評価（フットプリントテ

スト）＞ 

 ABC群の歩幅は、生理食塩液投与群の歩幅

に比して広く、これらの投与群において後肢

運動神経機能の回復が認められた。 

＜知覚神経機能評価（熱刺激に対する作用：

テイルフリックテスト）＞ 

 ラットの尻尾を55℃の湯浴に浸し、尻尾を

揺らすまでの時間（反応時間）を計測した。

生理食塩液投与群では、損傷前に比して、損

傷後、経日的に反応時間が短縮していき、熱

刺激に対して過敏反応を示した。一方、ABC

群では、損傷早期には生理食塩液投与群と同

様の傾向を示したが、損傷3週後から5週後以

降からは徐々に、熱刺激に対する過敏反応は

改善し、損傷8週後には、損傷前とほぼ同程

度の反応時間となり、知覚神経機能の回復が

認められた。 

＜知覚神経機能評価（圧刺激に対する作用：

タッチテスト）＞ 

  ABC群では、損傷4週後までは生理食塩

液投与群と同様、知覚過敏症状を示したが、

損傷5週後以降は徐々に知覚過敏反応は改善

した。損傷10週後には、損傷前と同程度の

filamentの圧刺激となり、ABC群において知

覚神経機能の回復が認められた。 



 

 

＜電気生理学的検討＞ 

MEP、spSECP を用いた電気生理学検査でも、
ABC 群で有意に改善を示した 
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