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研究成果の概要：筋肉内から軸索流にのり、逆行性に脊髄内へ神経栄養因子を導入する損傷脊髄

に非侵襲的な手法を用い、神経保護効果、賦活化効果について検討を行った。本導入方法は、直

接導入と遜色ない導入効率を示し、障害高位に応じて target organ（筋）を選択することが可

能であった。また、脊髄損傷下では前角細胞のみならずグリア系細胞への導入も可能であること

が示唆され、逆行性神経栄養因子遺伝子導入を用いた障害脊髄内の微小環境の改善が、脊髄神経

グリア系細胞の神経保護効果、再生能力の賦活化効果、分化誘導などを介して、さらなる脊髄再

生、機能回復に繋がるものと予想された。 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 脊髄損傷再生は従来不可能とされてき

たが、適切な環境が導入されれば損傷脊髄に

も組織再生能があることが認められ、傷害さ

れた脊髄組織の再生と機能回復を目的とし

た様々なアプローチが試みられている。脊髄

損傷では内因性の神経栄養因子の欠乏によ

る微小環境の変化が損傷を助長させ再生を

困難にしている要因のひとつとされている。

そのため損傷脊髄内への神経栄養因子補充

は合理的であり、その組織修復効果、軸索伸

長効果については異論ないとされている一

方、その投与方法に関しては極めて多くの議

論がある。投与方法としては、髄内直接投与、

クモ膜下腔投与、経静脈的投与などが報告さ

れているが、それぞれ侵襲性や効率、他臓器

への影響などの問題点を抱えている。至適投

与方法の検討を要する。 

(2) 我々は、脊髄に①非侵襲的②目的部位に

効率的に導入③他臓器に影響を与えない、な

どの点で有利と考えられる muscle (target 

organ)からの逆行性導入の手法を用い、神経
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栄養因子遺伝子の脊髄内導入を試みてきた。

この新たな投与方法による脊髄損傷に対す

る効果、target organの選択の検討を要する。 

(3) 逆行性導入による神経幹細胞、内因性因

子への影響、分化誘導の可能性についての検

討を要する。 

 

２．研究の目的 

(1) target organ から逆行性に導入された神

経栄養因子は理論的には軸索流を介し前角

細胞に導入され、autocrine, paracrine 機構

を介し、周囲の神経グリア系細胞にも賦活化

効果をもたらすものと考えられる。本研究で

は、逆行性導入による各神経グリア系細胞

（ neuron, oligodendrocyte, astrocyte, 

microglia）に対する神経栄養因子導入、賦

活化効果について検討した。 

(2) 脊髄損傷の高位に応じた target organ

選択の可能性について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験動物には SD ラット (8-10 週齢, 

250-300 gm) を用い、第 3〜4 頚椎椎弓切除

を行い、硬膜上に 50 gm, 5 分間の圧迫を加

えて頚髄圧挫損傷モデルを作成した。損傷後

胸骨乳突筋より、β-galactosidase を組み込

んだ非増殖型 adenovirus vector (AdV-LacZ)

を注入した。注入後経時的に（3時間～2週）

免疫組織学的評価を行った。一次抗体として

抗 β-galactosidase 抗体および NeuN, RIP, 

GFAP, OX-42 を用い、蛍光 2 重染色を行い各

種神経細胞に対する直接的な導入効率を検

討した。control として椎弓切除のみを行っ

た後に AdV-LacZ を注入した rat を用いた。

次に、同頚髄圧挫損傷モデルを用いて、BDNF 

(brain-derived neurotrophic factor)遺伝

子を組み込んだ非増殖型 adenovirus vector 

(AdV-BDNF)を胸骨乳突筋に注入し、neuron お

よび oligodendrocyte の apoptosis 抑制効果

に つ い て 検 討 し た 。 neuron お よ び

oligodendrocyteに対するBDNF導入効率を検

討し、apoptosis の評価としては、TUNEL 染

色、activate-caspase-3 を用いた蛍光 2重免

疫 染 色 、 immunoblot に よ る

activate-caspase-3 の半定量を行った。また

oligodendrocyte の前駆体の marker である

NG2 の免疫染色を行い、oligodendocyte の分

化への寄与を検討した。損傷後、AdV-LacZ を

注入した rat を control とした。 

(2) 胸骨乳突筋、僧帽筋鎖骨枝、僧帽筋頚椎

枝、広背筋、上腕二頭筋、上腕三頭筋、胸腹

斜筋、前脛骨筋、腓腹筋の 9つの筋を target 

organ の 候 補 と し 、 そ れ ぞ れ に

β-galactosidase (LavZ) 遺伝子を注入し、

注入後 1週での X-gal 染色にてその分布や導

入効率を評価した。  

 

４．研究成果 

(1) 胸骨乳突筋から逆行性に導入された

β-galactosidase のほとんどは、control（非

損傷 rat）では脊髄灰白質の NeuN 陽性細胞に

取り込まれていた。頚髄圧挫損傷モデルでは、

neuron のみならず、脊髄後方（圧挫部）を中

心に一部の oligodendrocyte, astrocyte, 

microglia にも取り込まれていた（図 1）。 

頚髄圧挫損傷モデルを用いた神経保護効果

の検討では、BDNF 注入群では、LacZ 注入群

と比較して、BDNF/NeuN, /RIP 陽性細胞が多

くみられた。BDNF 導入群では、TUNEL/NeuN, 

/RIP 陽性細胞数、activated-caspase-3/NeuN, 

/RIP 陽性細胞数が有意に低く、western 

blotting で は 注 入 後 1 日 目 以 降 で

activated-caspase-3 の発現低下が認められ

た（図 2）。また、NG2 の発現は BDNF 注入群

で有意に高かった（図 3）。 

 
図 1 各神経細胞に対する逆行性導入 



 
図 2 active caspase-3 の発現 

 
図 3 NG2 (oligodendrocyte 前駆体) の発現 

 

逆行性導入は軸索流を介したアプローチで

あるため、直接導入は前角細胞のみと考えて

いたが、興味深いことに脊髄損傷の環境下で

はグリア系細胞への直接的な導入も確認さ

れた。mechanism は不明であるが、軸索の破

綻、astorocyte, microglia の遊走、貪食作

用など損傷後の脊髄内環境が関与している

可能性が考えられる。逆行性導入では、

neuron から autocrine、paracrine 機構を介

した torophic effects が神経保護効果の主

な mechanism と考えられるが、グリア系細胞

による torophic effects の助長の可能性も

示唆され、neuron や oligodendrocyte の

apoptosis 抑制をひとつの機序として、神経

保護効果、再生能力賦活化効果をもたらすと

考えられた 。 

(2) 頚髄では胸骨乳突筋および僧帽筋頚鎖

骨枝で Nissl 染色陽性細胞数を 100 とすると

導入効率 80-90%の高い導入効率が得られた。

胸腹斜筋や広背筋からも高い導入効率が得

られたが、再現性にはやや乏しい状態であっ

た。上腕二頭筋や上腕三頭筋からはその支配

領域のみに陽性細胞は分布したが、導入効率

は約 50%程度であり、また reactivity も低い

状態であった。前脛骨筋や腓腹筋からはほと

んど頚髄には導入されなかった（図 4）。  

 

 
 

図 4 頚髄への逆行性導入 

 

胸髄は元来前角細胞数が少なく、逆行性導入

には不向きな環境と考えられた。胸腹斜筋や

広背筋から約 60-70%の導入効率は得られた

が、再現性には乏しい状態であった（図 5）。  

 

 
 

図 5 胸髄への逆行性導入 

 

腰髄へは、前脛骨筋と腓腹筋から 60-80%と高

い導入効率を示した。興味深いことに、胸骨

乳突筋や胸腹斜筋などからも、導入効率や

reactivity は落ちるものの、導入が可能であ



った（図 6）。  

 
 

図 6 腰髄への逆行性導入 

 

今回の結果から、至適 target organ は、上

中位頚髄には胸骨乳突筋、中下位頚髄には僧

帽筋鎖骨枝、腰髄には前脛骨筋もしくは腓腹

筋と考えられた。adenovirus vector が非常

に強力な retrograde tracer として働くため、

解剖学的細胞構築とは異なる segmentでの発

現もみられ、またその発現は直接導入と遜色

ない導入効率を示した。 
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