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研究成果の概要：成ラット胸髄に血管クリップを用いた圧挫損傷モデルを作製し、損傷 6週で損傷脊髄部分に

培養した FGF2 反応性神経前駆細胞の移植を行った。その結果、GFP 遺伝子導入の細胞移植群（対照群）より、

NT3 と BDNFの作用を持った改変NT3をさらにp75受容体に結合しにくい構造に改変した神経栄養因子遺伝子

を導入した細胞移植群のほうが後肢運動機能の改善を認めた。移植細胞の生着は、対照群と比較して栄養因子

導入細胞で 1.8 倍高く残存ミエリンも多かった。脊髄損傷慢性期での細胞移植は、細胞単独では機能回復に不

十分であり本研究のように神経栄養因子を組み合わせた治療が必要なことが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
交通事故や転落など大きな外力による脊
髄損傷は、骨折を伴う脊柱管の破綻によって
脊髄の挫滅をきたし、上行・下行伝導路の障
害を起こす。損傷後の機能回復は困難であり
脊髄自身に直接作用するような薬剤は開発
されていない。現在、残存機能の保持やリハ
ビリテーション、姑息的機能再建や合併症に
対する治療が中心となり、脊髄に対する根本

的な治療法の開発が望まれている。近年、cell 
biology の進歩によって神経幹細胞が注目さ
れ、中枢神経損傷によって失われた神経細胞
とグリア細胞の補充の起源として注目を浴
びるようになった。動物実験だけでなく海外
でヒトに対して嗅神経上皮細胞や ES 細胞を
利用した細胞移植治療が行われ、部分的な機
能回復が示されている。しかし、移植細胞の
移植後の動態や細胞移植によるホスト脊髄
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に対する機能回復の機序は不明な部分も多
く動物実験で十分検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
脊髄損傷に対する細胞移植治療の問題点と
して１）移植細胞の生存率の低さ（移植４週
間後には移植細胞数に対して 10 パーセント
以下との報告がある；Hill et al. abstract in the 
36th annual meeting of the Society for 
Neuroscience 2006）、２）移植細胞のホストで
の適合性（移植細胞がホスト脊髄にどのよう
な影響を与えるか）がある。これら問題点を
動物実験レベルで移植細胞の生存を向上さ
せホスト脊髄との適合性を明らかにする必
要がある。本研究では、ラットの慢性期脊髄
損傷モデルを作製し、培養神経前駆細胞を移
植することで失われた細胞を補充生着させ、
さらに神経栄養因子の効果によって機能回
復を得ることが目的である。 
 
３．研究の方法 
1) 血管クリップを用いた脊髄損傷モデルの
作製：成ラット(200g)を麻酔し第 9 胸髄レベ
ルの脊髄を露出し血管クリップで 30 秒間側
方向にはさみ脊髄損傷を作製する。本法は、
機能回復過程が安定しており慢性期には空
洞を形成する。 
2)神経前駆細胞の培養および保存：ラット胎
性 16日の海馬を用いて分散培養で FGFを添
加することによって自己増殖能を有する神
経前駆細胞が単離可能である。FGFを除去す
ることによって神経・グリア細胞に分化する。 
3) 培養細胞への神経栄養因子の導入（神経栄
養因子産生細胞の作製）：マーカー遺伝子で
ある GFP を挿入したレンチウイルスを用い
て一回継代した培養細胞に感染させて培養
し細胞保存液に凍結保存を行う。細胞移植 1
週間前に培養を開始し後に神経栄養因子を
導入したレンチウイルスベクターに再感染
させて神経栄養因子産生細胞の作製を行う。 
4）組織学的評価：移植後、8週間で灌流固定
を行い、損傷部分を含んだ脊髄切片を作成す
る。ＨＥ染色やルクソールファーストブルー
を用いたミエリン染色によって損傷脊髄及
び空洞の体積、残存ミエリンの定量を行う。
また、ホスト脊髄内での GFP陽性細胞（移植
細胞）数の定量と分布を行う。 
5)下肢運動検査と痛覚検査 
下肢機能はすでに確立している後肢運動機
能評価法（BBB score）を経時的に行う。痛覚 
検査には、アセトンを利用した冷感検査、von 

Frey テストを施行して足底刺激の強さと足
ひっこめの時間を計測して評価を行う。 

 
４．研究成果 

1)損傷脊髄の機能回復 
本研究では、血管クリップを用いた胸髄損傷

を作製した。安定した機能回復を得られる脊

髄損傷モデルに必要であり、下図のように損

傷後運動機能（BBB）は 6週目で後肢足底を
ついて歩行できるようになるが前肢との協

調運動が少なく損傷 6週以降は回復しない。 
 
 
 
 
 
 
2)神経前駆細胞の培養および保存 
神経前駆細胞培養には FGF2が必要であるが、

グリア前駆細胞の増殖に関与する PDGF を加

えて培養した。しかし PDGF 単独では細胞増

殖が不十分であったため FGF2 を併用するこ

とによって細胞増殖活性が上昇した。同因子

を除去することによって神経・グリア細胞へ

の分化能を示すが、FGF2 と PDGF を併用した

場合アストロサイトへの分化傾向が強かっ

た。アストロサイトは、グリア瘢痕形成の一

因であり PDGF を添加するより移植細胞とし

て未分化細胞として維持される FGF2 単独を

使用した培養神経前駆細胞を移植細胞とし

て使用した。同細胞は、無血清タイプのセル

バンカー（細胞保存液）を使用して保存可能

であった。 

3) 培養細胞への神経栄養因子の導入（神経栄
養因子産生細胞の作製） 
NT-3 は trk 受容体に結合するが、今回我々が
使用したのは、NT-3 と BDNF 両方の作用を持
つ D15A というアミノ酸配列を変更した神経
栄養因子である。また NT-3 は p75 受容体結
合して細胞死に関与している。細胞死を抑制
するために P75 受容体に結合する D15A アミ
ノ酸配列を変更して新規神経栄養因子
(p75-2)を開発した。同構造をレンチウイル
スベクターに組み込んで培養細胞に感染さ
せた。新規栄養因子は、基本的に NT-3 の構
造を持つために培養上清内の NT-3 を ELISA
で定量可能であった。持続的に栄養因子を産
生する神経前駆細胞を作製することができ
た。 
4）組織学的評価：移植後 8 週間で損傷部位
を含む脊髄切片を作製して各種染色を行い
定量した。また、免疫染色を行いホスト脊髄
内での GFP陽性細胞（移植細胞）数の定量を
行った。下図にあるように p75-2 群のほうが
損傷脊髄の体積の維持（左図）と残存ミエリ
ン領域（右図）が高かった。 
 
 
 
 
 



 

 

GFP 抗体を用いた免疫染色を行うと空洞周囲
の白質部分を中心に GFP陽性細胞を確認する
ことが出来た（下図：左 GFP 陽性細胞、右
myelin basic protein ミエリン）。GFP 陽性の
領域は、GFP遺伝子導入細胞と比較して神経栄
養因子導入細細胞群ではGFP群より 1.8 倍大きか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5)下肢運動検査と痛覚検査 
下肢機能は後肢運動機能評価法（BBB score）
を経時的に行った。対照群よりも神経栄養因
子群のほうが移植後前肢と後肢の協調運動
が可能となった。痛覚検査（触覚・冷感）で
は対照群と比較して差を認めなかった。痛覚
過敏はいずれの群でも観察されなかった。 
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