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研究成果の概要（和文）： 

嗅神経被覆細胞（OEC）の移植による損傷後の神経再生が線維性瘢痕の形成抑制によることを
見出した（Teng et al., 2008; Teng et al., 2010）。線維性瘢痕を形成する髄膜の線維芽細胞
にはtransforming growth factor-β (TGF-β) の受容体が発現し（Komuta et al., 2010）、TGF-β
の機能阻害剤を損傷部へ投与すると、線維性瘢痕の形成が抑制された（Yoshioka et al., 2011
）。そこで、アストロサイトと線維芽細胞の共培養系にTGF-β1を添加すると線維性瘢痕によく似
た細胞構築と遺伝子発現を持つ細胞集塊が形成された（Kimura-Kuroda et al., 2010）。以上の
結果から、線維性瘢痕の形成には損傷後増加するTGF-βが関与すると結論された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Transplantation of olfactory ensheathing cells (OEC) into the lesion site of the CNS 
suppressed the formation of the fibrotic scar (Teng et al., 2008; Teng et al., 2010). 
Receptors for transforming growth factor-β (TGF-β) were expressed in meningeal 
fibroblasts which formed the fibrotic scar after brain injury (Komuta et al., 2010), and 
an inhibitor of TGF-β suppressed the fibrotic scar formation (Yoshioka et al., 2011). 
When TGF-β was added to coculute of astrocytes and fibroblasts, cell clusters which 
resembled the fibrotic scar were formed (Kimura-Kuroda et al., 2010). These results 
suggests that TGF-β which increases after CNS injury is involved in the fibrotic scar 
formation. 
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１．研究開始当初の背景 

ほ乳類の中枢神経系では損傷後の軸索再
生がほとんど起こらない。その理由として、
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンを始

めとする種々の再生阻害因子の存在が挙げ
られてきた。 

線維性瘢痕は中枢神経系の損傷部に髄膜
由来の線維芽細胞が侵入・増殖し、コラーゲ
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ンなどの細胞外マトリックスを分泌して形
成する、いわば「カサブタ」のようなもので
ある。われわれはこれまでに再生阻害因子と
して、線維性瘢痕に注目してきた。その理由
は以下の研究成果による。 

 

(1) 新生仔の脳では神経再生が起こりやすい。
そこで生後１週目のマウスで黒質線条体ド
ーパミン神経路を切断したところ、線維性瘢
痕は形成されず、再生軸索が損傷部を越えて
伸長した。しかし、生後２週目には神経再生
が起こらなくなり、この時期から線維性瘢痕
が形成されていた（Kawano et al., J. Neurocei. 

Res., 2005）。 

 

(2) 線維性瘢痕の主成分であるIV型コラーゲ
ンの合成を阻害するDPYをマウスで黒質線
条体ドーパミン神経路の切断部位に投与す
ると、損傷部の線維性瘢痕が消失し、神経再
生が起こることを見いだした（Kawano et al., J. 

Neurocei. Res., 2005）。 

 

(3) 次に、脳内でも血液脳関門の形成が不完
全である視床下部弓状核に存在するNPYニ
ューロンの軸索を切断したところ、損傷部を
越えて軸索が再生した。この場合にも損傷部
に線維性瘢痕は形成されていなかった
（Homma, Kawano et al., J. Comp. Neurol., 

2006）。 
 
(4) 一般には、コンドロイチン硫酸プロテオ
グリカンが中枢神経系における主要な再生
阻害因子と考えられている。しかしコンドロ
イチナーゼ ABC を損傷部に投与し,コンドロ
イチン硫酸を分解すると、軸索再生が起こる
と同時に線維性瘢痕が消失した（Li, Kawano 

et al., J. Neurosci. Res., 2007）。 

 

以上、４種の脳損傷モデルでは、いずれも
線維性瘢痕が形成されない状況で神経再生
が起こっていた。この一連の研究成果は、線
維性瘢痕が中枢神経系における主要な再生
阻害因子であることを示している。 

 

２．研究の目的 

これまで動物実験では脊髄損傷部への嗅
球グリア細胞（olfactory ensheathing cell, 
OEC）の移植は損傷後の神経再生と機能回復
を促進することが示されてきた。OEC は脊損
患者自身から採取・移植が可能なため、現在、
脊髄損傷のもっとも有望な治療法と考えら
れている。すでに世界中で臨床応用も行われ
ているが、その神経再生促進のメカニズムは
いまだ明らかでない。本研究の目的は、「細
胞移植が損傷部の線維性瘢痕の形成を阻害
することによって神経再生を促進させる」と
いう仮説を検証することである。もし、この

仮説が証明されれば、細胞移植による脊髄損
傷の治療に明確な理論的根拠を与えること
ができる。 
 また、神経再生の有力な阻害因子としては、
一般にはグリア瘢痕やコンドロイチン硫酸
プロテオグリカンが信じられており、線維性
瘢痕が再生阻害因子と考えて研究を進めて
いるのは世界でも数グループしかない。本研
究では線維性瘢痕の詳細を調べることも目
的としている。具体的には線維性瘢痕の形成
機序や再生阻害のメカニズムを明らかにす
ることを目指している。 

 

３．研究の方法  

(1) 脳および脊髄の損傷部への細胞移植  

 ペントバルビタールで麻酔した成熟雄ラ
ットの頭部を脳定位固定装置に固定し、頭部
の皮膚を切開した後、歯科用ドリルで頭蓋骨
に穴を開け、カミソリ刃を加工した幅 2 mm
のナイフを垂直に脳内に挿入して、視床下部
外側部で黒質線条体ドーパミン線維を切断
する。脊髄損傷の場合は背部の皮膚を切開し、
脊椎を露出し、第 10-12 胸椎の椎弓を外し、
微小ナイフにより、下位胸髄を切断する。 

OEC および嗅球線維芽細胞（ONF）の培養は
Ramon-Cueto と Nieto-Sampedro (1992)の方
法にしたがって行う。生後５週齢の SD ラッ
トの嗅球および嗅神経を取り出し細分化し
た後、DMEM/F-12 培養液を用いて４－６日間
培養する。組織片から遊走した OEC と ONF を、
さらに１週間フラスコ内で培養し増殖させ
る。別に軟膜から線維芽細胞を採取し、同様
に培養する。移植する細胞を蛍光色素である
Hoechst33432 で核染色する。その後トリプシ
ンで細胞を容器より剥離し、遠沈した後に少
量の培養液で細胞密度を約 5×107/ml になる
ように調整する。OEC と ONF をほぼ 1:1 の割
合で含む細胞と、軟膜から採取した線維芽細
胞のペレット 2 l をそれぞれ、脳の損傷部
へハミルトンマイクロシリンジを用いて注
入する。回復後、脊髄の手術を行った動物は
下肢の運動を定期的に評価する。 

術後一定期間の後、4%パラフォルムアルデ
ヒド液で灌流固定し、脳あるいは脊髄の 40  
 m 厚の凍結切片を作成し、各種の抗体を用
いて免疫組織化学的染色を行い、神経再生と
瘢痕形成を調べる。 
 
(2) 線維性瘢痕の組織修復における機能 

 損傷部周辺に形成されるグリア瘢痕は以
前は神経再生阻害因子と考えられていたが、
最近は損傷後の血液脳関門の修復に重要で
あることが分かってきた。そこで、線維性瘢
痕の組織修復における機能を知る目的で、IV

型コラーゲンの合成阻害剤である DPY をマ
ウス黒質ドーパミン神経路の切断部に投与
し、その後の血液脳関門の修復を調べる。 



 

 

 

(3) 線維性瘢痕の形成機序  

損傷後発現が増加する transforming 

growth factor-β（TGF-β)は線維芽細胞の増殖
や細胞外マトリックスの合成を促進する。そ
こで、TGF-β が線維性瘢痕の形成に関与する
可能性を調べるために、TGF-β の受容体の発
現を in situ ハイブリダイゼーション法によ
り損傷脳で調べることを計画した。マウス脳
に外科的に損傷を加え、経時的に屠殺し脳を
取りだし凍結する。クリオスタットにより 10 
ｍ厚の連続凍結切片を作成し、パラフォル
ムアルデヒドによって短時間固定した後に、
型および型の TGF-β 受容体に対する RNA

プローブを用いて in situ ハイブリダイゼー
ションを行う。その後切片は免疫染色を行い、
各種細胞と受容体の局在の比較を行う。 

 

(4) 線維性瘢痕の形成に対する TGF-β の機
能阻害の効果 
マウス脳のドーパミン神経路を切断し、

損傷部へ TGF-β の阻害剤である LY-364947

を浸透圧ミニポンプを用いて連続投与し、
線維性瘢痕の形成と軸索再生に対する効果
を調べる。動物は一定期間後に 4%パラフ
ォルムアルデヒド液で灌流固定し、40 μm
厚の凍結切片を作成する。まず、TGF-β の
細胞内シグナル分子である Smad の活性化
の有無をリン酸化 Smad の免疫組織化学に
よって確認する。次いで IV 型コラーゲン
の免疫染色により、線維性瘢痕の形成の有
無を調べ、さらにチロシン水酸化酵素（TH）
の免疫染色により、ドーパミン線維の再生
に対する効果を調べる。 
 
(5) 細胞培養系における瘢痕モデルの作成 
ラット新生仔より脳のアストロサイトと

髄膜の線維芽細胞を採取し、それぞれ培養す
る。チャンバースライド内にアストロサイト
と線維芽細胞を別々のコロニーとして培養
し、細胞がディッシュを覆うまでに成長した
後に、TGF-β1 を添加する。その後実体顕微
鏡下で細胞の動態を調べる。一定期間後に
細胞を 4%パラフォルムアルデヒド液で固
定し、種々の抗体を用いて蛍光多重免疫染
色を行い、TGF-β1 の作用を調べる。 
 また、アストロサイトと線維芽細胞の共培
養に、新生仔の小脳ニューロンを加え、突起
伸長阻害作用についても検討する。 
 
４．研究成果  
(1) 脳の損傷部への細胞移植による神経再生
の促進  
 ラットで黒質線条体ドーパミン神経路を幅
2 mmのナイフで切断すると、損傷後2週間では
ドーパミン線維は損傷部を越えて再生するこ
とはなく、損傷部には線維性瘢痕が形成され

ていた。それに対し、新生仔ラット嗅球より
採取し、培養したOECを損傷部に移植したラッ
トでは多くの再生線維が損傷部を越えて伸長
していた。OEC移植によりグリア瘢痕の形成や
コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの発現
に変化は見られなかったが、線維性瘢痕は形
成されていなかった（Teng et al., 2008）。 
ラットの胸髄を切断した場合には、下肢の

運動機能はほとんど回復が見られず、下行性
のセロトニンおよびノルアドレナリン線維と
上行性のCGRP線維は損傷部を越えて再生しな
かった。損傷部には巨大な線維性瘢痕が形成
されていた。それに対し、OECを損傷部に移植
したラットでは下肢の運動機能に有意な改善
が見られ、多くの再生線維が損傷部を越えて
伸長していた。損傷部の線維性瘢痕は存在し
ていたが、その大きさは有意に縮小していた
（Teng et al., 2010）。 

以上の結果から、線維性瘢痕が中枢神経系
における軸索再生の阻害因子であることが改
めて確認されるとともに、OEC移植による神
経再生と機能回復の促進が線維性瘢痕の形成
抑制によるものであることを初めて明らかに
した。 

 

(2) 線維性瘢痕の組織修復における機能 

DPYを損傷部に投与すると、線維性瘢痕の
形成は完全に抑制され、ドーパミン線維は損
傷部を越えて再生した。しかし、血液脳関門
は損傷中心部まで修復されていた。この結果
は、線維性瘢痕の形成阻害が組織修復過程を
阻害せずに神経再生を促進することを意味し
ており、DPYが中枢神経系の外傷の治療法と
して有望なことを示している（Yoshioka et al., 

2010）。 

 

(3)線維性瘢痕の形成機序について 

損傷脳でTGF-β受容体の発現をIn situハイ
ブリダイゼーション法で調べると、受容体は
損傷後3日より損傷部に出現した。免疫組織化
学で発現細胞を調べると、受容体は線維性瘢
痕を形成する髄膜由来の線維芽細胞に発現し
ていたが、グリア瘢痕を形成する反応性アス
トロサイトには発現していなかった。このこ
とから、損傷後、増加するサイトカインであ
るTGF-βが線維性瘢痕の形成に関与すると結
論された（Komuta et al., 2010）。 

 

(4) 線維性瘢痕の形成におけるTGF-βの機能
マウス黒質線条体ドーパミン神経路を切断す
ると、損傷後2週間では、ドーパミン線維は損
傷部を越えて再生することはなく、損傷部に
は線維性瘢痕が形成されていた。また損傷部
周辺にはSmadの活性化を示すリン酸化
Smadが増加していた。これに対し、TGF-β

の機能阻害剤であるLY-364947を連続投与し
た損傷脳では、リン酸化Smadはほとんど検



 

 

出されず、線維性瘢痕の形成が完全に抑制さ
れ、神経再生が促進した（Yoshioka et al., 2011

）。以上の結果は、損傷脳において増加する
TGF-βが線維性瘢痕の形成に重要であるこ
とが示された（Yoshioka et al., 2011）。 

 

(5) 細胞培養系における瘢痕モデルの作成 
脳のアストロサイトと線維芽細胞の共培

養系にTGF-β1を添加した。コントロールの
共培養では２種類の細胞は互いに別々の単
層のコロニーを形成しているが、TGF-β1を
添加すると線維芽細胞が増殖して細胞集塊
を形成し、その周りをアストロサイトが取
り巻いた。この細胞集塊には線維性瘢痕と
同じように、NG2プロテオグリカン、コン
ドロイチン硫酸、セマフォリン3A、テネイ
シン、Eph2Bなどの軸索突起伸長抑制因子
が発現し、小脳ニューロンの神経突起の伸
長が著しく阻害された。このような中枢神
経系の損傷部を反映する培養モデルは今回
が初めてである(Kimura-Kuroda et al., 2010)

。今後このモデルを用いて、瘢痕形成と、
損傷部における神経再生阻害のメカニズム
を調べることを計画している。 
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