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研究成果の概要（和文）：成ラット胸髄に圧挫損傷モデルおよび半切モデルを作製し、ハニカム

コラーゲン担体（HC）に細胞移植を併用して移植後の機能回復を調査した。圧挫モデルの損傷

6 週後に培養した FGF2 反応性神経前駆細胞を接着させた HC の移植を損傷空洞内に行った。そ

の結果、HC 単独移植では運動機能が一時的に悪化し機能回復は認められなかった。細胞移植併

用群ではわずかに機能回復が得られたが、後肢協調運動を得るまでいたらなかった。一方、胸

髄半切モデルに培養骨髄間葉系細胞を接着させた HCを移植すると HC 単独移植と比較して後肢

協調運動が可能なまでに回復し、知覚機能も得られた。移植環境を制御すれば HC担体と細胞移

植の併用は損傷後の機能再獲得に有効なことが明らかとなった。しかし、脊髄損傷患者の大部

分は慢性期の状態であり、慢性期損傷脊髄の病態と移植環境の改善を動物実験レベルでより解

析していく必要がある。今後、損傷周囲の瘢痕組織の除去や移植方法の再検討、リハビリテー

ションなど組み合わせた研究を継続していく予定である。 

研究成果の概要（英文）：In this study, neural progenitor cells (NPCs) or bone marrow 
stromal cells (BMCs) combined with honeycomb collagen scaffold (HC) were transplanted 
into the injured spinal cord. HC with NPCs were implanted into contused spinal cord at six 
weeks after the initial thoracic injury. T 
he functional recovery was little shown in the both implanted groups. On the other hand, 
rats implanted with HC containing BMCs displayed better hindlimb function and 
hypersensitivity than those implanted with HC without BMCs in the hemisected model. 
The implanted area exhibited more nerve fibers than the areas not containing BMCs. 
These effects result from the presence of BMCs that directly promote nerve regeneration. 
However, most of spinal cord injury patients have already paralyzed and maintained into 
chronic phase of recovery. Further treatments such as resection of scar tissue, 
developments of transplantation technique or rehabilitation would be needed to promote 
functional recovery at the chronic phase after spinal cord injury. 
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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。最近では、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
ている。日本では、細胞培養が容易で自家細
胞として有利な骨髄間葉系細胞や自家嗅粘
膜細胞を用いたヒト脊髄損傷患者への移植
が行われている。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 
本研究では、人工担体であるハニカムコラ

ーゲン（HC）に培養神経前駆細胞（NPC）あ
るいは骨髄間葉系細胞（BMC）を接着させた
HC の有効性を確認した後、ラット損傷脊髄に
作製された空洞・欠損部分に HC 単独移植群
と HC+細胞移植群（細胞群）を作製して、担
体と細胞移植の有効性を証明することであ
る。 
３．研究の方法 

1) 脊髄損傷モデルの作製 
・脊髄圧挫モデルの作製：成ラットを麻酔し
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し
た。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。 
・脊髄半切モデルの作製：成ラットの Th9 レ
ベルの脊髄に、半側 3mm の欠損を作製した。 
2)神経前駆細胞（NPC）・骨髄間葉系細胞（BMC）
の培養と保存：NPC は、ラット胎性 16 日の海
馬を用いて FGF を添加し分散培養を行った。
NPC は、過去に解析されていて FGF 添加時は
神経幹細胞マーカーであるネスチン陽性の
細胞群で、FGF を除去すると神経、グリア細
胞に分化する。NPC は、1回継代した後、GFP
導入レンチウイルス（LV）を用いてラベルし
ている。BMC は、成ラット大腿骨から骨髄細
胞を回収し、ウシ血清を含む培養液で培養し、
1回継代を行った後GFP導入LVを用いてラベ
ルしている。BMC は、幹細胞の指標である
CD11b-, CD45-, CD90+であることを確認して
いる。GFP ラベルした細胞は、凍結保存液を
用いて冷凍庫で保管し、移植前に培養を開始

し移植細胞として利用した。 
下図）GFP－LV に感染後 5日の BMC：大部分
の細胞が GFP 陽性となっている。 

 
3)HC と移植細胞の準備 
HC の準備：HCを空洞あるいは欠損部に適合
するように採型する。遠心器で HCの気泡を
除去した後、fibronection コートさせた HC
を準備する。移植 5 日前に保存しておいた細
胞を使用して HCとともに培養を行う。培養
細胞を接着させた HCの一部は固定標本にし
て蛍光顕微鏡で観察した。 
5）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し
た。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った。
また、ホスト脊髄内での GFP 陽性細胞（移植
細胞）数の定量と分布を観察した。 
6)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）を経時的に行った。
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った。 
４．研究成果 
1)HC と共培養した NPC および BMC 
HC と NPC あるいは BMCを用いて培養を行い 5
日後に GFP抗体による免疫染色を行いマイク
ロスライサーで HC 切片を作製し蛍光顕微鏡
で観察した。NPC は、BMC と比較して細胞径
が小さく、ポアサイズ 200 400μmの HC 内
では BMC の生着がよかった。 

 
 
 
 
 
 
 

上図）HC内に生着した BMC の蛍光免疫染色像
（緑：GFP 陽性細胞、青：細胞核）左：弱拡
大、右：強拡大像で矢印部分が HC 孔の壁で
GFP 陽性 BMC の HC 壁への接着が観察できた。 
2)HC 細胞移植による後肢機能の回復 
・圧挫モデルに対する移植 
下図は、BBB スコアを用いた後肢機能回復を
示したグラフである。損傷 6 週後に移植して
いるが、移植後 HC 群では 1 時的に悪化して
いたが、最終観察時では移植前と機能は不変



であった。NPC 併用群は、悪化はなかったも
のの移植後も後肢体重支持が不十分で協調
運動も認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 

・半切モデルに対する移植 
一方、半切モデルには BMC を併用して HC を
移植した。今回、HC の適合性と BMC の効果を
早期に確認するために脊髄半切後すぐに準
備した HCあるいは HC＋BMC を移植し、4週間
後に観察した。 
下図は、BBB スコアであるが時間経過ととも
に後肢機能の改善傾向を示している。 

 
 
 
 
 
 
 

4 週時点では、BMC を併用したグループのほ
うが有意に運動機能改善を示した。知覚検査
でもBMCを併用したほうが経時的に知覚の回
復が観察できた。 
これら結果から慢性期における担体移植は

手術侵襲が大きく繊細な移植技術が必要で
あることが分かった。HCに NPC を併用しても
機能回復はわずかであって注入できるよう
な担体の開発や瘢痕組織を薬剤で除去する
など移植環境を改善する工夫が必要であっ
た。 
3)組織学的解析；以降は、半切モデル BMC 移
植結果のデータである。 
・損傷部の脊髄体積と残存する有髄神経の評
価；損傷部を含む 9㎜長の脊髄切片を作製し、
脊髄体積と残存有髄神経線維の面積を計測
したが HC 群と BMC 群には有意な差はなかっ
た。 
・移植細胞の生着と神経線維の再生；GFP 陽
性移植細胞がホスト脊髄内で生着している
のが観察された（下図）。 

 
さらに GFP 陽性部分には、SMI31（神経線維
マーカー）陽性線維が HC 群と比較して多く
観察された。定量化すると BMC 群が約 2 倍の

神経線維数となり、BMC 群では有意に多かっ
た（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、知覚神経線維である CGRP 陽性線維を
定量すると BMC 群で多く観察された。このこ
とから BMCを併用することで知覚神経の再生
が促進されていることが明らかとなった。 
・逆行性神経トレーサー（Fluoro-Gold：FG）
を用いた脊髄下行路の再生評価；術後 4 週で
Th12 の白質に FG を注射した。注射 1 週後に
大脳皮質と赤核を含む脳、および Th6 脊髄の
凍結切片を作製して FG 陽性細胞数を計測し
た。Corticospinal tract・ Propriospinal 
tract の再生を示す FG 陽性細胞数は HC 群と
BMC 群 に は 有 意 な 差 は な か っ た が 、
Rubrospinal tract（赤核脊髄路）では BMC
群で有意に多かった。 
このことから BMC 併用 HC 移植によって赤核
脊髄路の再生促進が明らかとなった。損傷環
境を整備し、HC単独移植よりも細胞を併用す
ることで機能回復の促進が見込まれる。 
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