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研究成果の概要（和文）： 
脊髄損傷に対して神経幹細胞移植による治療効果が得られることは多く示されてきたが、その
メカニズムの詳細は不明であった。今回、われわれは、先天的に髄鞘が欠損した shiverer 
mutant mouse から採取した神経幹細胞を用いて、野生型マウス由来神経幹細胞との比較を行
い、機能回復における移植細胞由来の再髄鞘化の重要性を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We	
 have	
 reported	
 that	
 transplantation	
 of	
 neural	
 stem/progenitor	
 cells	
 (NS/PCs)	
 for	
 spinal	
 
cord	
 injury	
 promoted	
 functional	
 recovery,	
 while	
 the	
 precise	
 mechanism	
 of	
 functional	
 
recovery	
 still	
 remains	
 unclear.	
 In	
 the	
 present	
 study,	
 we	
 utilized	
 NS/PCs	
 derived	
 from	
 
genetically	
 myelin	
 deficient	
 shiverer	
 mutant	
 mice.	
 We	
 compared	
 shiverer	
 mouse	
 derived	
 
NS/PCs	
 with	
 wild	
 type	
 mouse	
 derived	
 NS/PCs.	
 We	
 have	
 shown	
 that	
 graft-derived	
 
re-myelination	
 is	
 significant	
 in	
 the	
 functional	
 recovery	
 after	
 neural	
 stem/progenitor	
 
cell	
 transplantation	
 after	
 spinal	
 cord	
 injury.	
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 直接経費 間接経費 合	
 計 
2010 年度	
 1,500,000	
 450,000	
 1,950,000	
 

2011 年度	
 1,200,000	
 360,000	
 1,560,000	
 

総	
 計	
 2,700,000	
 810,000	
 3,510,000	
 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・整形外科学 
キーワード：脊髄損傷・神経幹細胞・細胞移植・再髄鞘化 
 
１．研究開始当初の背景 
当研究室では、齧歯類および霊長類コモンマ
ーモセット脊髄損傷モデルにおいて、神経幹
細胞移植の有効性を報告してきたが、運動機
能回復が得られるその詳細には不明な点が
多かった。そこで、今回我々は、提唱メカニ
ズムの１つである移植細胞由来オリゴデン
ドロサイトによる再髄鞘化の機能回復への
関与を証明するために研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脊髄損傷に対する神経幹細

胞移植により得られる機能回復メカニズム
のうち再髄鞘化の寄与を証明し、更に髄鞘形
成細胞移植による脊髄損傷治療の効果を検
討することである。 
 
３．研究の方法 
自然発生の（ミエリン塩基性タンパク質、以
下 MBP）遺伝子変異を持ち、正常な髄鞘を形
成しない shiverer	
 mutant マウスの胎生 14.5
日目の胎仔線条体から神経幹細胞を採取し
(shi-NS/PCs)、野性型マウス神経幹細胞
(wt-NS/PCs)との比較を in	
 vitroおよび in	
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vivoで行った。	
 
In	
 vitroでは、shi-および wt-NS/PCs の増殖
能・分化能を評価し、in	
 vivoでは、免疫不
全 NOD/SCID マウスの成体メスに脊髄圧挫損
傷モデルの作製後、損傷後 9 日目に shi-およ
び wt-NS/PCs の細胞移植を損傷中心部へと行
った	
 (shi;	
 n=15,	
 wt;	
 n=13)。対照群も作製
し、対照群の脊髄損傷モデルマウスには細胞
移植を行わず、PBS のみを損傷後 9 日目に注
入	
 (n=14)	
 した。細胞移植後 6 週まで、後肢
運動機能評価及び Bio-imaging による移植細
胞生存の確認を行った後、電気生理および組
織学的検討を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
In	
 vitro:	
 	
 	
 
① shi-NS/PC は neurosphere 法で培養する

ことで、 wt-NS/PC と同様に細胞塊
neurosphere を形成した。neurosphere
の形態には両者に違いを認めず、細胞の
代謝産物である ATP測定による増殖能の
評価でも有意差を認めなかった（図１）。	
 

	
 
②	
 shi-NS/PC は、in	
 vitro において Tuj-1
陽性のneuron、GFAP陽性のastrocyte、CNPase
陽性の oligodendrocyte の神経系 3 系統への
分化を示した。この分化傾向は、wt-NS/PC と
同様であった（図２）。	
 

	
 
	
 

③	
 PDGF-AAおよびCNTFを培養液中に添加し、
in	
 vitroにおいて、成熟 oligodendrocyte の
誘導を試みた。shiverer	
 マウスは髄鞘形成
不全マウスであるが、 shi-NS/PC は成熟
oligodendrocyte のマーカーとしても用いら
れる O1、成熟後に形成すると考えられている
髄鞘蛋白質のマーカーとして用いられる
CNPase、PLP で免疫染色学的に標識可能であ
った。これら３マーカーを用いた定量では、
wt-NS/PCs との比較で有意差を認めなかった。
一方、MBP 陽性の oligodendrocyte へは
wt-NS/PC は同条件の培養で陽性細胞を認め
るものの、shi-NS/PC からの分化では一切認
めなかった（図３）。	
 

In	
 vitroにおいて、shi-NS/PC は MBP 陽性の
oligodendrocyte に分化しないという点のみ
wt-NS/PC	
 と異なっていた。	
 
in	
 vivo	
 
①	
 成体メス免疫不全 NOD/SCID マウスの圧
挫脊髄損傷（IH インパクター	
 60kdyn）モデ
ルの損傷後９日目に shi-NS/PC および
wt-NS/PC由来のneurosphereの細胞移植を損
傷中心部へと行った。移植後の細胞は
Bio-imagingシステムのIVISで経時的に発光
測定の total	
 flux を測定し、移植細胞の生
存率を推定した。研究者は、shi-NS/PCs の生
存率が wt-NS/PCs と移植後６週間にわたり同
程度であることを確認した（図４）。	
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PBS-injected group (Fig. 4C), there were significantly more
NF-Hþ neuronal fibers in the shi-NS/PC and wt-NS/PC
groups, at the lesion epicenter and at sites rostral and caudal
to it (Fig. 4D); the same effect was seen for 5-HTþ serotoner-
gic fibers at the lumbar enlargement, which are critical for
hind limb locomotor functions [38–40] (Fig. 4E, 4F).

Grafted wt-NS/PCs, but not shi-NS/PCs, Preserved
and/or Enhanced Myelination Within the Injured
Spinal Cord
In the control group, contusive SCI resulted in severe demye-
lination at the lesion site. Both the grafted shi-NS/PCs and
wt-NS/PCs showed preserved and/or enhanced myelination

Figure 2. Survival of grafted shi-neural stem/progenitor cells (NS/PCs) in the injured spinal cord. (A): Fluorescence and phase-contrast images
of shi-NS/PCs-derived neurospheres just before transplantation. Scale bar ¼ 100 lm. (B): Representative in vivo images of shi-NS/PCs trans-
planted into the injured spinal cord of an adult NOD/SCID mouse. Survival of grafted shi-NS/PCs was detected for 42 days after the transplanta-
tion. (C): Quantitative analysis of photon counts in recipients of shi-NS/PC and wt-NS/PC grafts revealed no significant difference in the survival
rate of the grafted cells for 42 days after the transplantation (n ¼ 6 mice per group, two-tailed t test). (D): Representative image of a midsagittal
section of a shi-NS/PC-grafted spinal cord that was immunostained for Venus using an anti-GFP antibody. Scale bar ¼ 500 lm. (E): Quantitative
analysis of the Venus-positive area at the lesion epicenter revealed no significant difference between the shi-NS/PC and wt-NS/PC groups 6
weeks after transplantation (n ¼ 4). (F): Representative images of an axial section of lesion epicenter (left) and the area surrounding the lesion
(0.6-mm rostral from the lesion site: right) immunostained for Venus using an anti-GFP antibody. (G): Quantitative analysis of the migration of
grafted cells as assessed on the Venus-immunostained sections revealed no significant differences between shi-NS/PC and wt-NS/PC groups at
and around the lesion site (n ¼ 4 mice per group). Abbreviations: DAB, diaminobenzidine; GFP, green fluorescent protein; NOD/SCID, NOD/
SCID (NOD.CB17-Prkdcscid/J); shi, shiverer; wt, wild type.

Yasuda, Tsuji, Shibata et al. 1987
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②	
 shi-NS/PCs は、in	
 vivo においても Hu
陽性の neuron、GFAP 陽性の astrocyte、APC
陽性の oligodendrocyte へ分化した。また、
in	
 vitro 同様 wt-NS/PC と同様の分化傾向を
示した（図５）。	
 

③	
 shi-NS/PCおよび wt-NS/PCが損傷された
脊髄損傷モデルでは、細胞移植を行わなかっ
たマウスと比較して脱髄の回避が認めらた。
また、NF200 陽性および 5HT 陽性の神経繊維
はそれぞれ、損傷中心部および周辺部、腰膨
大部において対照群と比較して統計学的有
意差をもって、両細胞移植群において増加を
認めた。	
 
しかし、両細胞移植群間での有意差は認めら
れなかった（図６）。	
 

④	
 LFB 染色による髄鞘面積の定量では、髄
鞘形成不全を示すはずの shi-NS/PC 移植群に
おいても、対照群との比較で髄鞘面積の増加
を、損傷中心部および周辺部に確認できた。
しかし、 shi-NS/PC 移植群の髄鞘面積は
wt-NS/PC 移植群と比較すると有意に小さく
なっていた（図７）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

⑤	
 移植細胞を標識した Venus と髄鞘タンパ
ク質マーカーである MBP を用いた免疫２重染
色を行った。shi-NS/PC 移植群では、Venus
および MBP の二重陽性の髄鞘は全く認めなか
ったが、wt-NS/PC 移植群では、散見された（図
8）。	
 

⑥	
 免疫電顕像では、移植細胞を標識した蛍
光 Venus を Nanogold の斑点で同定した。髄
鞘形成不全を呈する shi-NS/PC 由来であって
も、髄鞘の形成が確認出来たが、wt-NS/PC と
比較すると非常に薄い髄鞘であった（図９）。	
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Figure 5. Grafted wt-neural stem/progenitor cells (NS/PCs), but not shi-NS/PCs, preserved and/or enhanced myelination within the injured spi-
nal cord. (A): Representative LFB-staining images of axially sectioned spinal cord at the lesion epicenter, 7 weeks after the injury. (B): Higher
magnification images of the boxed areas in (A). (C): Quantitative analysis of the myelinated area assessed on LFB-stained axial sections revealed
a greater myelinated area in the wt-NS/PC group, with significant differences observed at all points assayed except 0.9-mm rostral to the epicen-
ter (n ¼ 4 mice per group; *, p < .05, wt-NS/PC group vs. shi-NS/PC group; **, p < .05, wt-NS/PC group vs. control). (D): Representative im-
munohistochemical images stained for Venus, MBP, and NF-H. In the shi-NS/PC group, there were no Venusþ/MBPþ double-positive myelin
sheaths even in areas in which myelin was rather well preserved. In the wt-NS/PC group, some MBP-positive myelin sheaths were also Venus
positive (arrows). (E): Quantitative analysis of Venusþ/MBPþ double-positive sheaths. There was no Venusþ/MBPþ double-positive myelin
sheath derived from shi-NS/PCs (*, p < .01). (F): Enlarged image of the boxed area in (D). wt-NS/PC-derived Venusþ sheath was also MBPþ

which enwrapped the NF-Hþ neuronal fiber. (G): By immuno-electron microscopy, the transplanted cells were clearly identifiable by the black
dots from the anti-green fluorescent protein (GFP) antibody. The number of GFPþ grafted cells in the injured site after spinal cord injury was
quite similar; however, the myelin lamellar structures were totally different between shi-NS/PC-derived (left) and wt-NS/PC-derived (right)
grafted cells. In the cytoplasm of the grafted shi-NS/PC-derived cells, multiple electron-lucent vacuoles were frequently observed, but they were
observed much less in the cells derived from wild-type grafts. (H): At high magnification, remyelinated axons could be found that were sur-
rounded by GFPþ transplanted cells (a–d). The GFP antibody labeling was often observed in the outer cytoplasm of the myelin (arrowheads).
Note the huge difference in thickness of the myelin sheaths in the recipients of the wt-NS/PCs compared with the recipients of the shi-NS/PCs.
Moreover, the formation of the major dense line in the newly formed myelin was selectively affected, especially in recipients of the shi mouse-
derived grafts. Arrows: remyelinating graft cells; arrowheads: GFP immunoreactivity was indicated as black dots, yellow area: GFP-positive area,
Scale bars ¼ 500 lm in (A), 50 lm in (B), 20 lm in (D), 10 lm in (F), 5 lm in (G), 0.1 lm in (H-a, b, c, d). Abbreviations: Ax, Axon; LFB,
Luxol Fast Blue; MBP, myelin basic protein; My: myelin; N, nucleus; NF-H, neurofilament-heavy chain; PBS, phosphate-buffered saline; shi,
shiverer; V, vacuole; wt, wild type.
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Note the huge difference in thickness of the myelin sheaths in the recipients of the wt-NS/PCs compared with the recipients of the shi-NS/PCs.
Moreover, the formation of the major dense line in the newly formed myelin was selectively affected, especially in recipients of the shi mouse-
derived grafts. Arrows: remyelinating graft cells; arrowheads: GFP immunoreactivity was indicated as black dots, yellow area: GFP-positive area,
Scale bars ¼ 500 lm in (A), 50 lm in (B), 20 lm in (D), 10 lm in (F), 5 lm in (G), 0.1 lm in (H-a, b, c, d). Abbreviations: Ax, Axon; LFB,
Luxol Fast Blue; MBP, myelin basic protein; My: myelin; N, nucleus; NF-H, neurofilament-heavy chain; PBS, phosphate-buffered saline; shi,
shiverer; V, vacuole; wt, wild type.
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⑦	
 運動機能評価では、Open	
 Field	
 Score で
ある BMS スコア、Rota-rod	
 treadmill および
Digigait システムを用いた歩行解析を行っ
た。脊髄損傷後 7 週間の BMS スコアでは、
shi-NS/PC 移植群において、移植後早期に若
干の機能回復を認めたものの、細胞移植を行
わなかった対照群と比較して有意差は認め
られなかった。一方で、wt-NS/PC 移植群では、
移植後 2週目から対照群との比較で有意に機
能回復が認められ、移植後５週目以降では
shi-NS/PC との比較においても有意な機能回
復が認められた（図１０）。細胞移植後 6 週

目時点での Rota-rod	
 treadmill	
 および歩行
解析における歩調の解析においても同様の
傾向を確認出来た。	
 
⑧	
 Motor	
 Evoked	
 Potential	
 (MEP)による電
気生理学的解析では、本検討における条件で
は、対照群では、反応を確認できなかったが、
両細胞移植群において反応を確認できた（図
１１）。また潜時は shi-NS/PC 移植群におい
て有意に延長しており、伝導性は wt-NS/PC
移植群に及ばないことが確認出来た。	
 

脊髄損傷に対する細胞移植治療において、い
い職細胞由来の再髄鞘化が重要であるとい
う結果をふまえて、自家組織移植可能な末梢
神経由来のシュワン細胞から細胞塊を形成
させ、脊髄損傷治療に有効であるかを検討し
ている。一部、移植細胞による再髄鞘化が確
認できた。	
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Figure 6. Assessment of functional recovery after spinal cord injury (SCI) and neural stem/precursor cell (NS/PC) transplantation. (A): Mean
BMS scores for each group over the 7-week recovery period. Although there was no significant difference in the BMS scores among the control
(PBS), shi-NS/PC, and wt-NS/PC groups on day 14, the wt-NS/PC group exhibited significantly better functional recovery than the control
group on day 28 and thereafter. There was no significant difference in the BMS scores between the shi-NS/PC and control groups. Furthermore,
the wt-NS/PC group showed significantly better recovery than the shi-NS/PC group on days 42 and 49 (control, n ¼ 14; shi-NS/PC group, n ¼
15; wt-NS/PC group, n ¼ 13; *, p < .05, wt-NS/PC group vs. control; **, p < .05, wt-NS/PC group vs. shi-NS/PC group or wt-NS/PCs group
vs. control). (B): Time on the rotating rod in each group, 7 weeks after injury. The wt-NS/PC group stayed on the rod significantly longer than
the control (PBS) group. There was no significant difference between the shi-NS/PC group and the control group (n ¼ 5 each; *, p < .05). (C):
Stride length of each group obtained by gait analysis. The wt-NS/PC group showed a significantly greater stride length than the control group.
There was no significant difference between that of the shi-NS/PC group and the control (PBS) group (n ¼ 5 each; *, p < .05). (D): Representa-
tive profiles of MEPs from each group evaluated 7 weeks after injury. Although MEP waves were detected in the shi-NS/PC and wt-NS/PC
groups, no waves were detected in the control (PBS) group. (E): Latency of MEP response in the shi-NS/PC and wt-NS/PC groups. The MEP
latency was significantly longer in the shi-NS/PC group than in the wt-NS/PC group (n ¼ 3 each; *, p < .05). (F): MEP amplitude assessed by
the MEP/CMAP ratio (%) of shi-NS/PC and wt-NS/PC groups. The wt-NS/PC group showed a significantly higher MEP amplitude than did the
shi-NS/PC group (n ¼ 3 each; *, p < .05). Abbreviations: BMS, Basso Mouse Scale; CMAP, compound motor action potential; MEP, motor-
evoked potential; PBS, phosphate-buffered saline; shi, shiverer; wt, wild type.

Yasuda, Tsuji, Shibata et al. 1991
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