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研究成果の概要（和文）：　生体内で安定したケラタン硫酸（KS）分解酵素の安全性確認後、ラット胸髄圧挫損
傷モデルを作成して酵素投与を行い、下肢運動機能の回復や感覚機能回復、組織学的回復を、神経保護作用とと
もに確認した。脊髄損傷による下肢麻痺回復後にアロデニアを認めなかった。骨髄幹細胞移植やリハビリテーシ
ョンとの併用効果は、損傷後2週からの亜急性期以降に効果がみられたが、下肢関節拘縮の個体ではリハビリテ
ーションの効果がなかった。KS分解酵素は脊髄再生においてアロデニアを生じない運動機能回復効果とともに、
神経保護や痕抑制効果により、細胞移植やリハビリテーションに適した環境が整えられると考えられ、今後の臨
床応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the efficacy of the enzyme of Keratan Sulfate 
degradation (KSase) with rehabilitation for rat thoracic spinal cord injury model. The histological 
analysis including tracer analysis, neurophysiological examination, and sensory examination were 
performed. From the result of the number of fibers strained for GAP-43, 5-HT, and tracer with DiI, 
KSase significantly promoted axonal regrowth after SCI.  The sensory function was also recovered by 
KSase treatment without allodynia. There was no adverse effect after KSase treatment. To the 
subacute phase, the impact of rehabilitation for spinal cord injury was also observed, but limited 
in chronic phase after spinal cord injury.
KSase may promote not only axonal regrowth but also neural plasticity related to motor and sensory 
function. The KSase may contribute a satisfactory treatment for spinal cord injury.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 

脊髄損傷に関して Nogo、セマフォリン、CS

などの神経再生抑制因子による病態解明が

進み臨床応用が期待されているが、脊髄機能

の回復効果は十分ではない。また最近注目の

iPS 細胞移植による再生治療も大いに期待さ

れるが、その母床である脊髄のグリア瘢痕を

制御することも極めて重要である。そこで

我々はグリア瘢痕を形成するプロテオグリ

カンの 1種である KS に着目している。 

我々はコンドロイチン硫酸（CS）と同系統

のケラタン硫酸（KS）に注目し研究しており、

KS 分解は CS 分解をしのぐ脊髄損傷後運動機

能回復を示した 1)。また当教室では骨髄間質

細 胞 に Glial cell-line derived 

neurotrophic factor (GDNF) を発現させ脊

髄損傷治療効果を検討してきた。 

２．研究の目的 

本研究ではこれまでの脊髄損傷に対する

KS 分解の効果をもとに、生体内でも安定した

安全な KS 分解酵素の開発と投与、運動・感

覚機能の回復、リハビリ併用効果、GDNF と

KS 分解酵素の併用効果を検証し、臨床応用の

段階まで進めることを目的とする。 

３．研究の方法 

S.Dラット（雌、9週齢）を用い、エーテル

とケタミン麻酔下に、一定した脊髄損傷モデ

ル 作 成 が 可 能 な IH-0400 impactor 

(Neuroscience.idea,Co.,Ltd)を用い圧挫損

傷を作製する。損傷直後浸透圧ポンプ付きマ

イクロチューブをクモ膜下に挿入し、薬剤投

与モデルとした。 

酵素を投与したラットの血液、体内を検証

し、安全性に問題がないか検証した。KSノッ

クアウトマウスに関しては生体に異常がない

ことは確認済みである。KS分解酵素がラット

脊髄で機能しているかどうか組織染色、

Western blotなどで確認した。 

脊髄損傷後の運動機能改善の評価として

BBBスコア (open fieldにて観察) 、Grid test 

(%Grip)(20mm格子状の金網を下肢を落とさず

把持できた割合を観察する)、 Foot print 

analysis (ラットの歩容をstride width、

stride lengthで評価する)を評価した。評価

方法は定時刻、double blindにて複数人の検

者にて10週間観察し下位運動機能の回復程度

を評価した。 

感覚機能の検査として、Von Frey filament

を用いた測定の圧感覚試験、Tail immersion 

test （55℃の熱水にtailをつけ、揺らすまで

の時間を測定）を定時刻、double blindで複

数人の検者にて10週間観察、各検査は15分間

隔で3回行い平均をとった。 

電気生理学的検査（運動・知覚機能）とし

ては、MEP、 spSCEPの Latency, Duration, 

Amplitudeの差を測定し解析を行った。電気

生理学的にも客観的に運動機能、知覚機能回

復を示す。 

組織学的検査として、凍結切片で「KS, CS, 

LFB, CD11b, GFAP(reactive astrocyte), 2B6, 

Gap43, CGRP, Collagen4(fibrous tissue), 

5HT, neurofilament を免疫染色し、蛍光画像

解析システム MetaMorph Imaging System 

(Molecular Devices Corporation) にて、新

生軸索数や scar 面積などを解析した。治療

群での軸索伸長促進の有無など、組織学的評

価を行った。 

トレーサーを用いたKS分解酵素による軸索

再生促進の評価として脊髄損傷後8週間で、麻

酔下に脳へ10%BDA（Invitrogen社）を左右3.5

μlずつ注入した。その2週間後sacrificeし、

前述の蛍光画像解析システムにて新生軸索の



Fiber countや軸索再生、sproutingの形態な

どを解析する。Countは、損傷部位から頭側

10mmのBDA陽性線維数に対する、損傷部位から

尾側10mmのBDA陽性線維数の比で評価した。 

骨髄間質細胞移植とKS分解酵素の併用と

して、骨髄由来幹細胞の抽出培養と遺伝子導

入法のヌクレオフェクション法、そして遺伝

子移入した骨髄幹細胞の細胞標識も技術は

確立されている。細胞移植の時期は損傷亜急

性期を予定した。併用療法を行った動物と行

わなかった動物（治療単独群、vehicle群）

について、運動機能評価、知覚機能評価、組

織学的評価、電気生理学的検査、トレーサー

試験を行い、評価した。 

リハビリテーションとKS分解酵素の併用

効果を検討するため、KS分解酵素投与群、非

投与群でリハビリテーション（トレッドミル

運動）有無による下肢運動機能評価を行った。

さらに、KS分解酵素投与の至適時期とリハビ

リテーションの指摘開始時期も検討した。 

 

４．研究成果 

ラット脊髄圧挫損傷モデルを作成し、ケラ

タン硫酸分解酵素を投与した。IH インパクタ

ー使用と 200kdyn の圧挫設定により、圧挫後

は完全麻痺の脊髄損傷を惹起し安定した脊

髄損傷モデルを作成できることが確認され

た。酵素を投与した治療群と、生理食塩水を

投与した control 群で、脊髄損傷後の生存に

差はなく、治療群で明らかな副作用、有害事

象を認めず、この分解酵素の安全性が確認さ

れた。 

治療群とcontrol群の脊髄損傷後下肢運動

機能回復を BBB スコアを用いて測定すると、

治療群ではcontrol群に対し有意に良好な回

復を示した（治療群の BBB スコア平均 8.5、

control 群は平均 4.5）。Grid test や foot 

print test も同様の結果であった。Von frey 

filament を用いた知覚試験と圧感覚、熱感覚

試験では治療群でアロデニア症状を認めな

いことが確認され、知覚の回復も良好であっ

た。 

電気生理学的検査では、経頭蓋刺激で下肢

腓腹筋のモニタリングを行った（MEP）。MEP

における振幅の評価では、治療群で有意に振

幅の回復を得ており、前述の脊髄損傷後下肢

運動機能回復を裏付ける結果であった。

SpSCEP は感覚系神経回復を確認可能な脊髄

モニタリング検査であるが、SpSCEP でも治療

群で有意な潜時の回復を得た。 

免疫組織染色では神経系染色として、

Gap43、5-HT 染色にて、治療群で有意に多い

positive fiber を認めた。また Collagen IV

で染色した脊髄損傷部の瘢痕面積は、治療群

で有意に小さかった。LFB では治療群で有意

に多い髄鞘がみられ、神経保護作用が確認さ

れた。以上より、治療群では軸索再生を抑制

する瘢痕形成が有意に小さく、神経 fiber が

有意に多く、脊髄損傷後の運動機能、知覚と

もcontrolに比べ有意に良好な回復を示すこ

とが確認された。 

上記効果を MRI 画像で確認すべく、脊髄損

傷後 8週間で脊髄の MRI 検査を実施した。有

意差を認めるに至らなかったが、損傷範囲の

平均値は治療群で少ない傾向であった。 

ラット脊髄損傷モデルにトレーサーを用

いた KS 分解酵素による軸索再生促進の評価

を行った。脊髄損傷後 8週間で、麻酔下に脳

へ 10%BDA（Invitrogen 社）を左右 3.5μlず

つ注入し、その 2週間後 sacrifice し、蛍光

画像解析システムにて新生軸索の Fiber 

count や軸索再生、sprouting の形態などを



解析したところ、損傷部位から頭側 10mm の

BDA 陽性線維数に対する、損傷部位から尾側

10mm の BDA 陽性線維数の比が、治療群では有

意に高かった。 

また、骨髄間質細胞移植と KS 分解酵素の

併用を行った。骨髄由来幹細胞の抽出培養と

遺伝子導入法のヌクレオフェクション法、そ

して遺伝子移入した骨髄幹細胞を損傷亜急

性期に細胞移植した。KS 分解酵素は損傷直後

からくも膜下腔に 2週間連続投与した。併用

療法を行った動物と行わなかった動物では

併用療法群で多い軸索を認めたが有意差は

認めなかった。 

リハビリテーションとの併用効果は、損傷

後2週からの亜急性期以降に効果がみられた

が、慢性期でのリハビリテーションの効果は

傾向を認めたものの有意な差を認めなかっ

た。特に慢性期では下肢関節拘縮の個体がみ

られリハビリテーションの効果がなかった。 

KS 分解酵素は脊髄再生においてアロデニ

アを生じない運動機能回復効果に寄与する

ことが示されたが、幹細胞移植や慢性期リハ

ビリテーションの効果は限定的であった。特

に脊髄損傷慢性期にはより多くの介入を要

し、リハビリテーションは早期から長期間継

続の必要性も示唆された。脊髄損傷に対する

多方面からの介入に際し、本研究で示された

KS 分解酵素は神経保護や軸索伸長効果、瘢痕

抑制効果により、細胞移植やリハビリテーシ

ョンに適した環境が整えられると考えられ、

今後の臨床応用が期待できる。 
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