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研究成果の概要（和文）：組織への先端接着技術を応用した改変成長因子CBD-HGF及び可視光硬化型ゼラチンを
用いた脊髄損傷治療につき、マウス脊髄損傷モデルを用いて検討を行った。運動機能及び脊髄の組織学的に脊髄
再生を認め、脊髄損傷治療に臨床応用できる可能性が示された。神経幹細胞については、マウス胎児を用いた幹
細胞培養技術は確立できたが脊髄損傷モデルへの移植までは到達できなかったため、これらの方法を組み合わせ
て研究を継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the usefulness of novel spinal cord injury (SCI) treatment using
 engineered hepatocyte growth factor with a collagen biding domain (CBD-HGF) and visible 
light-induced, rapidly cross-linkable gelatin in spinal cord injury model of mice. In motor recovery
 and immunohistochemical analyses, therapeutic effects were identified. CBD-HGF combined with the 
hydrogel scaffold may be promising for the treatment of serious SCI. About neural stem cells (NCS), 
we established stem cell culture technology using mouse embryos, however we could not reach 
transplantation into spinal cord injury model. We plan to continue the study by combining these 
methods.

研究分野： 脊椎外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄損傷後の特殊な環境において細胞および生体材料を組み合わせた治療は未だ確立されていない。本研究で
は，ペプチド進化分子工学などの先端材料・技術と神経幹細胞を併用することにより，損傷脊髄の再生につなが
る新たな治療法開発に挑戦する。ペプチド進化分子工学の手法を用いて肝細胞増殖因子(HGF)にコラーゲン結合
因子を組み込んだ改変成長因子(CBD-HGF)を作成し、神経幹細胞の移植と組み合わせた。その結果、脊髄圧迫損
傷マウスモデルを用いた検討では、電気生理学的検査において有意な改善が見られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 脊髄は再生能力に乏しいため，外傷や疾患により損傷すると重篤な後遺症を残し，患者に多
大な肉体的・精神的苦痛を与える。脊髄再生の研究においては薬剤，細胞，生体材料は三本柱
であり，各々開発が進められてきた。薬剤・神経栄養因子の投与や細胞移植療法は既に一部で
臨床応用されているものもある。 
 肝細胞増殖因子（HGF）は神経栄養因子の一つであり，脊髄損傷治療において有望な成長因
子である。我々は，HGF の抗炎症作用に着目し，脊髄損傷急性期における HGF の有用性につ
いて明らかにしてきた（図 1）。 
 また，HGF は神経幹細胞に対して神経細胞やオリゴデンドロサイトへの分化を促進する報告
もある。このように HGF は薬剤として移植細胞にも影響を及ぼす可能性を秘めている。今回，
進化分子工学の手法を用いて HGF にコラーゲン結合因子を組み込んだ改変成長因子
（CBD-HGF）を作製した。CBD-HGF は組織表面に固定され，その場に留まり長期間に渡っ
て情報伝達系を活性化するため，質的に異なる刺激をもたらすことが期待される。これらの成
果を組み合わせ応用すれば現状よりさらに進んだ脊髄再生治療も期待できる。  

 
 
図１：HGF によって脊髄損傷後に損傷部への炎症細胞（マクロファージ、好中球）の集積が
抑制された。 
 
２．研究の目的 
 損傷した中枢神経は再生しないと長く信じられてきたが，昨今の神経科学の進歩により脊髄
再生は全くの夢物語ではなくなりつつある。神経幹細胞や人工多能性幹細胞（iPS 細胞），さら
には薬剤を併用した治療は脊髄再生にとって必要不可欠な条件である。しかし，脊髄損傷後の
特殊な環境において薬剤、細胞、生体材料を組み合わせた治療は未だ確立されていない。 
 脊髄再生研究では薬剤の投与方法や細胞の移植方法が重要である。これまで報告されている
多くの実験で用いられている注射器を使った直接局所投与法では，脊髄周囲には絶えず髄液の
環流があるため，損傷部周囲に薬剤を留めることは困難とされてきた。また全身的経静脈投与
やクモ膜下腔投与などは，局所投与と比較すると損傷局所への誘導効率の低さが問題となる。
よって損傷局所に薬剤や細胞を安全かつ有効に留める手法が必要となってくる。本研究におけ
る、進化分子工学技術を活用した脊髄再生研究は，従来法の問題点を踏まえた新たな発想に基
づくものである。進化分子工学の手法を応用して結合性を改変した成長因子を創製することに
より，神経の再生に関わる成長因子や，薬剤を損傷局所に固定する。固定された成長因子は，
その場に留まり長期間に渡って情報伝達系を活性化するため，質的に異なる刺激をもたらす。
さらに神経幹細胞移植を併用することにより，その成長因子の刺激は神経幹細胞にも影響を及
ぼすことが可能であり，相乗的な治療効果が期待される。 
 本研究では，ペプチド進化分子工学を用いてコラーゲン結合因子を組み込んだ改変成長因子
CBD-HGF と、薬剤や細胞を含有でき可視光を用いて in situ で硬化させることができる可視
光硬化型ゼラチン(gelatin-FA)など理化学研究所の先端材料・技術と神経幹細胞を併用するこ
とにより，損傷脊髄の再生につながる新たな治療法開発につき検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）リボソーム・ディスプレイ法を用いたペプチド進化分子工学による結合性改変成長因子
(コラーゲン結合性成長因子:CBD)を創製した。マウス脊髄内に、蛍光ラベリングを行った
CBD-HGF 及び HGF をそれぞれ局所注射し、１日後・３日後・７日後に同部の切片を作成、蛍光



顕微鏡で CBD-HGF 及び HGF の脊髄組織での動態を観察した。 
 
（２）神経幹細胞の培養 
マウス胎児大脳皮質より神経幹細胞を採取し，培養した。分化した細胞が神経細胞、アストロ
サイト、オリゴデンドロサイトに分化することを蛍光免疫染色で評価した。 
 
（３）マウス脊髄損傷モデルを用いた検討 
マウス脊髄圧迫損傷モデル及び脊髄切断モデルを用いて CBD-HGF の局所療法の有効性を検討
した。血管クリップを使用して第 9 胸髄レベルの圧迫損傷モデルを作製し、損傷後に HGF 投与
した群と、CBD-HGF 投与した群を作成した。脊髄切断モデルにおいては脊髄切断後に HGF 単
独投与した群、CBD-HGF 単独投与群、及びフルルイルアミンを含有したゼラチン(gelatin-FA)
と CBD-HGF を併用した群を作成した。損傷及び切断後 1 週で、非投与群を対照群とし、HGF
投与群、CBD-HGF 投与群を作成し比較を行った。損傷後 6 週まで経時的な後肢運動機能評価
を行い，脊髄採取後に組織学的評価を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）CBD-HGF は注射後７日経過しても脊髄内に留まっていた（赤色部分）が、HGF は早期に消
失していた（図２）。 

 
図２：蛍光顕微鏡を用いた CBD-HGF 及び HGF の脊髄組織での動態観察。CBD-HGF は HGF と比較
し、脊髄内に長時間留まっていた。 
 
（２）マウス胎児大脳皮質より神経幹細胞を採取し，培養した。分化した細胞が神経細胞、ア
ストロサイト、オリゴデンドロサイトに分化することを蛍光免疫染色で確認し、脊髄損傷治療
に応用可能な分化能を持った神経幹細胞が培養できていることを確認した（図３）。 

図３：抗 MAPⅡ抗体及び抗 GFAP 抗体を用いた蛍光免疫染色により、神経幹細胞の神経細胞及び
グリア細胞への分化能を確認した。 
 
（３）圧迫損傷モデルにおいては、Basso mouse scale(BMS)を用いた後肢運動機能評価（図４）、
MEP 解析を用いた電気生理学的検査でも有意な改善が見られた（図５）。 
 
免疫組織学的検査で、神経再生を示す GAP-43 と MBP 陽性面積の有意な増加を認めた（図６）。 脊
髄切断モデルにおいては、CBD-HGF 単独では損傷脊髄部の回復効果は促進されなかったが、
gelatin-FA と CBD-HGF 併用群では治療効果が確認された（図７）。  
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図４：Basso mouse scale(BMS)を用いた後肢運動機能評価。CBD-HGF 群では優位な運動機能改
善を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：Motor evoked potential(MEP)解析を用いた電気生理学的評価。CBD-HGF 群では優位な運
動機能改善を認めた。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６：脊髄圧迫損傷モデルにおける免疫組織学的検査。CBD-HGF 群で、神経再生を示す GAP-43
と MBP 陽性面積の有意な増加を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７：脊髄切断モデルにおける免疫組織学的検査。gelatin-FA と CBD-HGF 併用群で治療効果が
確認された。 
 
  
本研究において先端接着技術を応用した CBD-HGF 及び可視光硬化型ゼラチンによる脊髄損傷治
療は今後臨床応用できる可能性が示された。神経幹細胞については、ここまでの実験で、マウ
ス胎児を用いた幹細胞培養技術の確立、また神経細胞やグリア細胞への分化は確認できたが、
脊髄損傷モデルへの移植までは到達することができなかった。可視光硬化型ゼラチンは有機溶
媒を用いないため、細胞毒性を最小限に抑え、神経幹細胞の scaffold として脊髄損傷の治療に
臨床応用できる可能性が考えられ、これらを併用して引き続き研究を続けていく予定である。 
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