
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 3 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  

脊髄損傷によって喪失した運動機能は、ヒト 表皮幹細胞の移植一週間後より、対照群に比

べ有意に改善し、観察期間の６週間後に於いても、すべての観察期間で有意に運動機能回復が

認められた。BBB 判定を終了後、自然飼育して、本研究に与えられた術後の 2 年間経過観察を

行った結果、表皮幹細胞移植ラットは、運動機能改善の維持と直腸膀胱障害の改善が認められ

た。これらの成果をもとに、獣医師との連携で外傷性の脊髄損傷中動物への自家培養上皮幹細

胞移植を行うべく、準備に入った。 
  
研究成果の概要（英文）： 

The hind limb paralysis with spinal cord injury improved significantly as compared to 

control group 1 to 6 week after human keratinocytes grafting.  After scoring of bbb on 

motor function at 6week, the experimental rats, which were breed ad libitum, were observed 

for about 2 years.  The keratinocytes grafted rats were shown the improvement of motor 

function and bladder and rectal disturbance symptom. From these results, to apply for 

clinical use, we prepare for the experiment of autologous keratinocytes grafted dog with 

a veterinarian. 
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１．研究開始当初の背景 
 
従 来 中 枢 神 経 は 一 度 損 傷 す る と 、

改 善 （ 再 生 ） し な い と さ れ て き て

い た 。 し か し な が ら 、 胚 性 幹 細 胞

（ ES 細 胞 ） の 樹 立 と 、 そ の 後 の 分

化 誘 導 方 法 の 発 見 に よ り 、 中 枢 神

経 再 生 の 可 能 性 が 示 さ れ た ば か り

か 、 そ の 後 の 幹 細 胞 研 究 の 発 展 に

よ り 、 そ の 各 々 の 構 成 組 織 ・ 臓 器

等 に も 幹 細 胞 の 存 在 が 示 さ れ 、 し

か も 多 分 化 能 を 有 す る 事 が 判 明 し

て き て い る 。 古 く か ら 実 用 化 さ れ

て い る 骨 髄 幹 細 胞 採 取 技 術 と 骨 髄

幹 細 胞 移 植 は 、 初 期 に は 血 液 疾 患

の 治 療 へ の 応 用 に 限 定 さ れ て い た

が 、 現 在 で は 骨 髄 幹 細 胞 移 植 に よ

る 心 不 全 治 療 、 心 筋 梗 塞 治 療 へ の

応 用 、 四 肢 末 梢 部 位 の 血 管 再 生 療

法 に 応 用 さ れ 始 め て い る 。こ れ は 、

骨 髄 幹 細 胞 中 に 存 在 す る 間 葉 系 幹

細 胞 が 大 き な 役 割 を 果 た し て い る

と 推 定 さ る 。 そ の 間 葉 系 幹 細 胞 の

多 分 化 能 へ の 注 目 と 研 究 の 発 展 が 、

先 に 示 し た 構 成 組 織 ・ 臓 器 内 幹 細

胞 の 発 見 と 応 用 に 繋 が り 、 中 枢 神

経 再 生 へ の 可 能 性 も 現 実 味 を 帯 び

て き て お り 、 精 力 的 な 研 究 と 応 用

方 法 が E S 細 胞 と 同 様 に 模 索 さ れ つ

つ あ る 。  

現 在 日 本 に お い て 脊 髄 損 傷 疾 患 患

者 数 は １ ０ 万 人 超 、 そ し て ス ポ ー

ツ 外 傷 や 交 通 外 傷 な ど を 原 因 と し

て 毎 年 ５ ,０ ０ ０ 人 以 上 が 脊 髄 損

傷 を 罹 患 し て い る と の 統 計 が あ る 。

こ れ ら 全 て の 患 者 が 、 車 椅 子 、 寝

た き り の 生 活 を 余 儀 な く さ れ る 訳

で は な い が 、大 半 は 後 遺 症 を 伴 い 、

日 常 生 活 に 何 ら か の 障 害 を も た ら

し て い る 。 注 目 す べ き は 、 こ れ ら

脊 髄 損 傷 患 者 の そ の 罹 患 時 の 年 齢

分 布 を 見 る と 現 在 の 日 本 を 支 え て

い る 働 き 盛 り の 世 代 、 今 後 の 日 本

を 支 え る は ず で あ っ た 若 者 が 半 分

以 上 を 占 め て お り 、 少 子 高 齢 化 が

進 行 し て い る 現 在 の 日 本 社 会 に お

い て 、 来 る べ き 高 齢 化 の 社 会 保 障

に 関 わ る 、 す な わ ち 日 本 を 支 え る

べ き 世 代 を 毎 年 ５ ,０ ０ ０ 人 も 喪

失 し て い る 事 に な り 大 き な 社 会 問

題 で あ る 。 し か も 脊 髄 損 傷 に お け

る 後 遺 障 害 は 不 可 逆 的 で あ り 、 仮

に 車 い す 、 寝 た き り 患 者 の 増 加 を

毎 年 ５ ,０ ０ ０ 人 と 仮 定 す る と 、日

本 の マ ン パ ワ ー が 毎 年 ５ ,０ ０ ０

人 減 る だ け で な く 、 被 社 会 保 障 者

（ 医 療 費 、生 活 保 障 な ど ）が ５ ,０

０ ０ 人 増 え る 事 も 意 味 し 、 都 合 １

万 人 の 労 働 力 の 減 少 と 国 民 支 出 の

増 大 を 意 味 す る 。 何 故 な ら こ れ ら

中 枢 神 経 系 に 傷 害 を も た ら し た 場

合 、 現 況 の 治 療 は 極 め て 受 動 的 で

あ り 、 損 傷 神 経 支 配 組 織 の 廃 用 性

萎 縮 を 抑 制 す る 為 の リ ハ ビ リ テ ー

シ ョ ン に 終 始 し 、 損 傷 神 経 系 の 治

療 を 試 み 麻 痺 か ら の 解 放 を 期 待 す

る 能 動 的 治 療 が 存 在 し な い か ら で

あ る 。 厚 生 労 働 省 に お い て も 、 こ

れ ら リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン に 関 わ る

医 療 費 の 増 大 に 歯 止 め を か け る べ

く 、医 療 保 険 制 度 の 見 直 し を 計 り 、

世 論 の 反 発 を 買 っ て い る の は 記 憶

に 新 し い 。 従 っ て 、 こ れ ら 年 齢 層

の 患 者 が 充 分 な 社 会 復 帰 を 出 来 る

よ う な 治 療 法 が 確 立 さ れ る 事 は 、

患 者 個 々 の 福 音 に な る だ け で な く 、

日 本 社 会 に 医 療 費 削 減 、 医 療 制 度

に 対 す る 大 き な 貢 献 と な る 事 は 想

像 に 難 く 無 い 。  

我 々 は 、 こ の 中 枢 神 経 再 生 を 具 現

化 す る た め 、 体 性 幹 細 胞 を 中 心 と

し た 神 経 再 生 方 法 に 関 す る 研 究 に

取 り 組 み 、 そ の 結 果 骨 髄 幹 細 胞 、

ES 細 胞 に よ ら な い 新 た な 第 ３ の 神

経 再 生 法 、 即 ち 脂 肪 組 織 な ら び に

皮 膚 組 織 か ら の 幹 細 胞 、 脱 分 化 細

胞 を 用 い た 細 胞 治 療 の 有 用 性 を 発

見 し 、 そ の 可 能 性 に つ い て か ね て

よ り 研 究 し 、 一 定 の 成 果 を 納 め て

い る 。  

 

２ ． 研 究 の 目 的  

 

本 研 究 は 、 既 に 有 効 性 が 示 さ れ 特

許 申 請 中 の 上 皮 幹 細 胞 利 用 に よ る

脊 髄 神 経 再 生 技 術 を 確 立 し 、 特 に



移 植 後 の 長 期 経 過 観 察 を 行 う 事 で

そ の 運 動 機 能 改 善 作 用 の 継 続 性 、

表 皮 幹 細 胞 適 用 の 安 全 性 （ す な わ

ち 副 作 用 の 危 険 性 ） に つ い て ３ 年

程 度 を め ど に 証 明 す る 事 で あ る 。

並 行 し て 、 交 通 外 傷 等 を 原 因 と し

脊 髄 損 傷 を 来 し た 愛 玩 動 物 に 対 し

（ 主 に イ ヌ ）、獣 医 師 の 協 力 の 下 に 、

表 皮 幹 細 胞 移 植 治 療 を 試 み 基 礎 デ

ー タ を 積 み 上 げ 、 最 終 ス テ ッ プ と

な る ヒ ト 臨 床 応 用 へ と つ な げ る 。  

 

３ ． 研 究 の 方 法  

 

ヒ ト 由 来 表 皮 幹 細 胞 の 培 養 を 行 い

３ 年 間 の 経 過 観 察 を 目 的 と し て 、

な る た け 早 期 に 脊 髄 損 傷 ラ ッ ト へ

移 植 を 行 う 。 そ の 為 に 、 初 年 度 出

来 る だ け 早 い う ち に 脊 髄 損 傷 モ デ

ル を 作 製 し 移 植 研 究 を 行 う 。 同 時

に 、 効 率 の 良 い 移 植 法 の 確 立 を 目

指 し 、 表 皮 幹 細 胞 DDS を 可 能 と す

る scaffold（ 以 下 鋳 型 ） の 探 索 を

平 行 し て 行 う 。  

具 体 的 に は 以 下 の よ う な プ ロ セ ス

を 経 る 。  

(1) ヒ ト 表 皮 幹 細 胞 の 採 取 と 培

養：臨 床 試 験 部 会 第 1295 号 の 承 認

研 究 方 法 に 基 づ き 、 IC と 文 書 に お

け る 同 意 を 得 た 患 者 よ り 、 手 術 時

に 余 剰 と な っ た 正 常 皮 膚 を 幹 細 胞

培 養 に 用 い る 。 す な わ ち 、 採 取 皮

膚 を 細 切 し 、定 法 に 従 っ て 除 菌 後 、

酵 素 消 化 、 細 胞 分 散 を 行 い 、 遊 離

細 胞 を 回 収 す る 。 得 ら れ た 遊 離 細

胞 の 細 胞 密 度 を 調 整 後 、 当 教 室 で

確 立 し て い る 表 皮 幹 細 胞 培 養 法

（ 特 許 出 願 中 ）を 用 い て 培 養 す る 。

培 養 開 始 7 日 以 内 に 認 め ら れ る ク

ロ ー ン 増 殖 し た 表 皮 幹 細 胞 の み を 、

切 り 出 し 法 で 回 収 し 継 代 培 養 す る 。

こ の よ う に し て 得 ら れ た 表 皮 幹 細

胞 を 研 究 に 用 い る 。  

(2) 脊 髄 損 傷 ラ ッ ト の 作 製 ： 動 物

実 験 倫 理 委 員 会 承 認 第 00001 3 号 の

承 認 研 究 方 法 に 基 づ き 全 身 麻 酔 下 、

実 験 動 物 へ の 苦 痛 を 最 低 限 に 抑 え

た 状 況 下 で 愛 護 的 に 脊 髄 損 傷 モ デ

ル を 作 製 す る 。 す な わ ち 、 麻 酔 下

の SD 系 雌 性 ラ ッ ト（ 250g 程 度 ）の

脊 椎 T9-10 を 開 放 し 、 脊 髄 を 露 出

し た 後 10g の 分 銅 を 2.5cm の 高 さ

か ら 落 錐 さ せ 脊 髄 損 傷 を 誘 発 す る 。

覚 醒 後 、 確 実 に 損 傷 を 引 き 起 こ せ

た ラ ッ ト に つ い て 実 験 に 用 い る 。  

(3) 細 胞 移 植 法 ： 一 群 ３〜 １ ０ 匹

を 研 究 に 用 い る 。 脊 髄 損 傷 誘 発 後

の 急 性 期 炎 症 が 消 退 し た 8 日 目 、

あ る い は 症 状 が 固 定 し た ６ 週 間 後

に 、細 胞 移 植 を 定 法 に 従 っ て 行 う 。

対 照 群 と し て は 、 細 胞 を 懸 濁 し た

溶 媒 、 あ る い は 同 一 患 者 か ら 用 手

法 に よ っ て 培 養 し た 線 維 芽 細 胞 を

用 い る 。 長 期 経 過 観 察 に お い て は

一 群 １ ０ 匹 を 、 病 理 組 織 学 的 検 討

に つ い て は 一 群 ３ 匹 程 度 を 別 途 作

製 し た 後 研 究 に 用 い る 。  

(4) 評 価 法 ： 長 期 経 過 観 察 に お い

て は 行 動 観 察 を 基 本 と す る 。 BBB

判 定 法 を 用 い て 、 移 植 後 ３ 週 間 迄

は ほ ぼ 毎 日 、 以 降 ６ 週 間 迄 は 一 週

間 に 一 回 、 以 降 通 常 飼 育 に 切 り 替

え 、２〜 ３ 年 程 度 経 過 を 観 察 す る 。

ま た 、 必 要 に 応 じ て ト レ ッ ド ミ ル

に よ る 運 動 機 能 解 析 を 併 用 す る 。  

 

４ ． 研 究 成 果  

脊 髄 損 傷 に よ っ て 喪 失 し た 運 動 機

能 は 、 ヒ ト  表 皮 幹 細 胞 の 移 植 一

週 間 後 よ り 、 対 照 群 に 比 べ 有 意 に

改 善 し 、 観 察 期 間 の ６ 週 間 後 に 於

い て も 、 す べ て の 観 察 期 間 で 有 意

に 運 動 機 能 回 復 が 認 め ら れ た 。BBB

判 定 を 終 了 後 、 自 然 飼 育 し て 、 本

研 究 に 与 え ら れ た 術 後 の 2 年 間 経

過 観 察 を 行 っ た 結 果 、 表 皮 幹 細 胞

移 植 ラ ッ ト は 、 運 動 機 能 改 善 の 維

持 と 直 腸 膀 胱 障 害 の 改 善 が 認 め ら

れ た 。 そ の 結 果 。 そ の 結 果 対 照 群

は 、 す べ て 全 身 症 状 が 悪 化 し 、 安

楽 死 も し く は 自 然 死 を し た に も か

か わ ら ず 、 表 皮 幹 細 胞 移 植 群 は 生

存 し た 。  

 こ れ ら の 成 果 を も と に 、 獣 医 師

と の 連 携 で 外 傷 性 の 脊 髄 損 傷 中 動

物 へ の 自 家 培 養 上 皮 幹 細 胞 移 植 を

行 う べ く 、 準 備 に 入 っ た 。  

 

５ ． 主 な 発 表 論 文 等  
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