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研究成果の概要（和文）： 

哺乳動物における脊髄損傷後の運動、知覚機能不全の改善作用につき明らかにすることを

目的として研究を行った。齧歯類と同様、脊髄損傷後のビーグル犬においても GDNF 発現骨

髄幹細胞とコンドロイチナーゼ ABC の効果が確認された。脊髄損傷後における、脊髄再生

において、コンドロイチナーゼ ABC0.05U/200μLが運動機能回復において至適投与量であ

った。我々は、コンドロイチン硫酸以外にもケラタン硫酸の脊髄再生阻害作用についても

証明した(J Neurosci. 2010 28;30(17):5937-47)。コンドロイチン硫酸分解酵素であるコ

ンドロイチナーゼ ABC の有効性に加え、ケラタン硫酸分解酵素であるケラタナーゼ IIの有

効 性 に つ い て も 証 明 し た ( 至 適 濃 度 ： 0.05U/200μl)(J Neurosci. 2011 Nov 

23;31(47):17091-102.) 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We evaluated the recovery of motor and sensory function after spinal cord 
injury in the mammal.  The efficacy of GDNF-expressing bone marrow stem cells and  
Ch-ABC for spinal cord injury in the beagle dogs was demonstrated as in the rodents.  
The optimal density of Ch-ABC was 0.05U/200μl for the recovery of motor function.  
We also demonstrated the inhibitory function of keratan sulfate for spinal cord 
regeneration.  The efficacy of keratanase II; catabolic enzyme of keratan sulfate, 
for spinal cord regeneration was also demonstrated. 
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１．研究開始当初の背景 
急性脊髄損傷は人体が被る外傷のうち最も
悲惨なものの一つである。急性脊髄損傷の
発生率は若い世代で高いが、最近は高齢化
社会に伴って高齢者においても転倒によっ
て脊髄損傷を受傷する率が上昇している。
この脊髄損傷が、個人と社会に与える肉体
的、精神的、経済的な負担は極めて大きく
社会問題にもなっている。分子生物学的研
究の進歩と同時に、脊髄損傷における病態
解明は進んできたが、まだ未知な部分も多
く、治療に関しては確立されていない。脊
髄損傷が起こると、急性期（損傷後 10 日ま
で）には炎症反応が主体であり、亜急性期
から慢性期（損傷後 10 日以後）には脊髄保
護を主体とした修復反応が起こるとされて
おり、我々は急性期に神経障害性に働くと
される iNOS の動態、また亜急性期に神経保
護的に働く栄養因子 NGF，GDNF の動態を平
成 7年から継続的に行ってきた研究で明ら
かにしてきた。その結果、急性期の iNOS
産生を抑制することで、脊髄炎症による脊
髄腔洞化を減少させ、また脊髄栄養因子で
ある NGF,GDNF を亜急性期に投与あるいは
増幅させることによって脊髄再生を促すこ
とが可能であると結論した。 
 
２．研究の目的 
我々は目的とする遺伝子を倫理的に問題と
なっているウイルスベクターは使用せずに、
有効かつ安全に遺伝子の導入ができるヌク
レオフェクション法で可能とし、また多分
化能を有する自己由来の骨髄由来幹細胞を
遺伝子導入細胞として採用し、神経細胞へ
の分化も可能とした。また損傷脊髄局所に
おいて、骨髄間質細胞に GDNF を強制発現さ
せることに成功し、軸索伸長と神経回路の
再構築を図り、臨床応用への可能性を模索
する段階まで到達した。GDNF 産生遺伝子を
ヌクレオフェクション法で自己骨髄由来幹
細胞に強制発現させ、この細胞移植を行う
のと同時に、コンドロイチン硫酸の分解酵
素であるコンドロイチナーゼ ABC を投与す
ることによって、脊髄再生が促進される事
が明らかとなった。今回の研究目的は以下
の 2点を明らかにすることである。 
１：Ch-ABC の投与時期、量、期間について
検討を加え、至適時期、量を決定する 
２：早期臨床に応用するために、哺
乳類であるビーグル犬を対象に安全
性の確認と脊髄再生効果の有無を検
討する。 
 
３．研究の方法 

（1）ビーグル犬脊髄損傷モデルの作成 

ビーグル犬を静脈麻酔後、第９胸椎を椎
弓切除し、重錘落下法（IHインパクター
使用）により急性脊髄不全損傷モデルを
作成。 

（2）細胞採取 

ビーグル犬の骨盤骨髄から採取した骨髄
細胞を培養する。 

（3）神経栄養因子の過剰発現とコンドロ
イチナーゼABCの投与 

①グリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）
遺伝子をヌクレオフェクション法を用い
て培養骨髄細胞に遺伝子導入し、GDNFを
強制発現させる。このGDNF強制発現骨髄
細胞を脊髄損傷後の脊髄の空洞部に移植
する。 

②神経栄養因子を強制発現させるもう一
つの方法として、イミュノフィリンリガ
ンドとして作用する、疎水性ジペプチド
（ロイシン,イソロイシン）を培養骨髄細
胞に作用させ、各種神経栄養因子（NGF、
BDNF、GDNFなど）を強制発現させる方法
を試みる。 

③コンドロイチナーゼABCは椎弓切除し
た部分にオスモチックポンプを使用して
脊髄損傷後から14日間持続投与する。コ
ンドロイチナーゼABCの投与量は1.0Ｕ
/mlで行う。 

④神経栄養因子の定量 
各種神経栄養因子（NGF、BDNF、GDNF など）
をウエスタンブロット法で評価。 
⑤組織学的評価 
軸 索の評価 (Fluorogold) 、神経細 胞
（beta-tublin、MAP2）、アストロサイト
（GFAP）、マイクログリア（Iba1、ED2、
OX-42）、オリゴデンドロサイト(Olig2)の
各種免疫染色を行い、軸索の再生、構成細
胞の識別を組織学的に評価する。組織学的
な定量を行う。 

⑥運動機能評価 

Inclined plate test 

BBBスコア 

グリッドテスト 

3種類の運動機能評価を行って微細な変化
をとらえることが可能となる 

⑦知覚機能評価 

Hot plate test 

このホットプレートテストは感覚過敏がお
こればすぐさま足をプレートから離すが、
感覚障害、感覚鈍麻が強いとプレートから
足を離す時間が長くなる。 



 

 

⑧電気生理学的評価 

Motor evoked potentials (MEPs) 

Somato sensory evoked potential(SSEP)
筋電図を針電極を使用して計測し、運動機
能回復を評価。AmplitudeとLatencyで評価 
 
４．研究成果 
 
結果 
〈ウエスタンブロット法による神経栄養因
子の定量〉 
Ch-ABC投与群(以下ABC群)の損傷脊髄にお
いて、非投与群と比較してNGF, BDNF, GDNF
の有意な発現上昇を認めた(投与2週後)。 
〈免疫染色による組織学的評価〉 
投与2週後 
ABC群において、astrocyte microgliaの増
殖が抑制されており、oligodendrocyteに関
しては非投与群と有意な差を認めなかった
。損傷部周囲の軸索再生に関してはABC群に
おいて有意に再生線維の増殖を認めた。 
〈後肢運動神経機能評価〉3分間歩行させ、
グリッドを下肢でグリップできた割合を%
グリップ値とした。ABC群において、生理食
塩水投与群と比較して%グリップ値が高値
を示し、ABC群における後肢運動神経機能回
復が確認された。 
〈後肢知覚神経機能評価〉ビーグル犬後肢
を55℃に温めたホットプレートの上に載せ
、後肢を放すまでの時間を計測した。生理
食塩水投与群では、損傷前に比して、損傷
後、経時的に反応時間が短縮していき、熱
刺激に対して過敏反応を示した。一方、ABC
群では、損傷早期には生理食塩水投与群と
同様の傾向を示したが、損傷３週間後から
５週間後には徐々に過敏反応は軽減し、損
傷8週後には、損傷前とほぼ同程度の反応時
間となり、知覚神経機能回復の回復が認め
られた。 
〈電気生理学的評価〉 
MEPs SSEP ともに、非投与群において潜時
遅延・振幅低下・伝導速度低下あり、ABC
群における神経機能回復が示唆された。 
 
以上の結果より、ビーグル犬の ABC 投与群
において、非投与群と比較して有意な運
動・知覚神経機能の回復を認めた。齧歯類
だけでなく、哺乳動物でも GDNF 産生遺伝子
をヌクレオフェクション法で自己骨髄由来
幹細胞に強制発現させ、この細胞移植を行
うのと同時に、コンドロイチン硫酸の分解
酵素であるコンドロイチナーゼ ABC を投与
することによって、脊髄再生が促進される
事が明らかとなった 

 
我々は、コンドロイチン硫酸以外にもケラ
タン硫酸に軸索再生阻害機能があることを
明らかにした。さらに、ラットにおいてケ
ラタン硫酸分解酵素であるケラタナーゼ
II にも Ch-ABC と同様の軸索再生機能があ
ることを示した。 
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