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研究成果の概要（和文）：神経幹細胞をラット慢性期脊髄損傷部に移植した結果、亜急性期移植と同等の移植細
胞の生着を認め、損傷部が新しい神経組織で再構成された。また、移植神経細胞は亜急性期移植と同等の旺盛な
軸索伸展を示し、宿主神経細胞と神経回路を形成した。慢性的に損傷されていた皮質脊髄路軸索も移植細胞内へ
と再生し、神経回路を形成したが、その程度は亜急性期移植に劣っていた。神経幹細胞の慢性期脊髄損傷部への
移植の結果、損傷部の瘢痕組織の低形成化を認めた。慢性期であっても、神経幹細胞移植は脊髄損傷部に神経回
路を再形成することができる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the potential of transplantation of neural 
stem cells at the chronic stage of spinal cord injury by comparing to sub-acute transplantation. 
Transplanted neural stem cells survived well in chronic lesion sites and generated many neurons. 
These neurons extended axons in host spinal cords in high numbers for long distances and connected 
to host neurons below injury. There was no significant difference of the number of extending axons 
between chronically and sub-acutely transplanted subjects. Further, chronically injured 
corticospinal tract axons regenerated into neural stem cells, though its extent was less robust than
 sub-acute transplantation. These findings indicate that early stage neural cells have a remarkable 
ability to extend axons over inhibitory environment at the chronic stage of spinal cord injury. 

研究分野：整形外科学

キーワード： 軸索再生　脊髄損傷　神経幹細胞　慢性期

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラット脊髄損傷の慢性期に、神経幹細胞を移植することで、損傷部を新しい神経組織で再構築できたことは、過
去の報告から鑑みるに大きな成果だと考える。また、移植細胞が軸索を宿主内に伸展できたこと、宿主の軸索が
移植内へと再生したこと、それらの軸索数が、亜急性期移植と遜色なかったことは、阻害的環境である慢性期で
あることを考慮すると、非常に興味深い結果と考える。これらの知見は、機能再生を達成するのが、非常に難し
いとされている脊髄損傷慢性期の治療方法開発の基盤となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
＜背景＞ 
外傷などにより脊髄を損傷すると、損傷高位以下の麻痺が発症する。本邦では毎年５千人が受
傷し、すでに１０万人以上の患者が麻痺とそれに付随する障害に苦しんでいる 1。麻痺が回復し
ない理由として、一度死んだ神経細胞は再生しない、損傷した軸索は再生しないという、中枢神
経特有の再生能の欠如がある 2。また、中枢神経組織自体が軸索伸展に阻害的環境であり、損傷
した神経回路を再形成させることは容易ではない 3。近年の神経科学の発展により、脊髄損傷後
急性期・亜急性期の介入により、ある程度の効果が期待される治療法が臨床治験あるいは前臨床
試験中である 4。しかし、慢性期に有効な治療法はいまだ開発されていない 5。慢性期になると、
損傷部を強力な軸索伸展阻害因子であるグリア瘢痕、コンドロイチン硫酸などが取り囲み、神経
回路再形成により阻害的な環境になる 6。幹細胞研究の進展にともない、神経幹細胞の脊髄損傷
治療への応用が進んできた。 
最近の研究で、われわれは神経幹細胞を脊髄損傷部に移植すると、下記の４つが達成できるこ
とを報告した 7,8。1)損傷空洞部を新しい神経組織で再構築、2)宿主の損傷軸索が再生し、移植細
胞と神経回路を形成、3)逆に移植神経細胞が軸索を宿主内へと伸展させ、宿主の神経細胞と新し
い神経回路を形成、4)運動機能の回復。本方法は神経回路を再形成するので、本質的に損傷脊髄
を治すことにつながる画期的なものである 9。神経幹細胞を脊髄損傷の亜急性期に移植すると、
移植細胞は損傷部を神経組織で再構築し、宿主と神経回路を形成し、運動機能の回復を促進させ
る。しかし、慢性期に移植した場合、同様の解剖学的、機能学的有効性が得られるかは、いまだ
不明である。また、上記研究は、神経幹細胞移植が２つの点で、慢性期脊髄損傷に対しても有効
である可能性を示唆している。１）移植神経細胞が中枢神経の環境に由来する阻害因子の影響を
受けなかったこと、２）移植により、損傷部の阻害性瘢痕の形成が有意に抑制されたこと。これ
らの知見により、“慢性期であっても、神経幹細胞移植は損傷脊髄に神経回路を再形成すること
ができる”という着想を得るに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、慢性期に移植した神経幹細胞の解剖学的再生効果を亜急性期移植と比較して
検討することである。 
 
３．研究の方法 
8 週齢以上の成雌 Fisher ラットに、過去の報告と同様に wire-knife を使用して、C４脊髄後索
切断を作成した 10。同系 GFP 陽性の胚性脊髄（embryonic day 14)から、神経幹細胞を作成した
7,8。脊髄損傷２週間後（亜急性期）または６ヶ月後（慢性期）に、損傷部に神経幹細胞を移植し
た。移植に際して、細胞はフィブリン糊と growth factor cocktail を混ぜ合わせ、pulled glass 
needle を使用して移植した 8。移植細胞は 2x105 cells/ μlの細胞液を３μlを注入した。瘢
痕の切除、硬膜の切開などの手術操作は併用しなかった。一部の動物は、移植１ヶ月後に、RFP
遺伝子を持つアデノ随伴ウイルス(Adeno-associated virus-2)を大脳皮質に注入して、皮質脊
髄路軸索を RFP にて標識した。移植後２ヶ月で４％パラホルムアルデヒド溶液で灌流固定し、ク
ライオスタットにて脊髄の矢状断切片（30μm)を作成した。これら脊髄組織に４重蛍光免疫染色
（GFP, RFP, NeuN, ChaT, GFAP, CS56, Phosphacan, Brevican, Synaptophysin)を施行した。
また、GFP で免疫染色（light-level DAB)した組織切片を電子顕微鏡によって観察した。 
 
４．研究成果 
＜移植細胞の生着と神経組織形成＞ 
慢性期に移植された神経幹細胞は、亜急性期移植と同様に、損傷部を多数の神経細胞を含む新
しい神経組織で再構築した。移植細胞による新規組織の大きさ、神経細胞の密度は、亜急性期と
慢性期の間で有意な差はなかった（図）。 
  
＜移植細胞から宿主への軸索伸展＞ 
GFP に対する免疫染色によって、移植神経細胞が旺盛にその軸索を宿主内で伸展させる様子が
観察された。移植/宿主の境界から３mmの位置で存在する軸索を定量すると、亜急性期移植と慢
性期移植の間において、有意な差を認めなかった。また、移植由来の軸索（GFP)が宿主の脊髄運
動神経（ChaT)を取り囲み、前シナプスのマーカー（Synaptophysin)を表出しているようすが共
焦点レーザー顕微鏡で観察された。免疫染色透過電子顕微鏡によって、移植神経細胞由来の軸索
が宿主神経細胞とシナプス形成していることも観察された。 
 
＜宿主軸索の移植細胞への軸索再生＞ 
宿主軸索の再生には、RFP で標識された皮質脊髄路軸索で評価した。皮質脊髄路軸索は随意運
動をつかさどり、運動機能回復のために、重要とされている軸索である。RFP と GFP に対する二
重免疫染色により、GFP 陽性の細胞内に存在する RFP 陽性軸索を再生軸索と定義した。慢性期移
植であっても、皮質脊髄路軸索は移植細胞内へと再生していた。しかし、その軸索再生の量を定
量すると、亜急性期移植と比較して、有意に劣っていた。 
 



 
＜損傷部の瘢痕組織＞ 
慢性期の損傷部は空洞を形成し、免疫染色では、グリア瘢痕（GFAP)、コンドロイチン硫酸（CS56、
Phosphacan、Brevican）によって空洞との境界部が覆われていた。神経幹細胞移植により、空洞
部に神経組織が充たされると、これらの瘢痕組織有意に減少していた。 

 

 
図：亜急性期または慢性期の損傷部に移植された神経幹細胞 
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