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研究成果の概要（和文）：本研究により、強力な成長因子プロサポシンに由来する18-merペプチド(PS18)が、再
開裂された神経管の卵内再生を可能にすることが実証された。また、PS18は、二分脊椎ヒヨコの脊髄変形と神経
障害を部分的に改善し、論文を作成中である。同時に痛み刺激に関するGABAニューロンに対する影響を検討し
た。PS18投与は同時に、脊髄内の炎症性サイトカイン、腫瘍壊死因子(TNF-α)、インターフェロンガンマ(IFN- 
γ)、誘導性一酸化窒素合成酵素(iNOS)等も上昇させることも明らかになった。今後は、PS18の治療メカニズム
をさらに検討するとともに、今回得られた免疫系との関連についても検討する。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that the 18-mer peptide (PS18), derived from the 
potent growth factor prosaposin, enables in ovo regeneration of reopened neural tube. PS18 also 
partially improves spina bifida chick spinal cord deformity and neuropathy and is in the process of 
writing scientific papers. At the same time, the effect of pain stimulation on GABA neurons was 
examined. In addition, PS18 administration was also found to increase inflammatory cytokines like 
tumor necrosis factor (TNF-α), interferon-gamma(IFN-γ), and inducible nitric oxide synthase (iNOS)
 in the spinal cord. In future, we will further investigate the therapeutic mechanism of PS18 and 
also examine the relationship with the immune system obtained this time.

研究分野：神経科学
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ロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
二分脊椎の治療法は確立しておらず革新的な治療法を検討する必要がある。胎児の外科的手術等も行われたが良
好な結果は得られていない。申請者らは鶏胚を用いて手術的に二分脊椎を作成し、神経成長因子等の投与により
治療を行う事を考えた。申請者らの実験により、強力な成長因子プロサポシンに由来する18-merペプチド(PS18)
が、再開裂された神経管の卵内再生を可能にすることが実証された。本研究結果から、胎盤を経由して胎児の二
分脊椎部分に達する合成ペプチドを二分脊椎を有する胎児の母体に内科的に投与することにより、二分脊椎の治
療を行うことが可能となり、社会的意義は極めて大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

二分脊椎症は出産 1,000 に対し約１例の頻度で発生し、嚢胞性二分脊椎症では脊髄内に

も傷害がおよび、運動、排尿障害、下肢の変形等が起こる整形外科、脳神経外科、小児

科等の領域で重要な疾患である。しかし、これまで適切な歩行障害モデル動物が開発さ

れていなかった為に充分な病態解明、治療法開発がなされていなかった。申請者らは、

図１のように、手術により脊髄を再開裂し、二分脊椎ヒヨコモデルを世界で始めて作成

することに成功した。本モデルを用い、ヒト二分脊椎同様に孵化１日では立つことが出

来るのに、日を追うごとに悪化すること、さらにその原因がインターニューロン数の減

少にあることを初めて報告した (Khan ら 2017)。 

ヒト二分脊椎においても、まさに同様の悪化症状は古くから知られており、その治療と

して出生直前に二分脊椎を外科的に閉じる手術が行われたが、効果が低いことが報告さ

れた(Meuli ら 1995,96)。その説明として出産時にはすでに脊髄内の神経回路に不可逆

的な変化が起きていることが示唆された（Sival ら 2004, 2006）。 

  本モデル動物での研究でも、すでに二分脊椎の発生初期に運動回路異常（Wang ら

2010）、知覚神経回路異常（Tsujimura ら 2011）、インターニューロン数の減少(Mominoki

ら 2006, Khan ら 2017,2020)が起きており、発生後期に手術しても回復する可能性が低

いことをモデル動物でも証明した。また、孵化後に運動機能が急激に悪化することを発

見し、それが孵化後の抑制神経系障害が原因であることを明らかにした（Khanら 2017）。

そこで、二分脊椎の発生初期に薬物投与により治療が可能か否か、さらに、その機序を

解明したいと考えた。 

申請者らの別グループが長年研究しているプロサポシン内のサポシンＣの一部の分

子配列に神経栄養因子活性を持つ部位があり、その部位の 18 個の合成ペプチド(PS18)

も強い神経保護作用があることを培養系で報告した。さらに、動物モデルにおいても

PS18 がパーキソンモデル （Gao ら 2013）、アルツハイマーモデルや(Gao ら 2016)、カ

イニン酸投与モデルの神経障害に効果があること(Nabekaら 2017)を申請者らは報告し

ている。そこで、本モデルを使用して二分脊椎の治療のための潜在的な治療標的として

PS18 を選択し、効果が認められた。 

 

２．研究の目的 

外科的手術は良好な結果は得られていない。 実際には、二分脊椎の治療法は確立して

おらず革新的な治療法を検討する必要がある。目的は、プロサポシン由来ペプチド 

(PS18)を、二分脊椎ヒヨコモデルに発生初期に投与することにより治療し、二分脊椎運

動障害の薬物治療法を確立することである。申請者らは鶏胚を用いて手術的に二分脊椎

を作成し、神経成長因子等の投与により治療を行う事を考えた。申請者らは二光子顕微

 

図１．二分脊椎では孵化後 1 日では立てるが、4 日後には下肢が進展、10 日後には後方に湾曲。 



鏡を駆使し、強力な成長因子プロサポシンに由来する 18-mer ペプチド(PS18)が、再開

裂された神経管の卵内再生を可能にすることを明らかにしたい。本研究結果から、胎盤

を経由して胎児の二分脊椎部分に達する合成ペプチドを二分脊椎胎児の母体へ内科的

投与し、二分脊椎の治療を行うことが可能となり、社会的意義は極めて大きい。 

 

３．研究の方法 

モデル動物の作成 

受精卵を孵卵器にいれ、孵卵 3日目に卵殻を切り取り、羊水を一部取り除いて、鶏胚の

脊髄背側を微少メスにより切開する。開いた卵殻はテープで閉じる（図 2）。本手術は極

めて繊細で、適当な指導者の下で訓練し習熟しなければ正しい結果は得ることが難しい。 

 

 

 

 

 

 

 

最適な投与時期と量の検討 

 投与時期や投与量、作用機序も明らかにしたい。具体的には、手術を孵卵 3日に行い、

術後 1時間、２時間、１日、２日に PS18 を投与する。投与量も 0.1µg, 0.5µg, 1.0µg

と量を変えて検討する。 

 

神経栄養因子プロサポシン由来合成ペプチド(PS18)の二分脊椎治療効果の検討 

PS18 の二分脊椎治療効果を検討する。二分脊椎作成手術を施した鶏胚を２群に分け、

片方に PS18 を、他方には PS18 と同じ組成で無意味な配列の合成ペプチドを加える。

申請者らは二光子顕微鏡を駆使し、強力な成長因子プロサポシンに由来する 18-mer ペ

プチド(PS18)が、再開裂された神経管の卵内再生を可能にすることを明らかにしたい。 

 

行動学的検討 

歩行異常の確認：本モデルでは、孵化後の時期により図１のような進行性の運動障害と

下肢の変形が認められる。特に下肢の姿態や関連する筋肉の萎縮等について詳細に記録

する。動画データとしての投稿できるようデジタルビデオカメラで記録する。同時に筋

肉はホルムアルデヒド固定、パラフィン包埋し、組織学的に検討する。痛覚異常の確認：

PS18を二分脊椎発症早期から投与すると、孵化したヒヨコの運動異常の軽減とともに、

疼痛刺激に対しての鳴き声が少なくなることを音声データとして記録・解析する。 

４．研究成果 

この研究では、神経栄養因子であるプロサポシン由来の 18-mer ペプチド（PS18）によ

る羊膜内治療が、SBA ニワトリモデルの感覚運動機能を劇的に回復させることを発見

した。形態学的および組織病理学的分析により、PS18 による羊水内治療により、初期

胚段階で神経管の変形を軽減し、脳脊髄液の漏出を防ぐ SBA ヒヨコの背中の欠損領域

を大幅に減少させることが明らかになった。また、PS18 による卵内治療では、神経組

図 2 手術術式卵内の鶏胚を手術しテープで閉じる。薬剤の投与が容易。 



織を保護し、カスパーゼ 3の活性と、脊髄の運動ニューロンにおける興奮性および抑

制性伝達を調節した。まとめると、SBA ヒヨコの脊髄の発達における PS18 の再生およ

び保護効果は、新生児期の運動機能の回復をもたらした。これらの発見は、PS18 によ

る羊膜内治療が SBA 治療の有望な治療アプローチであることを示唆している。 

 

PS18 投与の投与量と時期 

生理食塩水または PS18 を、再開した神経管の近くで、発育した卵の羊水に注入した。 

ED-8 で生理食塩水（i）または 0.1 µg（ii）、0.5 µg（iii）、または 1.0 µg PS18

（iv）を単回投与した SBA 胚の代表的な写真（図 3）。 肉眼的には、生理食塩水また

は 0.1 µg PS を投与した SBA 胚の腰仙部の後ろに大きな開放創（SBA 病変）が見られ

たが、0.5 または 1.0 µg PS18 では欠損領域が劇的に減少した（白い点線）。 したが

って、この研究では 0.5 µg の PS18 を使用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

初期再生の評価 

初期発生時の神経管再生に対する PS18 の影響を分析するために、3 日齢（治療後 6 時

間または 12 時間）または 4 日齢（治療後 24 時間）の胚全体をホールマウント染色し、

共焦点顕微鏡観察を実施した。 GFAP と GABA または GABA 合成、GAD67 と DAPI を使用し

た。対照（無傷）胚では脊髄形成異常の兆候は見られなかったが、生理食塩水または PS18

を投与した SBA 胚では時間依存に多様な脊髄形成異常が観察された。実際、処理の 6時

間後、生理食塩水を投与した SBA 胚ではそのような変化は観察されなかったが、PS18 を

投与された SBA 胚の欠陥脊髄の中央領域で GFAP 発現細胞蓄積が観察された（図 4）。ホ

ールマウントの横断面図は、GFAP を発現する神経外胚葉性被覆が PS18 治療後 6時間以

内に欠陥のある神経管上に形成されたことを示した。 ED-4（治療の 24 時間後）では、

PS18 の単回投与を受けた SBA 胚の発達中の脊髄で、欠損領域を覆う神経外胚葉性被覆

と回復した神経管（ほぼ完全に形成された中心管）が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 PS18-induced GFAP activity in the defect area. 

図 3 Does-dependent effect of open defect 

healing. 

図 3 Does-dependent effect of open defect healing 



脊髄の組織病理学的分析 

図 5 は、生理食塩水を投与した SBA 胚の開放欠損領域の横断面と、PS18 を投与した胚

または対照胚の同様の位置の組織病理学を示している。生理食塩水を投与した SBA 胚の

断面画像は、対照または PS18 を投与した胚と比較して、脊髄の解剖学的形状に顕著な

変化が見られた（図 5）。生理食塩水を投与した胚の開放欠損領域には、皮膚層、脊柱、

および中心管が存在しなかった。さらに、生理食塩水を投与した SBA 胚の脊髄は完全に

平らになり、2つに分割され、開いた本のように見えた。対照的に、PS18 の単回投与を

卵内に含めると、脊髄の欠陥が大幅に改善した。実際、外因性 PS18 は中心管を完全に

再生し、脊髄の形状を改善し、組織領域を維持したが、脊柱（棘突起）は完全には発達

していなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

開放欠損の治癒と運動機能の改善の評価 

ED-8 での開放欠損（SBA 病変）の肉眼的剖検により、生理食塩水および PS18 を投与し

た胚の欠損領域の縁の外観が変化することが明らかになった（図 6）。 対照胚では脊髄

形成異常の兆候のない無傷の背側像が観察されたが、生理食塩水を投与した SBA 胚の裏

側には大きな開いた欠陥が観察された。 一方、羊膜内 PS18 の単回投与は、生理食塩水

を投与した胚と比較して、頭尾方向および近位方向の開放欠損領域を劇的に減少させた。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PS18 による羊膜内治療が感覚運動機能を救済したかどうかを評価するために、運動行

動を分析した。孵化日から SBA ヒヨコでは、脚の機能障害とさまざまな神経学的合併症

が明らかだった（図 1および 6; Khan et al 2017; 2020）。実際、SBA ヒヨコは、立っ

たり、脚の関節を動かしたり、新生児期の初期から歩いたりする能力を失った。さらに、

生理食塩水を投与された SBA ヒヨコの運動協調性（座位から歩行）は、正常な対照ヒヨ

コと比較して不十分であった。しかし、PS18 による治療は、ヒヨコの運動協調性と足踏

み能力を大幅に改善した（図 6）。さらに、PS18 による治療は、生理食塩水を投与され

た SBA ヒヨコと比較して、鳥の痛みの主要な指標である発声の強度と数を減少させた。 

図 5 PS18 protected anatomical shape and tissue area of spinal cord 

図 6 PS18 healed open defect area and restored leg functions. 
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