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研究成果の概要（和文）：脊髄髄膜瘤モデルラットの新規治療法の開発のため、成人の脊髄損傷で実績のある肝
細胞成長因子（HGF）の羊水腔内投与と局所投与を行った。羊水腔内投与では、十分な治療効果が得られなかっ
たが、病変部近傍に対するHGFの局所投与により、脊髄神経の炎症性サイトカインの発現量が低下し、一定の治
療効果が示唆された。
また、脊髄髄膜瘤モデルラットから脊髄神経のみを摘出する新たな手技を開発した。従前は、病変部から摘出し
ていたため、周辺支持組織がコンタミネーションしていた可能性があった。しかし、本法は頭側から確実に引く
抜くことができ、かつマイクロサージャリーのような特殊な器具を必要としないため、より簡便である。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel treatment for a rat model of myelomeningocele, 
intra-amniotic cavity and local administration of hepatocyte growth factor (HGF), which has a proven
 track record in adult spinal cord injury, was used. Intra-amniotic administration did not produce a
 sufficient therapeutic effect, but local administration of HGF in the vicinity of the lesion 
decreased the expression of inflammatory cytokines in the spinal nerves, suggesting a certain 
therapeutic effect.
A new technique was also developed to remove only the spinal nerves from a rat model of 
myelomeningocele. Previously, the nerves was removed from the lesion, which may have been 
contaminated supporting tissue. However, this method is simpler, as it can be reliably pulled out 
from the head side and does not require special instruments such as microsurgery.

研究分野： 産婦人科

キーワード： 脊髄髄膜瘤　肝細胞成長因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄髄膜瘤は確立された治療法がない周産期難治性神経疾患であり、新たな治療法の開発が急務である。脊髄損
傷に有効であるHGFを動物モデルに投与したところ、炎症性サイトカインの発現量が低下した。これによりHGFが
脊髄髄膜瘤に対して有効である可能性が示唆されたが、他の因子については十分な効果が認められなかったた
め、至適投与量・投与間隔のさらなる検討が必要である。
そのためには、脊髄髄膜瘤モデルラット胎仔から脊髄神経のみを確実に摘出する手術法が必要であるが、本研究
を通じて安定した手技の確立に成功した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）脊髄髄膜瘤について 
脊髄髄膜瘤は胎児期の神経管の閉鎖不全により、羊水中に露出した脊髄が損傷し、非可逆性の神
経障害を引き起こす疾患である。膀胱直腸障害や下肢の運動感覚障害など、生涯にわたる重篤な
後遺症をきたすこともあり、新規の治療法の開発が必要である。経腹超音波断層法の発展に伴い
胎児期の診断が可能になり、脊髄髄膜瘤胎児に対する外科的閉鎖術の臨床試験が行われ、胎児期
の介入が有効である可能性が示されている。しかし、妊娠中の開腹術、子宮切開術は早産や子宮
破裂のリスク上昇と関連するため、より低侵襲な胎児治療法の開発が求められている。 
 
（2）ヒト羊水幹細胞について 
ヒト羊水幹細胞（human amniotic fluid stem cells; hAFSC）は、羊水中に存在する胎児由来の
間葉系幹細胞の一種で、強い抗炎症作用・神経保護効果があることが知られている。hAFSC を
種々の周産期難治性神経疾患に対する細胞療法の細胞源として利用できる可能性が示されてい
る。申請者らの研究チームでは、以前に、脊髄髄膜瘤モデルラットの羊水腔内に hAFSC を投与
し、その治療効果を検討した。その結果、投与された hAFSC の一部は、脊髄髄膜瘤の病変部に
生着して脊髄を被覆し、神経細胞を保護している可能性が示唆された。直接的な被覆以外で、神
経細胞の保護効果の中心的な役割を担っていると推測された因子が、肝細胞成長因子
（hepatocyte growth factor; HGF）であった。 
 
（3）HGF について 
HGF は、肝臓から単離された成長因子であるが、脊髄損傷や筋萎縮性側索硬化症に対して治療
効果が報告されている。特に成人の脊髄損傷に対して、HGF を脊髄腔内に投与したときの安全
性および有効性を確認する第 I/II 相臨床試験が実施されており、HGF による神経細胞の保護効
果が注目されている。 
 
２．研究の目的 
（1）HGF による子宮内治療 
本研究の目的は、胎児の脊髄損傷ともいえる脊髄髄膜瘤に対して HGF が治療効果を有するか検
討することである。hAFSC による脊髄髄膜瘤の治療では、直接被覆による治療効果と HGF に
よる治療効果が認められたが、本研究は HGF のみを投与し、脊髄神経の保護作用や HGF の受
容体の発現を評価して治療効果を検討した。 
 
（2）脊髄髄膜瘤の評価法の確立 
ラット脊髄髄膜瘤モデルにおいて、脊髄における各種サイトカインの発現を安定的に評価する
ため、病変部の脊髄神経のみを摘出する新たな手術手技の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）HGF による子宮内治療 
妊娠 10 日目の Sprague-Daeley ラット母獣にレチノイン酸を経口投与し、胎仔に脊髄髄膜瘤を
誘導した。妊娠 17 日目に開腹し子宮を露出、子宮壁を透見して胎仔に脊髄髄膜瘤の病変がある
ことを確認した後、HGF の投与を行った。HGF は組み換えヒト HGF（recombinnant human 
HGF; rhHGF）をダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco's phosphate-buffered saline; D-
PBS）に希釈し、32G 針を装着したハミルトンシリンジを用いて胎仔 1 匹辺り 4µg 投与した。
投与方法は、羊水腔内への投与に加え、胎仔の脊髄髄膜瘤病変部への局所投与とした。 
 
（2）脊髄髄膜瘤の評価 
脊髄髄膜瘤の病変部は、神経管の閉鎖不全を伴うため、解剖学的に複雑である。従来、病変部か
ら脊髄を円刃と剪刀で摘出していたが、周囲の支持組織を巻き込んでいた可能性があった。周辺
組織のコンタミネーションは脊髄における正確な評価の妨げとなるため、新たな脊髄摘出法を
開発した。本法を用いて病変部の脊髄組織のみを摘出し、その後の定量的逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応（reverse transcription quantitative polymerase chain reaction; RT-qPCR）でより
厳密な評価を行った。炎症性サイトカインの腫瘍崩壊因子（Tumor necrosis factor; TNF）-α、
インターロイキン（Interleukin）−6 と抗炎症性サイトカインの IL-10、Transforming growth 
factor-β（TGF-β）、HGF とその受容体である c−Met およびリン酸化 c−Met の発現を評価した。 

  



４．研究成果 
（1）HGF による子宮内治療 
HGF を妊娠 17日目の羊水腔内に投与した場合、炎症性サ
イトカインの TNF-α、IL−6 と抗炎症性サイトカインの
IL-10、TGF-βの発現に有意差を認めなかった。また、脊
髄神経の横断面におけるHGF受容体c-Metおよびリン酸
化 c-Met の免疫組織化学染色でも、陽性面積に有意差を
認めなかった。以上のことから、HGF 4µg の羊水腔内の
投与は、十分な治療効果を有していない可能性が示唆さ
れた。 
引き続いて、HGF を妊娠 17 日目の胎仔の脊髄髄膜瘤の
病変部近傍に局所注射した場合を検討した。その結果、
TNF-αの発現が、D-PBS のみを投与した疾患群と比べ
て HGF を投与した治療群で有意に減少していた
（Figure 1、p<0.05）。しかし、他の炎症性サイトカイン
である IL-6 では同様の傾向を認めるものの、有意差は
認めなかった（Figure 2、p=0.18）。また、c-Met および
リン酸化 c-Met の免疫組織化学染色における陽性面積
も有意な差を認めなかった。 
以上のことから、妊娠 17 日目の単回投与では治療効果
が不十分な可能性が考えられた。そのため、複数回投与
やリザーバータンクを用いた HGF の持続羊水腔内投与
も検討したが、妊娠ラットの複数回の開腹や、必要量か
ら逆算した容量のリザーバータンクを妊娠ラットの腹
腔内に収めることは困難であると判断し、実現には至ら
なかった。 
 
（2）脊髄髄膜瘤の評価 
脊髄髄膜瘤モデルラットの脊髄を評価するに当たり、従
前の病変部から直接脊髄を摘出する方法は、周辺組織の
コンタミネーションの可能性があるため、正確な評価が
できていない可能性があった。本実験を通じて、脊髄髄
膜瘤を有するラット胎仔・新生児から脊髄のみを簡便に
摘出する方法を確立した。 
本法は、頭殿長 30mm 程度のラット胎仔・新生児から、
直径 1mm 以下の脊髄神経をマイクロサージャリーのよ
うな特殊な器具を用いることなく、簡便に摘出すること
ができる（Figure 3）。 
 
 
1. ラット胎仔を腹臥位とし、背部の皮膚を頭側から尾側にかけてセッシで鈍的に剥離。 
2. 脊椎を透見し、棘突起をセッシで挟み、そのセッシに沿わせるように尖刃で切開を加え、脊
髄神経を離断しないように脊椎のみを切開。 
3. 脊椎管から露出した脊髄神経をセッシで挟み、挟鉗した部位よりも頭側をメスで切断し、そ
のまま脊髄神経を頭側へ誘導。 
4. 脊髄髄膜瘤病変部を観察し、脊髄が残存していないことを肉眼的に観察。 

 
本法には、脊髄神経における炎症性サイトカインや抗炎症性サイトカインの発現量をより正確
に定量することができるようになるため、治療効果のさらなる検討に寄与するものである。 

Figure 1 TNFαの発現 

Figure 2 IL-6 の発現 

Figure 3（左）棘突起を挟鉗、（中）脊椎のみを切断、（右）脊髄神経の引き抜き 
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