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研究成果の概要（和文）：本研究で我々はヒアルロン酸オリゴ糖の 2～12 糖鎖構造体が脊髄

損傷におよぼす影響を検討した。HA4 が脊髄損傷後の後肢運動機能改善に寄与する結果を

示した。HA4 は in vitro で小脳顆粒細胞に対する細胞保護効果を示したが、軸索伸長に対

する効果は見られなかった。組織学的検討においては、HA4 投与によるミクログリア、活

性化ミクログリアの損傷部への集積抑制がみられ、これは機能回復の説明の一旦と成ると

考える。 

 

研究成果の概要（英文）：Hyaluronan is a component of the extracellular matrix of the central nervous 

system, and forms perineuronal nets around neurons. It has been recently reported that the 

hyaluronan-degrading enzyme hyaluronidase promotes lateral mobility of AMPA-type glutamate 

receptors and enhances synaptic plasticity. However, the biological significance of hyaluronan-degrading 

products (oligosaccharides) has not been studied in depth. Here we investigated the effects of hyaluronan 

oligosaccharides on motor function recovery after spinal cord injury in rats. The disaccharide HA2 and 

especially the tetrasaccharide HA4, significantly improved motor function, unlike the case with 

oligosaccharides composed of 6-12 saccharides. Consistent with this finding, HA4 treatment enhanced 

axonal regeneration/sprouting, as assessed by corticospinal tract tracer fiber counts. HA4 treatment also 

significantly suppressed accumulation of Iba-1-positive cells in a lesion two weeks after injury. In vitro 

experiments demonstrated that NMDA-induced neuronal cell death was partly blocked by HA4, but not 

by other oligosaccharides, whereas proteoglycan-mediated inhibition of neurite outgrowth was not 

affected by treatment with any oligosaccharide examined. Taken together, the present results revealed that 

due in part to its neuroprotective activity, HA4 promotes motor function recovery after spinal cord injury. 
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１．研究開始当初の背景 

中枢神経系における神経周囲の細胞外基質、

いわゆる Perineuronal net(以下 PNN)はヒ

アルロン酸（以下 HA）、プロテオグリカン(以

下 PG)、tenacin R より構成される。ここに

存在する特徴的な PGは lectican familyと総

称され、球形の N 末端には HA が結合し、C

末端には tenacin R が結合することで複合体

が形成され、あらゆる神経細胞の周囲に見ら

れる構造である。 

近年の報告で、HA 分解蛋白であるヒアルロ

ニダーゼ(以下 HA-dase)とコンドロイチン硫

酸プロテオグリカン(以下 CSPG)を分解する

コンドロイチナーゼ ABC(以下 C-ABC)によ

り短期間シナプス可塑性が上昇することが

示された。CSPG は PNN を構成する代表的

な PG であることを考慮すると、HA-dase な

らびに C-ABC の効果が PNN の構造そのも

のに影響を及ぼす可能性がある。さらに

C-ABC は感覚系の神経ネットワーク再構築

のみ成らず感情を規定する神経系のネット

ワークも再構築するとの実験結果が示され

たことからもこの可能性は支持される。 

一方 PNN 構成要素を分解する手法ならびに

その効果に関してこれまで研究がなされた

きたものの、その分解産物に関してはほとん

ど研究されていない。今回我々は、HA 分解

産物である 2 から 12 糖までの HA オリゴ糖

の生物学的活性と、ラット脊髄損傷モデルに

おける後肢機能回復効果を検証した。この実

験より特に 4 糖構造からなる HA4 に、脊髄

損傷後の後肢機能回復効果と神経細胞保護

効果を認めたためここに報告する。 

 

２．研究の目的 

中枢神経系における HAオリゴ糖の生理活性

および脊髄損傷に及ぼす影響を網羅的に解

析すること。 

 

３．研究の方法 

脊髄損傷モデル 

成熟雌 SD ラット(200-230g)を用いた。全身

麻酔ののち第 9胸椎椎弓切除し、硬膜を露出。

IH impactor により 200dyn の外力により脊

髄へ直接損傷を加えた。損傷処置後、シリコ

ンチューブと浸透圧ポンプを接合し皮下へ

留置した。この浸透圧ポンプに各種治療介入

用の薬剤を 10μg/200μl の濃度で充填した。

損傷後は膀胱機能が正常化するまで一日二

回、用手的に下腹部圧迫により排尿した。 

BBB score 

後肢機能の回復評価は BBB score を用いた。

評価は 2人の観察者により、盲検法で行った。

術翌日にBBB scoreが 0点であったもののみ

を対象とし、術翌日に後肢が動く個体は除外

した。 

ラット小脳顆粒細胞精製 

生後 7-8 日、SD ラットの小脳から顆粒細胞

を精製、初代培養として使用した。 

神経保護活性評価 

上記精製したラット小脳顆粒細胞精製後 14

日間の培養の後、グルタミン酸 analogue で

ある NMDA によるストレス下での細胞死を、

HA オリゴ糖処理により救済できるかどうか

を検討した。NMDA ストレスに先立ち

HA2-12 の各オリゴ糖により 10μg/ml の濃

度下で 24 時間処理した。細胞死の判定は PI 



calcein AM 染色を用いた。また培養上清中の

LDH 活性を吸光度分析し、細胞障害度評価

も施行した。 

神経軸索突起伸張に対する効果 

上記ラット小脳顆粒細胞を用い軸索突起伸

張効果を検討した。各オリゴ糖 10μg/ml で

coatしたスライド上に 5.0×106個/mlの濃度

で顆粒細胞の培養を 24 時間行った。4%PFA

で処理後、ニューロン特異的抗体である

Tuj-1 による蛍光染色を行い軸索突起長の測

定を行い定量した。 

組織学的検討 

脊髄損傷後 8 週のラットを 4%PFA 環流処理

し、脊髄組織を採取。スクロース処理の後、

切片を 20μm の厚さで作成した。本切片に

対し、ミクログリア染色を Iba-1, 活性化ミク

ログリア染色を ED-1 でそれぞれ染色し、脊

髄損傷中心部から頭尾側 10mm の範囲で染

色領域を測定し定量化した。HA 投与群、非

投与群共に各 5 個体の平均値を算出した。 

CST(cortico-spinal tract) tracer 

下行性の皮質脊髄路の神経再生評価を目的

としトレーサー実験を行った。全身麻酔下で

損傷 8 週後ラットの頭部正中より BDA を注

入し、その 2 週後に損傷脊髄周囲の切片を評

価した。BDA で標識された神経繊維の分布

を損傷部より頭側、尾側それぞれ 10mm での

横断面において、BDA 陽性繊維を定量し、

HA 投与群と非投与群の比較を行うことで再

生神経の評価を行った。 

 
４．研究成果 

HA4 は脊髄損傷後後肢運動機能改善効果を

有する 

ラット脊髄圧挫損傷モデルに対する HA オリ

ゴ糖投与後の後肢運動機能を Fig1 に示す。

Fig1A.B に示すように治療介入群 HAオリゴ

糖 6 種、高分子 HA、非投与の計 8 群間に有

意差が見られた（Repeated measure ANOVA, 

p<0.001）。各群間比較では、HA4 投与群と

非投与群間に有意差が見られた(p=0.012)も

のの他の群間に差はなかった。Fig 1C に示す

ように HA4 投与濃度は、1μg/200μから 100

μg/200μlの濃度範囲においてほぼ同等の後

肢機能改善効果を示した。 

HA4 は脊髄損傷後の軸索再生に寄与する 

HA4 投与による後肢運動機能改善効果の組

織学的な裏付けを取るために、我々は BDA

を用いた皮質脊髄路に対する順行性トレー

サー実験を行った。Fig.2A は損傷中心より頭

側 10mm の皮質脊髄路に集積した BDA 陽性

繊維を示す。HA4 投与群と非投与群間に有意

差は見られない(Fig. 2B)。一方損傷中心部よ

り尾側 10mm の横断像では Fig 2C に示すよ

うに HA4 投与群で有意に多くの灰白質 BDA

陽性繊維が見られ(Fig 2D)、これらの結果か

ら HA4 投与が軸索再生に寄与した可能性が

示唆される。 

次に損傷中心の Iba-1, ED-1 による染色結果

と定量結果を示す。Iba-1 陽性領域は受傷後 1

週の段階では HA4 投与群、非投与群間に差

を認めないものの、受傷後 2 週の段階で HA4

投与群において有意に低下した(Fig 2E)。一

方 ED-1 陽性領域は受傷後 1 週、2 週の両時

相において共に HA4 投与群が有意に低下し

ていた(Fig 2F)。 

軸索突起伸張効果 

脊髄損傷後後肢機能改善は部分的には軸索

再生で説明が可能であることから、HA オリ

ゴ糖が軸索伸長効果を有するかどうか初代

培養小脳顆粒細胞を用いた軸索突起伸張実

験で検証した。Fig3A に示すように HA オリ

ゴ糖は軸索突起伸張に影響を与えなかった。 

神経細胞保護効果 

HA オリゴ糖の神経細胞保護効果を検証した。

培養後 14 日目の小脳顆粒細胞に対し、各オ

リゴ糖(10 μg/mL, 24 時間)による前処置に



より NMDA 興奮性毒性細胞死が救済されるか

どうかを PI calcein AM 染色で検証した。

NMDA(10μg/ml～500μg/ml)濃度依存性の神

経細胞死と HA オリゴ糖前処置による細胞死

救済効果を Fig 3B に示す。NMDA(100μg/ml)

による細胞死を HA4 のみが有意に救済した。

また培養上清中 LDH 濃度も HA4 のみが有意に

低値を示した。これらの結果から HA4 は NMDA

依存性興奮性毒性に対する神経細胞保護効

果をもつことが示唆される。 
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