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Transplantation　 of　 in　vitro　 expanded　 fetal　 neural　 progenitor　 cells　 results　 in　neurogenesis

　　　　　 and　 functional　 recovery　 after　spinal　 cord　 contusion　 injury　 in　adult　 rats.

　　　　　　　　　　　　　　 (試験 管 内 で増 殖 させ た胎児神 経 前駆 細胞 の移植 に よる

　　　　　　　　　　　成体 ラ ッ トに おけるfir'髄圧挫 損傷 後の ニ ュー ロ ン新 生 と機 能llll復)

内容の要旨

小　川

　外傷性脊髄損慨は四肢にik篤 な障害を残す疾患である。現在、機

能回復を目的とした様々な治療法の開発が試みられており、その ・

つに損傷脊髄組織 を再生 させることで機能回復をi!1ようとする試み

がある。近年の㏄uro5cio"㏄の目覚ましい進歩`二よりio　VIIfOでの中脳

神経系神経幹細胞の培養法が確立され、少量の殆児組繊 より大!ISの

神経幹網胞を確保することが奮!r能となってきた,こ の培養神経幹細

胞を移植材料として用いることでattire髄 組織の再'kが1謬られる新

規の治療法を確立で きるof(1@i'P.がある。そこでわれわれは本研究に

おいて、胎児脊髄由来の上に培養中枢神経系神繕幹細胞 を含む神経

系前駆細胞を脊髄損傷部に移植することで組織再生及び運動機能回

復が得られるかについて検討した。

　神経幹細胞の培養はラット胎児脊髄をmい て行った。ラット脊髄

損協モデルf3,成 体 ラフト雌を用い頚髄部に敗錘 を峰置する,fit,二よ

り作製 した。移植は損傷後9日19に 行 い、培養細胞 を標菰 した後に

損傷部に注入 した。また、移櫃後の.3一 ロンのvin:を 検討するた

めに、　 .:.一 ロ ンに特異的に発現するmubWinで あ るTα・】のプロモー

ター制馨ロドにenhanceA　yellow　nuOICsl'RN　procein(EYFP〕 を発現する

Ta・レEYFP　 Fラ ンスジェニックラット由来の培養細胞 を移植 しf,:.

次 に移観後に分裂 した細胞を十.a　するため`二、bromoJeoxyuridinc

(BrdU7を ホス トのラットに対 して移埴後投与した。移植後5週 で

ラットを遅流固定 し、移植部仔髄を免疫組織学的に、また滝子顕徴

鏡解いて検肘した。運動機能評価は移植後5週 で行った。

　移nn細 胞は移植部に生着して33　i)、移植細胞由来のニューロン、

オリゴデンドロサイ ト,ア ス トロサイトが{ITEし ていた。またTα・ト

EYFPト ラ ンスジェニ ックラット由来の細胞 を移植 した検体 を抗

BrdU抗 体 とEYFPと 交叉反応のある抗green　Ouureuem　 protein(GFP)

抗体で二敢染色すると鈍隅性の細胞が存在 していた。 このことより、

移植後ホス ト脊髄内において移na細 胞が増殖 した後にニューロンへ

分化 したことが証明された。 さらに抗GFP抗 体で移植細胞由来の二

-　 ロンを染色 した後に電子顕微鏡で組織を観察 したところ、移植

細胞由果の一.-一Uン の軸雍に髄鞘化が認めらtt,移 植細胞由来の

ニューロンとホス トの.:1一 ロンとの問にシナプス形戊が諺められ

た。運動機能譜価では対照群に比し、移植群で{j　 な改曽がみ られ

た。

　 本研究においてわれわれは,胎 児脊髄由来培養神経系前駆細胞を

損傷脊髄に移植することで、1蘭傷齢にニューロンを含む神経系細胞

を新たに導人することができた。また、移Ml　i_よ4運 動機能が改善

することを碗認した。

祐　人

論文審査の要旨

　外傷性脊髄欄 昌は四肢にTtA1な 障 害を残す疾患である。現在、扱

能回復を目的 とした傑々な治療法のlalが 試みられており、その一・

つに損傷脊髄組織 を口Fll感せ ることで機能回復を得ようとする斌み

がある。近イドのneuroscienceの 目覚ましい進歩により、in　viuo'Ptの中

枢.神経系神経幹細胞の培養法が確立され、少量の胎SL'III織よ り大量

の神経幹細胞を確保することが呵能となってきた。この培養神経幹

細胞を移植材料 として琳いることで損傷脊髄組織の再生が得 られる

新親の治療法 を確症できる町能性がある。そこでわれわれは本研究

において、胎児仔髄由来のr.に 培養中枢神経系神経幹網胞を含む神

経系前駆細胞 をが髄損傷部に移植することで組織再'hAtび 運動機能

岡復が得 られるかについて検atし た。その結果、移槙細胞由来のニ

ューロン、オリゴデンドロサイト、アストロサイ トを損傷脊髄内に

生着 させることができた。また.移 埴細胞由来の_.-.一Vン の.・部

は移植後*ス ト脊髄内において分化 したものであることが証明され

た。 さらに、fsam細 胞 田来の_一=.一ロンの髄鞘化と,移 植細胞由来

のニューロンとホス ト=一J-Uン のllllにシナプス形戊が諺めらitた 。

運動機能譜価では対照群に比 し、移植群で有意な改艀がみら}tた 。

　審査で13,ま ず機能評価の時期について質問さitた 。これに対 し、

a研 究においては移埴後5週 目でのみ行ったと回答 された。 しかし、

移植後5週 目に損傷組織の充分な組織再便が得られるのかと指摘さ

れた。さらに機能評価 を他の時期にも行うことで、機能回復の機序

について、よOdT細 に検討が加えられると指摘された。 また運動機

能評価法について,機 能改善の機序を検討するためには感覚機能を

独自に評価するliik、 例 えば体性感覚誘導電位を用いるぺきではな

かったかと指摘 された。いずiiも 検討すべき重要な慮であ4、 今後、

検索を進めていくと回答された。次に移植細胞が二;ε.一ロンに分化

した後、ホス ト脊髄内でどのように機能しているのかについて質問

された。本実駿では損傷モデルが圧挫損傷モデルのため トレーサー

実験は難 しく検討していないとlnlYrされ た。最後に内因性の神経幹

細胞による組織再生の可能性について質問 された。これに対 し、脊

髄では穴脳 とは異な り、損傷後に賦活化 される内WYEの 神経幹細胞

はニューロンに分化 しないこと、表分化なオリゴデンドロサイ トは

出現するが成熟 しないことなどから、その応用は困難ではないかと

匝1答された。

　以上のように、本研究はさらに検討 されるべ き課題は残 している

ものの、中枢神経系神経幹細胞を含む飴児脊髄山来培養神経系前駆

細胞を損悩脊髄内に移槙することで、損慨部にニューロンを$U神

経系細胞を新たに導人することができ、運動機能が改善することを

確認 した点で宥意渡であると評価された。
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