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慶應 医学 ・81(2) 125～133,2004

講 座

外傷性脊髄損傷に対する神経幹細胞移植を

用いた新規治療法の開発に向けて

'1)慶應義塾大学医学部整形外科学教室,2)慶應義塾大学医学部生理学教室

   小 川祐 人 ・中村雅 也 ・戸 山芳 昭 ・岡野 栄 之

要  約

 従来,成 人の中枢神経系には組織再生能はないとされてきた.し かし,近 年の神経科学の進歩により神経幹細

胞と呼ばれる中枢神経系を構成するニューロン,ア スロ トロサイ ト,オ リゴデンドロサイ トの何れにも分化する

ことができ(多 分化能),か つこの様な分化能を保ちっっ増殖することが可能な(自 己複製能)細 胞が成人の中枢

神経系にも存在することが確認され,障 害された成人の中枢神経系組織において も何 らかの方法を用いれば組織

再生が可能ではないかと考えられるようになってきた.障 害中枢神経系組織の組織再生を目的とした治療法のひ

とつとして,細 胞移植による治療法が現在考えられている.神 経幹細胞 は前述の多分化能 と自己複製能を持ち,

かつin vitroで の培養が可能で旺盛な増殖能を持っ細胞であるため,移 植細胞の候補 として期待が持たれている.

われわれは中枢神経系疾患のひとっである外傷性脊髄損傷 に対 して,動 物実験モデルを用い,胎 児脊髄由来培養

神経幹細胞を移植することで傷害脊髄内に新たにニューロンを導入 し脊髄機能の改善を得 ることに成功 した.更

にこの移植細胞由来ニューロンはホス トニューロンとシナプスを形成 しており,そ の軸索には髄鞘化が認められ,

移植細胞由来のニューロンがホス トの脊髄内にある程度組み込まれていることが確認された.神 経幹細胞の移植

に際 して最 も重要であった要素 は損傷脊髄内の微小環境であった.今 後,こ の手法による治療法の開発を進める

にあたっては,移 植部の微小環境にっいて更なる検討を行うことが大切であると思われた.ま た,神 経幹細胞 と

呼ばれる細胞は均質なものではないことが分か っており,移 植細胞そのものに関する詳細な検討 も重要であると

思われた.

Key Words:neural stem cell, spinal cord injury, transplantation, rat

はじめに

 従 来,成 体 の 中 枢 神 経 系 に は組 織 再 生 能 は な い と され

て き た.し か し,30年 ほ ど前 よ り哺 乳 類 の 成 体 脳 に お

いて も海 馬 ・歯 状 回 と線状 体 の側 脳 室 周 辺 で は ニ ュー ロ

ンの 新 生 が 起 こ って い る こ とが,ま ず ネ ズ ミで,っ い で

他 の 種 で も明 らか に され て きた.ま た,ヒ トに っ い て も

近 年,海 馬 ・歯 状 回 で ニ ュー ロ ンの新 生 が 成 人 に な って

も起 こ って い る こ とが 明 らか に され た').さ らに,中 枢

神 経 系 を 構 成 す るニ ュ ー ロ ン,オ リゴデ ン ドロサ イ ト,

アス トロサイ トの3種 類の細胞に分化 しうる能力を持

ち(多 分化能)か っ多分化能を保ちつつ細胞分裂を行 う

ことができる(自 己複製能)中 枢神経系神経幹細胞

(Neural stem cell:NSC)と 呼ばれる細胞の選択的培

養法2,3)やNSCに 対する細胞マーカー4～6)が開発され,こ

れ らを用いることで本来成体においてはニューロンの新

生が起 きていない中枢神経系の部位にもNSCが 存在す

ることが判明 してきた3,7).これ らの知見から成体中枢神

経系には組織再生能がないという概念は否定されるよう

になってきた.

 外傷性脊髄損傷は四肢に重篤な障害を残す疾患である.
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脊髄は中枢神経系組織であるため傷害脊髄の再生 は従来

不可能とされてきた.実 際,現 在行われている治療法は

急性期における組織障害を最小限にすることを目的とし

た治療法と,慢 性期における残存機能を最大限に活用す

ることを目的とした治療法であり,傷 害 された脊髄組織

の再生とそれに基づく脊髄機能の回復を目的とした治療

法は行われていない.し かし,前 述の如 く,近 年の神経

科学の進歩により脊髄を含めた中枢神経系組織にも組織

再生能がある可能性が示されたことで,近 年,損 傷によ

り傷害された脊髄組織の再生と機能回復を目的とした治

療法の開発が動物実験 レベルで盛んに試みられるように

なっている.脊 髄組織の再生を促すたあに,現 在大 きく

分けて2つ の方法が考えられている.一 っは成体脊髄

にも存在する内在性NSCを 利用 し組織再生を得るとい

うものである.も う一つは外部よりNSCな どの未分化

な細胞を脊髄内に導入 し組織再生を得るというものであ

る.し か し,成 体においてニューロンを新生 していない

脊髄 では,脊 髄損傷後に増殖す る脊髄 由来の内在性

NSCと 思われる細胞はニューロンへは分化せずアス ト

ロサイ トへと分化することが報告されてお り7),現 在の

ところ前者の方法により損傷脊髄の再生と機能回復が得

られたとの報告はない.一 方,後 者の方法を用いた報告

としては,未 分化な神経系細胞を多 く含む胎児脊髄組織

を移植材料 として用いた報告があり,ラ ットや猫を用い

た実験では移植組織のホス ト脊髄内での生着と障害脊髄

機能の回復が認められているS^-10).また,パ ーキ ンソン

病では既に胎児脳組織移植による治療法が臨床応用され

ており治療効果が示されている'1^-13).しか し,胎 児組織

移植による治療法は倫理面や ドナーの確保の面で多 くの

問題が指摘されている.一 方で,NSCは 旺盛な増殖能

を持っ細胞であるため前述のNSCの 選択的培養法2)を

用いれば,少 量の胎児組織より大量のNSCを 確保する

こと可能である.従 って,培 養NSCを 移植材料 として

利用可能ならば,ド ナーの確保という実際面での問題点

は解決することができる.

 本稿では,外 傷性脊髄損傷に対する培養NSC移 植 に

よる損傷脊髄の組織再生 とそれに基づく機能回復を目的

とした治療法の開発について,現 在までわれわれが行っ

てきた研究の成果14)と今後の課題について述べ る.

 何 らかの原因により変性または損傷 した成体中枢神経

系組織の再生には,適 当な部位に,適 当な細胞が存在 し,

更に適当な神経回路網が再構築されることが必要である.

これをNSCの 移植により実現するためには, NSCが 適

当な部位で適当な細胞に分化 し,成 熟 していかなければ
   ノ

ならない.NSCの 分化 ・成熟 は細胞そのものが持っ内

的因子 と細胞が存在する部位の微小環境(外 的因子)の

両方 により規定されてくるため,NSCの 移植による中

枢神経系の再生には,こ れ ら二っの因子にっいて常に考

える必要がある.従 って,脊 髄損傷 に対するNSC移 植

による組織再生を目指す場合,NSCそ のものについて

の検討 と移植部位である損傷脊髄の微小環境についての

検討が重要である.

移植材料としてのNSC

 NSCと は前述の如き多分化能 と自己複製能を持っ細

胞と現在のところ定義されている.こ の様な性質を持っ

た細胞は胎児か ら成体に至るまで中枢神経系の様々な部

位に存在することが証明されているが,こ れ らの細胞は

均質なものではなく採取 した時期および部位により細胞

の性質が異なることが報告 されている.す なわち,in

vitroに おいて同一条件で培養を行 って も採取時期およ

び部位が異なることでNSCの 増殖能やニューロンやグ

リアへの分化能が異なるということである.ま た,in

vivoに おいて も同一部位に移植 してもNSCの 採取時期

および部位が異なることで,NSCが 異なる性質を持っ

細胞へと分化することが報告されている15).従 って,脊

髄損傷に対 してNSCの 移植を行う際に,前 述の内的因

子にっいて考慮 した場合,ど の時期のどの部位から組織

を採取 し培養すべきか詳 しく検討する必要があると思わ

れる.古 くから行われているラット脊髄損傷モデルに対

するラット胎児脊髄移植の実験で も,胎 生16日 目以降

の脊髄組織を移植するとそれ以前の胎児脊髄を移植 した

ものに比べ生着率が低下することが報告されている8).

またネコの胎児新皮質または脊髄をネコ脊髄損傷モデル

に移植 した実験で,移 植後の運動機能評価で新皮質を移

植 したものは脊髄を移植 したものに比 して運動機能の回

復が劣っていたとの報告 もある'6).も し胎児中枢神経系

組織移植による機能回復が胎児中枢神経系組織中に多く

存在するNSCに よるものであるならば,こ れらの結果

をNSCの 移植に際 して考慮する必要がある.そ こで,

われわれはラット脊髄損傷モデルを用いたNSC移 植に

よる治療法の開発に関する基礎的実験を行うにあたり,

移植細胞の採取部位は脊髄とし,脊 髄のみの分離採取が

技術的に可能となる胎生14.5日 目を採取時期 とし,移

植 に用 いるNSCを 培 養 した.培 養 はWeissら の

neurosphere法2)に 準 じて行った.こ の方法は増殖因子

を加えた無血清培地で細胞を浮遊培養するもので,わ れ

われ の実験で は増殖因子 と してfibroblast growth

一126一
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factor-2(FGF-2)20 ng/mlを1日 おきに培養液に加

えた.継 代 は1週 間おきに行 った.こ の方法で3回 継

代することにより,1腹 の胎児(12～15胎 児)脊 髄か

ら少な くとも450匹 分の移植細胞を得ることが可能で

あった.こ のことから培養NSCは 将来の臨床応用を考

えた場合,少 量の胎児中枢神経系組織か ら大量の移植細

胞が得 られるという点で,胎 児中枢神経系組織移植と比

較 してより実際的な移植材料であると考え られた.

損傷脊髄の微小環境

 脊 髄 損 傷 部 お よ びそ の 周 囲 の 微 小 環 境 は,正 常 脊 髄 の

そ れ と は大 き く異 な り,ま た 損 傷 後 経 時 的 に大 き く変 化

して い く.損 傷 直 後 の 急 性 期 にお いて は強 い炎 症 反 応 が

損 傷 部 お よ び そ の周 囲 で 起 きて お り,IL-1β, IL・6, TNF

aな どの 炎 症 性 サ イ トカ イ ンが 損 傷 後6～12時 間 を ピー

ク と し4日 目 ま で 損 傷 部 周 囲 に 多 量 に 存 在 して い る こ

とが 報 告 され て い る17).ま た,こ の 時 期 に は成 体 に な っ

て も脊髄 に 内在 す るNSCが 盛 ん に細 胞 分 裂 を 行 い損 傷

部 周 囲 へ 細 胞 を供 給 す る こ とが 報 告 さ れ て い る1ﾟ,19).さ

ら に こ れ ら の 報 告 に は,損 傷 部 へ 供 給 さ れ る 内 在 性

NSC由 来 の 細 胞 は ア ス トロ サ イ トへ と分 化 し,ニ ュ ー

ロ ンに は分 化 しな い ことが 記 され て い る.な ぜ これ らの

細 胞 は ニ ュ ー ロ ンへ 分 化 しな い の か.Shihabuddinら

は,成 体 脊 髄 由 来 のNSCを 成 体 に な って もニ ュ ー ロ ン

の新 生 が起 きて い る部 位 に移 植 す る とニ ュー ロ ンへ と分

化 す るが,ニ ュー ロ ンの新 生 の起 きて い な い正 常 脊髄 な

どの部 位 に移 植 す る とニ ュー ロ ンへ は分 化 しな い と報 告

して い る20).こ の 報 告 はin vitroの み な らずin vivoに

お いて も成 体 脊 髄 に内 在 す るNSCは ニ ュー ロ ンへ の分

化 能 を 持 っ こ と,ニ ュ ー ロ ンへ の分 化 に は細 胞 が存 在 す

る周 囲 の 微 小 環 境 が 重 要 で あ る こ とを 示 して い る.従 っ

て,急 性 期 にお け る 内在 性NSCの ア ス トロ サ イ トへ の

分 化 は,成 体 脊 髄 に 内在 す るNSCの 内 的 因 子 に よ る も

の で は な く急 性 期 にお け る損 傷 脊髄 部 の 微 小環 境 に よ る

も の と考 え られ た.実 際 急 性 期 に上 昇 す るIL-1ﾟ, IL-

6はJak/Statシ グ ナ ル 経 路 を 介 してNSCを ア ス トロ

サ イ トへ と分 化 させ る こ とが知 られ て い る21).こ の 様 な

微 小 環 境 を 有 す る急 性 期 の 損 傷 脊 髄 に培 養NSCの 移 植

を 行 って も内 在 性 のNSCと 同 様 に移 植 細 胞 は ニ ュ ー ロ

ンへ は分 化 せ ず ア ス トロ サ イ トへ と分 化 して い くこ とが

予 想 され,NSCの 移 植 に よ る組 織 再 生 は 難 しい と考 え

ら れ た.ま た,こ の 時 期 に はTNFα な どのcytotoxic

な サ イ トカ イ ンが損 傷 部 周 囲 に多 く存 在 して お り,細 胞

そ の もの の ホ ス トへ の生 着 も困 難 で あ る と考 え られ た.

実際 われわれはラット脊髄損傷モデルの損傷脊髄内に

損傷後24時 間で胎児脊髄由来の培養NSCを 移植する

実験を行 ったが,生 着 した移植細胞はほとんどなかった.

これ らのことより,培 養NSCの 移植時期 としては損傷

直後の急性期は適当ではないと考えられた.し か し,あ

まり長い期間移植を遅 らせると,損 傷部に生 じる組織欠

損部(空 洞)の 周囲には反応性にグリア疲痕が形成され

る.グ リア疲痕が完成すると,損 傷を免れた正常脊髄は

グリア疲痕により損傷部と完全に隔絶されるため,損 傷

部周囲の微小環境は正常時のものへと回復することが予

想 される.従 って,こ の時期に損傷部周囲に移植を行 っ

ても,正 常脊髄に移植を行ったときと移植部の微小環境

は同様であると考えられ,や はり移植細胞 はニューロン

へは分化 しないことが予想された.ま た損傷部に生 じた

空洞に移植を行 ってもグリア疲痕により周囲の脊髄とは

隔絶されているため,や はり移植細胞 と非損傷脊髄 との

間での機能的組織構築 は困難 と思われた.そ こで,わ れ

われは炎症性サイ トカィンが多 く存在する急性期か らグ

リア疲痕が完成する慢性期への移行期である亜急性期に

NSCの 移植を行 った(第1図).具 体的には損傷後9

日目にNSCの 移植を行った.実 験 は成体ラットの頚髄

圧挫損傷モデルzz)を用い,損 傷後9日 目にNSCを 多 く

含むラット胎児脊髄由来培養神経前駆細胞を,こ の時期

に既に損傷部に生 じている空洞(第2図)に 移植 した.

結果であるが,脊 髄機能のうち上肢巧緻運動機能にっい

反
応
強
度

    移植:損 傷後9日 目

(A) 1

急性期 亜急性期     慢性期
鱒

懸
.i

,

:・

.忌i

 塗
噺!

● ● ● ● ・ ・

総 蓉。
L吃

損傷後の経過時間

第1図 脊 髄損傷後 の損 傷部 およびその周 囲の微小環境

の変 化.内 在性 のNSCが 盛ん に増 殖す る(A)の 時期 は,

損傷部 の微小環境が急性期 にあ る.こ の微小環境 によ り,

内在性 のNSCは ニューロ ンへ は分化 せずアス トロサイ ト

へ と分化 して い くのだ と考え られ た.一 方,わ れ われが

NSCの 移植 を行 った損傷後9日 目には損傷部 の微小環境

は急 性期 か ら亜急性 期へ と既 に変化 して お り,移 植 細胞

の生 着 やニ ューロ ンへの分化 とその成熟 に有利 な環 境 に

な って いた と思わ れた.(文 献42.のFigure 2を 許 可 を

得 て転載,一 部改変)
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て損 傷 後6週 目 に 評 価 した と こ ろ,神 経 系 前 駆 細 胞 を

移 植 した群 で対 照 群 と比 較 して 有意 な 脊髄 機 能 の改 善 を

認 め た(第3図a,b).ま た移 植 部 の脊 髄 につ い て組 織

学 的 検 討 を 行 っ た と こ ろ移 植 部 に は移 植 細 胞 の 生 着 が 認

め られ,移 植 細胞 由来 の アス トロサ イ トのみ な らず ニ ュ ー

ロ ン,オ リ ゴデ ン ドロサ イ トも生 着 して い る こ とが 確 認

さ れ た.ま た,移 植 細 胞 由 来 の ニ ュー ロ ンの一 部 は移 植

後 に移 植 部 に お い て ニ ュ ー ロ ンに分化 した こ と も確 認 さ

れ た.更 に 移 植 細 胞 由 来 の ニ ュ ー ロ ンに髄 鞘 化 され て い

る もの が存在 す る こと(第4図a),移 植 細 胞 由来 のニ ュー

ロ ンが ホ ス トの ニ ュ ー ロ ン と シナ プ ス を形 成 して い る こ

と も確 認 さ れ た(第4図b,c, d).

 わ れ わ れ は,上 述 の如 く移 植細 胞 と移 植 部 周 囲 の微 小

環 境 に っ い て検 討 を 加 え,胎 児 脊 髄 由 来培 養神 経 系前 駆

細 胞 を ラ ッ ト脊 髄 損 傷 モ デ ル に損 傷 後 亜 急 性 期 に移 植 す

る こ とで,傷 害 脊 髄 内 に新 た に ニ ュ ー ロ ン,オ リコ デ ン

ドロ サ イ ト,ア ス トロサ イ トを導 入 し脊 髄 機 能 の改 善 を

得 る こと に成 功 した.更 に この移 植 細 胞 由来 ニ ュ ー ロ ン

の 軸索 に は髄鞘 化 が 認 め られ,ホ ス トニ ュー ロ ン と シナ

プ スを 形 成 して い る こ と も確 認 され,ホ ス ト脊髄 内 に組

織 学 的 に も組 み込 ま れ て い る こ とが 確 認 され た.な ぜ こ

の様 な こ とが 可能 とな った のか にっ い て,以 下 に考 察 す

る.

ホ ス ト脊髄での移植細胞 由来 のニ ュー ロン ・

オ リゴデ ン ドロサ イ ト・アス トロサイ トの

   生着 とニ ュー ロンの新生 ・成 熟

 Hammangら は マ ウ ス 由来 の培 養NSCを ミエ リ ン欠

損 ラ ッ ト脊髄 に移 植 した と こ ろ移 植 細 胞 は オ リ ゴデ ン ド

ロサ イ トへ と分化 して い き移 植 細 胞 由来 の ア ス トロサ イ

ト,ニ ュ ー ロ ンは認 め な か っ た と報 告 して い る23).ま た

Parkら はあ らか じめ 幼 児 期 に坐 骨 神経 を 切 断 す る こ と

で 腰 髄 部 にお い て 片側 の み前 角 細 胞 を欠 損 させ た ラ ッ ト

に対 して,NSCを 腰 髄 部 に移 植 す る と移 植 細 胞 は前 角

細 胞 へ と分化 す るが,前 角 細胞 の欠 損 してい な い正常 ラ ッ

トに移 植 して も前 角 細 胞 に は分 化 しな い こ とを 報 告 して

い るza).こ れ らの報 告 は,何 らか の細 胞 が 欠 損 して い る

脊 髄 にお け る微 小 環 境 はNSCを 欠 損 して い る細 胞 へ と

分 化 させ る方 向 に傾 いて い る こ と を示 して い る と思 わ れ

た.脊 髄損 傷 後,脊 髄 損 傷 部 で は多 くの ニ ュ ー ロ ン,オ

リゴデ ン ドロサ イ ト,ア ス トロ サ イ トが 失 わ れ る.従 っ

て,損 傷 後 経 時 的 に微 小 環 境 が 大 き く変 化 す る損 傷 脊髄

に お い て も,微 小 環 境 がNSCを 失 わ れ た 細 胞 へ と分 化

さ せ る方 向 へ 傾 いて い る時期 が あ る一 定 期 間存 在 す る と

a

n

     rr
匡溺C4C5

b

第2図 ラ ッ ト頚髄 損傷 モデ ルの作成 とNSC移 植(文 献

 42.のFigure lを 許可 を得 て転載 一部 改変). a.成 体

 ラッ ト頚髄圧挫損傷 モデルの作成 は,第4,5頚 椎 に椎弓

 切除 を加 え,同 部 において脊髄背側 に35gの 重錘 を15

 分間静置す る ことに より作成 した.b. NSCの 移植 は損傷

 部 に生 じた空洞 に,細 胞濃度 を5～10×106ケ/mlに 調

 製 した細 胞含有 液 をマ イク ロシ リンジを用 いて20～40

 ｵ1注 入す ることによ り行 った.

考 え られ た.今 回 わ れ わ れ が 移 植 を 行 った 損 傷 後9日

目が ち ょ う どそ の期 間 に含 まれ て い た た め,正 常 脊 髄 で

は ア ス トロサ イ トへ と分 化 して い く移 植 細 胞 が移 植 後 に

ホス ト脊 髄 内 で ニ ュ ー ロ ンへ 分化 した のだ と考 え られ た.

移 植 細 胞 由 来 の オ リゴデ ン ドロ サ イ トの生 着 が認 め られ

たの も同様 な理 由 によ る と考 え られ た.ま た,移 植 を行 っ

た損 傷 後9日 目 は損 傷 部 に血 管 新 生 が 盛 ん に起 こ る 時

期 で もあ り25>,こ の こ と も移 植 細 胞 の生 着 に関 して有 利

に働 い た と考 え られ た.他 に,ホ ス トの微 小 環 境 の み な

らず 大 量 の神 経 系 前駆 細 胞 を移 植 した こ とに よ り,移 植

細 胞 自 身 の 何 らか の 因 子 がautocrine, paracrine的 に

働 き,移 植 細 胞 の 生 着 とニ ュー ロ ン,オ リゴ デ ン ドロサ

イ トへ の分 化 を促 した 可能 性 も考 え られ た.

移植による脊髄機能回復のメカニズム

 Schrimsherら はラット頚髄部分切断モデルを用いて

脊髄の傷害部位別 ごとの前肢運動機能の変化を報告 して

いる26).それによると餌取 り動作のような前肢の巧緻運

動には後索を通 る上行性知覚線維が重要な役割を果たし

ているとされている.わ れわれの実験に用いたラット脊

髄損傷モデルではもっとも傷害 される部位は後索,後 角

および灰白質中心部であり,本 実験において餌取 り試験

を用いた行動評価で神経系前駆細胞を移植 した群が対照

群と比較 して有意な脊髄機能の改善を認めたのは,傷 害
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第3図 餌 と,り試 験 に よる脊髄 機能 の評 価(文 献14.の

 Figure 5を 許可 を得て転載). a.餌 とり試験 はDienerら

 の方法 に準 じて行 ったゆ.具 体 的 には12個 の マス目の中

 に それぞれ5個 ず っの小 さな餌 を入れ,マ ス目 とラ ッ ト

 を鉄柵で仕切 り,前 肢(矢 印)で のみ餌 を取 ることが でき

 るよ うな濫 を作 成す る.予 め絶食 させ てお いた ラ ッ トを

 この橿 に入れ,前 肢で餌 を取 る訓練 を させ る(Figure 5

 A).こ の訓練 は脊髄損傷作成 前 に1週 間連 日行 い,更 に

 移植後4週 目か ら同様 に1週 間連 日行 う.移 植後5週 目

 に2日 間連 続で試験 を行 い,2日 間で取 れ た餌 の数 の合

 計 を検討 した.b.5個 以上餌 を食べ られた ラ ッ トは,移

 植群(A群 〉では15匹 中13匹 であ ったが,培 養液 のみ

 を注入 した群(B群)と 損傷 のみ の群(C群)で はそれぞ

 れ17匹 中9匹,13匹 中8匹 であ った.統 計 学的 に検 討

 す る と移 植群 は対照群 と比 較 して有意 に多 くの餌 をとる

 ことがで きていた.し か し,非 損傷群(D群)と 比較 す る

 と移植群の餌の とれた数は有意 に少なか った(.P〈0、Ol).
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第4図 移 植 細 胞 由 来 ニ ュ ー ロ ンの ホ ス ト脊 髄 内 で の 組 織

 構 築(電 子 顕 微 鏡 に よ る所 見)(文 献14.のFigure 4を

 許 可 を 得 て 転 載).a. EYFP陽 性(黒)の 軸 索 が 髄 鞘 化 さ

 れ て い る.ス ケ ー ルバ ー:0.2ｵm.b. EYFP陽 性(黒)

 の シナ プ ス前 構 造 とEYFP陰 性 の シ ナ プ ス後 構 造 に よ り

 シナ プ ス が 形 成 され て い る.ス ケ ー ル バ ー;0.5ｵm.c.

 EYFP陰 性 の シナ プ ス前 構 造 とEYFP陽 性(黒)の シ ナプ

 ス後 構造 に よ り シナ プ スが形 成 さ れて い る.ス ケ ール バ ー=

 0.2ｵm.d.ホ ス ト前 角 細 胞 と移 植 細 胞 由来 ニ ュー ロ ンと

 の シ ナ プ ス 形 成.ス ケ ー ル バ ー;iｵm,枠 内0.3ｵm.

 星 印:シ ナ プ ス小 胞,矢 印:post-synaptic density

され た後 索 の機 能 が 何 らか の機 構 に よ り改 善 され た た め

と考 え られ た.本 実 験 に お い て われ わ れ は神 経 系 前 駆 細

胞 の移 植 に よ り傷 害 脊髄 内 に新 た な ニ ュ ー ロ ンを導 入 す

る ことが で き,そ れ らの ニ ュー ロ ンの軸 索 が髄 鞘 化 され,

ホ ス トニ ュー ロ ンとの 間 に シナ プ ス を形 成 して い る こ と

を 示 した.こ の こ とか ら後 索機 能 が 改善 した理 由 の 一 っ

と して,傷 害 され た上 行 性 の 線 維 連 絡 を 新 た に 導 入 され

た移 植 細 胞 由 来 の ニ ュ ー ロ ンが 中 継 す る こ とで,中 枢 側

へ と信 号 が 伝 達 され た可 能 性 が考 え られ た(第5図a).

ま たCroweら は サ ル と ラ ッ トの脊 髄 圧 挫 モ デ ル を 用 い

て傷 害 軸 索 の ワー ラー変 性 に伴 って 傷 害 軸 索 に ミエ リン

を 巻 い て い る オ リ ゴデ ン ドロサ イ トに損 傷 後8日 目 を

ピ ー ク と して ア ポ トー シ スが生 じ る と報 告 し,中 枢 神 経

系 で は オ リゴ デ ン ドロサ イ トは複 数 の ニ ュー ロ ン に ミエ

リ ンを巻 いて い る た め,こ の オ7ゴ デ ン ドロサ イ トの ア

ポ トー シス に よ り傷 害 を免 れ た軸 索 に も脱髄 が 起 こ り,

脊 髄 機 能 が2次 的 に更 に障 害 され る と述 べ て い る29).わ

‐izs‐
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← 上行性の線維連絡

b

移植細胞由来のニューロン

移植細胞由来のミエリン

脇 闘一レ

 脱髄により

機能を失った軸索
圃

第5図 脊髄機能回復 のメカニズム (文献42.のFigure 4

 を許可 を得 て転載,一 部改 変).a.傷 害 された上行性 の線

 維連絡 を新 たに導 入 された移植細胞 由来 のニ ューロ ンが

 中継 することで,中 枢側へ と信 号が伝達 された可能性.b.

 その もの は傷害 さ流 て いないが脱 髄 によ り機能の障害 さ

 れ た軸索が,移 植細胞 由来 のオ リゴデ ン ドロサ イ トによ

 り再髄鞘化 され機能回復 した可能性.

れわれは本実験で移植細胞由来のオ リゴデ ンドロサイ ト

をホス ト脊髄内に確認 している.こ れら移植細胞由来の

オ リゴデンドロサイ トにより,そ のものは傷害されてい

ないが脱髄により機能が障害された軸索に再髄鞘化が生

じ障害軸索の機能回復がなされたことが後索機能改善の

もう一っの理由として考えられた(図5b).

今後の展望

 われわれはこれまでの研究でラット脊髄損傷モデルを

用いた実験において胎児脊髄由来培養神経系前駆細胞を

移植することで損傷脊髄へのニューロンおよびオ リゴデ

ンドロサイ トの導入と障害脊髄機能の回復を得 ることが

できた.し か し,今 後実際の臨床応用を考えた場合,多

くの問題が存在する.倫 理的な問題については,今 後様々

な見地か らの更なる議論が必要であると思われるが,本

稿では実際面での問題点にっいて考えたい.

 細胞移植による傷害脊髄の再生を考えた場合,よ りよ

い治療法の開発には前述の如 く移植細胞と移植を受ける

脊髄の微小環境の両面からの検討が必要である.

 今回われわれは移植細胞としてNSCを 多 く含む胎児

脊髄由来培養神経系前駆細胞を用いた.し か し,移 植細

胞の候補 はNSCだ けで はな く,他 にも胚性幹細胞

(Embryonic stem cell:ES細 胞)をNSCに 分化させ

た もの28),Olfactory ensheething glial cel129～31),

Schwann ce1132),骨髄間質細胞33～35),免疫系細胞 の一

っである樹状細胞36)などを移植細胞 として用いることで

障害脊髄の機能回復が得 られたとの報告がある.NSC

を含めこれらの細胞は移植細胞としてそれぞれ一長一短

がある.例 えば,ES細 胞は非常に未分化な細胞である

ため,motor neuronへ の分化 も容易 に可能であるが,

一方で,分 化を完全に制御することは未だできていない

ため,移 植後に移植部に奇形腫が発生する危険性がある.

骨髄間質細胞は自家移植が可能であるが,そ の分化制御

にっいてES細 胞と同様にやはり課題がある. NSCに

ついても,検 討すべき課題は多い.今 回われわれは胎児

脊髄由来のNSCを 用いたが,ヒ トのNSCは ラットの

NSCに 比 して増殖能が低 く,更 に胎児脊髄由来のNSC

はin vitroで の増殖能が胎児前脳由来のNSCと 比較 し

てかなり劣っている.従 って,実 際の臨床応用を考えた

場合,移 植細胞の確保 という点で,も し胎児前脳由来の

NSCを 用いて も同様な機能回復が得 られるならば移植

細胞の確保はさらに容易となる.わ れわれはラット胸髄

圧挫損傷モデルを用いた実験で,胎 児前脳由来のNSC

を移植材料として用いても胎児脊髄由来のNSCを 移植

した場合と同等な機能回復が得 られることを既に確認 し

ており37),現在 さらに詳細な検討を進あている.ま た成

人の大脳由来のNSCを 用いても機能回復が得 られるな

らば,自 家移植による治療 も可能となり,ド ナーの問題

のみならず倫理面での問題 も解決される.更 に,由 来す

る組織の違いによるNSCの 性質の差異に関する研究が

進めば,成 人大脳由来のNSCに 何 らかの操作を加える

ことで移植に最適な性質を持っNSCを 作成することも

可能になると思われる.ど の細胞が移植細胞 として最適

であるか,或 いはこれらの細胞を組み合わせることが有

効であるのか,今 後の更なる検討が必要である.

 今回のわれわれの研究か ら脊髄損傷に対するNSCを

用いた治療法を有効に行 うには移植の時期すなわち移植

部における微小環境が重要であることが判明した.移 植

部の微小環境は移植細胞の生着 ・分化 ・移動 ・成熟の全

てに関与する.今 後この手法を用いた治療法により,よ

り良い治療効果を得るためには,経 時的に変化する損傷

脊髄の微小環境を更に詳細に検討 し移植に最適な時期を

明確にしていくことが必要であると思われた.ま た更に

進んで,何 らかの操作を行 うことで移植部の微小環境を

より良いものにすることも必要であると思われた.今 回

の実験では移植細胞は損傷部に生 じた空洞の辺縁部には

生着するが空洞の中心部にはその生着は認められなかっ

た.こ のことか ら,移 植細胞の生着には細胞を栄養する

血管の存在が非常に重要であると思われた.従 って,移
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植の際にhepatoc,yte growth factorやvascular end()-

thelial growth f毒ctorな どの血管増殖因子を直接添加

したり,ま たはごれらの因子を分泌する細胞を同時に移

植することなどに…より,移 植部に血管を増生させること

で,移 植細胞の生着率を上げることができるのではない

かと考えられた.…また,損 傷後急性期に損傷部に盛んに

分泌される炎症性サイ トカインは外傷により機械的に傷

害された脊髄にさ1らに化学的な傷害を加えると考えられ

ている.損 傷脊髄の微小環境にっいての研究が進めば,

何 らかの方法によりこの化学的傷害を抑制することも可

能になると考えら…れ,脊 髄が受ける障害を最小限にした

うえで,障 害機能の再生を目的とした治療を行えばより

よい治療効果が得 られると思われる.従 来はこの化学的

傷害を抑制する薬剤 としてステロイ ド剤であるメチルプ

レドニゾロンが唯一臨床応用されてきたが,わ れわれは

急性期 に分泌 される炎症性サイ トカイ ンの一つである

IL-6の 作用を抑制する抗体をマウス胸髄圧挫損傷 モデ

ルに投与すること…で脊髄に対する化学的傷害を抑制 し損

傷後の脊髄機能障害を抑制することに成功 しており38),

臨床応用に向けて研究を進めている.こ の様な観点か ら

も損傷脊髄の微小環境にっいての研究は重要であると思

われた.

 NSC移 植によ峯治療が成功するには,移 植 した細胞

が損傷前の細胞 ど同様な細胞に分化 し同様な位置に移動

し更に同様な神径回路網が再構築されることが理想であ

るが,実 際にこの様なことを実行するのは現時点では不

可能 と思われる.…そのため,現 在どのような細胞に優先

的に分化させるこ…とが機能回復に対 して有効なのかが,

盛んに検討されている.最 近,ニ ューロンの新生 ・分化 ・

成熟や軸索伸展にある種のアス トロサイ トが強 く関与 し

ていることが報告 されており39^41),必ず しもニューロン

やオ リゴデンドロ…サイ トだけが機能回復に関与 している

とは限 らない.今 回のわれわれの研究においてNSC移

植により脊髄機能の回復が認められたが,機 能回復のメ

カニズムについでは未だ推測の域を出ていない.こ のメ

カニズムを解明することができれば,自 ずと機能回復に

重要な細胞が判明1すると思われ,今 後この方面からの研

究 もより有効な治療法の開発のために重要であると思わ

れた.     I

        i ま と め

小川,他:脊 髄損傷に対する神経幹細胞移植による治療

 われわれは,胎 児脊髄由来培養NSCを 移植すること

でラット脊髄損傷毎デルにおいて傷害脊髄にニューロン・

オリゴデンドロザイ ト・アス トロサイ トを新たに導入す

ることができ,脊 髄機能の回復を得ることができた.し

か し,実 際の臨床応用を考えた場合,検 討すべき課題は

未だ多い.今 後,移 植細胞そのもの,移 植部である脊髄

損傷部およびその周囲の微小環境,お よび細胞移植によ

る脊髄機能の回復のメカニズムにっいて更に詳細な検討

を加えることが臨床応用に向けて重要であると思われた.
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