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Comparison　 between　 Fetal　 Spinal-Cord-and　 Forebrain-Derived　 Neural　 Stem/

　　 Progenitor　 Cells　 as　a　Source　 ofTransplantation　 for　Spinal　 Cord　 Injury.

　(ラット胎児脊髄由来神経幹細胞 と前脳由来神経幹細胞の損傷脊髄内への移植効果の比較)

渡　邉 航　太

内容の要旨

〔緒 言〕 わ れ われ は ラ ッ トや サ ル 脊 髄 揖 傷 に対 ず る胎 児 脊 髄 由 来 神

経 幹細 胞(SpNeurel　 Sl㎝ 伽g㎝ilor　 Ccll:NSPC)移 植 の 有 効性 を 報 告

して き た。 今 後 この 成 果 を 臨床 応 用す る た め に はNSPCの 大 量 蝶 給 が

重 要 な 課題 で あ る。 本 研 究 の 目的 は 、 ラ ッ ト脊 髄 揖 傷 に 対 しラ ッ ト

SpNSPCと よ り増 薙 能 の 高 い 前脳 由 来(Fb)NSPCを 移 植 し、 組 織 学

的 な ら び に機 能 的 評 価 を 行 い 、FbNSPC移 随 の 損 傷 脊 髄 治療 に 対 す る

有 効性 を検asす る 二 とで あ る。

〔材 料 ・方 法 〕NSl℃ はGFPト ラ ン ス ジ ェ ニ ック ラ ッ トのAt?4nl4日 の

胎 児 前 脳 お よび 脊 髄 よ り、Weissら のNeurosphere法 に 基 づ きNSPCを

培 養 し た 。3回 の 継 代 後 のNSPCを 実 験 に 使 用 し た。　 U　 nv'

Dilferentintion　assay:Neurosphereを5日 聞 分 化 培 養 しphenoypeを 検

肘 した。2)nv'o脊 騎 損 伽 作 製 とNSPC移 植:S。Dラ ッ ト(230・

250g)に 対 し脊 髄 圧 挫 損 傷 を 作 製 し(Th10、 　IOg,25mm),損 傷9

日後 に損 鰯 部 にNSPC(1×10"ml、5μDを 移 植 した 。　SpNSPC移 植 群

(N冨20)、FbNSPC移 植 群(N=IS).　 aン トロ ー ル 群(medium　 iE

入)(N=10)を 作 製 した。3)組 織 学 的 検 討=移 植 後12週 の時 点 で 、

免 疫 組 織 学 的 評 価 を 行 っ た。 一 次 抗 体 はGFP、 　Hu.　 cenr、 　APC,

RT97抗 体 、 ニ ュ ー ロ ン のtrensmima　 phrnolype決 定 の た めGABA,

Glutamate、 　Glycine抗 体 を 使 用 した。47運 動 機 能 評 価:BBBス コア

とInclined　plane　tat'を用 い て 移 植 後12週 ま で機 能 評 価 を行 っ た。

〔結 果 】0!nvi　 =分 化 誘 導 後 、 二3一 ロ ン の割 合 はSpNSPCで

31.6%、FbNSPCで43.6%、 オ リ ゴデ ン ドロ サ イ トの 割 合 は23.9%,

12.4ｰ/aで 両 群 間 に 有 意 差 を 惣 め た が 、 ア ス ト ロ サ イ トの 割 合 は

43.3%、as.0%で 両 群 問 に有 意 差 は 認 め な か っ た。2)/n　 vrvn:損 傷

脊髄 に移 植 したSpお よ びFbNSPCは 良 好 に 生 着 した 。 二 畠一 ロ ン の割

合 はSpNSPCで7.9%、 　PoNSPCで17.8%.オ リゴ デ ン ドロサ イ トの 割

合 は39.3%、13.9%で 両 群 岡 に 有 意 差 を認 め た。 ア ス トロサ イ トの割

合1353.0ｰk、65.5%と 有 意 差 は な か っ た。 さら に 、 両 群 でGABA陽 性

細 胞 、Gul鵬m鷹 陽 性 細 胞 、　Glyclne陽 性 細 胞 を 認 め た。 機 能 評 価 で

はBBBス コア 、　IndinW　 plane　latに お い て,両NSPC移 植 群 と もコ ン

トロー ル 群 に 比 べ 、 有意 な機 能 回 復 を認 め た。 しか し、FbNSPC群 と

SpNSPC群 間 に 有 意 差 は 認 め な か っ た。

〔考 察 〕 移 極 し た 両NSPCは い ず れ も 良 好 に 生 着 し、3つ の

pheoolypeに 分化 して い た。 興 味 深 い こ と にin　vivoと ㎞YIIfOの 分 化 特

微 は 一 致 して い た。 さ ら に 、 本 来 臆 で は 認 め られ な いGlycine腸 性

　 3一 ロ ンがFbNSPC移 植 群 よ り認 め られ 、 損 傷 脊 髄 内 の 微 小 澱 境 に

よ り脊 幽 ニ ュ ー ロ ンへ 誘 導 され た と考 え られ た 。 機 能 評 価 で 両NSPC

移 植 群 は コ ン トロー ル 群 に比 べ 良 好 な 回 裡 が 認 め られ た 。 損 侮 脊 髄

に 対 す る胎 児 由 来NSPC移 櫨 を臨床 応 用す る た め の 大 量 培 供 給 の 問題

を 、 増 頚 能 が 高 いFbNSPCを 用 い る こ とで 解 決 で き る 可能 性 を 示 唆 し

て お り、 非 常 に意 義 深 い も の と考 え てい る。

輪文審査の要旨

　今まで不可能 とされてきた損偽脊髄の再生研究において.我 々は

ラットやサル脊髄損傷に対する胎仔脊髄由来神経幹細胞(NSl℃)移

植の有効性 を鍛告してきた。今後この成果を臨床応用するためには

NSPCの 大量供給が重要な躁題である。そこで本研究では、ラット脊

髄揖傷に対 しラット脊髄由来(Sp)NSPCと よ り増殖能の高い劇脳由

来(Fb)NSPCを 移 植 し、組織 学的 な らびに機能的評 価を行い、

FbNSPC移 植 の損傷脊髄治療 における有効性を検射 した。　NSPCを

GFPト ランスジェニ ックラッ トの胎仔前脳および脊髄より培養し、

成体ラッ ト胸髄圧挫慣働を作製 し、損傷9日 後に損傷部に移植 し

た。移誼後12週 で組織学的評画を行った。運動機能評価はBBBス コ

アとInclined　plane　testを用いて移植後12週 まで行った。移植 した両

NSPCは いずれ も良好に生着 し、3つ のphenotypeに 分 化 していた

が.二3^0ン の罰合はSpNSPCで 、オ リゴデン ドロサイ トの割合は

FbNSPCで 有 意に商い結果 となった。さらに両NSPCはGABA陽 性

ニュー ロンとGlu㎝ale陽 性 二}一 ロン、そ して本来前脳ではほとん

ど認められないGlycinep6S性 ニ ューロンに分化した。機能評価では両

NSl℃ 移植群ともコン トo一.ル 群に比ぺ、良好な機能回役を認めた。

しか し、両NSPC群 群 間で有意差は隠めなかった。

　審査では、楓餌脊髄へPoNSPCを 移誼 した場合 にGlyci爬 隅性細胞

を認めた理由を質問 された。 これに対 し、移植細胞の採取部位、採

取の時期による影響が考えられ るが、一番の原因は損傷智髄内の微

小環境にあると考えられる。 しかしその詳細は不明なので、SpNSPC

を前脳に移植するな どの方法で検肘 していく必要があると回答され

た。次に、移植細胞のphenotypeの 分化率と細胞の採取時期について

質問がなされた。これに対 し、今回は胎生14日 目に採取した細胞 し

か検討 していないが.採 取時期により比率は変化す る可能性 もあ

る。 しか し、損傷脊髄内の微小環境の影響が強けれ ば比率は変わ ら

ない可能性もあると回答された。次に、移樋細胞のphenotypeの 分化

率は両群間で異なるのに、運動機能評価で両NSPC群 間に有意差を認

めなかった理由を質問された。これに対 し、未だどの細胞が機能回

復に最も寄与しているかは不明であn,阻 害因子と考えられている

アス トロサイ トも機能回mに 大きな役割 を演 じている可能性があ

る。 もう少 し説敏な機能評価法を開発すれば差を検出できる可能性

があるが、現在のところ本実験で使用 した方法以上に信頼性のある

評価法は無く、今後の課題であると回答された。

　以上のように、本研究は未だ検討 されるべき点を残 しているもの

の,よ り増殖能の高いFbNSPCを 脊髄揖傷の移植材科として使用でき

ることを証明することによ り、将来の臨床応用における移植細胞の

大量供給の問題 を解決できる可能性を示唆 したとい う点で有意義で

あると評価された。
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