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In　vivo　 imaging　 ofengrafted　 neural　 stem　 cells:its　 application　 in　evaluating

　　　　　 the　optimal　 timing　 of　transplantation　 for　spinal　 cord　 injury

　　　　　　　　　(脊髄損傷に対する移植神経幹細胞のバイオイメージング)

岡　田 誠　司

内容の要旨

　医療分野 に於 いて様々な疾患 に対す る細胞移 植療法 の有用性 が研

究 されている。特 に近年、これ まで治療法の存在 しなかった脳 や脊髄

といった中枢神 径系の外傷 に対 し、新 しい治療怯 と して神経 幹細胞移

植が注 目を浴びている。しか しなが ら、移植細胞 の生存や 体内移動な

どの経時的動態評 価は組織切 片に基づ くもの で.n個 の細胞 が正確 に

移植 されたか、あるいは何%の 細胞が生着 してい るかを動 物を生か し

たまま解明す るのは困甦であった。これ らのこ とが解明 されれ ば神経

幹細胞の性質に関す る基礎的研 究を前進 させ るのみな らず 、より効果

的 な移槌の方法や タイ ミングな ど、将来の 臨床応 用へのプ ロ トコール

作成に有用で あることは間違いない。そこで我 々は蛍の光 る原理 を利

用 したバイ オイ メー ジングシステムを利 用 して、マ ウスの慣筋脊髄 に

移植 した神経幹細胞の動態を観察す るこ とを 目的 と した。この イメー

ジン グシステムは発 光酵 素で あるfirefly　luciferaseとそ の基質 で ある

luciferinの反応 による微弱な発 光を超 高感 度CCDカ メラに より検 出す

る とい うもので、この反応が酵 素 とATP依 存性であ るた め生 きた細胞

のみ しか発 光 しな い。そのためMRIな どの他のイ メー ジングシステム

とことな り正確 な移植細胞の生存串を求め ることが できる。我 々は レ

トロウイル スの一租 である レンチ ウイルス を用いて 、蛍光 と発 光を同

時に呈する レポー ター遺伝子 を神糧幹細胞に導入 し.こ の細胞 の性 質

を検肘 した。その結果、レポー ター遺伝子を導入 して も二3　 ロンや

グリアへの分化率は変化 しないことや、in　vitroではわず か100個 樫度

の細胞 数で十分に検知できることを碗認 した。これ らの細胞 の発光強

度は非欝に強 く、これまでは腫搦細胞 や態染 巣等、移植 後に発 光が経

時的 に増加す る系 で しか このイ メー ジングシステム は適応 され てい

なか ったが、我々は損 傷脊髄への移植の ような移植後 に細胞 数が激波

す る系にお いて も有用 であ ることを初めて示 した。損傷脊髄 へ移植 さ

れた細 胞の80%近 くは移植後数 日で死滅 して しま うが、残った細胞は

移植部位 に生着 し畏期にわ た り比較 的安定 した発光 を保 っ こ とが明

らかになった。また、潰傷直後 と損傷後亜急性期で移植 した場合では

細胞の生存率は変 化なかったものの、細胞の生君部位や 分化 の割合に

は差が見 られた。とくに亜急性期に移誼 した場合に は移植細胞 の移動

も動物を生か したまま観察できた。優れたイ メージングの手法は医学

的研究を大き く発 展 させ るが 、我 々の本臨文 での方法 は理瞼上すべて

の細胞 移植 療法研 究に適応 できるもので あn,今 後の発 展応 用が期待

され る。

論文審査の要旨

　 これ まで細胞 移檀の研究領域 では移植細胞 の生存 や体内移 動な ど

の経時的動態評価は組織切片 に基づ くもの で、それぞれ のtimc　pointで

動物 を㎞ 野㏄す るため膨大 な個 体数が必要で あ り、また個体nnの ば

らつ きもあるため解析は非常 な労力 を要す るもの であった。動物 を生

か したまま同一個体で移植細胞 の生存や 動態を把握 す るこ とがで き

れば非常に強力な研究ツール と成 り得 る。我 々は まず 、Luciferase遣伝

子 を有す る トラ ンスジヱニ ックマ ウス由来の神経幹 細胞 とレンテ ウ

イル ス ・ベ クターによ りLuci㎞c遺 伝子 を導入 した神経幹 細胞の発

光強度 を比較検討 したが、前者に比 べ後者 では5000倍 高い発光強度が

得 られた。さらに これ らの細胞の発 光強度 が細胞数 と棺関す る ことを

inv1Uo,　IIIVIVAにて示 した。レポー ター遺伝子を ウイル ス導入 した神経

幹細胞 をin　viaoに て 分化 させ て も分化 形態 に影響 を与 えない ことを

確認 した。且6匹のマ ウス脊髄 内に、鵬wosph鵬 法 によ り増殖 した後に

50万 個 に細胞数 を調 整 した神経幹 ・前駆細 胞 を移植 し.そ の直後に発

光 騒を測 るこ とで正確 に移植 が行われ てい るかを確 認 した。そ の結

果 、同量の細胞 数 を移植 したつ も りで も発光量 にある程度 のば らつき

が 見 られ た(236,000・8.474.000phol{xJsec,4.6610.45　x　l〔ドphoヒα》mou5σ

5㏄)が 、標準誤差 が9.7%と 実験籾度には問題 ない と判断 した。怠性期

移植群 と亜念性期 移植 群 で移植 後の発 光強度 を測定 したが、両音 とも

移栖後4日 でそれ ぞれ20.5%,22.1%に 滅 弱が見 られ 、移植 後6週 では

16.4%,14.6%で あった.両 群の細胞生存率に有意 差は 見 られなかった

が、生着細胞の うち、怠性 期移 組群でｫ_ユ ー ロンや オ リゴデ ン ドロ

サイ トへの分化率はそれ ぞれ0.99%.L27ｰkで あ ったが、亜急性期 移植

群ではそれ ぞれ8.33%.11.8%で あった。

　 審査 では、移植細胞 の発光強度は細胞 の生存 率の他 に どの ような因

子に よって影響 され るのか との質間がな され た。これ に対 して、移植

部位の血 流動態お よび移植 部位 か ら体表 面までの距雌 が大 き く発光

強度に影響す るとの回 答がな されr　 さらに 、移植 後に細胞が拡敵す

る場所 、た とえば循環 器系に移植 され た場合 これを畏期に追跡す るこ

とが可能か との質閥 に対 しては、移植 後に増 殖する造血幹細胞 な どの

追跡であれば十分可 能であ るとの回答が なされた。損傷脊髄 に移植 さ

れた細胞 の移動 に関 して どこまで正確 にイ メー ジン グで反 映 できる

のか との指摘 に対 しては、あ る程度以 上の細 胞数が移動 しなければイ

メー ジン グに は反 映 され な いため、細胞 の正碗 な局在等 に関 しては

MRIと の併用 による10　VIVOイ メー ジン グを行 うことが塾 ま しい と回答

された。また、これ までの轍告で はラ ッ ト脊 髄繊傷 におい ては怠性期

移植 と亜急性期移植 で細胞の生魁率 に差 があるのに対 し、本 研究にお

いて マ ウス脊髄損 傷で は差が なか った理 由 について も質問が な され

たが 、ラ ッ ト等 では損傷中心部 に空洞が形成 され るため移植 細胞が生

着 しないがマ ウスでは結 合組織 億痕が形 成 され これ に移 植細 胞が ト

ラップ され るため念性期 移植 で も細胞 の生着 が見 られ たの だろ うと

の回答がな され た。さ らに、急性期 移植 と亜急性期移栖 で細胞の分化

形態 に違いは 見 られ たが これ が機能的 回復 に どの よ うな影響 を与 え

たのか との質 問に対 しては、本研 究では未検討 であ るが今 後生着細胞

のみ を選 択的 にablationする系 を このイ メー ジ ングシステ ム と組み合

わせ ることで明 らかに した いとの回答 があった。さらに、亜急性期移

絶群 では運動 機能回 復傾向 が持続的 に隠 め られた ため、よ り長期 に運

動機能評価 を継続 す るべ きであった との指摘がな され た。

　 以 上の よ うに、本 研究 は今 後検尉 され るべ き点 を残 してい る もの

の、非侵襲的かつ簡 便に移植 細胞の追跡 が可能な本 システム は、幅広

い研 究領域に応 用 でき醇生 医学研 究に於い て強力な ツール と成 り得

るとい う点 で非常に有意義 である と評価 された。
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