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　　Chondroitinase　 ABC　 combined　 with　 neural　 stem/progenitor　 cell　transplantation

enhances　 graft　 cell　migration　 and　 outgrowth　 of　growth-associated　 protein-43-postivie

　　　　　　　　　　　　　　　　　 fibers　 after　rat　spinal　 cord　 injury

　　　　　 (ラ ッ ト脊髄 損 傷 に対す るChondroitinase　 ABC投 与 と神 経 幹/前 駆細 胞移 植 の 併用 は

　　　　　　　　移植 細胞 の移動 とgrowth・associated　protein-43陽 性 線 維 の伸 長 を促 進す る)

内容の要旨

池　上

　我 々は現在 まで、成体 ラ ッ トとサル の脊髄損 傷モデル を用 いて神

経幹/前 駆細胞 似 下NSPC)の 移植が損 傷脊髄 の修復 に寄与す る こ

とを報告 して きた。 しか し個体 によって は、 多くの細胞 が空洞 壁に

貼 りつ くのみ で母床 脊髄内 に移動 しない こ とがあ る◎ 本研究 では、

脊 髄損伽後に強 く発 現する グ リア癒 痕を構成す る成分 であ るコン ド

ロイチ ン硫 酸プ ロテオ グ リカ ン{以 下csPmが 、　in　vNoでNSPCの

移 動 を 阻 害 す る 可 能 性 に 注 目 し た。 そ こ で.脊 髄 損 燭 後 に

ChOIldfO1/IOeSt　ABC(以 下C・ABC)を 投 与 しCSl℃ を分解 す る こ とに

より、移 構綱胞の移動 と神経突起伸展 が促 され るの ではない か と仮

定 し、以 下の実験 を行 った。 まずUI　VIIIOでNSPCの 移動性解析 を行 っ

た。CSPGを コー トされ たmi巳 上 で はNS【℃ の移 動 性 は阻 害 され た

が、その阻害 効果 はwellを予 めC-ABCに よって処理 す る こ とに よっ

て減 じられ,細 胞 の移動性 は回複 した。 次 にnWvoで 成 体 ラ ッ ト損

傷脊髄に対するC・ABC投 与 とNSPCa移 槌の併用療法 を行い、免疫組撤

化学的に検肘 した。 不活化C-ABC投 与では、　CSPG免 疫 陽性 の癩痕に

よっ て移植細胞 の母床脊髄へ の移動が妨 げ られ ていた が、C・ABC投

与に よって移植 細胞 の移動が促 され 、 この結果 はin　vitroの移 動性解

析の結果 と一致 していた。CSPGが 豊富な郊位 を避 けっつ楓傷脊髄の

白質 に移動 した綿胞 の一部 は、母床脊 髄 とよ く融合 して突起 を体ぱ

し、 これ らの 移 動 した 細 胞 は 損 砺 を 免 れ た 母 床 脊 髄 自 質 の

配um舳men巳 陽性線 維 に沿 って配 列 し、そ れ らの線維 と接 触 してい

た。 さらにこの併用 療法では、NSPC移 植単独療法 に比ぺて 、損侮 中

心部 でのgrowth-associated　praein・43賜性 線維 の仲 長が 促進 され、有

意に 多くの線維 が観察 され た。 これ らの 結果か ら、C-ABC投 与が グ

リア癩痕の軸 索伸展 お よび細胞 移動に対す る抑制 効果 を減 じる こと

に よって、損傷脊髄 に対す るNSPC移 植 の効果 を高 める可能性が示唆

された。 このC・ABC投 与 とNSPC移 植の併用療 法は、撫傷脊髄の再生

において、将来重 要な治療戦略 の一つに な りうる と考 えられた。

健

論文審査の要旨

　現在 まで、成 体 ラ ッ トとサルの脊 髄損rttモデ ル を用いて神経 幹揃

駆細胞(NSF℃1の 移植 が損傷脊髄 の修復に 寄与す るこ とを報告 して

きた。 今回我 々は、 コン ドロイ チン硫酸 プ ロテオ グ リカン(csrc}

の分 解 を介 した 軸索`申展促 進 効果 を 有す るchondroitinate　ABC(c・

ABC)を 併用す るこ とによn,脊 髄損傷 に対す るNSPC移 植 効果の向

上 を試みた。

　 まず ㎞vitroでNSl℃ の移動性 解析 を行 った。　CSPGを コー トされ た

.vdl上 ではNSPCの 移動性 は阻害 され たが.そ の阻害 効果 はxellを 予

めC-ABCに よって処理す るこ とに よって減 じられ 、細胞 の移 動性は

回復 した。 次に成体 ラッ ト脊髄損 傷に対す るC・ABC投 与 とNSPC移 植

の併 用療法 を行い、免疫組 織 化学的 に検 討 した。 不活 化C-ABC投 与

でt3,　CSPG免 疫 陽性 の癩痕 に ようて移植細胞 の母床脊髄 への移動が

妨 げ られ てい たが 、C・ABC投 与 に よって移植細 胞の移 動が促 され 、

この結 果はin　vivoの 移動性 解析の結 果 と一致 していた。移動 した細

胞 は突 起 を伸ば し、母 床脊 髄 臼質 の神 経 線維 に沿 っ て配 列 して い

た。 さ らにこの併用療法 では、NSPC移 植単独 療法 に比べ 、損傷 中心

部 で有 意 に 多 くの再 生軸 素 が観 察 され た。 これ らの 結 果 か ら、C。

ABC投 与が グ リア廠 痕の軸索 伸展お よび細胞 移動 に対す る抑 制効果

をasじ るこ とに よって.損 傷脊 髄に対す るNSPC移 植 の効 果 を高 める

可能性が示唆 された。

　審査 では.ま ず脊髄損 傷後に強 く発現す るCSPGの 生理 的意義 につ

い て質問が な され た。 これ に対 して、CSPGは グリア癩痕 の1成 分 で

あn,2次 損 侮 をpackingす る 可能 性 があ る と回 答 され た。 またC・

ABCに はCSPGの 分解 とい うメカニ ズム以外 に直憤軸 禦伸展 を促す作

用 はないのか と質 問がな され、本実験 にお いて、 また過去 の文献 に

お いて も確か め られ てお らず 、検証 を要す と回答 された。C・ABC投

与 と内在性神経 幹細胞 の賦活 化のみ では十 分な併用療 法効 果は期待

できないか とい う質 問に対 しては 、内在 性 の神経幹細 胞の みで は量

的 に不足で あ り、 またその多 くは生理的 条件 下で はアス トロ グ リア

に分化騰導 されて しま うた め、十分 な治療効 果は期待 で きない だろ

うと回答 された。 また今後 の課題 と して 、 この併 用療法 がlong　lmcl

の線 維に対 して も鞭 索伸展効 果が あるか検証 す る必要が ある との指

摘 がな され た。 さらに脊 髄損 傷治療へ の臨床応 用 に向け た発 展 とし

て、運動機 能評価 を行 うべ きだ との指摘がな され た。

　 以 上の よ うに、本 研究 は なお 検肘 すべ き躁題 を残 して い る もの

の 、グ リア鍛痕 を克服す る こ とに よ り移植細 胞の 生着を 向上 させ 、

脊 慣に対す る神経 幹細胞移植 療法 を改良 しえた 点.数 多 く提 唱 され

てい る脊髄損 傷治療 法の うち2っ の治 療法 の併用 効果を証 明す る こ

とによって、臨床応 用に一歩近づ けた とい う点 で評価 された。
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