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要 旨  

脊髄損傷患者は日本に約10万人おり、毎年新たに5000人の受傷者が生じている。しかし、その治療法が

確立されていないために、多くの患者が寝たきりや車いすの生活を強いられている。中国でも日本の10倍

に及ぶ脊髄損傷患者がいるが、脊髄損傷に関する研究は欧米や日本に比べて遅れている。本事業では、①

日本と中国の研究者による脊髄損傷に関する共同研究を推進することと、②中国の医育研究機関において

技術の習得や研究者の育成を進めること、の二つに焦点を当てた。その成果は以下の通りである。 

① 日中共同研究の推進：脊髄損傷の治療法として有望視されている嗅神経被覆細胞（OEC）の移植の再

生促進の機序を中国医科大学と協同して研究し、細胞移植が損傷部に形成される再生阻害因子である

線維性瘢痕の形成を抑制することで神経再生と運動機能回復を促進することを見いだした（Neural 

Regeneration Research, 2010, 印刷中）。  

② 中国の研究者の育成と技術の指導：李助教授は昨年５月に３週間神経研に滞在し、細胞移植や標本作

成などの技術を習得し、帰国後、中国医科大学の教員や大学院生にその技術を教えている。さらに、

昨年９月には川野研究員が中国医科大学を訪れ、神経再生に関する講習を行い、脊髄損傷の治療法の

研究について指導した。  

 以上のように、当事業は所期の目的通りの成果を上げたと言える。  
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緒 言： 

スポーツ事故や転落事故などにより脊髄が損傷を受けると、損傷部より下位の運動・知覚機能に重篤な障

害が生じる。現在のところ脊髄損傷の有効な治療法は確立されておらず、多くの患者が車椅子や寝たきりの

生活を余儀なくされている。脊髄損傷の治療が困難な理由は、損傷を受けた神経線維がほとんど再生せず、

失われた機能を回復できないからである。神経再生が起こりにくい理由として、神経細胞自身の再生能の欠

如に加えて、グリア瘢痕やコンドロイチン硫酸プロテオグリカンなど、再生軸索の伸長を阻害する種々の環

境因子の存在が挙げられてきた。しかし脳や脊髄の損傷部でそれら阻害因子の働きを抑制し、神経再生を実

現させようという試みが繰り返し行われてきたが、多くの場合予想外に小さな効果しか得られていない。 

われわれは再生阻害因子として、線維性瘢痕に注目してきた。線維性瘢痕は損傷後、線維芽細胞が損傷部

に侵入し、コラーゲンなどの細胞外マトリックスを分泌して形成する、いわば「カサブタ」のようなもので

ある。これまでに、①マウス新生仔(Kawano et al., 2005)、②IV型コラーゲンの合成阻害(Kawano et al., 

2005)、③視床下部弓状核(Homma et al., 2006)、④コンドロイチン硫酸の酵素的分解 (Li et al., 2007) な

どの損傷脳のモデルを解析したところ、いずれのモデルにおいても、線維性瘢痕が形成されない状況で、神

経再生が起こっていた。この一連の研究成果は、線維性瘢痕が強力な再生阻害因子であることを示している。 
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動物の脊髄損傷モデルにおいては、様々な細胞を損傷部に移植することで神経再生と機能回復を促進す

る試みが多数報告されている。とくに嗅神経被覆細胞（OEC）は患者自身から採取し、培養した後に移植す

ることが可能なため、すでにいくつかの国では患者を対象にした移植手術も行われている。しかし、細胞

移植による神経再生促進のメカニズムはいまだに不明であり、患者への移植手術も動物で見られたほどの

運動機能の改善は起こっていない。われわれは最近、脳損傷モデルマウスの損傷部へOECを移植すると、線

維性瘢痕の形成が抑制され神経再生が促進することを見出している（Teng et al., 2008）。 

 本研究は、ラットの脊髄損傷部へ OEC を移植し、その神経再生促進のメカニズムを明らかにすることを目的

として計画された。もし、OEC 移植群で損傷部における線維性瘢痕の形成が抑制され、神経再生が促進されて

いれば、線維性瘢痕が主要な再生阻害因子であるという、われわれの仮説が脊髄損傷においても証明されるこ

とになる。 
 

対象と方法：  

１．嗅球グリア細胞の調整 

 生後４週齢の SD 系雄ラットの嗅神経と嗅球の糸球体層をイソフルラン吸入麻酔下で取り出し、小片にして

10%胎仔牛血清を含む Eagle/F12 培養液中で 4-6 日間培養した。組織片から細胞が十分に遊走したら、遊走し

た細胞だけを集め、さらに約 2 週間培養した。細胞を蛍光色素である Hoechst33342 で標識した後、トリプシ

ン処理によりディッシュから剥がし、培養液で約 5-8×107/ml の濃度に調整した。それぞれの細胞マーカーで

確かめたところ、培養細胞に含まれる OEC と線維芽細胞の割合はそれぞれ、40%と 60%であった。  

 

２．嗅球グリア細胞の移植 

 生後８週齢の SD 系雄ラットをペントバルビタール Na（50mg/kg 体重）で麻酔し、背部の皮膚と筋を切開し

た後、下部胸椎の椎弓と棘突起を切除し、幅 2 mm のナイフで脊髄を完全に切断した。マイクロシリンジを用

いて 2 μl（約 1×105個）の OEC と線維芽細胞の懸濁液を脊髄損傷部に注入した。術後、術部を縫合し、抗生

物質を注射した。Sham コントロールは脊髄を露出するだけで、ナイフは挿入しなかった。 

 

３．標本作製と免疫組織化学 

 術後１週あるいは２週に、ラットはイソフルラン麻酔下で、心臓より 4%パラフォルムアルデヒド液を用い

て灌流を行い、脊髄を固定した。脊髄を取り出し、さらに一晩固定した後に、ドライアイス中で凍結し、40 μm

厚の連続矢状断切片を作成した。 

 免疫組織化学的染色には、GFAP、IV 型コラーゲン、RECA-1、セロトニン、CGRP に対する各抗体を用いた。

単染色は ABC 法を行い、DAB で褐色に発色した。また 2重免疫染色は異なる蛍光色素で標識した抗体を用いた。

セロトニン線維については、KS400（Ziess 社、ドイツ）を用いて画像解析を行い、再生線維の数を計測した。

 

結 果：  

使用したラットは、損傷のみが 9 匹（１週間 5 匹、２週間 4 匹）、OEC 移植が 11 匹（１週間 5 匹、２週間

6匹）、sham 手術群（脊髄を切断しないコントロール）が 3匹であった。下位胸髄を微小ナイフにより切断す

ると、下肢の運動は麻痺し、2 週後までほとんど回復しなかった。組織学的に観察すると、損傷部には IV 型

コラーゲン陽性の線維性瘢痕が形成されており、その周囲には GFAP 強陽性を示す反応性アストロサイトが集

積してグリア瘢痕を形成していた。上行性（知覚性）のカルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）を含む線維

と、下行性（運動性）のセロトニン線維はいずれも損傷部を越えて再生することはなかった。 

一方、OEC を移植したラットは術直後では下肢の麻痺が見られたが、徐々に回復する傾向を示した。OEC 移

植群の損傷部を組織学的に解析すると、グリア瘢痕も線維性瘢痕も損傷のみの場合と変わりなく存在している

ように見えた。それにもかかわらず、多数のセロトニン線維と CGRP 線維が移植組織内を伸長し、損傷部を越
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えて再生する線維も有意に増加していた。線維性瘢痕の有無についてさらに詳しく調べてみた。IV 型コラー

ゲンは線維性瘢痕の他に血管にも発現しているため、血管に特異的な RECA-1 と蛍光二重免疫染色を行い両者

の局在を比較した。損傷のみの群では、血管以外にも線維状の IV 型コラーゲンの沈着が豊富に見られ、線維

性瘢痕が明らかに認められた（図１A-C）。それに対し、OEC 移植群では、損傷のみに比べ血管が明らかに増

加していたが、血管以外の IV 型コラーゲンの沈着は少なく、線維性瘢痕の形成が抑制されていることが分か

った（図１D-F）。 

 

   図１．損傷のみ（上段）と OEC 移植（下段）の損傷部における RECA-1 陽性の血管（A, D、赤色）と 

Col IV（B, E、緑色）の局在。損傷のみでは血管以外に Col IV の沈着（C、緑色）が豊富に存在し、 

線維性瘢痕が形成されているが、OEC 移植では線維性瘢痕の形成はほとんどない（F） 

 

考 察 

現在、OEC の損傷部への移植は、脊髄損傷の治療法としてもっとも有望視されているが、その再生促進のメ

カニズムは明らかでなかった。脊髄損傷部には種々の再生阻害因子が存在する。それらの中で、OEC 移植によ

り、線維性瘢痕の形成が抑制されていることを見出した（図１）。私たちは最近、OEC をラット中脳ドーパミ

ン線維の切断部に移植し、OEC 移植 2週後で有意に神経再生が促進されることを見出している（Teng et al., 

2008）。 

本研究では、ラット脊髄損傷部への OEC の移植により、下行性のセロトニン線維と上行性の CGRP 線維が損

傷部を越えて再生し、同時に運動機能回復も促進した。このような効果は、再生を阻害する線維性瘢痕の形成

が OEC 移植により抑制されたことによると結論された（図２）。本研究の成果は、現在、欧文原著論文として

印刷中である（Teng et al., 2010）  

 

損傷後の脊髄には様々な軸索伸長阻害因子が存在し、これが神経再生が起こりにくい理由であると考えられ

てきた。これまで多くの研究者は反応性アストロサイトが形成するグリア瘢痕が主要な阻害因子であると考え

てきたが、OEC 移植により、グリア瘢痕の形成が抑制されるという結果は得られていない。今回の結果でもグ

リア瘢痕に変化は見られなかった。 
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図２．本研究のまとめ。損傷のみの場合（上）は脊髄の損傷部には線維性瘢痕が形成され、切断された

下行性のセロトニン線維と上行性の CGRP 線維は再生しない。OEC 移植群（下）では移植により線維性瘢痕の

形成が抑制され、再生線維が損傷部を越えて伸長する。 

 

以上の研究のうち、損傷と OEC 移植の手術は共同研究員である李洪鵬（中国医科大学・解剖学教室・助教授）

と昨年 7 月まで神経研の流動研究員であった滕錫川（現遼東医学院大学・病理学教室・助教授）が、OEC の培

養は東京都神経研の黒田純子技術員がそれぞれ担当し、川野が研究の統括を行った。 

今後、脊髄損傷の治療法の確立を目指してさらに研究を進めていく予定である。具体的には、OEC 移植に加

え、線維性瘢痕の形成を阻害する処置（IV 型コラーゲンの合成阻害やコンドロイチン硫酸の分解）の併用や、

軸索伸長を促進する神経栄養因子の投与なども考えている。 
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