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所期の背景と目的

これまでに申請者は脊髄損傷に対する幹細胞移植の治癒機転メカニズムの一部を明らかにしてきた。し

かし、過去の研究で用いられてきた胎児由来組織の神経幹細胞を再生医療へ応用するためには、倫理的

問題が解決されない限り困難であると考えられる。iPS 細胞や ES 細胞を代表とする多能性幹細胞も脊髄

損傷に対する細胞移植療法の細胞源として候補に挙げられるが、移植後に腫瘍形成の危険性を孕んでお

り、安全性が担保されているわけではない。腫瘍化しない安全な多能性幹細胞由来の神経幹細胞導入方

法も未だ確立されていない。これらの問題を解決するために、派遣先機関のトロント大学が共同研究を

行っている Fortuna Fix Inc.（FF）が、ヒト体細胞から神経幹細胞への直接誘導法（Direct reprogramming）
を開発した。この手法は、ヒト血液中の CD34 陽性造血幹細胞に特定の初期化遺伝子（FF 特許）を導入
することで、2 週間という短い培養期間かつ 40％という非常に高い効率で神経幹細胞（drNPCs: directly 
reprogrammed neural precursor cells）を作成することができる。この手法を用いれば、iPS 細胞に比べて、

効率よく短い期間で神経幹細胞を作成することが可能で、かつ胎児組織由来の神経幹細胞が有する倫理

的問題も解決することができる。さらに drNPCs の誘導過程では、いかなる動物由来物質やウイルスを用
いられていないことから、drNPCs の移植療法は臨床応用に繋がる可能性が高いと考えられる。Fortuna Fix 
Inc.は移植細胞の生着率と分化能を上げることができる hyaluronan/methylcellulose hydrogel (HAMC)とい
う生体材料も開発している。HAMC は生体適合性が確認されており、生物内での分解が可能な物質で、
細胞輸送およびタンパク質輸送材料として使用することが可能である。HAMC と細胞移植を併用するこ

とによって、移植細胞の生着率を向上させることが可能であり、同時にグリア瘢痕を除去する

Chondroitinase ABC (ChABC)の薬剤投与も可能となる。本研究の目的は脊髄損傷に対する drNPCs 移植の
効果を明らかにすることである。本研究に際して、drNPC に対してさらに改良を加えられた、生着後に
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オリゴデンドロサイトの分化傾向が drNPC-oNPC（oligogendrogenic neural precursor cells）と呼ばれる神経
幹細胞を使用した。また、本研究では移植に先行して、ChABC含有の HAMC（HAMC-ChABC）を損傷
部に投与することとした。 
	
 

遂行状況及び成果	
 

	
 

1. 神経幹細胞が in vitroで 3系統に分化することを確認した。 
神経幹細胞を培養後に免疫組織学的染色を行い、共焦点顕微鏡で撮影を行った。Nestin 陽性の分化能を
維持する細胞が存在する一方で、O1陽性のオリゴデンドロサイト、βIII-Tubulin陽性のニューロン、GFAP
陽性のアストロサイト、3系統にそれぞれ分化することを確認できた（Figure 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. 神経幹細胞が in vivoで 3系統に分化することを確認した。 
胸髄損傷後の成体ラットに神経幹細胞を移植し、移植後 3 ヶ月の時点で脊髄の組織切片を作成した。免
疫組織学的染色を行い、共焦点顕微鏡で撮影を行った。Nestin 陽性の分化能を維持する細胞が存在する
一方で、APC 陽性のオリゴデンドロサイト、Fox3 陽性のニューロン、GFAP 陽性のアストロサイト、3
系統にそれぞれ分化することを確認できた（Figure 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. 移植した神経幹細胞が生着し、脊髄損傷後の髄鞘再生に寄与していることを明らかにした。 
胸髄損傷後の成体ラットに神経幹細胞を移植し、移植後 3 ヶ月の時点で脊髄の組織切片を作成した。免
疫組織学的染色で、生着した神経幹細胞（STEM121陽性細胞）の一部は、髄鞘のマーカーである Kv1.2
と Casprが陽性であった（Figure 3）。移植された神経幹細胞は脊髄損傷後の髄鞘再生に寄与していると考
えられた。また組織学的定量評価において、HAMC-ChABC と細胞移植を併用したグループにおける
Kv1.2/Caspr 陽性の髄鞘髄鞘数は、ChABC を併用していない細胞移植のグループよりも有意に多いこと
が分かった。この結果は、ChABCが生着した移植細胞による髄鞘形成を促進させることを示している。 
 
 

Figure 1 

Figure 2 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. 神経幹細胞移植が、脊髄損傷後のシナプス形成を増加させることを明らかにした。 
胸髄損傷後の成体ラットに神経幹細胞を移植し、移植後 3 ヶ月の時点で脊髄の組織切片を作成した。免
疫組織学的染色で、損傷部の尾側に位置するニューロンに接続しているシナプス分子の数を定量した。

HAMC-ChABCと細胞移植を併用したグループにおける神経細胞に接続する Synaptophysin陽性 boutonの
数（軸索終末）は、ChABCを併用していない細胞移植のグループよりも有意に多いことが分かった（Figure 
4）。この結果は、ChABCが生着した移植細胞によって、脊髄損傷後のシナプス形成が促進されることを
示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに我々は、この drNPCを実際にベッドサイドへ臨床応用するのに際して、適切な培養条件を調べる
ため、様々な培養条件下で神経幹細胞を培養し、その治療効果について比較した。また、この研究には

脊髄損傷モデルとして、頚髄圧挫損傷モデルを採用した。これまでの報告では、動物モデルの脊髄損傷

は中位から下位の胸髄損傷が採用されてきた。しかし、実際の臨床現場では脊髄損傷患者のうち約 60％
が頚髄損傷患者と言われている。頚髄損傷後には、下肢機能だけではなく上肢機能や体幹機能も障害を

受けるため、ヒトの臨床症状に即した研究を進めるためには頚髄損傷モデルへの細胞移植が必要である

と考えた。派遣先機関では、再現性の高いラット頚髄圧挫損傷モデルが確立されており（Forgione et al., 
Journal of Neurotrauma, 2014）、この損傷モデルを用いて細胞移植の効果を検討することで、臨床応用に向
けた効果的な研究デザインを構築することが可能であると考えられる。 
 
 
 

Figure 3 

Figure 4 



4.異なる培養条件の神経幹細胞移植を比較し、候補を 3つに絞り込んだ。 
定量的 PCRの結果、オリゴデンドロサイトへの分化能の観点から、候補となる神経幹細胞の培養条件を
3つ（drNPC-M3, drNPC-O2, oNPC-M3）まで絞り（Figure 5 and 6）、これら 3種の神経幹細胞をラットの
損傷頚髄に移植し、移植後の組織学的評価および細胞移植後の運動機能について調べた。 
	
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. 神経幹細胞移植が、頚髄損傷後の残存髄鞘を増加させることを明らかにした。 
組織学的評価の結果、細胞移植によって残存面積は対照群（細胞移植なし）に比較して有意に多く、ま

た残存髄鞘面積も多かった（Figure 7 and 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに組織学的評価の結果、生着した神経幹細胞（STEM121 陽性細胞）は MBP 陽性を示し、NF200 陽
性の軸索を取り囲んでいた。この所見は、分化した移植細胞が髄鞘の再生に直接的に寄与していること

を示している（Figure 9 and 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 Figure 6 

Figure 7 Figure 8 

Figure 9 Figure 10 



また、頚髄損傷モデルのラットに細胞移植を行い、移植後 3ヶ月の時点まで運動機能解析を行った。Grip 
strength testでは、細胞移植群が対照群に比較して有意な運動機能回復を示した（Figure 11）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに CatWalk を用いた歩行解析においても、細胞移植群が対照群に比較して有意な運動機能回復を示
した（Figure 12）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回我々は drNPCを損傷脊髄に移植し、その治療効果の一部を明らかにした。移植された drNPCは移植
後 3 ヶ月経過した時点でも損傷脊髄内に生着しておりており、免疫拒絶を受けることなく生着し得るこ
とが確認できた。また生着した移植細胞による腫瘍形成も認められなかった。神経幹細胞はヒト体細胞

から直接誘導されて形成された細胞で、神経系の細胞へ分化誘導し易く、臨床応用を考慮する上で有用

だと考えられる。 
 
生着した細胞は、オリゴデンドロサイトやニューロンに分化することで、脊髄損傷後の髄鞘形成やシナ

プス形成を高める働きをしていた。また、移植細胞が神経系の細胞に分化し、組織的な再生に寄与した

だけではなく、移植した細胞が発現する液性因子が損傷脊髄に対して保護的に機能した可能性も考えら

れた。今後はこの drNPC移植を臨床応用するために、ブタ・サルをはじめとした、より大型の動物種へ
の応用を考慮している。	
  

Figure 11 

Figure 12 



申請者は今回の研究期間中に、脊髄損傷の病態ならびに脊髄損傷に対する幹細胞移植・バイオマテリア

ルを用いた治療方法の進歩についての総説を作成し、英文雑誌に発表した。	
 

	
 

（掲載された総説より）	
 

Figure:	
 急性期・亜急性期・慢性期における損傷脊髄の病態についての説明	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 



（掲載された総説より）	
 

Figure:	
 脊髄損傷に対する移植細胞の働きについての説明	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

上記研究プロジェクトの推進と並行して、脊髄損傷に対する手術治療方法に関するシステマティックレ

ビュー、ならびに脊髄損傷に対する急性期治療の Textbook	
 chapter の執筆を派遣期間中に行った。	
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