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緒緒  言言  

 
これまでに我々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［1］。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［2，3］。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［4］。
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。我々は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、ヒト血液中の造血幹細胞に特定の初期化遺伝子

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）を作製することができる。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製することが可能で、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。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。 
 

方方  法法  

 
11．． 実実験験動動物物  
成体（8週齢、メス）の免疫不全ラットを使用した。 

22．． 脊脊髄髄損損傷傷作作製製  
ラットを全身麻酔後、第 7 胸髄圧挫損傷モデル・第 6 頚髄圧挫損傷モデルを作製した。損傷後、傍脊柱筋を縫合し、

皮膚を縫合した。麻酔から覚醒し、体温が元に戻るまで体温管理を専用チャンバーで行った。脊髄損傷2週後にdrNPC
を損傷部周囲（頭側に2箇所、尾側に2箇所）に移植した。 
33．． 免免疫疫組組織織学学的的解解析析  
再度麻酔下に経心臓的に生理食塩水で実験動物を脱血後、4％パラホルマリンで還流固定した。採取した脊髄をさら

に4％パラホルマリンを用いて4℃で24時間固定した。その後10％スクロース24時間、30％スクロース24時間で脱

水し、OCT コンパウンドで包埋し、液体窒素で凍結後－20℃で使用するまで保存した。脊髄の凍結切片はクライオス

タットで20μmの厚さで作製し、スライドガラスに付着させて作製した。免疫染色のために10％ヤギ血清を含む0.01％
TritonX-100で60分ブロッキング後に一次抗体と反応させた。一次抗体を12時間4℃で反応させた。切片をリン酸緩

衝生理食塩水で洗浄後、Alexa Fluor蛍光標識二次抗体と反応させた（Invitrogen、Carlsbad、USA）。核染色はDAPI
を使用した。画像は BZ-9000 顕微鏡システム（Keyence、Osaka、Japan）もしくは蛍光顕微鏡（BX51：Olympus、
Tokyo、Japan）で撮影した［5］。 
44．． 定定量量的的PPCCRR  

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen、Hilden、Germany）を用いてRNAを抽出した。採取されたRNAはOligo-
dTプライマーと反応後、Primer Script Reverse Transcriptase（Takara、Shiga、Japan）を用いて逆転写反応を行い、

相補的DNAに変換して－30℃で保存した。定量的RT-PCRは目的遺伝子特異的なプライマー、SYBR Premix Dimmer-
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Eraser（TaKaRa）、相補的 DNA の混合液 20μl で行った。各遺伝子の発現レベルは glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）で補正して比較を行った。 
55．．定定量量的的解解析析  
頚髄損傷後の組織切片を上記の通りに作製した。矢状断脊髄組織切片上の髄鞘面積を BZ-9000 顕微鏡システム

（Keyence）とBZⅡ-Analyzer（Keyence）を用いて定量化した 
66．．運運動動機機能能評評価価  
脊髄損傷後は1週おきに経時的な運動機能評価（Grip strength test）を行った［6］。 

77．．統統計計解解析析  
髄鞘面積についてはone-way factorial analysis of variance（ANOVA）with post-hoc Tukey-Kramerテストを用い

て、p＜0.05を有意差ありとした。経時的な運動機能評価については two-way repeated-measures ANOVA with post-
hoc Tukey-Kramerテストを用いて、p＜0.05を有意差ありとした。各データは平均±標準誤差で表示した。 

 
結結  果果  

  

11．．神神経経幹幹細細胞胞がが iinn  vviittrrooでで33系系統統にに分分化化すするるここととをを確確認認ししたた  
神経幹細胞を培養後に免疫組織学的染色を行い、蛍光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（図1）。 
 

 
図1．神経幹細胞が in vitroで3系統へ分化能を有する 

採取した神経幹細胞はNestin陽性の分化能を有する細胞であり、O1陽性のオリゴデン

ドロサイト、βⅢ-tublin陽性のニューロン、GFAP陽性の細胞へと分化することを明ら

かにした。スケールバー：50μm。 
 
22．．神神経経幹幹細細胞胞がが iinn  vviivvooでで33系系統統にに分分化化すするるここととをを確確認認ししたた  
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製した。免疫組織学的染

色を行い、蛍光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

（図2）。 
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図2．神経幹細胞が in vivoで3系統へ分化能を有する 

生着した神経幹細胞はNestin陽性の分化能を有する細胞であり、APC陽性のオリゴデンドロ

サイト、Fox3 陽性のニューロン、GFAP 陽性の細胞へと分化することを明らかにした。スケ

ールバー：20μm。 
 
33．．移移植植ししたた神神経経幹幹細細胞胞がが生生着着しし、、脊脊髄髄損損傷傷後後のの髄髄鞘鞘再再生生にに寄寄与与ししてていいるるここととをを明明ららかかににししたた  
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製した。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

（図 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。 

図3．神経幹細胞が髄鞘の再生に寄与している 
STEM121（ヒト細胞マーカー）陽性である神経幹細胞は生着後にKｖ1.2陽性かつCaspr
陽性を示しており、髄鞘形成を促進していることが推測された。スケールバー：5μm。 

 
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。頚髄損傷モデルを用いて細胞移植の効果を検討することとした。 
44．．異異ななるる培培養養条条件件のの神神経経幹幹細細胞胞移移植植をを比比較較しし、、候候補補をを33つつにに絞絞りり込込んんだだ  
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（表1、図4）、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。 
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      表1．候補となる神経幹細胞の各培養条件 

 

 
図4．神経幹細胞の遺伝子発現解析結果のヒートマップ 

オリゴデンドロサイトの分化傾向が高いと思われる 3 種類の神経幹細胞

グループを移植細胞の候補とした。 
 
55．．神神経経幹幹細細胞胞移移植植がが、、頚頚髄髄損損傷傷後後のの残残存存髄髄鞘鞘をを増増加加ささせせるるここととをを明明ららかかににししたた  
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（図5、6）。 

図5．神経幹細胞が脊髄損傷後の髄鞘修復を促進する 
髄鞘マーカーである MBP ならびにアストロサイトマーカーである GFAP の各抗体

を用いた免疫組織染色の結果を示している。損傷中央部では移植後の髄鞘面積が有意

に増加している。スケールバー：500μm。 
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図6．神経幹細胞が脊髄損傷後の髄鞘修復を促進する。 

残存する脊髄横断面面積（A）と横断面の MBP 陽性面積（B）の比較を示している。    
one-way factorial analysis of variance（ANOVA）with post-hoc Tukey-Kramerテス

トを用いて、p＜0.05を有意差ありとした。 
 
66．．神神経経幹幹細細胞胞移移植植がが、、頚頚髄髄損損傷傷後後のの機機能能回回復復をを促促進進ささせせるるここととをを明明ららかかににししたた  
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（図7）。 

 
図7．神経幹細胞移植が脊髄損傷後の機能回復を促進する 

A) Grip strength test を用いた運動機能評価による運動機能の推移を示している。神

経幹細胞移植を施行された3グループでは有意な運動機能の改善を認めている。 
B) 細胞移植後3ヶ月の時点での各群におけるGrip strength testの結果を示している。 
two-way repeated-measures ANOVA with post-hoc Tukey-Kramerテストを用いて、 

p＜0.05を有意差ありとした。 
 

考考  察察  

 
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を高める働きをして

いた［7～9］。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［10］。 
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