
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を有効成分とすることを特徴
とする神経損 治療薬。
【請求項２】
顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を発現することができるベク
ターであることを特徴とする請求項１記載の神経損 治療薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
本発明は、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を有効成分とする
、神経再生を促し、脊髄損傷を含む中枢神経系損 治療薬、特に遺伝子治療に応用可能
な治療薬に関する。
【０００２】
背景技術
脊髄損傷の多くは外傷性で、その原因は交通事故、スポーツ、労災などであるが、非外傷
性のものとしては、炎症、出血、腫瘍、脊椎変形などが原因となっている。病態は、脊髄
実質に出血、浮腫を基板とした脊髄の挫滅と圧迫病変であり、損傷部位に対応する神経障
害が生じる。主な臨床症状として、障害レベル以下に、不全あるいは完全運動及び知覚麻
痺が出現し、また、頚髄損傷では、特有な合併症として呼吸麻痺と過高熱（または過低熱
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）がみられる。上記神経障害の改善、特に運動障害の改善は、寝たきり老人増加の防止や
ＱＯＬ (Quality of Life)の向上に直結しており、近年の平均寿命の延長とともにその重
要性が高まりつつある。
【０００３】
上記脊髄損傷の治療法として行なわれているのは、物理的な圧迫や傷害を除去するための
外科的手術と、受傷急性期の脊髄浮腫に対してのステロイド療法である（ N. Engl. J. Me
d. 322, 1405-1411, 1990、 J. Neurosurg 93, 1-7, 2000）。ステロイド剤の中ではメチ
ルプレドニゾロンの大量投与が脊髄損傷に伴う神経症状の改善に有効であると報告されて
いる（ J.Spinal Disord. 5(1), 125-131, 1992）が、ステロイド剤の大量投与は全身的副
作用も強く発現し、コントロールが難しいことに加えて、感染症を伴う脊髄損傷では感染
防御機能低下をきたすという問題点がある。また、さらに現在ステロイド大量投与療法の
有効性についてさえ議論されている。以上の様に現在まで、脊髄損傷に対する有効な治療
薬はなく、新しい治療薬の開発が切望されている。上記以外の脊髄損傷の治療方法として
報告されているものは、インビトロで炎症関連サイトカインにより前処理された神経膠星
状細胞を中枢神経系（ＣＮＳ）中の損傷部位に、治療上有効な量を移植する方法（特表２
０００－５０３９８３号公報）や、同種の単核貪食細胞（単球、マクロファージ等）を、
損傷または疾患部位に、あるいはその近傍の中枢神経系（ＣＮＳ）に投与することにより
、哺乳動物ＣＮＳにおける神経軸索再生を促進する方法（ J. Mol. Med. 77, 713-717, 19
99、 J. Neurosci. 19(5), 1708-16, 1999、 Neurosurgery 44(5), 1041-5, 1999、 Trends.
 Neurosci 22(7), 295-9, 1999）（特表平１１－１３３７０号公報）などである。また、
明確な機序は不明であるが、 spinal cord homogenateによる vaccinationや髄鞘蛋白質で
ある myelin basic proteinに特異的なＴ細胞を投与することにより、脊髄損傷後の運動維
持の回復を促進させたという報告もなされている（ Neuron 24, 639-647, 1999、 Lancet 3
54, 286-287, 2000）。
【０００４】
他方、樹状細胞（ Dendritic Cell：ＤＣ）は造血幹細胞由来の樹枝状形態をとる細胞集団
で、生体内に広く分布している。未成熟樹状細胞は、それぞれの組織に侵入したウイルス
や細菌をはじめとする異物を認識して取り込み、リンパ系器官Ｔ細胞領域への移動の過程
で消化分解してペプチドを生成し、ＭＨＣ分子に結合させて細胞表面に提示することによ
り抗原特異的なＴ細胞を活性化して免疫応答を誘導する抗原提示細胞としての役割を担っ
ている（ Ann. Rev. Immunol. 9, 271-296, 1991、 J. Exp. Med. 185, 2133-2141, 1997）
。
【０００５】
樹状細胞は、その分布が広範であるものの各組織における密度が高くなかったために多数
の細胞の調製は困難であったが、未熟な前駆細胞の培養に分化増殖因子を添加することに
よりインビトロで多数の細胞が容易に調製可能になったことを受け、免疫賦活化剤として
樹状細胞を利用することが検討され始めている（ J. Exp. Med. 183, 7-11, 1996）。とり
わけ、微弱な腫瘍免疫応答に対して樹状細胞に抗原をパルスすることにより特異的に免疫
応答を増強しようとするものである。動物実験では、腫瘍由来のタンパク質や抗原ペプチ
ドを提示した樹状細胞により特異的ＣＤ８ +細胞障害性Ｔ細胞が誘導されることが示され
ており、ヒトでも同様に腫瘍由来のタンパク質や抗原ペプチドを樹状細胞とともに生体に
戻すことにより腫瘍の減少あるいは消失が報告されている。一方、サイトカインであるＩ
Ｌ－１２は主に抗原提示細胞である上記樹状細胞やＢ細胞から分泌され、Ｔ細胞やＮＫ細
胞に働き、その高い抗腫瘍活性が報告されている（ J. Exp. Med. 178, 1223-1230, 1993
、 J. Exp. Med. 189, 1121-1128, 1999）。このように、ＩＬ－１２は癌の治療薬として
注目されており、癌に対する新しい免疫療法として臨床治験が行われていたが、神経系に
対しては従来全く用いられていなかった。
【０００６】
他方、動物モデルを用いた脊髄損傷の研究において最も重要なことの一つに運動機能評価
が挙げられる。かかる運動機能評価は簡便で、かつ高い再現性を有することが望まれてい
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る。しかし、従来の運動機能評価法は、動物の歩行動作を多岐にわたるチェック項目での
合計点（最高２１点）で評価するＢＢＢスコア法（ J Neurosung 93, 266-75, 2000）など
、後肢個々の関節の動き、及びそれらの協調運動や全体としての歩行状態に注目したもの
が多く、運動の様子をビデオテープに録画して、録画後に詳細な計測を必要とするものも
あり、煩雑で、実験者による個人差を生じやすいという問題があった。
【０００７】
脊髄損傷を含む中枢神経系の損傷は極めて治療困難な疾患で、前記のように現在まで有効
な治療法がなく、新たな治療法の開発が強く望まれている。また高齢化に伴い、神経系疾
患に罹患する患者数は増加する傾向にあり、大きな社会問題となっている。しかし、中枢
神経系は再生が極めて困難な臓器であり、また免疫反応が起こりにくい特殊な臓器である
。前記の Schwartzらによるマクロファージを用いて中枢神経系（ＣＮＳ）の神経軸索再生
を促進させる方法においては、マクロファージのいかなる機能が軸索の再生に働きかける
のかは明らかではなかった。また、マクロファージ等の細胞を用いる場合、投与方法が限
定されるばかりでなく、その取り扱いが繁雑で、生細胞を用いるだけに再現性のある治療
効果が得られにくいという問題があった。本発明の課題は、損傷部位局所に注入するだけ
でなく、皮下又はリンパ節近傍や静脈内投与を含む様々な投与法が可能であり、取り扱い
が簡便でかつ長期保存が可能で、いつでも大量に調製することができる、優れた神経再生
促進作用を有する脊髄損傷を含む中枢神経系損 の神経機能不全疾患の治療薬を提供す
ることにある。
【０００８】
中枢神経系は他の組織と異なり、免疫系から隔絶された組織である。しかし、最近、本発
明者らはマウス脳腫瘍モデルを用いた実験により、何の刺激もされていない未熟なＴ細胞
は中枢神経系内へ侵入できないが、脳内の抗原により活性化されたＴ細胞は血液脳関門を
通過して、脳腫瘍と反応しうることを報告している（ Neuro-Oncology 1, S105, 1999）。
また、神経特異的なＴ細胞を投与することにより、中枢神経損傷の機能回復を促進したと
いう報告がある（ Lancet 354, 286-287, 2000）。神経特異的なＴ細胞が血液脳関門を通
過して中枢神経系内でどういう形で機能するかは、何らかのサイトカインの放出を介して
なのか、直接神経細胞や軸索に付着して作用するのかなど未だ不明であるが、免疫系の介
入による神経再生の可能性が示されている。一方、神経特異的なＴ細胞を誘導するために
は、抗原提示細胞により神経系の抗原を取り込み、細胞内で処理した抗原ペプチドをＴ細
胞へ提示する必要がある。
【０００９】
本発明者らは、脊髄損傷時において損傷組織の排除は極めて重要な第一段階であり、抗原
を取り込み、Ｔ細胞に対する抗原提示能力が最も高い樹状細胞の特定のサブセットを脊髄
損傷モデルマウスの損傷部位に直接移植することにより、脊髄機能の回復が促進されるこ
とを初めて実証した。上記の脊髄機能の回復促進の実証には、本発明者らにより確立され
た脊髄損傷マウスにおける運動機能評価方法が用いられた。この運動機能評価方法は、薬
物の鎮静効果などの解析を目的として運動量の計測に使用されていた装置を脊髄損傷後の
運動機能評価に応用したものである。本発明者らは、Ｔ細胞の活性化を含む中枢神経系内
の環境変化をもたらす樹状細胞から分泌される物質や樹状細胞を誘導・増殖若しくは活性
化する物質をターゲットとし、候補物質を脊髄損傷モデルマウス損傷部位に投与し、上記
の脊髄損傷マウスにおける運動機能評価方法によりスクリーニングしたところ、癌の治療
薬としては広く用いられているが、神経系では全く用いられていないＩＬ－１２や、ＧＭ
－ＣＳＦが、樹状細胞と同様に脊髄機能の回復を促進することを見い出した。また、上記
のように、樹状細胞サブセットを損傷脊髄内に移植することにより、有意な運動機能の回
復が認められたことから、樹状細胞から分泌される神経再生を促す物質の解析を行なった
ところ、樹状細胞が神経栄養因子を発現し、また実際に分泌していることを確認した。本
発明はこれらの知見により完成するに至ったものである。
【００１０】
発明の開示
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すなわち本発明は、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を有効成
分とすることを特徴とする神経損 治療薬（請求項１）や、顆粒球－マクロファージコ
ロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を発現することができるベクターであることを特徴とす
る請求項１記載の神経損 治療薬（請求項２）に関する。
【００１１】
発明を実施するための最良の形態
本発明の神経損傷又は神経機能不全疾患治療薬としては、樹状細胞から分泌される物質や
、樹状細胞を誘導・増殖させる物質や、樹状細胞を活性化する物質や、神経組織中の神経
栄養因子の発現を誘導する物質や、神経組織中のマイクログリア、マクロファージを誘導
・増殖させる物質であって、神経損傷又は神経機能不全疾患の予防効果、症状改善効果又
は治療効果を有する物質（以下これら物質を総称して「樹状細胞関連有効物質」という）
や、それら物質の混合物を有効成分とするものを挙げることができ、上記樹状細胞から分
泌される物質としてはＩＬ－１２、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＦＮ－γなどのサイトカ
インを好適に例示することができ、樹状細胞を誘導・増殖させる物質としてはＧＭ－ＣＳ
Ｆ、ＩＬ－４などのサイトカインを好適に例示することができ、樹状細胞を活性化する物
質としてはＩＬ－１β，ＣＤ４０Ｌなどを好適に例示することができ、損傷後の神経組織
中の神経栄養因子の発現を誘導する物質としてはＧＭ－ＣＳＦなどのサイトカインを好適
に例示することができ、損傷後の神経組織中のマイクログリア、マクロファージを誘導・
増殖させる物質としてはＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦなどのサイトカインを好適に例示する
ことができる。上記神経栄養因子としては、インビボでの神経再生効果やマイクログリア
の増殖、食作用の増強を誘導するＮＴ－３、損傷脊髄の運動ニューロンの変性、脱落を抑
制するＢＤＮＦ、コリン作動性ニューロンの神経栄養因子ＮＧＦ、脊髄の運動知覚両神経
に対し変性・細胞死保護の効果を有するＣＮＴＦなどを挙げることができる。
【００１２】
樹状細胞から分泌される物質や、樹状細胞を誘導・増殖させる物質や、樹状細胞を活性化
する物質や、神経組織中の神経栄養因子の発現を誘導する物質や、神経組織中のマイクロ
グリア、マクロファージを誘導・増殖させる物質としては、樹状細胞の誘導・増殖作用等
を有するそれぞれ公知の物質を用いることができるが、例えば、樹状細胞から分泌される
物質は、樹状細胞をインビトロで培養することにより得ることができ、樹状細胞の誘導・
増殖作用を有する物質は、候補物質の存在下に樹状細胞をインビトロで培養し、樹状細胞
の誘導・増殖の程度を測定・評価することにより得ることができ、樹状細胞を活性化する
物質は、候補物質の存在下に樹状細胞をインビトロで培養し、樹状細胞の神経栄養因子産
生能の程度を測定・評価することにより得ることができ、神経組織中の神経栄養因子の発
現を誘導する物質は、候補物質を投与した損傷した神経組織中の神経栄養因子の発現・誘
導の程度を測定・評価することにより得ることができ、神経組織中のマイクログリア、マ
クロファージを誘導・増殖させる物質は、候補物質を投与した損傷した神経組織中の、貧
食能が強い活性型マイクログリア及び脊髄外から流入したモノサイト由来のマクロファー
ジと考えられるアメーバ状（ ameboid）細胞や、貧食能は乏しいが種々の神経栄養因子や
サイトカインを分泌する活性型マイクログリアと考えられる分枝状（ ramified）細胞の誘
導・増殖の程度を測定・評価することにより得ることができる。
【００１３】
上記樹状細胞関連有効物質を神経損傷又は神経機能不全疾患治療薬として用いる場合は、
薬学的に許容される通常の担体、結合剤、安定化剤、賦形剤、希釈剤、ｐＨ緩衝剤、崩壊
剤、可溶化剤、溶解補助剤、等張剤などの各種調剤用配合成分を添加することができる。
またかかる治療剤は、経口的又は非経口的に投与することができる。すなわち通常用いら
れる投与形態、例えば粉末、顆粒、カプセル剤、シロップ剤、懸濁液等の剤型で経口的に
投与することができ、あるいは、例えば溶液、乳剤、懸濁液等の剤型にしたものを注射の
型で非経口に局所に投与することができる他、スプレー剤の型で鼻孔内投与することもで
きる。
【００１４】
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また、上記樹状細胞関連有効物質として、該物質を発現することができるベクターを用い
ることができ、遺伝子治療として、かかるベクターを局所投与する場合、樹状細胞関連有
効物質を有効成分とする治療薬を局所投与する場合に比べて、該物質の安定した発現によ
り、樹状細胞関連有効物質を局所に安定的に供給することが可能になる。多くの樹状細胞
関連有効物質は半減期がきわめて短く、不安定であるのに対して、樹状細胞関連有効物質
を発現することができるベクターを用いて、神経損傷部位の細胞へ遺伝子導入することに
より、所定の期間の安定した発現を得ることができる。このようなベクターとしては、ヘ
ルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクター、アデノウイルスベクター、ヒト免疫不全ウイルス（
ＨＩＶ）ベクター等のウイルスベクターを好適に挙げることができるが、これらウイルス
ベクターの中でもＨＳＶベクターが好ましい。ＨＳＶベクターは、神経親和性が高く、Ｈ
ＳＶが細胞の染色体ＤＮＡに組み込まれないため安全であり、また、導入遺伝子の発現期
間を調節することが可能である。また、樹状細胞関連有効物質を発現するウイルスベクタ
ーは、常法により調製することができる。
【００１５】
また、本発明の神経損傷又は神経機能不全疾患治療薬としては、樹状細胞、特に好ましく
は神経栄養因子ＮＴ－３を分泌する樹状細胞サブセットを有効成分とするものを挙げるこ
とができ、上記神経栄養因子ＮＴ－３を分泌する樹状細胞サブセットとしては、インビボ
での神経再生効果やマイクログリアの増殖、食作用の増強を誘導するＮＴ－３に加えて、
脊髄運動知覚両神経に対し変性・細胞死保護の効果が示すＣＮＴＦ、マイクログリアやマ
クロファージ由来の細胞障害性物質の放出の抑制作用を有するＴＧＦ－β１、各種ニュー
ロン（コリン・カテコールアミン・ドーパミン作動性）に対する保護効果を誘導するＩＬ
－６を発現する未成熟樹状細胞サブセットや、ＮＴ－３に加えて、ＣＮＴＦ、ＴＧＦ－β
１、ＩＬ－６、神経保護効果の認められているＥＧＦを発現する成熟樹状細胞サブセット
が好ましく、細胞表面にＣＤ１１ｃの表面マーカーを有する未成熟樹状細胞サブセットや
該未成熟樹状細胞に由来する成熟樹状細胞サブセットを例示することができる。
【００１６】
そして、上記成熟樹状細胞サブセットとして、ＬＰＳ、ＩＬ－１、ＴＮＦ－α、ＣＤ４０
Ｌ等の未成熟樹状細胞を成熟させるための刺激剤の存在下で、未成熟樹状細胞サブセット
をインビトロで培養することにより得られる成熟樹状細胞サブセットを用いることもでき
る。この場合、ＮＴ－３等の神経栄養因子の発現が変化して、より高い再生効果を誘導す
ることができる可能性がある。また、ＭＢＰ（ myelin basic protein）、ＭＡＧ（ myelin
-associated glycoprotein）等のミエリン蛋白やＮｏｇｏ等の神経軸索の伸展を抑制する
因子などの神経系のタンパク質若しくはペプチド、又はそれらをコードする遺伝子がイン
テグレイトされたウイルスベクター等の発現系が導入された（取り込まれた）成熟樹状細
胞サブセットを用いることもできる。
【００１７】
神経栄養因子ＮＴ－３を分泌する樹状細胞サブセットは、例えば、末梢血等に対し密度遠
心分離処理等の前処理を行った後、樹状細胞表面抗原に対するモノクローナル抗体を用い
てＦＡＣＳでソートする方法や、樹状細胞表面抗原に対する磁気ビーズ結合モノクローナ
ル抗体を用いる分離方法等により樹状細胞サブセットを分離し、それらの中からＮＴ－３
を分泌する樹状細胞サブセットを選択することにより得ることができる。かかる神経栄養
因子ＮＴ－３を分泌する樹状細胞サブセットは脊髄等の神経損傷部位に移植することがで
きる。また、特に、上記神経系のタンパク質若しくはペプチド、又はそれらをコードする
遺伝子の発現系が導入された（取り込まれた）成熟樹状細胞サブセットは、皮下又はリン
パ節近傍へ投与することができる。以上のように、本発明の神経損傷又は神経機能不全疾
患の治療方法としては、前記樹状細胞関連有効物質や神経栄養因子ＮＴ－３を分泌する同
種の樹状細胞サブセットを有効成分とする神経損傷又は神経機能不全疾患治療剤を、神経
損傷部位、皮下若しくはリンパ節近傍、又は静脈内に投与（移植）する方法を例示するこ
とができる。
【００１８】
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以下に、実施例を挙げてこの発明を更に具体的に説明するが、この発明の技術的範囲はこ
れらの実施例に限定されるものではない。
実施例１（脊髄損傷モデルＢＡＬＢ／ｃマウスの作製）
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウス（ｎ＝９）をそれぞれ用い、エーテル麻酔下に第８胸
椎椎弓切除を行い、尖刃にて脊髄を左半切した脊髄損傷モデルマウス（損傷群；◇）を作
製した。脊髄損傷後にこのマウスは左下肢の麻痺を呈した。コントロール（対照群；□）
として椎弓切除のみを行った、生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウス（ｎ＝９）を用いた。
手術後、急性期として２、４日目、亜急性期として７日目、慢性期として１４、２１、２
８、５６日目の上記各マウスの自発運動量を、行動解析装置ＳＣＡＮＥＴ  ＭＶ－１０（
東洋産業；４２６ｍｍ四方の正方形内に縦横に走行する近赤外線センサー１４４組を上下
に２段重ねに設置した装置）を用いて計測し運動機能評価を行った。なお、自発運動量の
計測としては、大小２種類の水平方向の動き（ Movement１、２；Ｍ１、Ｍ２と略し、Ｍ１
は１２ｍｍ以上、Ｍ２は６０ｍｍ以上動きがあったとき動作をしたとみなし、運動量を計
測する）、垂直方法の動き（ Rearing；ＲＧと略し、６．７５ｃｍ以上の立ち上がり動作
の回数を計測する）の形で検出し計測し、１匹あたり１０分間の計測を行うように設定し
た。ＢＡＬＢ／ｃ雌マウスを用いた場合の結果を図１に示す。なお、図中のｐ値は Studen
t's t testを用いて算出した（＊：ｐ＜０．０５、＊＊：ｐ＜０．０１）。これら対照群
と損傷群との各運動機能評価を比較した結果、水平方向の運動評価を示すＭ１（図１上段
）、Ｍ２（図１中段）では、急性期・亜急性期においては有意差が認められたが、慢性期
では有意差は認められなかった。一方、垂直方向の運動評価を示すＲＧでは両群間におい
て慢性期まで明らかな有意差が認められた（図１下段）。
【００１９】
実施例２（脊髄損傷モデルＣ５７ＢＬ／６マウスの作製）
また、上記生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウス（ｎ＝９）に代えて、生後６週齢のＣ５７
ＢＬ／６雌マウス（ｎ＝１６）を用いる以外は実施例１と同様に行動解析装置ＳＣＡＮＥ
Ｔ  ＭＶ－１０を用いて運動機能評価を行った。結果を図２に示す。なお、図中のｐ値は S
tudent's t testを用いて算出した（＊＊：ｐ＜０．０１）。これら対照群（□）と損傷
群（◇）との各運動機能評価を比較した結果、急性期・亜急性期・慢性期を通じて、水平
方向の運動評価を示すＭ１（図２上段）、Ｍ２（図２中段）では明らかな有意差は認めら
れなかった。一方、垂直方向の運動評価を示すＲＧでは両群間において慢性期まで明らか
な有意差が認められた（図２下段）。以上２種類の異なる系統のマウスの実験結果より、
水平運動量（Ｍ１、Ｍ２）は健側の下肢及び両上肢により代償され、左下肢の麻痺を正確
に評価できなかったのに対して、垂直方向運動（ＲＧ）は脊髄損傷後の運動機能を正確に
評価しうることが示された。
【００２０】
実施例３（脊髄損傷に対する樹状細胞の効果）
実施例１と同様の手術により脊髄損傷モデルマウス（ＢＡＬＢ／ｃ雌マウス）を作製し、
直ちにＲＰＭＩ１６４０培地のみ［コントロール（◇）、図３；ｎ＝１４、図４；ｎ＝６
］、又は、脾臓から単離した樹状細胞を含む抗原提示細胞［５×１０ 5個／マウス，ｎ＝
１３（図３；○）］若しくは免疫磁気ビーズ法にてＣＤ１１ｃ（＋）のサブセットをソー
トすることによって得られた樹状細胞［１×１０ 5個／マウス，ｎ＝６（図４；○）］を
脊髄損傷部位に移植した。また、脊髄損傷を加えないコントロールとして椎弓切除のみ施
行したマウスを用いた［図３；□（ｎ＝６）］。実施例１と同様に２、４、７、１４、２
１、２８、５６日目の各マウスの垂直方向の自発運動量を、行動解析装置ＳＣＡＮＥＴ  
ＭＶ－１０を用いて計測し運動機能評価を行った。それらの結果を図３及び図４に示す。
なお、図中のｐ値は Student's t testを用いて算出した（＊：ｐ＜０．０５、＊＊：ｐ＜
０．０１）。これらの結果から、ＣＤ１１ｃ（＋）樹状細胞サブセットを損傷部位に投与
することにより、コントロールと比較して垂直方向の運動量に有意な差が認められた。以
上のことから、神経損傷部位に樹状細胞を投与することにより脊髄機能の回復が促進され
ることが明らかになった。
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【００２１】
実施例４（脊髄損傷に対するＩＬ－１２の効果）
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウスを用いて、実施例１と同様に手術し脊髄損傷モデルマ
ウスを作製した。また、脊髄損傷を加えないコントロールとして椎弓切除のみを行った、
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウス（□；ｎ＝６）を用いた。脊髄損傷直後に、生理食塩
水のみ（◇；ｎ＝１４）又はＩＬ－１２（１００ｎｇ／マウス；ファーミンジェン社製，
○；ｎ＝１４）を５μｌ脊髄損傷部位に投与した後、実施例１と同様に２、４、７、１４
、２１、２８日目の各マウスの垂直方向の自発運動量を、行動解析装置ＳＣＡＮＥＴ  Ｍ
Ｖ－１０を用いて計測し運動機能評価を行った。その結果を図５に示す。なお、図中のｐ
値は Student's t testを用いて算出した（＊：ｐ＜０．０５、＊＊：ｐ＜０．０１）。こ
れらの結果から、ＩＬ－１２を損傷部位に投与することにより、生理食塩水の投与と比較
して垂直方向の運動量において明らかな有意差が認められた。以上のことから、神経損傷
部位にＩＬ－１２を投与することにより、上記樹状細胞を用いた場合と同様に、脊髄機能
の回復が促進されることが明らかになった。
【００２２】
実施例５（脊髄損傷に対するＧＭ－ＣＳＦの効果）
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウスを用いて、実施例１と同様に手術し脊髄損傷モデルマ
ウスを作製した。また、脊髄損傷を加えないコントロールとして椎弓切除のみを行った、
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウス（□；ｎ＝６）を用いた。脊髄損傷直後に、生理食塩
水のみ（◇；ｎ＝７）又はＧＭ－ＣＳＦ（１０ｎｇ／マウス； Genzyme社製，○；ｎ＝６
）を５μｌ脊髄損傷部位に投与した後、実施例１と同様に２、４、７、１４、２１、２８
日目の各マウスの垂直方向の自発運動量を、行動解析装置ＳＣＡＮＥＴ  ＭＶ－１０を用
いて計測し運動機能評価を行った。その結果を図６に示す。なお、図中のｐ値は Student'
s t testを用いて算出した（＊＊：ｐ＜０．０１）。これらの結果から、ＧＭ－ＣＳＦを
損傷部位に投与することにより、生理食塩水の投与と比較して垂直方向の運動量において
明らかな有意差が認められた。以上のことから、神経損傷部位にＧＭ－ＣＳＦを投与する
ことにより、上記樹状細胞を用いた場合と同様に、脊髄機能の回復が促進されることが明
らかになった。
【００２３】
実施例６（未成熟樹状細胞サブセット及び成熟樹状細胞サブセットの調製）
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌成熟マウスの脾臓より、免疫磁気ビーズ法にてＣＤ１１ｃ陽
性のサブセットを分離することにより未成熟樹状細胞を得た。具体的には、まず脾臓を１
００Ｕ／ｍｌコラーゲナーゼ (Worthington Biochemical Corporation社 )にてホモジェネ
ートした後、分離しにくい被膜部分をさらに４００Ｕ／ｍｌコラーゲナーゼにて３７℃、
５％ＣＯ 2下に２０分間インキュベートして、細胞を分離した。得られた細胞を３５％Ｂ
ＳＡ溶液中に浮遊させて、遠心管中でさらにＲＰＭＩ１６４０＋１０％胎仔血清を重層さ
せた後、４℃、３０００ｒｐｍ、３０分間遠心し、３５％ＢＳＡ溶液とＲＰＭＩ１６４０
＋１０％胎仔血清溶液との境界層の細胞を回収した。次に得られた細胞に対して、ＣＤ１
１ｃ抗原に対する磁気ビーズ結合モノクローナル抗体（２×１０ 8ビーズ、 Miltenyi Biot
ec社）を４℃１５分間反応させ、ビーズ結合細胞を磁気により分離することにより、未成
熟樹状細胞サブセットが濃縮された画分を得た。また、得られた未成熟樹状細胞サブセッ
トをＲＰＭＩ１６４０＋１０％胎仔血清の培養液中で３７℃、５％ＣＯ 2下２４時間培養
することにより成熟樹状細胞サブセットを得た。
【００２４】
実施例７（樹状細胞における神経栄養因子の遺伝子発現）
未成熟樹状細胞サブセット及び成熟樹状細胞サブセットのそれぞれの細胞からＴＲＩｚｏ
ｌ（ Life Technologies社）を用いて全ＲＮＡを抽出し、各５μｇの全ＲＮＡからＡＭＶ
（ Avian Myeloblastosis Virus）逆転写酵素とオリゴ（ｄＴ）プライマーを用いて、４２
℃で６０分間インキュベートし、総量２００μｌのｃＤＮＡを合成した。β－アクチンの
プライマーを用いてＰＣＲを施行し、遺伝子発現を確認した後、各神経栄養因子について
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それぞれの条件下でＰＣＲを行った。ＰＣＲは１μｌのｃＤＮＡをテンプレートとしてＥ
ｘｔａｑ（ＴＡＫＡＲＡ社）の反応酵素を用いて、サーマルサイクラー（ Perkin-Elmer社
）により遺伝子を増幅した。用いたプライマーとＰＣＲ条件を［表１］に示す。なお混入
したゲノミックＤＮＡから増幅された遺伝子産物でないことを示すために、コントロール
として全ＲＮＡをテンプレートとして、それぞれＰＣＲ反応を行なった。未成熟樹状細胞
サブセットにおける結果を図７に、成熟樹状細胞サブセットにおける結果を図８にそれぞ
れ示す。
【００２５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００２６】
未成熟樹状細胞では、インビボでの神経再生効果やマイクログリアの増殖、食作用の増強
を誘導するＮＴ－３、脊髄運動知覚両神経に対し変性・細胞死保護の効果を有するＣＮＴ
Ｆ、マイクログリアやマクロファージ由来の細胞障害性物質の放出の抑制作用を有するＴ
ＧＦ－β１、各種ニューロン（コリン・カテコールアミン・ドーパミン作動性）に対する
保護効果を誘導するＩＬ－６の発現が確認された（図７）。また、成熟樹状細胞では、Ｎ
Ｔ－３、ＣＮＴＦ、ＴＧＦ－β１、ＩＬ－６に加え、神経保護効果の認められているＥＧ
Ｆの発現が確認された（図８）。それぞれの遺伝子について、ゲルからｃＤＮＡを抽出し
て塩基配列を解析し、発現産物がそれぞれＮＴ－３、ＣＮＴＦ、ＴＧＦ－β１、ＩＬ－６
及びＥＧＦであることを確認した。
【００２７】
実施例８（神経栄養因子ＮＴ－３の分泌）
さらに神経再生のために最も重要と考えられている神経栄養因子の一つであるＮＴ－３に
関して、実際に樹状細胞から分泌されているかをＮＴ－３イムノアッセイシステム（ Prom
ega社製）を用いたＥＬＩＳＡ法にて解析した。実施例１と同様にして、生後６週齢のＢ
ＡＬＢ／ｃ雌成熟マウスの脾臓から、免疫磁気ビーズ法によりＣＤ１１ｃ陽性の未成熟樹
状細胞分離した。このＣＤ１１ｃ陽性の未成熟樹状細胞１×１０ 5個を、ＲＰＭＩ１６４
０＋１０％胎仔血清の培養液中で３７℃、５％ＣＯ 2下２４時間インキュベートした後、
その培養上清を回収した。コントロールとしてＲＰＭＩ１６４０のみ、及びＣＤ４陽性Ｔ
細胞、ＣＤ８陽性Ｔ細胞それぞれ１×１０ 5個を用いた。２種の抗ＮＴ－３抗体を用いた
サンドイッチＥＬＩＳＡ法により上清中のＮＴ－３を定量的に解析した結果、１×１０ 5

個の樹状細胞が２４時間で約１．７５ｎｇのＮＴ－３を分泌していることが明らかになっ
た。ＲＰＭＩ１６４０のみ、及びＣＤ４陽性Ｔ細胞、ＣＤ８陽性Ｔ細胞では分泌は認めら
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れなかった（図９）。
【００２８】
実施例９（脊髄損傷に対する樹状細胞の効果の再確認）
生後６週齡のＢＡＬＢ／ｃ雌マウスをエーテル麻酔下に第８胸椎椎弓切除を行ない、顕微
鏡下で左側脊髄を半切した脊髄損傷モデルマウスを作製した。脊髄損傷部位に直ちに樹状
細胞１×１０ 6個を移植した後（ＤＣ，ｎ＝１７）、本発明者らが開発した下肢の運動機
能評価法（行動解析装置ＳＣＡＮＥＴ　ＭＶ－１０を用いて、立ち上がり回数を自動的に
解析する、ＲＧスコア）、及びすでに確立された下肢の運動機能評価法の一つであるＢＢ
Ｂスケール（０－２１点の間で評価し、０点は全く下肢運動が認められない、２１点は正
常）を用いて、経時的に評価を行なった。コントロールとしてＲＰＭＩ１６４０（ＲＰＭ
Ｉ，ｎ＝１８）、及びＣＤ８陽性Ｔ細胞（Ｔ，ｎ＝１０）を同様に損傷脊髄部位に移植し
た。結果を図１０に示す。図１０からもわかるように、２つの評価法（ＲＧスコア及びＢ
ＢＢスケール）で共に、コントロールのＴ細胞やＲＰＭＩの場合と比較して、ＤＣ移植群
で統計学的有意に高いスコアを示した。従って、神経栄養因子ＮＴ－３を分泌する樹状細
胞サブセットを脊髄損傷部位に移植することにより、脊髄機能の回復が促進されることが
再確認することができた。
【００２９】
実施例１０（樹状細胞移植による内在性マイクログリアの活性化）
樹状細胞移植により内在性マイクログリアや、損傷部の血管から侵入したマクロファージ
の反応性に変化がみられるかどうかを検討するため、それらを認識するＭａｃ－１抗体を
用いて、免疫組織染色を行い、陽性細胞数の経時的な変化を調べた。まず、損傷後２，４
，７，１４日の樹状細胞移植マウスについて、２％パラフォルムアルデヒドで経心臓的灌
流固定を行い、凍結切片を作製した（ｎ＝３）。コントロールとして、ＲＰＭＩ１６４０
移植群を用いた（ｎ＝３）。次に、一次抗体として抗マウスＭａｃ－１抗体（ Pharmingen
社）を利用した免疫組織染色を行った。計測領域に関しては、細胞を移植する際に用いた
ｇｅｌｆｏａｍ（変性コラーゲン）の最も遠位部、及びそこから１ｍｍ離れた地点それぞ
れで、背側から腹側に至る部分として、損傷辺縁部、頭側・尾側の３つに分類した。計測
するＭａｃ－１陽性細胞の種類に関しては、脊髄外より流入したモノサイト由来のマクロ
ファージと貪食能が特に強い活性型マイクログリアとの両方が含まれるアメーバ状細胞と
、貪食能に関しては乏しい活性型マイクログリアと考えられる分枝状細胞の２つに分けて
行った。
【００３０】
損傷辺縁部から頭側にかけての代表的切片の染色像を図１１に示す。両群ともに、損傷後
２日では細胞浸潤は乏しいが、４日では損傷辺縁部ではアメーバ状細胞の著明な浸潤が認
められた。損傷後４日以降では、樹状細胞移植群において、頭側の遠隔部にＭａｃ－１陽
性細胞の浸潤が認められたものの、コントロール群ではそのような変化は乏しかった。
【００３１】
次にそれぞれＭａｃ－１陽性細胞を画像解析装置（ Flovel社）を用いて定量的に解析した
。図１２にアメーバ状細胞数の領域別の経時的変化を示す。アメーバ状細胞の浸潤はほと
んど損傷辺縁部に限局していた。損傷辺縁部や尾側において両群間で明らかな細胞数の違
いを認めなかったが、頭側ではとくに損傷後１４日目に樹状細胞移植群で陽性細胞が多く
認められた。一方、図１３は分枝状細胞数の領域別の経時的変化を示しているが、細胞数
はすべての領域、計測日で樹状細胞移植群において多い結果となった。樹状細胞移植群で
、頭側でアメーバ状の活性型マイクログリアの増加がみられたことは、特にアメーバ状細
胞は貪食能が強いため、損傷部から離れた場所で神経軸索伸展を阻害する変性ミエリンや
損傷組織に由来する蛋白質の除去を行なっていると考えられる。一方、広範囲で分枝状の
活性型マイクログリアの増加がみられたことは、活性型マイクログリア自身がＮＴ－３、
ＣＮＴＦ、ＩＬ－６、ＴＧＦ－β１、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ、ＧＤＮＦな
どの神経栄養因子を分泌することにより、神経機能の回復を促進させたと考えられる。
【００３２】
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実施例１１（樹状細胞移植による内在性神経幹細胞／前駆細胞の解析）
樹状細胞移植による内在性神経幹細胞／前駆細胞の反応性を検討するため、それらを認識
する Musashi-1抗体を用いて、免疫組織染色を行い、陽性細胞数の経時的な変化を調べた
。まず、損傷後２、４、７日の樹状細胞移植マウスについて、２％パラフォルムアルデヒ
ドで経心臓的灌流固定を行い、凍結切片を作製した（ｎ＝３）。コントロールとして、Ｒ
ＰＭＩ１６４０移植群を用いた（ｎ＝３）。次に、一次抗体として抗マウス Musashi-1抗
体を利用した免疫組織染色を行った。 Musashi-1は１９９４年に Okanoらにより同定された
分子量約３８ｋＤａのＲＮＡ結合タンパクであり（ Neuron, 1994）、マウスの Musashi-1
に対するモノクローナル抗体を用いた解析では神経幹細胞／前駆細胞に強く発現すること
が報告されている（ Dev. Biol. 1996, J. Neurosci. 1997, Dev. Neurosci. 2000）。計
測領域に関しては、細胞を移植する際に用いたｇｅｌｆｏａｍ（変性コラーゲン）の最も
遠位部、及びそこから１ｍｍ離れた地点それぞれで、背側から腹側に至る部分として、損
傷辺縁部、遠位部（頭側・尾側）の２つに分類した（図１４）。
【００３３】
損傷辺縁部から頭側にかけての代表的切片の染色像を図１５に示す。両群ともに、損傷後
２日では差はみられないが、損傷後４日以降では、樹状細胞移植群において、辺縁部、遠
位部ともに Musashi-1陽性細胞が多く認められたものの、コントロール群ではそのような
変化は乏しかった。
【００３４】
次に Musashi-1陽性細胞を画像解析装置（ Flovel社）を用いて定量的に解析した。図１６
に Musashi-1陽性細胞数の領域別経時変化を示す。損傷後４日以降で損傷辺縁部や遠位部
ともに、コントロールと比較して樹状細胞移植により有意な Musashi-1陽性細胞数の増加
を認めた。特に損傷辺縁部では、損傷後２日から４日の間に樹状細胞移植群で Musashi-1
陽性細胞の著しい増加が認められた。
以上、樹状細胞の移植により、内在性神経幹細胞／前駆細胞が増殖誘導されることが明ら
かになった。
【００３５】
実施例１２（ＧＭ－ＣＳＦ投与後の損傷神経組織における神経栄養因子の発現誘導）
生後６週齢のＢＡＬＢ／ｃ雌マウスを用いて、脊髄損傷モデルマウスを作成した。損傷直
後に、生理食塩水のみ又はＧＭ－ＣＳＦ（２５０ｐｇ／マウス；Ｇｅｎｚｙｍｅ社製）を
５μｌ脊髄損傷部位に投与し、２日目に脊髄を摘出した。摘出した脊髄は液体窒素中で凍
結後８０℃にて保存し、ＴＲＩｚｏｌ（ Life Technologies社製）を用いて全ＲＮＡを抽
出した。各５μｇの全ＲＮＡからＡＭＶ（ Avian Myeloblastosis Virus）逆転写酵素とオ
リゴ（ｄＴ）プライマーを用いて、４２℃で６０分間インキュベートし、総量２００μｌ
のｃＤＮＡを合成した。β－アクチンのプライマーを用いてＰＣＲを施行し、遺伝子発現
を確認した後、各神経栄養因子についてそれぞれの条件下でＰＣＲを行った。ＰＣＲは１
μｌのｃＤＮＡをテンプレートとしてＥｘｔａｑ（ＴＡＫＡＲＡ社製）の反応酵素を用い
て、サーマルサイクラー（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社）により遺伝子を増幅した。用い
たプライマーとＰＣＲ条件を［表２］に示す。なお混入したゲノミックＤＮＡから増幅さ
れた遺伝子産物ではないことを示すために、コントロールとして全ＲＮＡをテンプレート
として、それぞれＰＣＲ反応を行った。
【００３６】
【表２】
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【００３７】
損傷脊髄にＧＭ－ＣＳＦを投与することにより、インビボでの神経再生効果やマイクログ
リアの増殖、食作用の増強を誘導する神経栄養因子ＮＴ－３、損傷脊髄の運動ニューロン
の変性、脱落を抑制する神経栄養因子ＢＤＮＦ、コリン作動性ニューロンの神経栄養因子
ＮＧＦ、及び脊髄の運動知覚両神経に対し変性・細胞死保護の効果を有する神経栄養因子
ＣＮＴＦの発現が誘導されることが明らかになった（図１７）。
【００３８】
実施例１３（ＧＭ－ＣＳＦ投与による内在性マイクログリアの活性化）
ＧＭ－ＣＳＦはインビトロでマイクログリア及びマクロファージの増殖や活性化に関与す
ることが知られているが、中枢神経系組織内のマイクログリア及び損傷部血管から侵入し
たマクロファージに対する反応性を解析するため、それらを認識するＭａｃ－１抗体を用
いて、免疫組織染色を行い、陽性細胞数の経時的な変化を調べた。まず、損傷後２、４、
７日のＧＭ－ＣＳＦ投与マウスについて、２％パラフォルムアルデヒドで経心臓的灌流固
定を行い、凍結切片を作製した（ｎ＝３）。コントロールとして、生理食塩水投与マウス
を用いた（ｎ＝３）。次に、一次抗体として抗マウスＭａｃ－１抗体（ Pharmingen社）を
利用した免疫組織染色を行った。計測領域に関しては、細胞を移植する際に用いたｇｅｌ
ｆｏａｍ（変性コラーゲン）の最も遠位部から背側及び腹側１ｍｍ離れた領域を解析した
（図１８）。計測するＭａｃ－１陽性細胞の種類に関しては、貧食能が強い活性型マイク
ログリア及び脊髄外から流入したモノサイト由来のマクロファージと考えられるアメーバ
状（ ameboid）細胞と、貧食能は乏しいが種々の神経栄養因子やサイトカインを分泌する
活性型マイクログリアと考えられる分枝状（ ramified）細胞の２つに分けて、画像解析装
置（ Flovel社）を用いて定量的に解析した。
【００３９】
図１９及び２０にアメーバ状及び分岐状細胞数の経時的変化を示す。ＧＭ－ＣＳＦ投与群
では損傷後２日目から多くのアメーバ状細胞を認め、７日目においてコントロールと比較
して有意な細胞数の増加を認めた。また、分岐状細胞に関しても、コントロールと比較し
て損傷後４日目、７日目において有意な細胞数の増加を認めた。ＧＭ－ＣＳＦ投与群でア
メーバ状細胞の増加がみられたことは、特にアメーバ状細胞は貧食能が強いため、神経軸
索伸展を阻害する変性ミエリンや損傷組織に由来する蛋白質の除去を行なっていると考え
られる。また分岐状細胞の増加がみられたことは、活性型マイクログリア自身がＮＴ－３
、ＢＤＮＦ、ＮＧＦ、ＣＮＴＦ等の神経栄養因子を分泌することにより、神経機能の回復
を促進させたと考えられる。
【００４０】
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実施例１４（ＧＭ－ＣＳＦ投与による内在性神経幹細胞／前駆細胞の増殖誘導）
ＧＭ－ＣＳＦ投与による中枢神経系内の神経幹細胞／前駆細胞に対する反応性を解析する
ため、それらを認識する Musashi-1抗体を用いて、免疫組織染色を行い、陽性細胞数の経
時的な変化を調べた。まず、損傷後２、４、７日のＧＭ－ＣＳＦ投与マウスについて、２
％パラフォルムアルデヒドで経心臓的灌流固定を行い、凍結切片を作製した（ｎ＝３）。
コントロールとして、生理食塩水投与マウスを用いた（ｎ＝３）。次に、一次抗体として
抗 Musashi-1抗体を利用した免疫組織染色を行った。計測領域に関しては、細胞を移植す
る際に用いたｇｅｌｆｏａｍの最も遠位部から背側及び腹側０．５ｍｍ離れた領域を画像
解析装置を用いて定量的に解析した（図２１）。図２２に Musashi-1陽性細胞数の経時的
変化を示す。ＧＭ－ＣＳＦ投与群では損傷後２日目からコントロールと比較して多数の Mu
sashi-1陽性細胞を認め、７日目において有意な細胞数の増加を認めた。以上、ＧＭ－Ｃ
ＳＦ投与により、内在性神経幹細胞／前駆細胞が増殖誘導されることが明らかになった。
【００４１】
以上のことより、損傷部位への樹状細胞移植により、自身の分泌する神経栄養因子、内在
性マイクログリアの活性化を介した神経栄養因子の分泌及び神経軸索伸展の阻害因子の除
去作用、並びに、内在性神経幹細胞／前駆細胞の増殖誘導による新たな神経細胞の再生及
び再髄鞘化などを介して、神経機能が回復されたと考えられる。また、損傷部位へのＧＭ
－ＣＳＦ投与により、神経細胞内における神経栄養因子の発現誘導、内在性マイクログリ
アの活性化を介した神経栄養因子の分泌及び神経軸索伸展の阻害因子の除去作用、並びに
、内在性神経幹細胞／前駆細胞の増殖誘導による新たな神経細胞の再生及び再髄鞘化など
を介して、神経機能が回復されたと考えられる。
【００４２】
産業上の利用の可能性
本発明の神経損傷又は神経機能不全疾患治療薬は、損傷部位局所に注入するだけでなく、
皮下又はリンパ節近傍や静脈内投与を含む様々な投与法が可能であり、優れた神経機能回
復作用を有すため、脊髄損傷を含む中枢神経系損 の神経機能不全疾患等の疾患に有用
である。また、ＩＬ－１２、ＧＭ－ＣＳＦなどの樹状細胞関連有効物質は、取り扱いが簡
便でかつ長期保存が可能で、いつでも大量に調製することができる点で有用であり、遺伝
子治療などへの応用が可能である。
【００４３】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】脊髄損傷モデルＢＡＬＢ／ｃマウスの運動機能評価の結果を示す図である。
【図２】脊髄損傷モデルＣ５７ＢＬ／６マウスの運動機能評価の結果を示す図である。
【図３】脊髄損傷に対する樹状細胞を含む抗原提示細胞の効果を示す図である。
【図４】脊髄損傷に対するＣＤ１１ｃ (＋ )の樹状細胞の効果を示す図である。
【図５】脊髄損傷に対する本発明のＩＬ－１２の効果を示す図である。
【図６】脊髄損傷に対する本発明のＧＭ－ＣＳＦの効果を示す図である。
【図７】ＲＴ－ＰＣＲによる未成熟樹状細胞サブセットにおける神経栄養因子の発現結果
を示す図である。
【図８】ＲＴ－ＰＣＲによる成熟樹状細胞サブセットにおける神経栄養因子の発現結果を
示す図である。
【図９】ＥＬＩＳＡによる樹状細胞等のＮＴ－３の分泌結果を示す図である。
【図１０】脊髄損傷に対する神経栄養因子を分泌する樹状細胞サブセットの効果を示す図
である。
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【図１１】樹状細胞（ＤＣ）、ＲＰＭＩ１６４０（ＲＰＭＩ）移植群それぞれにおける、
抗Ｍａｃ－１抗体を用いた免疫染色の結果、特に損傷辺縁部から頭側にかけての経時的な
代表的切片を示す写真である。
【図１２】樹状細胞、ＲＰＭＩ１６４０移植群それぞれにおける、Ｍａｃ－１陽性アメー
バ状細胞数の領域別の経時的変化を示す図である。
【図１３】樹状細胞、ＲＰＭＩ１６４０移植群それぞれにおける、Ｍａｃ－１陽性分枝状
細胞数の領域別の経時的変化を示す図である。
【図１４】 Musashi-1陽性細胞数計測のための領域設定を示す写真である。
【図１５】樹状細胞（ＤＣ）、ＲＰＭＩ１６４０（ＲＰＭＩ）移植群それぞれにおける、
抗 Musashi-1抗体を用いた免疫染色の結果、特に損傷辺縁部から頭側にかけて経時的な代
表的切片を示す写真である。
【図１６】樹状細胞、ＲＰＭＩ１６４０移植群それぞれにおける、 Musashi-1陽性細胞数
の領域別の経時的変化を示す図である。
【図１７】ＲＴ－ＰＣＲによるＧＭ－ＣＳＦ投与後の脊髄損傷部位における神経栄養因子
の発現結果を示す図である。
【図１８】Ｍａｃ－１陽性細胞数計測のための領域設定を示す図である。
【図１９】ＧＭ－ＣＳＦ投与群、コントロール（生理食塩水投与）群それぞれにおける内
在性マイクログリア細胞（アメーバ状）数の経時的変化示す図である。
【図２０】ＧＭ－ＣＳＦ投与群、コントロール（生理食塩水投与）群それぞれにおける内
在性マイクログリア細胞（分岐状）の経時的変化示す図である。
【図２１】 Musashi-1陽性細胞数計測のための領域設定を示す図である。
【図２２】ＧＭ－ＣＳＦ投与群、コントロール（生理食塩水投与）群それぞれにおける、
Musashi-1陽性細胞数の経時的変化を示す図である。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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