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学位論文題目

Brain-Derived Neurotrophic Factor from Bone Marrow-Derived Cells

Promotes Post-Injury Repair of Peripheral Nerve

(骨髄細胞由来の脳由来神経栄養因子は外傷性末梢神経障害からの神経再生

を促進する)

『日的』

臨床上、外傷性末梢神経障害は後遺症を残し、完全な拍癒を臨めないことが多い。神経再

生のメカニズムや治療に関して様々な視点から報告がなされているが、依然、再生医療の観

点から、決定的な論理や治療薬は解明されていない。特に、神経畢生における数ある神経栄

養因子の関与は以前より示唆されているが、未だ解明されていない領域がある。

Neurotrophin Familyの一つである脳由来神縫栄養因子(以下、 BDNF)は神経細胞やシュワ

ン細胞より分泌され、神経再生に関与していることは以前より報告されている。しかし、近

年、 BDNFは、認知・行動・痛みなど-の関連や骨髄由来細胞との関連など、多領域にわたっ

て新しい発見が続いている。そこで、本研究では、末梢神経再生において、骨髄由来細胞よ

り合成されるBDNFの動態や重要性を調べることを目的とした。

『方絵』

使用したマウスは、 C57BL/6 mouse、 GFP transgenic mouse、 BDNF heterozygote knockout

mouse (Back groundはC57BL/6、以下BDNF+/- mouse) 、そのLittermate (以下、 BDNF+/+ mouse)

である。外傷性末梢神経障事は、マウスの左坐骨神経を脳血管手術用のクリップで60秒間圧

挫することで作成した。

本研究では、まず、外傷性神経障事からの末梢神経再生において、骨髄由来細胞の関与お

よびその骨髄由来細胞とBDNFの関与の検討を行った。 C57BL/6 mouseにgGyの放射線照射を

行い、骨髄細胞を完全に死滅させたところで、 GFP-Transgenic mouseより採取した骨簡細胞

を庫静脈的に骨髄移植した(以下、骨髄移痛) 。このマウスに外傷性末梢神経障書を加え、

8週目までの坐骨神経標本に関して免疫染色とPCR法で評価を行った.

次に、その結果をふまえ、末梢神経再生における、骨髄由来細胞より合成・分泌されるBDNF

の重要性を検討した。 BIがF+/- mouseにC57BL/6 mouseより採取した骨髄細胞を骨髄移植し
ヽ

て、骨髄細胞のみ正常にBD肝を発現するマウス(以下、 BDNF+/+-+/- mouse)を作成した.

そのマウスとBDNF+/- mouse、コントロールであるBDNFヰ/+ mouseに外傷性末梢神経障害を

加え、神轟再生を評価した。評価は、下肢運動機能評価であるRotarod treadmill testと

(備考) 1.論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、 2千字

程度でタイプ等で印字すること。
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Sciatic function Index(以下、 SFI), Nerve Conduction Study(Motor Nerve Conduction

velocity/C臥P Amplitude/Distal Latency) 、坐骨神経標本の単位面積あたりの再生有簡神経

数と再生有醜神経毎を用いて行った。坐骨神経損傷後、 8週目まで1週間毎に評価.した。

『結果』

圧挫された坐骨神経の再生段脚こおいて、再生部位に骨髄由来細胞の存在が確認された。

それは、坐骨神経損傷後、 1-2週間でピークを迎え、その後漸減していき、 8週間後には殆

ど確認されなくなった。また、免疫染色にて、骨髄由来細胞の多数がBDNFを発現しているこ

とも確認された。 PCR法による検討では、損傷1週間の坐骨神経より、 mRNA BDNF splice

variant5のみが確罷された。これは、骨髄細胞のSplice variantの発現と同様であった。

また、その弟現畳は、坐骨神経損傷後1週間でピークを迎えてから漸減していき、 8週間後

には正常座骨神経と同レベルとなった。

轟いて行った検討の結果である。 Rotarod treadmill testの評価では、 BDNF+/- mouseは、

坐骨神経圧挫3過以降は改善を認めなかった。また、最終評価の8週後も圧挫前と比較して

有意に下肢運動機能が低下していた。しかし、 BDNF+/+ mouseとBDNF+/十一+/- mouseは、坐

骨神慮圧挫3過以降も改善を認め、最終評価の8週後では、圧挫前と有意差なく下肢機能は

改善した。 SFIの評価であるが、 BDNF+/- mouseはBDNF+/+ mouseおよびBDNF+/+一十/- mouse

と比較して有意に改啓が遅れた。しかし、坐骨神経圧挫後6週以降は3群間に有意差は認め

なかった。 8週目では、 3群とも、圧挫前と同程度まで改善を琵めた。 NCSの評価では、

MNCV/CMAP Amplitude/Distal Latency全ての項目において、 BDNF+/- mouseはBDNP+/+およ

びBDNF+/+-+/- mouseとくらべて有意に改善が遅れた。しかし、 BDNF+/+ mouseとBDNF+/+

-+/- mouseには、観察期間中に有意な差嘩琵めなかった。坐骨神経標本の組織学的評価で

は、最終評価である8週目で、 BD肝十/- mouseの再生有髄神経径は他の2群と比較して、有

意に小さかった。しかし、単位面積あたりの再生有簡神庫数は、観察期間を通して3群間に

有意差は無く、 8週目で庄挫前の正常坐骨神経における単位面積あたりの有髄神経数と同等

となった。

『考療』

BDNFは神経再生に関連し、その細胞起源は多数確囲されてはいるが、そのメカニズムや重

要性に関しては未だ解明されていない。本研究の最初の検討で、外傷性末梢神経障審よりの

神経再生において、骨髄由来細胞が神経再生部位に集積しBDNFを合成および分泌しているこ

とを確罷した。そして、そのBDNFが、末梢神経再生において重要であると鉦明するために、

BDNF knockout mouseを使用して引き続き検討を行ったのである。 BDNF+/- mouseは下肢機能

の改菅が障害され、また組織学的評価でもBDNF+/+-+/- mouseやB洲F+/+と比べて再生が遅

れた。しかし、骨髄細胞のみBDNFの発現が正常であるBDNF+/十一BDNF+/- mouseとBDNF+/+

mouseは下肢運動機能の改尊を認め、組織学的にも再生を謬めた。また、この2群には各種

検封項目で有意な差は琵めなかった。この結果から、骨髄由来細胞よりのBDNFが外傷性神経

障審よりの神経再生において重要な役割を抱っていることが考えられた。

『結論』

外傷性末梢神経障書からの神経再生において、骨髄由来細胞が再生部位に集積してBDNFを

合成し、またそれが重要な役割を果たしていることを明らかにした。
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学位静文審査の轄黒の要旨

整理番号 685 竹村　宣記

論文審査重点

(学位論文審査の緒果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 6 00字以内で作成のこと。 )

脳由来神経栄養因子(BDNF)は神経細胞やシュワン細胞から分泌され神経再生に関与している
ことが知られている。本研究では、骨髄由来細胞で合成されるBDNFの末梢神経再生における役
割を検討した。

外傷性末梢神経障害はマウスの左坐骨神経を脳血管手術用のクリップで60秒間圧挫して作
成した。
1 )外傷性神経障啓は6-8週で改啓を罷めた。

2)骨髄由来細胞が神経再生郡埠に集積しBD由Fを合成および分泌しており、その発熱ま1-4
週までピークを静め、 6-8週で消過した。

BDNF hetero叩gote knockout mouse (BDNF+/-mouse)では下肢機能の改善が障害され..組
織学的にも、 BDNF+/+やBDNF+/-mouseにC57BL/6 mouseより採取した骨髄細胞を移植し骨
髄細胞にのみ正常にBDNFを男尊するマウス(BDNF+/+-+/- mouse)と比べて再生が遅れた。

4 )骨髄細胞のBDNF P発現が正常であるBDNF+/+-BDNF+/-mouseとBDNF+/+mouseは下肢運動
機能の改善と組織学的な再生が認められた。

一

本給文は、外傷性神経障事の神経再生において骨髄由来細胞が摩生するBDNFの疲軌羊ついて
新しい知見を与えたものであり、最終試験として醜文内容に関連した林間を受け合格したので、
博士(医学)の学位論文に値するものと認められた。

(総字数579字)

(平成25年1月28日)


