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要旨

本研究は中枢神経疾患の新治療法開発の基礎研究 として実施した。穎粒球コロニー刺激因

子(G-CSF)は 脳梗塞 ・脊髄損傷に対 し国内外での治験が報告されているが、犬の中枢神

経障害の治療効果及び難治性癩瘤の抗癩痛効果の研究報告は皆無である。本研究では、

(-CSFを 犬の中枢神経障害の自然発症例と難治性癩病モデルマウス(ELマ ウス)に 投与

しその効果を検討した。犬の中枢神経障害の症例はMRI検 査で重度の脊髄浮腫 を確認 し

た6例(脳 脊髄炎3例 、脊髄梗塞1例 、椎間板ヘルニア2例)に 対し実施した。犬への投

薬量は(}CSF5μ9/kg/daySCも しくは10,ccg/kg/daySC5日 間投与を行った。犬の6例

は全頭歩行回復した。脊髄炎3症 例はMRI検 査上顕著な改善を示した。G-CSFに 起因す

る有害事象の発生はみ られなかった。犬の脊髄の炎症浮腫に対しては、(}CSF治 療は効果

的であり安全であると考えられた。抗癩病効果はELマ ウス23頭 に対し実施 した。ELマ

ウス18頭 に対し(}CSF50μ9/kg/dayIP5日 間投与を行った。投与開始後2日 目よ り痙攣

抑制効果を認め7日 目に12頭 で全般発作は消失していた。14日 目に全頭で痙攣発作を確

認 した。ELマ ウスの抗癩病効果は確認したが抗癩病原性効果は得 られなかった。G-CSF

の想定される薬理作用のうち炎症性サイ トカイン(イ ンターロイキン(IL)・1β 、TNF・

α等)の収束効果及びG-CSFが 誘導する血管内皮前駆細胞(EPC)等 骨髄幹細胞による損傷

組織修復効果の確認は今後の研究課題 とする。脳脊髄炎 ・脊髄損傷 ・脳梗塞等の急性中枢

神経疾患の病態悪化は、炎症性サイ トカインの神経細胞毒性による浮腫 ・炎症 ・壊死とい

った過剰な生体反応が惹起されることにより重篤化する。癩病の病態悪化も、海馬領域で

のIL・1βによる神経細胞毒性による発作の全般化が指摘され、痙攣重積発作では激しい脳

浮腫を形成し死に至る危険がある。中枢神経疾患においてもG・CSFは 急性期の炎症性サ

イ トカイン収束効果やEPC等 骨髄幹細胞を末梢血中に誘導することによ り、中枢神経の

損傷組織に移行し血管新生及び血管発生を活性化することにより中枢神経保護や神経再生

に関与していると考え得る。今後投与時期、投与薬用量、投与期間を検討していくことで

更なる効果 を確認できる可能性がある。G-CSFは 既存の薬剤であることか ら、早期の中枢

神経治療法の開発が期待 される薬剤である。

キーワー ド

G・CSF脊 髄浮腫ELマ ウス 神経保護 抗てんかん

1



                            Abstract 

This study was done as the basic study for making the new treatment of the disease of 

central-nervous system (CNS). The neuroprotective effects by granulocyte colony 

stimulating factor (G-CSF) had been reported in cerebral infarction and spinal cord 

injury. However, there are not reported the effects by G-CSF in the disease of the dog's 

CNS and in the intractable epilepsy. So this study was examined the effects by 

G-CSF in the dogs that had got the spontaneous disease of CNS, and this study was 

examined the effects by G-CSF in the intractable epilepsy model mouse (ELmouse). 

The G-CSF group of the dogs (n=6  : encephalomyelitis n=3, spinal cord infarction n=1, 

Intervertebra disk disease n=2) was diagnosed by clinical sign & MRI. The group was 

injected G-CSF for 5days(5 ,a g/kg/day SC or 10 a g/kg/day SC).This group was 

examined the safety and the neuroprotective effects by G-CSF. 

In the exam for epilepsy, the G-CSF group (n=18) of the ELmouse was injected G-CSF 

for 5days(50pg/kg/day IP). This group was examined the effect by G-CSF in 

anti-epilepsy or anti-epileptogenesis. 

There was not appeared the adverse event by the injection of the G-CSF. There was 

greater improvement in neurologic function in the G-CSF group of the dogs. In the 

walking function, the all dogs could be recovered the walking. The neuroprotective 

effects of G-CSF were checked by the MRI. The neuroprotective effects by G-CSF 

improved the spinal long cord lesion and disappeared spinal cord edema and myelitis 

on the MRI. 

In the exam for epilepsy, all of the G-CSF group had improved the attack. At the 7days 

after the first injection, EL mice were separated at the four groups. The group of the 

disappeared epilepsy (n=12), the group of the middle degree (n=3) , the group of the 

weak degree (n=3) and the group of the same level as control(control n=3). But at the 

14days, all of the EL mouse reappeared the attack of epilepsy at the same level as 

control (n=21). There was greater effect in anti-epilepsy. There was no effect in 

anti-epileptogenesis in this study. 

This study suggested that the G-CSF has the neuroprotective effects and the 

anti-epilepsy effects.

Key words G-CSF , spinal cord edema, EL mouse , neuroprotective, anti-epilepsy
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諸言

再生医療の治療法開発は、直接的には損傷組織 に対し培養細胞 ・組織を移植 し組織再生

を目的としている。中枢神経障害に対 しては脳梗塞1)、脊髄損傷2)3)4)、パーキンソン病5)、

てんかん等で神経幹細胞移植や骨髄幹細胞移植による神経再生の研究が行われている。し

かし、細胞移植には安全性や倫理問題、多大な研究開発費用、そして熟練研究者の培養技

術に頼ることなく工業生産並みに安定確実に細胞を供給できるかという難題を有する。一

方間接的な治療法の開発は、再生医療の研究過程において得られた知見を基に、損傷を受

けた細胞の保護や組織再生の誘導を目的に様々な投薬治療が開発、実用化されつつある。

塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)に よる骨折癒合不全治療6)や 虚血組織への血管新生

療法7)、肝細胞増殖因子(且GF)に よる劇症肝炎8)や肝硬変治療、エ リスロポエチン(EPO)

による頭部外傷9)10)や脳梗塞11)治療はその代表である。

穎粒球コロニー刺激因子:G-CSF(ノ イ トロジン:中 外製薬)は 、穎粒球の増加のみで

なく、末梢血への造血幹細胞等の骨髄幹細胞誘導を行う。この効果により白血病患者にお

ける末梢血造血幹細胞移植12)を可能にした薬剤である。再生医療分野で最も古 くか ら治療

方法として確立している骨髄移植 ・骨髄再生に必要不可欠な薬剤である。G-CSFは 血管内

皮前駆細胞(EPC)の 骨髄増殖活性及び末梢血誘導効果を持つことから末梢血中での骨髄

幹細胞回収 ・培養 ・組織再生治療研究にも使用され、虚血性心疾患や壊死組織の血管新生

効果は臨床研究されている。G-CSFは 損傷組織で発生する炎症性サイ トカイン(TNF一 α、

インターロイキン(IL)1β 、IL-6)へ の抗炎症性サイ トカイン作用によ り局所の炎症や

浮腫を抑制することで組織保護効果が期待される。また(}CSFに よるEPCの 末梢血を介

した損傷組織への誘導作用は、損傷組織の血管新生、血管発生効果により炎症 ・浮腫 ・虚

血等による損傷組織の保護、再生力増強効果を期待されている。G-CSFは 急性期中枢神

経損傷(脳 梗塞13)、脊髄損傷1の や慢性圧迫性脊髄症(椎 間板ヘルニア、脊柱靭帯硬化)

の急性憎悪病態15)16)に対しては、医学での治験が実施されている。しかしながら犬の中枢

神経疾患への研究報告は皆無である。難治性癩痛への研究報告 も皆無である。

犬の中枢神経疾患は脳脊髄炎 ・椎間板ヘルニア ・脳腫瘍 ・水頭症等 自然発症症例は医学

同様の病態が存在する。獣医療においてもMRI検 査が導入され病態の把握は可能になっ

てきているが、脳脊髄の浮腫 ・炎症 ・虚血という急性期中枢神経障害の悪循環に対して有

効的な治療方法は限 られている。

ヒト癩痛モデルマウス(ELマ ウス)は ヒトの難治性癩病のモデルマウスとして確立し

ている。癩病発作はIL-1β の大脳海馬領域での活性増大が神経細胞内へのCa2+の 流入を

増大 し神経細胞損傷 ・細胞死という毒性を引き起 こす ことが指摘されている。

このような背景を基に今回犬の自然発症中枢神経疾患及びELマ ウスにG-CSFを 投与し

その神経保護効果を検討 した。尚、犬の自然発症症例は筆著者の動物病院を受診 した重篤

な脊髄浮腫を生じた6例 に対し飼い主への十分な説明と承諾のもと治療を実施 した。EL

マウスは学内実験動物倫理規定に基づき申請し、許可を得て実施した。
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方法

1)G-CSFに よる犬の中枢神経疾患治療

研究を実施した犬6例 は、筆著者(獣 医師)の 動物病院(動物救急センター 埼玉県)を

受診した四肢麻痺や両後肢麻痺等の重篤な中枢神経疾患症例であり、全症例自然発症症例

である。診断はMRI検 査を実施 し、脊髄に生じた浮腫や炎症が重篤であると診断した6

症例であ り、脊髄炎が3例 、脊髄梗塞が1例 、椎間板ヘルニアが2例 である。MRI検 査

は日立メディコ社製(永 久磁石型0.4Tesla)を 使用して、投与前検査を6例 すべてに、投

与後再検査は脊髄炎3例 に実施した。

G-CSFの 投与方法は1日1回5μg/kgも しくは10,ug/kg、5日 間連続を基本とし、皮

下注射で投与をおこなった。安全性は毎 日の健康状態の観察 と、投与開始か ら3日 目と7

日目に血液検査を実施し確i認した。血液検査は白血球数(WBC)の 推移を中心にした血球

観察、及び、血液生化学検 査により肝臓酵素 ・腎臓機能 ・血糖値について評価を行った。

椎間板ヘルニア症例 については、手術後に投与を開始 した。脊髄炎の3症 例は治療後の

MRI検 査によって比較が可能であったことから詳細を記載する。

なお、G-CSF投 与治療については、飼い主への十分な説明と承諾のもとに実施した。

① 症例1犬 種シベリアンハスキー11才 ♀避妊手術済 混合ワクチン接種済

当院来院の2週 間前より後肢の振戦、もつれによる歩様異常がみ られ主治医を受診 し、プ

レドニゾロン1mg/kg等 の注射投薬を受ける。翌日に良化したが1週 間後に再度状態が悪

化し再受診。プレドニゾロン1mg/kgSIDを 行うが状態が急速に悪化 し、当院来院前日

より起立困難、横臥姿勢となり当院に紹介を受けた。

来院時の所見は横臥状態であり神経学的検査では四肢の姿勢反応は消失 してお り、四肢の

脊髄反射は顕著な更新状態であった。知覚は表在痛覚は四肢正常であり脳神経検査では特

記事項はみ られなかった。

MRI検 査結果は、頸椎1-5の 広範囲に異常所見が確認された(T2WI高 信号、FLAIR高

信号、TIWI等 ～低信号、T1造 影増強効果散在)。顕著な脊髄浮腫によるCSFの 流通障

害も確認され横断性脊髄炎が最 も疑われる所見であった。

CSF検 査結果は単核細胞数532個/10μ1と 多数の細胞が出現してお り、特に成熟 リンパ球

様細胞が90%を 示していた。CSFの 生化学検査ではCKは148u/1と 上昇、ASTは108u/1

と上昇、GLU64mg/dlと 正常、 比重1.006と 正常範囲内であった。PCR検 査での犬 ジ

ステンパーウィルスは陰性であ り、リンパ腫のクローナ リティー検査も否定的であった。

これ らの所見よりか ら脊髄炎と診断した。治療はMRI撮 像中に病変が激 しいことか らコ

ハク酸メチルプレドニゾロン(MPSS)30mg/kgIVを 行った。飼い主 と相談の結果、ス

テロイ ド治療は副作用を懸念し、その後使用を希望せずG-CSF5μ9/kgを5日 間、皮下

投与で行った。8日 目に経過観察のMRI検 査を実施 した。
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画像上T2WI画 像中FLAIR画 像 下Gd-T1

図1症 例1四 肢 麻痺 の脊髄炎 来 院時 のMRISag画 像

C1・C5の 広範囲Longcordlesion(LCL)に 浮腫 ・炎症 を確認

左TIVVI右Gd・T1

図2症 例1来 院時MRI頸 髄AX画 像C3領 域 造影増強効果あり

② 症例2チ ワワ9才 メス 避妊済 混合ワクチン接種済

脳脊髄炎既往歴について

9か 月前に左半身中心の四肢不全麻痺 ・横臥姿勢とな り当院を受診 しMRI検 査で脳脊髄炎

(右前頭葉一後頭葉 ・中脳腹側 ・延髄左側一C2左 側にT2WI高 信号FLAIR高 信号TIWI

等一低信号T1造 影部分的な増強効果あ り肉芽腫性脳脊髄炎GMEを 疑 う)と 診断 し、
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MPSS30mg/kg投 与後48時 間の持続 点滴を2.5mg/kg/hrで 実施 した後プレドニゾロン

2mg/kgSID7日 間投与。順調に回復 し起立歩行は正常になった。その後の継続治i療は

プレドニゾロン0.125mg-0.25mg/kg/dayの 投薬をしていた。

今回の治療

9ヶ 月経過後強い痺痛 と横臥姿勢になった ことか ら再度当院を受診した。来院時の所見は

横臥状態であり神経学的検査では四肢の姿勢反応は消失し、四肢の脊髄反射は顕著な充進

状態であった。知覚は表在痛覚は四肢正常であり脳神経検査では特記事項はみ られなかっ

た。腹囲は膨満し皮膚は菲薄化 し毛が租毛にな り長期ステロイ ドによる影響と思われた。

MRI検 査結果は、頸椎1・6の 広範囲に異常所見が確認された(T2WI高 信号、TIWI等 ～

低信号、T1造 影増強効果散在)。顕著な脊髄浮腫によるCSFの 流通障害 も確認され脊髄

炎の悪化が疑われる所見であった。頭蓋内病変は大脳病変 ・脳幹部病変はほぼ収束してお

り中脳腹側にグリア廠痕様の病巣が確認されたが活動的な病巣は頸髄であると考えられた。

9ヶ 月間のステロイ ド治療の結果、クッシング様の風貌を呈していたこともあり、飼い主

と相談の結果、G-CSF10μg/kgSC5日 問投与を実施した。MRI撮 像中にMPSS30mg/kg

r▽ したが、プレドニゾロンは翌日よ り0.5mg/kgEODを3回 行い休薬 した。

左G-CSF治 療開始9か 月前発症時 右G・CSF治 療開始 日当日

図3症 例2MRIT2WI脳 脊髄炎症例の9か 月前の発症時と今回発症時の画像

左TIWI右Gd・T1

図4症 例2今 回発症時のMRIAX画 像C2部T1低 信号領域の造影増強効果あ り
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左TIWI右Gd-T1

図5症 例2今 回発症時のMRIAX画 像C4部T1低 信号領域の造影増強効果あ り

③ 症例3チ ワワ8才 メス 未避妊 混合ワクチン接種済

散歩中よ り後肢のふらつきが始まり翌日には起立困難となりプレドニゾロン治療を行 うが

麻痺が進行したことから3日 目に当院を紹介。

来院時の所見は両後肢起立困難な状態であ り第4腰 椎・仙椎までの広範囲の背部痛を顕著

に訴えた。神経学的検査では両後肢の姿勢反応は消失し脊髄反射は膝蓋腱反射の消失、会

陰反射消失、排尿失禁状態であり顕著なLMNsを 呈していた。両後肢の知覚は表在痛覚は

低下 していた。脳神経検査及び両前肢においては特記事項はなかった。

MRI検 査の結果は第12胸 椎一仙椎領域の広範囲で異常が検出された。(T2WI高 信号

TIWI等 信号T1造 影増強効果な し)顕 著な脊髄浮腫によるCSFの 流通障害も確認され

た。横断性脊髄炎が最も疑われる所見であった

飼い主と相談の結果、高容量のステロイ ドパルス療法は希望されず、G-CSF10μg/kg

SC5日 間投与を行った。プレドニゾロン1mg/kg3日 間後0.5mg/kgを2日 間使用 した。

症例4両 後肢麻痺で来院MRI検 査の結果脊髄梗塞と診断

症例5両 後肢麻痺MRI検 査により重篤な椎間板ヘルニアを確認し即手術を実施

症例6両 後肢不全麻痺MRI検 査により重篤な椎間板ヘルニアを確認し即手術を実施

症例4-6はG-CSF10μ9/kgを5日 間 皮下投与した。

犬の胸腰椎の椎間板ヘルニアは脊髄が腰椎5・6ま で位置することから人の頸髄ヘルニア同

様の重篤な脊髄損傷を引き起こし両後肢麻痺に陥りやすい。特に症例5と6は ミニチュア

ダックスフントという軟骨形成の遺伝疾患 を抱えた品種である。 この犬種では椎間板髄核

の石灰化変性を起 こしてお り、椎間板ヘルニア発現時には、椎間板髄核の逸脱による重篤

な脊髄損傷から両後肢の完全麻痺を引き起こすことが多々ある。

この3症 例は経過のMRI検 査が実施できなかったことから比較ができないこと、更に症

例5と 症例6は 椎間板ヘルニア症例であり外科効果が大きいことから脊髄保護効果 ・機能

回復の判定には使用せずWBCの 推移と安全1生の検証とした。

2)ELマ ウスへのG-CSF投 与による癩病発作抑制

2)-1ELマ ウス
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研究には、あらか じめ週1回 の放 り投げ刺激により、てんかん原性を獲得 し、誘発をし

なくても頻繁に発作を起 こすようになった生後20週 令～24週 令のEL,マ ウスを用いた。

2)・2ELマ ウスへのG-CSF投 与

全群(21頭)を 、(}CSF投 与群(18頭)と コン トロール群(3頭)に 分け、(}CSF投

与群には、(}CSF(一 般名Lenograstim)(中 外製薬:Neutrogin)を50μg/kg、5日 間腹

腔内へ投与した。コントロール群にはG-CSF溶 解剤である注射用水を、同様に5日 間腹

腔内へ投与した。

2)-3ELマ ウスへの発作誘発刺激試験

G-CSF投 与を行った5日 間は、投与前に、痙攣i誘発刺激を毎 日実施し、誘発される発作

の有無、及び、発作の程度を観察した。5日 間投与終了後は、投与開始から7日 目、14日

目、21日 目、及び28日 目に、痙攣誘発刺激を実施 し観察をおこなった。観察の評価につ

いては コン トロール群のてんか ん発作の発現状態を基準 とし発作の レベルによって

(スコア0-3)に4段 階に分類した。コントロール群においては、すでに放 り投げ刺激を

行わず とも飼育ケージか ら取 り出すという、弱い刺激により、全般発作が100%誘 発さ

れる個体群を実験に使用している。このコントロール群同様の刺激で発作が誘発された個

体を全 く発作が抑制されない、コントロール同レベル個体群(ス コア3)と 判断した。実

験では、放 り投げ刺激は最大3度 を実施 したが、抗てんかん作用については飼育ケージか

ら取 り出した時点で発作が誘発されなければ、てんかん発作閾値があがっていると判断す

ることが可能である。しかし、本研究では抗てんかん原性効果つまり発作焦点の消失の確

認についても目的の一つとしているため、1度 の放 り投げ刺激では不十分と考え、強い放

り投げ刺激に対 しても全般発作を誘発しない、ということを発作消失群(ス コア0)と

するために3度 実施した。尚、コン トロール群と発作消失群との中間型の分類として、飼

育ケージから取 り出す弱い刺激では全般発作は起こさなかったが誘発刺激3回 までに全般

発作 を起 こした個体群を弱いなが らも発作が抑制 されている事実か ら、発作抑制弱群

(スコア2)と した。更に全般発作は起 こさなかったが焦点発作が3度 の刺激の中で1度

でも発現した個体群を中等度の発作抑制群(ス コア1)と した。全般発作を引き起 こした

個体はその時点でスコア1と 評価 し誘発刺激は終了した。焦点発作のみを起こした個体及

び発作を起 こさなかった個体 は、放 り投げ刺激を3度 まで実施 し評価 した。具体的には

1度 目の誘発試験によ り全般発作を引き起 こさなかった個体に対 しては3分 間観察後、2

度 目の放 り投げ刺激を行い2度 目の放 り投げ刺激後に3分 間観察 した。2度 目の放 り投げ

刺激で全般発作を引き起こさなかった個体には3度 目の放 り投げ刺激を行い3分 間観察 し

最終評価をお こなった。

なお、本研究は、首都大学東京研究倫理委員会(動 物)の 承認を受けて、実施した。
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結果

1)G-CSFに よる犬の中枢神経疾患治療

犬の中枢神経疾患への投与の安全性(表1)

全6症 例において白血球数WBCは 投与3日 目には顕著に上昇し、投与終了後に収束した。

赤血球数 ・血小板数において特記すべき事柄はなかった。血液生化学検査において、肝酵

素、肝機i能、腎機i能、血糖値へのG-CSFに 起因する異常は全症例み られなかった。発熱、

胃腸障害、呼吸器障害など重篤な副反応は観察されなかった。

脊髄炎3例 はMRI画 像の比較により顕著な脊髄浮腫の改善 ・炎症の収束を確i認した。

神経機能の回復に関しては、全6例 すべてが、回復の時期の差はあったが歩行回復を可能

にした。

表1G-CSF投 与症例におけるWBCの 推移

来院時の状態

症例1横 臥姿勢四肢不全麻痺

診断

脊髄炎

神経学的検査
G-CSFWBC数 の推移(個/

μ1)投与量

脊髄反射 皮下注射 初診時3日 目7日 目

四肢UMNs

症例2横 臥姿勢四肢不全麻痺 脳脊髄炎(再発)四 肢UMNs

症例3両 後肢起立困難不全麻痺

症例4

症例5

症例6

両後肢麻痺

両後肢麻痺

両後肢不全麻痺

脊髄炎

脊髄梗塞

両後肢LMNs

両後肢UMNs

椎間板ヘルニア 両後肢UMNs

椎間板ヘルニア 両後肢UMNs

5μ9/kg

5日 間

10ug/kg

5日 間

10μg/kg

5日 間

10μ9/kg

5日 間

10μg/kg

5日 間

10;ug/kg

5日 間

82003770018200

27300253009900

328004950013900

148005650013600

236007390025500

75005030018800
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① 症例1の 結果 起立歩行可能に回復MRI検 査及びCSF検 査での顕著な改善を確認

治療開始5日 目にはふらつきなが らも起立可能になった。8日目のMRI検 査において頚髄

は良好に改善 した:T2等 信号FLAIR等 信号Tl等 信号Tl造 影増強効果なし(図6一

図9)CSF検 査(細 胞数115個/10μlCK24AST27Glu57)も 良化中であった。

入院9日 目に退院し経過観察 となった。現在3か 月の経過をみているが症状の再燃な く、

歩行 ・走行 も可能な生活をしている。

左G-CSF治 療 初 日 右G-CSF治 療8日 目

図6症 例1MRIに よるG℃SFの 治療効果 の確認T2㌧HSAG画 像

G-CSF治 療 によ りCl・C5の 広範 囲の障害(Longcordlesion)は 収束 した

左 治療開始前 右G-CSF治 療開始8日 目

図7症 例1MRIに よるG・CSFの 治療効果の確認T2WIAX画 像

撮像部位C1歯 突起部 重度の脊髄炎による浮腫によりCSFの 流れが特に背側で

阻害されていたが治療後には浮腫 ・炎疽が収束しCSFの 流れが改善 した
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左 治療開始前 右G-CSF治 療開始8口 目

図8症 例1MR,1に よるG・CSFの 治療効果の確認MRIT2W肛AX画 像

撮像部位C3・4重 度の脊髄浮腫 ・横断性脊髄炎は収束した

左 治療開始前T2"旺 中 治療開始前Gd-T1

図9症 例1MRIに よるG-CSFの 治療効果の確認

広範囲の頸髄横断1生脊髄炎は収束した

右 治療8日 目T2WI
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② 症例2の 結果 起立歩行回復

治療開始8日 目にはふ らつきながらも起立可能になり立位での排便排尿が可能になった。

入院か ら13日 目に歩行良好にな り退院した。2ヶ 月後腰部痛を主訴に再来院した。起立歩

行、神経学的検査での異常はみられなかったが、腰部痛の精査と脊髄炎の経過観察を目的

にMRI検 査を実施した。MRI検 査(前 回病変部位は良好に改善し顕著な脊髄浮腫 も消失

L2-3L3-4線 維輪による椎間板ヘルニア)の 結果頚髄は良好であった。(図10図11)

その後定期的な観察を行っているが治療開始後8か 月を過ぎプレドニゾロンの投薬はせず

に良好に歩行 ・走行 とも可能な生活をしている。

左G-CSF投 与前 右G・CSF投lj一 か 月後

図10症 例2MRIに よるG・CSFの 治療効果の確認T2WISAG画 像

頸髄病 変はC1・C5と 広 範囲LCLに 生じて いたが、治療後改善 した

左G-CSF投 与前 右G・CSF投 与2か 月後

図11症 例2MRIに よるG-CSFの 治療効果の確認T2WIAX画 像

撮像範囲C4領 域 脊髄横断陸の重篤な浮腫 ・炎症は収束した
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③ 症例3の 結果 比較的歩行回復に時間がかかったが3か 月後には四肢歩行可能

G-CSF治 療開始か ら10日 後に在宅での介護をご希望され退院。退院時会陰反射及び尿失

禁は改善したが両後肢での起立は困難であった。治療開始か ら1ヶ 月後には左後肢 での起

立が可能になり耳を掻 くなどの仕草が可能になった。治療開始か ら1ヶ 月後にMRI検 査

を行ったが広範囲の脊髄損傷 ・脊髄浮腫が改善 しているのを確認した。(図12一図15)

治療開始から3ヶ 月後には両後肢での歩行が可能になり現在7ヶ 月を過ぎ歩行可能。麻痺

期間が長かったことから関節の硬結感があり走行はつらい時もあるが排泄行動や歩行など

の日常生活に支障がないまでに改善している。

G・CSF治 療初 日G・CSF治 療1か 月後

図12症 例3MRIに よるG-CSFの 治療効果の確認T2V6'ISAG画 像

T12-S領 域までの広範囲の障害LCL両 後肢LMNs会 陰弛緩症例

G-CSFを 投与し広範囲の脊髄浮腫が収束し会陰弛緩や膀胱麻痺は改善

L5-S脊 髄背側にグリア癩痕様の信号領域あり

図13

G・CSF治 療初日G-CSF治 療1か 月後

症例3MRIに よるG・CSFの 治療効果の確認T2"肛AX画 像L2領 域

L2周 囲の脊髄横断性病変は収束している
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図14症 例3

G・CSF治 療初 日G-CSF治 療1か 月後

MRIに よるG-CSFの 治療効果 の確認T2WIAX画 像L4領 域

左G-CSF治 療前 右G-CSF治 療1か 月後

図15症 例3MRIに よるG-CSFの 治療効果の確 認T2WICOR画 像

L4・S領 域 にみ られ た脊髄炎が収束 しL5-Sの グ リア搬痕様が残存
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2)ELマ ウスへのG・CSF投 与による癩病発作抑制(表2、 表3)

ELマ ウスへのG-CSF投 与に際し、(}CSF投 与に起因すると思われる有害事象は確認さ

れなかった。またコントロール群も含め、腹腔内投与に伴 う注射手技による個体への悪影

響も確認されず、全頭 を評価するに値すると判断した。

コン トロール群のELマ ウスは、飼育ケージか ら取 り出す際の興奮のみで痙攣を誘発する

状態まで、痙攣発作の閾値は下がっており、放 り投げ痙攣誘発刺激は必要としなかった。

G-CSF投 与中、及び投与終了後2日 目(投 与開始から7日 目)ま での痙攣抑制効果を、

抗てんかん効果 とした。投与開始か ら14日 目、21日 目、28日 目と長期的な痙攣消失効果

を、抗てんかん原性効果 とした。

G-CSF投 与群18頭 のうち、投与終了後2日 目(投 与開始から7日 目)で の痙攣誘発刺激

による反応は、スコア3が0頭 、スコア2が3頭 、スコア1が3頭 、スコア0が12頭 で

あった。

スコア2の3頭 は、コン トロール同様の飼育ケージか ら出すという弱い刺激での発作誘発

が生じず、放 り投げ刺激による痙攣誘発発作により、全般痙攣発作を誘発した。投与開始

から14日 目には、7日 目にスコア2の3頭 はすべてスコア3レ ベルの全般発作を飼育ケ

ージから出すだけで発現 した。21日 目28日 目において も同様スコア3で あった。

スコア1の3頭 は、明らかに焦点発作 レベルの発作のみに、痙攣発作が抑制されていた。

3頭 とも投与開始7日 目においても痙攣発作は抑制されていた。投与開始か ら14日 目には、

7日 目にスコア1の3頭 はすべてスコア3レ ベルの全般発作を飼育ケージから出すだけで

発現した。21日 目28日 目においても同様スコア3で あった。

スコア0の12頭 は(xCSF投 与中に発作の抑制がみ られ、発作消失はG-CSF投 与開始か

ら3日 目には観察されるようになった。それ らの個体は放 り投げ刺激を3度 行っても痙攣

発作は誘発されず通常通りの日常行動が観察された。投与開始か ら7日 目において痙攣発

作は12頭 で消失していたが、投与開始か ら14日 目には、7日 目にスコア0の12頭 は、

すべてスコア3レ ベルの全般発作を飼育ケージか ら出すだけで発現 した。21日 目28日 目

において も同様スコア3で あった。

投与開始7日 目 スコア0 スコア1 ス コア2 ス コア3

G・CSF投 与群 12頭 3頭 3頭 0頭

コ ン トロール群 0頭 0頭 0頭 3頭

表2ELマ ウスへの(}CSF投 与による抗てんかん効果

スコア分類0:発 作消失群1:発 作抑制中等度群2:発 作抑制弱群3発 作抑制なし群

投与開始14日 目 ス コア0 スコア1 ス コア2 ス コア3

G・CSF投 与群 0頭 0頭 0頭 18頭

コン トロール群 0頭 0頭 0頭 3頭

表3ELマ ウスへのG-CSF投 与による抗てんかん原性効果
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考察

本研究は、再生医学分野でのG-CSFの 幹細胞誘導作用や抗炎症性サイ トカイン作用等の

基礎研究及び臨床治験を背景に、犬の自然発症中枢神経疾患 とヒト癩病モデルマウスに対

してG-CSFを 投与 し、その安全性と効果について検討した。

犬の急性中枢神経障害に対してのG・CSFの 安全性について

G℃SFは 人体薬として発売以来、獣医療においても使用してきた薬剤である。犬に対し

ては、化学療法後の穎粒球減少症対策に対 し10年 以上の豊富な使用経験があり、安全に

使用 してきたが、中枢神経損傷への投与の安全性や効果は確認されていなかった。今回投

与した全症例において(}CSFに よる重篤な副作用は発現せず、安全性は高いと考えられ

た。(}CSFの 作用であるWBC上 昇が顕著に確認されたが、これはヒトで観察される骨髄

幹細胞を誘導したWBC上 昇 と考えられる。犬 においても化学療法での骨髄抑制が強い個

体においては、(xCSFを 投与し骨髄活性をしておくケースがあ り、その際のWBC上 昇と

同様の反応であったことから異常反応ではない。 しかし犬 においても内因性幹細胞が、末

梢血中に誘導され、更に損傷組織に定着 しているかは現時点では確認されていない。犬に

おいては、幹細胞を特定する細胞表面分子マーカーは、一部のみ確立しているにすぎず、

また組織への定着の確認も、動物愛護の観点か ら困難な状況であるが、今後の基礎研究の

発展が重要と考える。

犬の急性中枢神経障害に対 してのG-CSFの 神経保護効果について

今回の研究結果では、犬の中枢神経障害に対してのG-CSFの 神経保護効果については、

MRI画 像及び臨床症状の顕著な改善か ら、少なくとも中枢神経浮腫抑制、炎症収束作用を

もつことは明 らかであった。これは周辺組織への障害の波及を考えた時に、重要な作用で

ある。急性中枢神経損傷は、1次 性損傷 と、引き続き生じる2次 性損傷(TNF・ α ・IL1一

β ・IL-6等炎症性サイ トカイン、NO等 による細胞毒性 ・重篤な浮腫形成)に より、中枢

神経系は回復不可能な状態に陥ることは、広 く知られている17)。脳脊髄炎や脊髄梗塞等虚

血性疾患においても、激 しい浮腫 ・虚血から2次 性損傷が発生する。神経細胞へのTNF一

αやIL-1β の細胞毒性は、細胞内Ca2・ の過剰な上昇を惹起することが確認されており、

細胞死を引き起こし神経機能 の回復を困難にさせる。そしてIL-1aは 、脳障害後のてんか

ん原性の発現18)にも関与している。またTNF・ αやIL・1β は、血液脳関門を構成するアス

トロサイ トの足突起に存在するアクアポリン4(AQp4)の 活性を増大させ、AQp4活 性

の増大は、アス トロサイ トの浮腫 ・膨化 という細胞障害性浮腫を引き起こし、血液脳関門

を破綻させ、更に病態が周辺組織に及んでいく。 これは、頭蓋内や脊柱管内という閉鎖環

境内での内圧の上昇によるものであり、神経細胞保護のためには、中枢神経の浮腫や炎症

を早期に収束させることが最重要である。現時点では、AQP4拮 抗薬は開発されていない・

それでは浮腫を形成させないために、抗炎症性サイ トカインの拮抗剤が有望であるかとい

うと、IL1β は低活性状態では細胞保護に働くことも確認されている。またIL-6の 拮抗薬

である抗IL6受 容体抗体を用いての、IL-6抑制効果においても完全な遮断は逆に組織への

悪影響が懸念されている。TNF・ αにおいても、同様に完全な拮抗による組織の病態悪化

の懸念がある。一方抗IL-6受 容体抗体の投薬により、関節 リウマチ・多発性骨髄腫など様々

な病態で効果が確認され、脊髄損傷では損傷部の軽減のみでなく、機能回復や将来的な幹
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細胞移植のためにも、初期抑制効果は重要であると考え られている19)。現状では一度惹起

された炎症性サイ トカインは、完全な拮抗を目的とするよ り、緩衝的な作用による調整が

重要であると考えられる。この点か らもG-CSFに 注 目をしている。G-CSFは 、TNF一 α

やIL1・ βの拮抗薬としての作用はないが、炎症性サイ トカインの活性抑制効果20)を もつ

と考えられている。更に(}CSFが 誘導する内因性幹細胞の損傷組織への誘導と生着21)に

よる血管新生効果や、直接の神経細胞死を抑制する22)、等複合的な効果が考えられる薬剤

である。 この作用が、中枢神経系の浮腫の原因となるIL1β やTNFα を直接調整してい

る可能性は指摘されているが、アス トロサイ トに存在するAQP4の 活性を、(}CSFが 直

接抑える可能性について も大変興味深いテーマと考える。特に今回早期の神経症状の回復

と安定した効果の持続が、過去の高容量ステロイ ド療法と比較して も、優れている可能性

を感じる結果であったことか ら、(}CSFに 抗AQP4作 用があるかと感 じて しまう結果で

あった。つまり炎症性サイ トカインが惹起され、局所のサイ トカインス トームに陥った後

にしてはあまりにも早い症状の改善であったか らである。G-CSFが 抗APQ4作 用がある

のであれば、脳浮腫 ・脊髄浮腫治療の特効薬 となる可能性があると考えられる。 この点も

今後の研究課題 とする。

今回の投薬は、高用量ステロイ ド療法を副作用を懸念 し希望 しない飼い主に、代替案と

して、効能外使用である事も含め説明をし、承諾 を得て使用 した。今回の治療効果が、即

高用量ステロイ ド療法より優れた治療方法であるとは、現時点では科学的に判断できない

が、少なくとも高用量ステロイ ド療法に対しては重篤な副作用から、使用に抵抗のある飼

い主へ提示する代替案 としての選択肢の一つには、な り得ると考えている。今後の課題は、

長期投与や頻回投与での安全性 と有効性の検討が、必要であると考えている。今回(-CSF

治療を行った脊髄炎3症 例は、経過観察中であるが、G-CSFの 投薬は発症急性期の投与の

みであり、長期投与や頻回投与は実施 していない。G-CSFは 、ヒト蛋白遺伝子組み換え

製剤であるため、犬においてはEPOの 長期投与でみられる抗EPO抗 体産生と同様に、抗

(-CSF抗 体産生リスクがあると考えられる。再生医療研究の恩恵を獣医療が受けるために

も、犬の自然発生病態の治療が医療に還元される為にも、犬の遺伝子組み換え製剤の製造 ・

発売を待ち望んでいる。

難治性癩痴に対 してのG-CSFの 効果について

ELマ ウスを用いた(-CSF投 与の研究結果からは、抗癩痛効果に関しては、投与中及び

投与終了後2日 目(投 与開始か ら7日 目)ま では、個体差はあるものの十分な抗癩病効果

を確認することができた。 これが神経保護効果によるものであるかについては、海馬の炎

症性サイ トカインの活性が抑えられていることや、浮腫形成が抑制されているか等を、神

経科学的解析及び病理学的解析から行う必要があり、今後の継続研究とする。抗癩瘤原性

作用に関しては、本研究では確認できなかった。しかしなが ら、(}CSFの もつ骨髄幹細胞

誘導、特にEPC誘 導作用(骨 髄から末梢血、そ して損傷組織への誘導作用)は 、損傷組

織の血管新生及び血管発生を引き起 こし、脳梗塞 ・心筋梗塞など虚血壊死組織の細胞生存

率の上昇、惹いては組織機能回復効果が確認されている。つまり癩病病態においても、大

脳海馬領域へのEPCの 浸潤による血管新生と血管発生を誘導することによる脳組織 の保
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護効果が期待できる。 これは癩病発作の発現時に生じる、IL-1β の細胞毒性による癩病原

性の確立 ・発作の全般化を防 ぐ可能性がある、と考えられることか ら、例えば、人生での

初発の発作時の投薬(特 に遺伝的てんかんの背景がある家系での初発発作発現時等)と い

うような治療時期によっては、癩病原性を確立せず、その後の癩痢発作の発病を引き起 こ

さない(つ まり難治性にならず単回の痙攣発作のみになる)可 能性は否定できない。更に

今後の投薬量や局所への埋没(高 濃度の局所での持続的G-CSF供 給を可能にする)等 、

薬剤運搬方法の改良によっても、抗癩病原性作用を得る可能性はあると考えている。また

海馬領域の神経幹細胞誘導が、(}CSFに より引き起こされることが可能であれば、内因性

神経幹細胞 による脳組織 の修復の可能性があり、抗癩痢原性を確立した個体群においても

抗癩病原性作用 を得る可能性はあると考えられる。

このような視点からも、遺伝的に100%痙 攣発作を発現するELマ ウスを研究に用いる有

用性は高く、ELマ ウスを用いた多様な研究がもたらす結果に期待をする。特に海馬に直

接G-CSFを 注入する研究や、持続的G・CSF供 給による効果の研究は、骨髄幹細胞と神経

幹細胞の海馬へのG-CSFに よる誘導の有無について確認する研究とともに重要であると

考え、今後の継続した研究課題 として考えている。
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