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研究成果の概要（和文）：我々が開発した栄養因子を高発現する細胞を用いて，その細胞をシート状に培養して
マウス脳に移植する方法の検討を進めた．現時点では本法が最も確実に栄養因子を供給できると考えられるが，
シート状の細胞移植でも以下に記載した宿主側の拒絶反応が見られるため，この反応の制御が重要と考えられ
た．
細胞をシート状にマウス脳表面に移植した場合，移植細胞シート中に宿主のミクログリアが多数浸潤しているこ
とが確認され，このマイクログリアはM1(細胞障害性)とM2（細胞保護性）の両方が浸潤していることを確認し
た．現在中枢神経内のマイクログリアを選択的に消去する方法を開発し，移植に対する影響を検討している．

研究成果の概要（英文）：1.Sustained delivery of neurotrophic factors to mice brain.　We developed 
HAC-MSCs which highly expressed neurotrophic factors. Transplanting this cells as a monolayer sheet 
structure, we confirmed this method is so far the most promising way to deliver the trophic factors 
to mice brain. Howerver, the HAC-MSC sheet eliminated from host tissue in a quite short term after 
the transplantation. We considered controlling this immune-rejection is necessary for further 
improvement of the efficacy of transplantation.
2.Establishing the method to detect cell survival signals efficiently.　We observed that the host 
microglial cells are numerously infiltrating into transplanted cell sheet structure. We also 
confirmed these infiltrating microglias are both cytoprotective (M2) and cytotoxic (M1) populations.
 By selectively eliminate the host microglias, we are examining this procedure improve the survival 
of the transplanted cell sheet.

研究分野： 神経内科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在有効な治療法のない筋萎縮性側索硬化症の基礎的な研究を行った．本検討が即座に疾患の治療に繋がるわ
けではないが，細胞治療の可能性と方向性を拡げるものである．実際の臨床応用に関して，さらに安全性と有効
性の評価を進める必要があると考え，それを実践している．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々は筋萎縮性側索硬化症（ALS）モデルマウスを用いて ALS の細胞移植治療，神経栄養因子

治療を検討してきた．細胞移植治療において，新たな移植法の開発と移植細胞としての骨髄間

葉系幹細胞（MSC）の有用性を報告した 1)．更に人工染色体（HAC）技術を利用して，グリア細

胞由来神経栄養因子（GDNF），肝細胞増殖因子（HGF），インスリン様成長因子 1（IGF-1）を高

発現する MSC 細胞株（HAC-MSC）を樹立し，複数の栄養因子による相乗的な治療効果を証明した
2)． 

この過程で，移植片細胞である MSC はホストの ALS モデルマウスの脊髄ですみやかに（一週

間以内で）消失することが明らかとなった 1,2)．このことは複数の栄養因子が一過性に発現する

ことのみで ALS への治療効果を発揮しうることを示しており，持続的な栄養因子の投与が必須

でない可能性を示唆すると考えられた．本研究では複数栄養因子の効果に焦点を当て，栄養因

子の髄腔内投与による反復性一過性の上昇を目的とする治療の，モデル動物での妥当性の実証

を試みる．  

 

２．研究の目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）において神経栄養因子治療への期待は細胞移植治療とともに大き

い．いまだ栄養因子が臨床応用に到達しない理由として，①血液脳関門による栄養因子の中枢

移行の制限，②持続的な栄養因子治療がnegative feedbackによってその受容体の減少を招く，

さらに③ALS の進行に伴う運動神経での栄養因子受容体の減少，その結果④単一の栄養因子治

療では十分な神経保護効果を期待できない可能性，が挙げられる．これらの問題を克服し臨床

応用の可能性を追求するため，本研究では多種類の神経栄養因子により細胞内生存シグナルを

活性化する最適な投与方法を検討し，ALS における神経細胞死の抑制・臨床症状の改善効果を

検証する． 

 

３．研究の方法 

(1) マウス髄腔内への複数回投与手技の確立 

過去の手技を改善し長期間の留置でも感染にも抵抗性のある複数回投与のための安定した投
与ルートの留置法を確立する． 
 
(2) 細胞シートの作成とマウスへの移植 

HAC-MSC をシート状に培養し，マウス大脳を頭蓋骨から露出しその表面に移植する．移植によ

る副作用を評価する． 

 

(3) 臨床症状による治療効果判定 

移植に引き続き，臨床評価項目(hind limb extension reflex, foot print, body weight)を

毎週評価する．同時にマウスの発症，症状進行の程度の判定を行う．マウスの苦痛の軽減のため，

①ピーク時体重の 20%の減少，②横臥位として 30秒以内に立ちなおることができない，③眼に

高度の感染を認める，の 3項目のうち 1項目を満たした時点で，臨床的死亡と判定し安楽死を施

行する．安楽死に先立ち，血清の採取，生化学的解析のための脳・脊髄の凍結保存，病理標本の

作製を行う． 

 

(4) 病理学的解析,生化学的解析 

（神経変性の評価）脳・脊髄の凍結サンプルに対して，アストログリオーシス，ミクログリアの



活性化を western 解析で施行する．作製した病理標本で，残存運動神経細胞数の定量測定，残存

運動神経細胞内のレビー小体様硝子様封入体の定量，アストログリオーシスおよびミクログリア

の活性化の定性測定を行う．ミクログリアに関してはさらに細胞障害性（M1）か細胞保護性（M2）

であるかのフェノタイプの同定も行う． 

 
 

４．研究成果 

(1) マウス脳脊髄腔内への持続的な栄養因子投与手技の確立 

マウス脳内にデバイスを留置して持続的に神経栄養因子を投与する際に，脳内や留置デバイス

の感染やマウス自身が留置デバイスを損傷する例が多く見られた．結論として，背中にアルゼッ

トポンプを留置しチューブを通じて脳内に栄養因子を供給するよりも，栄養因子を高発現する細

胞を樹立して，その細胞をシート状に培養してマウス脳に移植する方法がより有効と考えられた．    

一方細胞シート法でも，シート状の細胞移植でも宿主側の拒絶反応が見られるため，この反応

の制御が重要と考えられた．病理観察では，移植細胞シート中に宿主のミクログリアが多数浸潤

していることが確認され，このミクログリアのキャラクターの解明と制御が重要と考えられた． 

すなわち筋萎縮性側索硬化症の治療において，神経栄養因子をどのように供給することが最も

効率的で有効かを他覚的に検討している．現時点では栄養因子の高分泌細胞を利用する方法が最

適とのデータが集積しており，細胞レベル，動物レベルでの検討を進める． 

 

(2) 細胞生存シグナルの検出手技の確立 

生存シグナルは十分な発現量が見られればEnzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）で確

認する技術を確立した．微量の場合はreal time PCRでの検出となるが，検出感度は現時点では

さらに精度の向上が必要である． 

 

(3) 細胞生存シグナルの検出手技の確立 

細胞をシート状にマウス脳表面に移植した場合，移植細胞シート中に宿主のミクログリアが多

数浸潤していることが確認され，このマイクログリアはM1(細胞障害性)とM2（細胞保護性）の両

方が浸潤していることを確認した．現在中枢神経内のマイクログリアを選択的に消去する方法を

開発し，移植に対する影響を検討している． 
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