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研究成果の概要： 

この 3 年間に表記の研究課題に関して数多くの知見を得ることができた。すなわち、自己骨
髄から分離した骨髄間質細胞(bone marrow stromal cells; BMSC)の生物学的特性を解明し、
脳・脊髄内における BMSC の挙動を神経機能解析、DNA マイクロアレイ、免疫染色、光イメ
ージング、MRI などの手法を用いて多面的に解析した。この研究を通して、自己骨髄細胞を移
植することによって、脳挫傷や脊髄損傷の患者さんの神経機能を回復させるための治療方法を
開発する上で重要なステップを形成した。 
 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 5,400,000 1,620,000 7,020,000 

2007 年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

2008 年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

年度  

  年度  

総 計 15,000,000 4,500,000 19,500,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 
キーワード：神経再生、骨髄間質細胞、脊髄損傷、脳損傷 
 
１．研究開始当初の背景 
交通事故や転落事故などによる脳挫傷、脊

髄損傷は急性期の精力的な治療にもかかわ
らず、長期にわたる後遺障害をきたし、その
後の社会生活への復帰を妨げる要因の一つ
となっている。特に、これまでは注目されて
いなかった脳挫傷ののちに生じる高次脳機
能障害が近年の社会問題となりつつある。 

最近の動物実験では、分化能を有する幹細
胞を移植すると傷害された中枢神経が修復
されて神経症状が改善することが示唆され
つつある。移植する細胞の候補として、胎児
由来の ES 細胞や成人脳由来の神経幹細胞が
あげられているが、これらの利用には未だ倫
理的問題が解決しておらず、今後の臨床応用
には多くの問題が内在している。一方、骨髄

間質細胞(BMSC)が神経細胞やグリア細胞に
分化しうること、ほかの幹細胞と同様に中枢
神経の修復に有用であることが明らかとな
り、患者本人の骨髄を用いた再生医療の可能
性が注目されている。当然、脳挫傷や脊髄損
傷後の神経機能を回復させる新たな治療法
としても大きな期待が寄せられている。 

しかし、骨髄細胞を用いた神経再生の研究
においても、骨髄間質細胞は中枢神経内でい
かなるメカニズムにより遊走・増殖するの
か？損傷された中枢神経をどのように修復
するのか？など、解明されていない問題が依
然多いのが現状である。特に、移植された骨
髄細胞が神経系細胞に置換されるのか？そ
れとも軸策などの自己再生を単に補助して
いるのか？といった根本的な問題も明らか



ではない。しかし、申請者らは近い将来、本
治療を臨床応用するにあたってはきわめて
重要な課題であると考えている。 
 
２．研究の目的 

本プロジェクトでは、これらの経緯に基づ
いた上で、自己骨髄から得られる骨髄間質細
胞が損傷された脳や脊髄を修復し、神経症状
を改善するメカニズムを明らかにすること
を目的とする。現在、申請者らはすでにその
初期段階の研究を開始し、後述するような成
果を挙げているが、特に、本プロジェクトで
は、脳挫傷や脊髄損傷などの中枢神経外傷に
焦点をあてて、移植された骨髄間質細胞が①
損傷された中枢神経内をどのようなメカニ
ズムを以って遊走するのか？②損傷部に達
したあと、どのようなメカニズムで中枢神経
を修復するのか？③組織学的な修復がどの
ようにして神経症状の改善として反映され
るのか？を解明することに力点をおいた研
究を、MRIや蛍光イメージング、蛍光免疫染
色などの技術を駆使した実験系を用いて行
なう。 具体的な目標としては以下の３つで
ある。 
 
1) ラット脳挫傷モデルに移植された骨髄間

質細胞が損傷された神経組織に遊走する
メカニズムを解明する。 

2) ラット脳挫傷モデルに移植された骨髄間
質細胞が大脳の神経細胞や神経線維の再
生にどのように関与しているのか、どの
ようにして高次脳機能を改善しうるのか
を解明する。 

3) ラット脊髄損傷モデルに移植された骨髄
間質細胞が脊髄の神経細胞や軸策の再生
にどのように関与しているのかを明らか
とする。 

 ************************************ 
本プロジェクトの骨髄間質細胞による神

経再生は、自己骨髄をドナーとしているので
拒絶反応の懸念や倫理的問題がないことが
特徴であり、臨床応用には最も近い方法論で
ある。しかし、治療効果のメカニズムが不明
な方法論を臨床応用することは危険である
ことも事実である。本プロジェクトでは、わ
れわれがこれまでに行なってきた神経再生
の研究をさらに臨床応用にむけて前進させ
ることを目的としている点で、きわめてオリ
ジナリティとモチベーションの高い研究を
展開できると考えている。骨髄間質細胞の神
経再生における細胞・分子レベルでの解明を
目的としたこの研究が重要な基礎的データ
となろう。これにより、脳挫傷や脊髄損傷の
後遺神経症状に対する治療が、これまでとは
全く異なるアプローチから可能になると考
えられる。我が国にも多いこれらの患者に対
する福祉的・医療的貢献はきわめて大きいと
考えられる。 
最近、わが国でも徐々に骨髄間質細胞によ
る神経再生の研究が行なわれるようになっ
てきた。しかし、その根本的なメカニズムに
ついては国際的にも解明されていない。これ
までの他施設での研究では、移植された細胞
が神経細胞に分化・生着すること、神経症状
が改善することを確認するにとどまってい
る。われわれの研究は、この両者の間に横た
わる大きなギャップを埋めることを目的と
している点で、オリジナリティのきわめて高
い研究を展開しており、本申請の研究実施に

より、この治療法の開発をさらに臨床応用に
近づけることができると考えられる。 
 
３． 研究の方法 
1) 骨髄間質細胞の遊走メカニズムの解明 

この研究では、骨髄間質細胞が中枢神経の
損傷部に遊走するメカニズムを明らかにす
る 。 骨 髄 間 質 細 胞 は SDF-1 (stromal 
cell-derived factor 1)の受容体であるCXCR4
を細胞膜表面に有しており、骨髄間質細胞の
骨髄内での増殖に重要であることが判明し
ている。したがって、野生型マウスおよび
CXCR4ノックアウト・マウスからそれぞれ骨
髄間質細胞を採取して継代培養する。それぞ
れの細胞がSDF-1やCXCR4を発現している
かどうかを蛍光免疫染色により検証する。準
備段階の実験では、骨髄間質細胞のSDF-1、
CXCR4抗体を用いた蛍光免疫染色に成功し
ている。 

ラット脳挫傷モデルは、液体窒素を頭蓋骨
上から大脳皮質に約５分間、暴露して凍結損
傷を惹起することにより作成する。申請者ら
は既にこのモデルを確立している。 

１週間後に骨髄間質細胞(P2～P3)の細胞
核をHoechst33342で蛍光標識して、ラット
脳挫傷モデルの反対側大脳に定位的に移植
する。４週間後に大脳を摘出して野生型、
CXCR4ノックアウト・マウス由来の骨髄間質
細胞が大脳に生着しているか、損傷部位に遊
走しているかどうかを、蛍光顕微鏡を用いて
Hoechst33342の蛍光を検出することで観察
する。同時に、生着、遊走した細胞が神経細
胞の表現型を獲得しているかどうかをTuj-1、
MAP2、NeuN、DCX、GFAPなどの神経系
細胞に特異的なマーカーへの抗体を使用し
て蛍光免疫染色にて検証する。また、損傷部
周辺に産生されているケモカイン(SDF-1な
ど)の種類やその過多を免疫染色やWestern 
blottingにより評価する。 
 
2) びまん性軸策損傷モデルの確立 

この研究では、近年、交通事故の多発によ
り増加している頭部外傷の中でも、重度の高
次脳機能障害を後遺することが多いにもかか
わらず、有効な治療法が全くない”びまん性軸
策損傷(diffuse axonal injury; DAI)”に対する
治療法を開発することを目標とする。 
ラットDAIモデルは、pneumatic impactor

を用いて頭蓋骨を通して大脳への短時間の外
力を与えることにより作成する(Cernak et al. 
Neurobiol Dis 17:29-43, 2004)。脳損傷の評
価は、MRI(T2強調画像)による点状出血や
high intensity areaの数などにより実施する。
また、摘出した大脳の肉眼所見(クモ膜下出血
の程度など )や組織学的評価 (WGA-HRPや
Fluoro-Rubyによる軸策染色など)も実施する。 
 
3) びまん性軸策損傷モデルへの骨髄間質細胞
の移植 
ラット DAI モデルの作成直後あるいは１週
間後に、細胞核を Hoechst33342 で、さらに
細胞質を superparamagnetic iron oxide 
(SPIO)である Ferucar-botran で二重標識し
た骨髄間質細胞(P2～P3)を大脳線条体に定
位的に移植する。移植後４～８週間にわたっ
て経時的に水迷路試験を実施して、細胞移植
群、非移植群の間で高次脳機能障害の改善に
相違がないかどうかを検証する。 
 



4) びまん性軸策損傷における骨髄間質細胞
の挙動 

この研究では、びまん性軸策損傷に暴露さ
れた大脳の中で、骨髄間質細胞がどのように
生着・遊走するのか？損傷された神経細胞や
軸策の修復・再生にどのように関しているの
か？を明らかにすることを目的としている。 
小動物用7.0テスラMRI装置を用いてラット
大脳の冠状断像を経時的に撮像して、移植さ
れた骨髄間質細胞が脳内にどのように分布
するのかを１週間ごとに観察する。特に脳内
の損傷部位へ遊走するのかどうか？遊走に
はどのくらいの時間を要するのか？さらに、
受傷直後、１週間後いずれの移植がより有効
な細胞移植となりうるのか？を検証する。 
移植４または８週間後に大脳を固定・摘出し
てPrussian blue染色によりSPIO陽性細胞の
分布を、蛍光顕微鏡によりHoechst33342陽
性細胞の分布を検証する。WGA-HRPおよび
Fluoro-Ruby染色により軸策の損傷あるいは
再生の程度を半定量的に評価するとともに、
移植された細胞が神経細胞の表現型を獲得
しているかどうかをTuj-1、MAP2、NeuN、
DCX、GFAPなどの神経系細胞に特異的なマ
ーカーへの抗体を使用して蛍光免疫染色に
て検証する。これらのMRI・組織学的所見と
水迷路試験などの高次脳機能試験の結果と
の間に相関があるかどうかを最終的に検証
する。 
 
5) ラット脊髄損傷モデルへの骨髄間質細胞
の移植 
この研究では、脊髄損傷における骨髄間質

細胞移植の意義をこれまでにない手法で解明
することを目的とする。すなわち、移植され
た骨髄間質細胞が脊髄の神経細胞や軸策の再
生にどのように関与しているのかを明らかと
する。 

ラット第９胸椎の椎弓を切除して脊髄硬膜
を露出する。過去に報告したように(Yanoら 
2005)、pneumatic impactorを用いて脊髄に
不完全損傷を作成する。１週間後に細胞核を
Hoechst33342で , さらに細胞質を super- 
paramagnetic iron oxide (SPIO) で あ る
Ferucarbotranで二重標識した骨髄間質細胞
(P2～P3)を脊髄に定位的に移植する。移植後
４週間にわたって経時的に下肢運動機能を
BBB scoreにより客観的に評価して、細胞移
植群、非移植群の間で下肢機能障害の改善に
相違がないかどうかを検証する。 
 
6) 損傷脊髄における骨髄間質細胞、損傷軸策
の生体イメージング 

この研究では、損傷脊髄に移植された骨髄
間質細胞が１つの個体の中でどのような挙
動を示し、神経細胞や軸策の修復にどのよう
に関与しているのかを解明することを目的
とする。 
 小動物用7.0テスラMRI装置を用いて、ラッ
ト脊髄の矢状断を１週間ごとに経時的に撮
像して、移植された細胞の個体内での挙動を
連続的に観察する。移植された細胞はSPIO
で標識されているため、T2強調画像にてlow 
signalを呈しているので可視化することが可
能である。 
また、移植４週間後に第３腰椎に椎弓切除を
追加して、脊髄腰膨大部にマイクロインジェ
クターを用いて、微量のWGA-HRPおよび
MnCl2を注入する。24時間後にラット脊髄の

矢状断を撮像して、細胞移植が軸策の再生を
促進しうるかどうかを評価する。MnCl2はT1
時間を短縮し軸策流によって運搬されると
いう特長を有するため、T1強調像にてhigh 
signalとして表現されるため、軸策の再生が
損傷部を越えて頭側まで及んでいるのかを
生体内で可視化できる。 
 
6) 損傷脊髄における骨髄間質細胞の挙動 
 この研究では、上記4), 5)の研究で得られた
結果を組織学的に評価することを目的とし
ている。移植４週間後に脊髄を固定・摘出し
てPrussian blue染色によりSPIO陽性細胞の
分布を、蛍光顕微鏡によりHoechst33342陽
性細胞の分布を検証する。摘出に先立って注
入したWGA-HRPを発色させることにより、
軸策の損傷あるいは再生の程度を半定量的
に評価するとともに、移植された細胞が神経
細胞の表現型を獲得しているかどうかを
Tuj-1、MAP2、NeuN、DCX、GFAPなどの
神経系細胞に特異的なマーカーへの抗体を
使用して蛍光免疫染色にて検証する。これら
のMRI・組織学的所見と下肢機能試験の結果
との間に相関があるかどうかを最終的に検
証する。 
 この研究で得られる知見は、骨髄間質細胞
移植の臨床応用にあたって、移植細胞を画像
で追跡するノウハウの基礎になると考えら
れる。 
 
４．研究成果 
1) BMSC移植が神経受容体機能に与
える効果 
マウス脳梗塞モデル、および、ラット脊髄

損傷モデルに骨髄間質細胞(BMSC)を定位的
に移植すると、BMSCが病変周囲に遊走して
神経細胞特有の表現型を獲得するのみなら
ず、神経細胞にのみ存在する受容体の機能を
獲得して、脳梗塞や脊髄損傷周囲における受
容体機能を改善させること( 図 1) を 、 125I- 
iomazenilを用いたオートラジオグラフィに
よって明らかとした。これらの結果は、それ
ぞれJ Nucl Med誌(2006)、J Neurotrauma
誌(2006)に掲載された。J Nucl Med誌のプレ
ス・リリースにも掲載された。 

図１ マウス大脳の IMZ-ARG 

 
2) BMSCの遺伝子プロファイル解析  
 BMSCが神経細胞に分化する際の分子生
物学的背景を明らかにする目的で、培養
BMSCのマイクロアレイ解析を実施した。そ
の結果、BMSCは神経細胞への分化誘導(図
２)、すなわち周囲の環境変化によって、自ら
の遺伝子表現型を変化させることが判明し

http://jnm.snmjournals.org/content/vol47/issue3/images/large/486fig2.jpeg�


た。また、BMSCはNGFやBDNFといった神
経保護因子の遺伝子を発現していることを
明らかとした。この結果はBrain Res誌
(2006)に掲載されたが、BMSCが脳や脊髄な
どの中で神経系細胞に分化しうる可能性を
強く示唆した研究として、きわめて貴重なも
のである。 

図２ BMSC の神経細胞への誘導 
3) BMSCの脳内遊走メカニズム 

BMSCが病変周囲に遊走するためには病
変周囲で産生されるSDF-1、および、BMSC
の膜表面に存在するSDF-1 に特異的受容体
であるCXCR4 が必須の役割を果たしている
ことを、CXCR4 ノックアウト・マウスを用
いた実験を実施することで明らかとした(図
３)。その成果はBrain Res誌(2007)に掲載さ
れた。本研究の結果は、2007 年 12 月放映の
NHK教育テレビの科学番組「サイエンスゼ
」でも紹介された。 ロ

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図３ 野生型(上段)、CXCR4 ノックアウト・マウス  

(下段)の BMSC 生着のようす 
 
4) BMSC 細胞保護機構の解明の神経  

マウスBMSCとマウス神経細胞の共培養
実験系を確立した。この実験系を活用するこ
とにより、BMSCの約 25%が神経細胞そのも
のへ分化すること、約 30% が神経細胞と細
胞融合することを世界で初めて証明した。ま
た、BMSCはBDNFやNGFの産生を増加させ
ることで、glutamateに暴露された神経細胞
を保護して、アポトーシスを有意に抑制する
ことも明らかとした。J Neurosci Res誌
(2008)に掲載された。 
 
5) ラットびまん性軸策損傷モデルの開発 

びまん性脳損傷による高次脳機能障害を
シミュレートするラット脳損傷モデルを確
立した。このモデルでは、脳MRIや免疫染色
上、脳梁や側脳室に微小出血をきたし神経細
胞の軸策が特異的に傷害されることをMRI、
免疫染色などにより証明した。水迷路試験を
行なうと短期記憶障害が発生していること
が判明した。ラット脊髄損傷モデルにおける
軸索の損傷をMRIや免疫染色で半定量的に

トレースする技術を確立した。この結果は
Neuropathology誌(2008)に掲載された。 
 
6) BMSCの軸策再生機構の解明 

仔ラット脊髄スライスに移植した BMSC
が matrix metalloprotease (MMP)などのタ
ンパク分解酵素を産生して脊髄の基質を溶
解させて、さらに NGF などを産生して運動
ニューロンからの軸索伸長を著明に促進す
る作用を有していることを世界で初めて証
明した。この成果は Neurorehabil Neural 
Repair 誌(2008)に掲載された。 
 
7) BMSC移植がびまん性軸策損傷による高

次脳機能障害に及ぼす効果 
高次脳機能障害を有するラットびまん性

軸索損傷モデルを作成し、BMSCを大脳に定
位的に移植した。その結果、高次脳機能が有
意に改善すること、移植されたBMSCは大脳
皮質に生着して神経細胞に分化しているこ
と (図８ )が明らかとなった。この成果は
Neuropathology誌(2009)に掲載された。 
 
8) BMSCによる脊髄損傷修復機構の解明 

本研究では蛍光を発する軸策トレーサー
を用いることにより、ラット脊髄損傷モデル
に移植されたBMSCは下行性運動線維を保
護したり再生を促進することで下肢の運動
機能を改善させることが判明した。移植され
たBMSCは損傷脊髄の中で生着したのち、神
経細胞に分化してホスト神経回路に統合さ
れることを初めて証明した。この成果は
Neurosurgery誌(2009)に掲載された。 

 
9) G-CSFによるBMSC移植効果の増幅 

実際の臨床応用を考慮した場合、患者本人
から骨髄を採取したのち、大量のBMSCをで
きるだけ早期に、かつ、安全に培養する必要
がある。しかし、現在の培養方法ではその実
現は困難である。そこで、遺伝子組換え製剤
で臨床にも使用されている granulocyte- 
colony stimulating factor (G−CSF)がBMSC
の培養や移植効果にどのような効果を及ぼ
すのかを検討した。その結果、G-CSFは
BMSCの細胞周期を修飾することでBMSC
の増殖速度を最大で２倍に促進すること(図
10)、BMSCによるNGFなどの神経栄養因子
の産生を増加させることが判明した。また、
G- CSFで培養したBMSCをマウス脳梗塞モ
デルに移植すると、神経症状の回復がさらに
促進されることを示した。この成果は
Cytokine誌(2009)に掲載された。 

 
10) 中枢神経疾患におけるティッシュエンジ

ニアリングの効果 
細胞移植を考慮する場合、細胞懸濁液だけ

を移植するよりもバイオマテリアルととも
に移植すると細胞の生着が良好であること
が他臓器の研究で知られているが、中枢神経
疾患ではその意義は不明である。そこで、ラ
ット大脳脳挫傷モデル、ラット脊髄損傷モデ
ルにおいてBMSCをフィブリンとともに脳あ
るいは脊髄内へ移植した。その結果、フィブ
リンとの移植は神経症状の改善、移植細胞の
生着にきわめて良好な効果をもたらすこと
が判明した(図 11, 図 12)。これらの成果はそ
れぞれJ Neurosurg誌(2009), Neuropathology誌
(2009)に掲載された。 
 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6SYR-4JPR879-Y&_image=fig2&_ba=2&_user=4311470&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4841&view=c&_acct=C000009418&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4311470&md5=9473671dfe25e92f35ec870890b755ee�


11) 温度感受性ポリマーによる BMSC 移植 
上記の研究をもとに、生体に由来しない新

規ポリマーによるティッシュエンジニアリ
ングの有用性について検討した。これは温度
によってゾル⇔ゲルの反応が生じる新規ポ
リマーである。マウス脳梗塞モデルの脳表面
へBMSCとともに接着させると、BMSCが脳
内に侵入して生着することが判明した。非侵
襲的なBMSC移植の手段として期待される。
現在、Neurosurgery誌に投稿中である。 
 
12) ナノテクノロジーを用いたBMSCの生体

イメージング法の開発 
長波長の近赤外光の蛍光を発生するナノ粒
子で BMSC を標識したのち、ラット脳梗塞モ
デルに定位的に移植した。移植された BMSC
は移植 2～5 週間後にわたって頭皮上から生
体光イメージング法にて観察することが可
能であった。移植細胞を光イメージング法に
て非侵襲的に観察した世界で初めての報告
である。現在、FASEB J 誌に投稿中である。 
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