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研究成果の概要（日本文）： 脊髄損傷モデルラットに対して、骨髄間葉系幹細胞を静脈内に移

植すると、著明な治療効果が認められることが、画像診断学的、組織学的、および行動学的に

確認された。また、治療メカニズムには、ＢＤＮＦを介した神経保護作用が強く関与しており、

また、神経再生作用も一部関与していることが判明した。さらに、これらの細胞治療による効

果は、脊髄損傷発症後の超急性期に治療した場合のみならず、１か月以上経過した慢性期に治

療を行っても効果が認められたことより、”Therapeutic time window”は比較的広いことが判

明した。 
 
研究成果の概要（英文）： Local injection of mesenchymal stem cells (MSCs) derived from 
bone marrow has been shown to improve functional outcome in spinal cord injury (SCI).  
Systemic delivery of MSCs results in therapeutic benefits in a number of central 
nervous system disorders.  In the present study we intravenously administered rat 
MSCs derived from bone marrow to study their potential therapeutic effect in a 
contusive SCI model in the rat.  MSCs were systemically delivered at varied time 
points (6 hours to 28 days after SCI).  The spinal cords were examined histologically 
six weeks after SCI.  Stereological quantification was performed on the spinal cords to 
determine donor cell (MSCs transduced with the LacZ gene) density in the lesions.  
Light microscopic examination revealed that cavitation in the contused spinal cords 
was less in the MSC-treated rats.  A limited number of cells derived from MSCs 
(LacZ+) in the injury site expressed neural or glial markers.  Functional outcome 
measurements using the Basso-Beattie-Bresnehan (BBB) score were performed 
periodically up to 6 weeks post-SCI.  Locomotor recovery improvement was greater in 
the MSC-treated groups than in sham controls with greatest improvement in the 
earlier post-contusion infusion times.  The availability of autologous MSCs in large 
number and the potential for systemically delivering cells to target lesion areas 
without neurosurgical intervention suggests the potential utility of intravenous cell 
delivery as a prospective therapeutic approach in SCI.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、脊髄損傷に対する細胞療法が注目さ

れており、当初の予備実験結果では、ラット

脊髄損傷モデル（NYUモデルを使用）の損傷

部位に間葉系幹細胞を移植した場合、良好な

治療効果は得られることが判明していた。ま

た、局所の神経再生と軸索の有髄化が、組織

学的および電気生理学的に確認されていた。

しかし、静脈内投与の有用性、および、病態

生理および神経再生メカニズムは、ほとんど

解明されていない状況にあった。 

神経再生において、その再生の先端部は 

Growth cone (成長円錐)と呼ばれ、neuronal 

path findingに重要な役割を果たしているが、

その際、成長円錐が適切なターゲットに神経

突起を伸長させる為には、“filopodia”と

“lamellipodia”が重要である。 

Diacylglycerol kinase(DGK) は

Diacylglycerol (DG) を リ ン 酸 化 し て

phosphatidic acid(PA)を生成する酵素であ

り、DGとPAは細胞内のsecond messengerとし

て幅広い機能を有する。DGKγは細胞骨格系

と結合し、Cdc42のpositive effectorとし

て、また同時にRac1のnegative regulatorと

して機能し、これらのバランスを調節するこ

とによりfilopodiaやlamellipodiaの形成を

制御する。 

多くの細胞において、細胞刺激の初期に活

性型 Cdc42 により糸状仮足が形成され、その

後葉状仮足が形成されるという時間的な関

係が認められる。Cdc42 が PAK を介して Rac1

を活性化する活性化経路と、Cdc42 が DGKγ

を介して Rac1 を制御する不活性化経路の両

者のバランスが filopodia を維持するか、あ

るいは速やかに lamellipodia の形成へ移行

するかを調節する。 

このような背景から、本研究を実施するに

至った。 

 

２．研究の目的 

現在までのところ、難治性神経疾患であ

る脊髄損傷に対する有効な治療法は無い

と言って良いのは既知の事実である。 

本研究では、骨髄間葉系幹細胞を用いた脊

髄損傷に対する細胞治療について詳細に検

討すると同時に、治療メカニズムを解析し、

また、その一部に DGKγが関与しているかど

うかを検討することを主目的としていた。 

 

３．研究の方法 

脊髄損傷モデルは、NYUインパクターを用

い、胸髄（Th10レベル）に直接損傷を加える

モデルを使用した。移植する細胞は、間葉系

骨髄幹細胞を用いた。また、効果判定は、下

記のように解析した。 

（１） 培養細胞の形質は、細胞表面のＣＤ

抗原をマーカーとして同定した。 

（２） ドナー細胞にＬａｃＺ遺伝子を導入

し、移植後の動向を追跡した。 

（３） 免疫染色法を用いて、発現蛋白を解

析した。 

（４） ＥＬＩＳＡ法により、損傷部位のＢ

ＤＮＦレベルを測定した。 

（５） 脊髄組織をパラフィンで固定した後、



Ｈ－Ｅ染色を行い、組織額的に解析

した。 

（６） 行動学的検査はＢＢＢスコアーを用

いて、治療による神経症状の定量的

評価を行った。 

 

４．研究成果 

 ラット骨髄間葉系幹細胞を培養・増殖し、

本研究に必要程度の量まで増殖させた後、細

胞表面マーカーにより細胞の形質を解析し

た。 

 

 

脊髄損傷モデルとして、NYU インパクターを

用い、胸髄（Th10 レベル）に直接損傷を加え

るモデルを確立し、間葉系骨髄幹細胞を静脈

内に投与した。 

移植後、損傷脊髄を組織学的に解析した結

果、ＬａｃＺでマークした骨髄間葉系幹細胞

は、静脈内に投与されたにも関わらず、損傷

部位に多量に集積することが判明した。また、

その集積の程度は、急性期に最高となるもの

の、１ヶ月以上経過した慢性期においても、

治療効果を発揮するのに十分な細胞量が集

積しているのが認められた。 

 

さらに、局所の BDNF 濃度が細胞移植によ

り著名に上昇することが判明したことより、

治療メカニズムに BDNF を介する神経保護作

用が多大に関与していることが判明した。 

これらの細胞治療による効果は、脊髄損傷

発症後の超急性期に治療した場合のみなら

ず、１か月以上経過した慢性期に治療を行っ

て も 効 果 が 認 め ら れ た こ と よ

り、”Therapeutic time window”は比較的

広いことが分かった。 

 

 

動物実験用高磁場ＭＲＩを用いた画像診

断学的解析では、治療により損傷部位が縮小

していくことが確認された。 

 

 

組織学的には、細胞移植により損傷範囲の

減少と、その後に起こる空洞形成が抑制され

るとことが判明した。 



 

 

 

また、移植細胞は脊髄損傷部の局所におい

て神経細胞やグリア細胞へと分化するばか

りでなく、生き残った軸策の sprouting も促

進することが判明した。これらのことから、

治療メカニズムに再生作用が関与している

ことが判明した。そこで、治療メカニズムに

Diacylglycerol kinase が関与しているかど

うか検証したが、発現量が極めて少ないため

有意差は認められなかった。 

 

行動学的解析でも治療群で運動機能の回

復が顕著に認められた。 

 

以上より、間葉系骨髄幹細胞の静脈内投与

療法は極めて有望な治療方法であり、今後の

更なる基礎研究と実用化へ向けた研究開発

が強く望まれるところである。 
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