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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経根症に対する間葉系幹細胞（MSC）を用いた治療のメカニズム解明
を行った。マウス神経根症結紮モデルを作成し、MSCを局所投与もしくは静脈投与して疼痛関連行動を解析した
ところ、MSC投与群で有意に疼痛の改善が見られたが、治療効果は静脈投与群の方が上回る傾向があった。静脈
投与群では、投与したMSCは当該神経根周囲に局在しなかったが、当該脊髄領域において神経障害性疼痛の成立
に関わるミクログリア、アストロサイトは有意に減少していた。また神経根のRNAseqでは、炎症や疼痛に関連す
るシグナルが減弱しており、MSCは間接的な手段で神経障害性疼痛を緩和させることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism of mesenchymal stem cell (MSC) 
therapy for radiculopathy. We created a mouse model of radiculopathy by ligation of the nerve root 
and analyzed pain-related behavior after local or intravenous administration of MSCs. Significant 
improvement in pain was observed in the MSC-treated group, but the therapeutic effect tended to be 
greater in the intravenous administration group. In the intravenous administration group, the 
administered MSCs did not localize around the nerve root, but the microglia and astrocytes involved 
in the development of neuropathic pain in the corresponding spinal cord region were significantly 
decreased. Furthermore, RNAseq of the nerve root showed a decrease in signals related to 
inflammation and pain, suggesting that MSCs indirectly alleviate neuropathic pain.

研究分野：整形外科学

キーワード： 整形外科学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
神経根症は神経障害性疼痛を引き起こす代表的な疾患であり、既存の治療薬が奏効しない患者も多く、また手術
等の侵襲的な治療を行っても改善しないことも少なくない。MSCを用いた治療は様々な領域で研究と実用化が進
んでいるが、本研究の成果は神経障害性疼痛に対する治療効果のメカニズムの一端を解明したものであり、今後
の開発や普及に貢献するものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
神経根症は神経障害性疼痛を引き起こす代表的な疾患であり、耐え難い疼痛や痛覚過敏など
により患者の QOLは著しく障害される。背景の疾患として、頚椎神経根症は 179人/10万人・
年で発症し(J Spinal Disord Tech. 28:251,2015)、腰椎椎間板ヘルニアは人口の約 1%が罹患し
ていると報告されている(腰椎椎間板ヘルニア診療ガイドライン改訂第２版)。保存治療で軽快す
ることも多いが、10%前後は症状改善が乏しく罹病期間が長期に及ぶ。近年開発されたプレガバ
リンなどは神経障害性疼痛の緩和に有効ではあるが、病態そのものを改善する訳ではなく、また
副作用の頻度も多い。 

 
間葉系幹細胞(Mesenchymal stem cells, MSC)は骨髄、脂肪など各組織に存在する組織幹細胞
の総称であり、古くは骨、軟骨組織などを体外で作出する際のセルソースとして盛んに研究され
てきたが、近年は免疫応答や炎症反応を調節する作用を有することが広く知られ、移植片対宿主
病（graft versus host disease：GVHD）に対する他家骨髄由来幹細胞製剤が既に認可されてい
るほか、亜急性期の脊髄損傷に対する自家骨髄由来幹細胞製剤が早期承認を取得し、患者の治療
に応用されるとともに、その有効性の検証が進んでいる。変形性関節症への有効性も世界各地か
ら報告されるようになり、我々もその作用機序を解析してきたが、MSCが様々な免疫系細胞に
作用して関節全体の炎症を調整していること、滑膜組織のリモデリングを介して炎症や痛みが
起きにくい構造に変換していくことを明らかにしてきた。 

 
神経根症では、圧迫された神経根や脱出した髄核から Interleukin (IL)-6、IL-8、nitric oxide 

(NO)、tumor necrosis factor (TNF)、Prostaglandin E (PGE)など種々の炎症性メディエーター
が放出され、dorsal root ganglion (DRG)において炎症性シグナルが活性化し、脊髄後角におい
て神経障害性疼痛の成立に関わるミクログリア、アストロサイトが増加し、疼痛閾値の低下が引
き起こされる。これらを総合的に考えると、神経根症においてもMSCの細胞治療が有効である
可能性は高いが、本研究開始時点では臨床研究はおろか非臨床レベルでもほとんど知見がなく、
最新の分子生物学による神経根症の病態解析でさえも道半ばであった。我々はマウス神経根症
モデルを確立し、細胞治療の予備検討を行ったところ有効性を強く示唆するデータが得られた
ことから本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず独自開発したマウス腰椎神経根結紮モデルについて行動学的解析による疼
痛評価系を確立するとともに、DRG周辺にどのような細胞群が集簇するかを解析し、疼痛の惹
起、もしくは疼痛閾値低下に関わる細胞を確認する。そして脂肪由来MSCを局所投与、および
静脈内投与し、DRG周辺で生じる細胞群の変化を調べるとともに、DRGの RNAシーケンスを
行い、末梢側の感覚神経細胞の発現遺伝子、シグナルの変動を網羅的に解析する。また当該神経
根が合流する脊髄後角の組織学的解析も行い、その特徴を詳細に解析する。これらの解析を通し
て、神経根症の病態およびそれに対するMSC細胞治療の作用機序を同時に解明することを目指
す。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の 5つのサブテーマに分けて遂行した 。 
①神経根症モデルマウスの疼痛評価系の確立 
②神経根症における病変部および脊髄後角の組織学的解析 
③MSC 局所投与系、静脈内投与系における疼痛評価 
④MSC 局所投与系、静脈内投与系における組織学的解析、発現解析 
⑤MSC 局所投与系、静脈内投与系における投与細胞のトラッキング 
⑥MSC 静脈内投与系における脾臓の役割の解析 
 
①神経根症モデルマウスの疼痛評価系の確立 
C57BL/6 マウス、オス 12 週齢を用いて第 5 腰椎神経根結紮モデルを作成する。経時的に行動
学的評価を行い、Sham 群と比較する。具体的には von Frey テスト、プランターテスト、両側
圧力差測定装置を用いた Incapacitance テスト、トレッドミル走行負荷試験、ローターロッド
試験など複数の評価系を用い、多角的に検証した。 
 
②神経根症における病変部および脊髄後角の組織学的解析 
神経根結紮モデルの結紮部や DRG 周辺、さらに脊髄後角の細胞群の変化を組織学的に解析し
た。特異的マーカーに対する抗体を用いて共焦点顕微鏡によって解析を行った。 
 
③MSC 局所投与系、静脈内投与系における疼痛評価 



 GFP マウス由来脂肪幹細胞を調整し、結紮した神経根周囲に局所投与する系と、尾静脈から投
与する系を作成し、①で確立した評価系を実施した。 
 
④MSC 局所投与系、静脈内投与系における組織学的解析、発現解析 
 ③で疼痛に変化が見られたポイントで DRG、脊髄後角の組織学的解析を行うとともに、DRG を
採取して RNA シーケンスを行って発現遺伝子の網羅的解析を行った。 
 
⑤MSC 局所投与系、静脈内投与系における投与細胞のトラッキング 
 ④の組織切片を用いて、GFP 抗体を用いた免疫組織染色を行い、投与細胞のトラッキングを行
った。 
 
⑥MSC 静脈内投与系における脾臓の役割の解析 
 静脈内投与系では DRG など神経組織に投与した MSC を検出できなかったことから、標的臓器
の一つと考えられる脾臓を摘出した個体でも同様の実験を行い、脾臓の役割を検証した。 
 
４．研究成果 
 まず C57BL/6 マウス、オス 12週齢を用いて第 5腰椎神経根結紮モデルを作成し、試験的に研
究の方法に記載した行動学的評価一式を行ったところ、von Frey テストとプランターテストが
最も著明に差を検出できたことから、本研究ではこの 2つを評価系として採用した。いずれも結
紮モデル作成 1 日後から疼痛閾値が半分ほどに低下し、かつ術後 3 週間まで観察を続けたが自
然に改善することはなかった。 
 
続けて組織学的解析を行った。結紮した神経根の DRG においては、ATF3 に代表される神経障
害性疼痛に関連したマーカーが高発現しており、脊髄後角では結紮後 1週時点で IBA1 陽性のミ
クログリアが増加し、結紮後 3週時点で GFAP 陽性のアストロサイトが増加していた。これらは
神経障害性疼痛に見られるとされる所見であり、このマウス腰椎神経根結紮モデルが妥当であ
ると判断した。 
 
 次に GFP マウスの鼠径部脂肪組織から定型的に脂肪由来 MSC を単離、培養増幅した。結紮術後
3日の時点で、この MSC を結紮部に局所投与したほか（局所投与群）、尾静脈から投与した群（静
脈内投与群）も作成し、術後 3週まで解析を行った。するといずれの群でも von Frey テスト、
プランターテストともに疼痛閾値が減弱したが、その改善の幅は期間中どの時期でも静脈内投
与群の方が大きい傾向があった。MSC を投与したこれら二群において、DRG における ATF3 の発現
は減弱しており、脊髄後角における結紮後 1週時点での IBA1 陽性のミクログリアの増加、結紮
後 3週時点での GFAP 陽性のアストロサイトの増加は、いずれも改善していた。 
 
 投与した MSC の行方を知るため、GFP 抗体を用いた免疫組織染色も行った。局所投与群では
DRG や結紮部の周囲に GFP 陽性細胞が多く検出されたが、静脈内投与群では局所には全く GFP 陽
性細胞は検出されたなかった。静脈内投与された MSC は肺や脾臓など様々な網様系臓器に集積
することが報告されているが、これらの組織を検討したところ MSC はわずかに散在しているの
みで、1つの臓器や組織にまとまって存在する傾向は確認できなかった。 
 
 次に我々は DRG を採取し、RNA シーケンスを行った。まず Sham 群と比較して腰椎神経根結紮
群で増幅されたプロセスとして、Oxidase phosphorylation, Calcium Signaling, Superpathway 
of cholesterol biosynthesis, Synaptic long term depression, Opioid signaling pathway, 
Neuropathic pain signaling in dorsal horn neurons, GPCR-mediated nutrient sensing in 
enteroendocrine cells などがあり、逆に減弱されたプロセスとしては、Osteoarthritis pathway, 
Neuroinflammation signaling pathway, CSDE1 signaling pathway, RhoGDI signaling, 
Inflammasome pathway などがあった。興味深いことに、腰椎神経根結紮によって変動していた
これらのプロセスの多くは、MSC 静脈内投与群の DRG においては逆に変動しており、特に Calcium 
Signaling, Neuropathic pain signaling in dorsal horn neurons, Opioid signaling pathway
などの抑制が顕著であった。 
 
 最後に、静脈内投与された MSC が標的とする組織、臓器を検証するため、そのうちの 1つと予
測される脾臓について検討を行った。あらかじめ脾臓摘出を行った個体に腰椎神経根結紮結紮
を行い、3日後に MSC を静脈内投与したところ、投与後 1週間までは脾臓摘出を行っていない群
とほぼ同等の疼痛抑制効果を示したが、その後その効果は急速に減弱し、術後 3 週の時点では
MSC 非投与群とほぼ同等の水準に達した。脾臓における MSC の作用機序をより深く探索すべく対
照群と投与群で脾臓を摘出し、シングルセル解析を行ったところ、構成細胞の組成に差が見られ
ることが分かり、現在も解析を進めている。一方で投与した MSC 自体はシングルセル解析ではほ
とんど検出されず、脾臓の免疫細胞との相互作用を解明するには至らなかった。 
 
 本研究成果から、脂肪由来 MSC の静脈内投与は神経根の物理的圧迫に起因する神経障害性疼



痛を改善しうることが明らかとなり、その作用機序は MSC のホーミングによる局所での作用で
はなく、システミックで間接的な作用に基づくことが示された。MSC の静脈内投与は様々な疾患
に対して有効性が報告されており、その標的臓器に一つとして脾臓が報告されている。脾臓は免
疫細胞が集積する臓器であり、MSC が多種多様な免疫細胞の機能を修飾しうること、実際に脾臓
を摘出した個体では MSC の静脈内投与による治療効果が半減したことを考えると、神経障害性
疼痛改善に免疫系への修飾が寄与している可能性が高い。今後は後継の研究計画の中で詳細を
明らかにしていきたい。 
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