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研究成果の概要（和文）：雄性SDラットを用い，虚血-再潅流による脊髄損傷モデルを作製した.再潅流直後に，
PBSか通常重力下で培養した骨髄由来MSC(1G-MSC)か模擬微小重力環境下で培養したMSC(MG-MSC)を注入した.トマ
トレクチンが結合した開通毛細血管のMSC投与による改善は僅かであった.
5週齢の雌性SDラットから採取した脊髄由来血管内皮細胞に対して，アポトーシスを誘導した．MSCをアポトーシ
ス誘導後の内皮細胞培養環境に加えて共培養を行った．MSCを添加した共培養により，血管内皮細胞の生存率が
増加し，アポトーシス率が減少した．MG-MSCの共培養が，1G-MSCの共培養よりもアポトーシス率を減少させた．

研究成果の概要（英文）：A spinal cord injury model due to ischemia-reperfusion was created using 
male SD rats. Immediately after reperfusion, PBS or bone marrow-derived MSCs (1G-MSCs) cultured in 
normal gravity, or MSCs cultured in a simulated microgravity environment (MG-MSCs) were injected. 
The number of open capillaries bound to tomato lectin decreased, and the improvement with MSC 
administration was slight.
Apoptosis was induced in spinal cord-derived vascular endothelial cells collected from 5-week-old 
female SD rats. MSCs were added to the endothelial cell culture environment after apoptosis 
induction and co-cultured. Co-culture with MSCs increased the survival rate of vascular endothelial 
cells and decreased the apoptosis rate. Co-culture of MG-MSCs reduced the apoptosis rate more than 
co-culture of 1G-MSCs.

研究分野：再生医療

キーワード： 脊髄損傷　虚血-再潅流障害　間葉系幹細胞　毛細血管開通　血管内皮細胞　アポトーシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MSCが血管内皮細胞のアポトーシスを抑制することを示唆し，損傷部付近における血管内皮の維持に貢献するこ
とが示唆された．MG-MSCが1G-MSCよりも高い治療効果を持つことが示唆された．

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
胸部大動脈瘤などの外科手術の際、手術操作に伴う一時的な虚血と手術後の血流再開に伴う再
潅流が脊髄に悪影響し、対麻痺がしばしば発生する。動脈瘤の部位によっては 20%という高い
頻度で対麻痺が生じ、死亡する例もある。このような循環器手術後の対麻痺に対する治癒効果を
期待して、申請者らはラット虚血–再潅流脊髄損傷モデルを作製し、MSCを移植したところ、運
動機能低下が抑制された。アストロサイトの活性化や BDNFの発現増加、アポトーシスの抑制
などが起きていたが、治療効果のメカニズムについてさらに検討する必要がある。 
 様々な組織において、虚血−再潅流後の毛細血管網は破壊され、その結果として組織の虚血状
態が持続化する。脊髄において虚血による低酸素や低栄養は、神経細胞の破壊をもたらすと考え
られるが、脊髄の虚血–再潅流にどのように脊髄が破壊されるか分かっていない。また MSC 移
植がどのように作用して治療効果をもたらすかも不明である。 
 
 
２．研究の目的 
虚血−再潅流が引き起こす対麻痺に対する MSC の治癒メカニズムの解明と治療成績改善方法
の開発を目的とする。 
 由来の異なるMSCを用いた研究や臨床試験が行われているが、その回復は限定的で完治まで
至っていない。様々な組織において、虚血−再潅流後に組織傷害を引き起こすことが報告されて
いる。これらの報告では、炎症やアポトーシス、酸化ストレスなどの事象が注目されており、脳
損傷や脊髄損傷時の毛細血管構造や毛細血管の血流に関する報告は見当たらない。虚血−再潅流
後の脊髄内の毛細血管構造の変化や血流の変化が組織の損傷にどのように関与しているかを調
べた。 
 MSCが血管内皮細胞に作用し、中枢神経組織における損傷時の血管構造に及ぼす影響を調べ、
血管構造への治療効果が解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
雄性 SD ラットの左大腿動脈から挿入したバルーンカテーテルを膨らませて脊髄を虚血した.再
潅流直後に，PBS か通常重力下で培養したラット骨髄由来 MSC(1G-MSC)か模擬微小重力環境下で
培養した MSC(MG-MSC)を注入した.血管内皮と結合するトマトレクチンを注射し，脊髄を採取し
た.凍結横断切片を作製し，血管は抗 PECAM-1 抗体で，血流の有無はトマトレクチンに対する染
色で，二重標識した.  
5 週齢の SD ラットから脊髄を採取し、血管内皮細胞を分離して培養した。培養血管内皮細胞に
対して、過酸化水素添加やアポトーシス誘導剤添加、低栄養環境での培養を行い、アポトーシス
を誘導した。ラット骨髄由来 MSC を PKH 67 で染色後に、アポトーシス誘導後の内皮細胞培養環
境に加えて共培養を行った。24 時間後、72 時間後に細胞を回収し、トマトレクチンで血管内皮
細胞を染め、Annexin V を用いてアポトーシス細胞を染めてフローサイトメトリーで解析した。 
 
４．研究成果 
虚血-再潅流後，運動機能が著しく低下したが，MSC を移植した群では徐々に改善した．正常な
脊髄のほとんどの毛細血管が開いていたが，虚血中の多くの毛細血管は閉塞していた（図 1）．
虚血-再潅流から 1 日後，開通している毛細血管が減少しており、3 日後の開通毛細血管はさら
に減少した．トマトレクチン潅流染色を用いて、手術による虚血―再潅流操作で一時的な虚血と
その後の再潅流が起きたことを確認できた。手術操作後もトマトレクチン陽性の毛細血管は減
少を続けており、血流低下が持続したと考えられる。MSC 投与による改善はみられず、MSC によ
る運動機能回復には血流以外の作用機序が重要と考える。 

 



アポトーシス誘導後の培養血管内皮細胞は、いずれの条件下でも生存率が低下し、アポトーシス
を起こした細胞の比率が増加した（図 2）。MSC を添加した共培養により、低栄養環境における血
管内皮細胞の生存比率が増加し、アポトーシスの比率が減少した（図 3）。 

 

 
アポトーシス誘導により血管内皮細胞の生存率が低下したが、MSC を添加することで生存率が増
加し、アポトーシスの比率が減少した。これは、MSC が血管内皮細胞のアポトーシスを抑制する
ことを示唆する。 
損傷した中枢神経系組織において、移植した MSC が血流へ影響を及ぼしはしなかったが、損傷部
付近における血管内皮の維持に貢献することが示唆された。 
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図3. アポトーシス誘導した脊髄由来血管内皮細胞に対するMSCのアポトーシス抑制効果．MSCとの共培養によ
り，血管内皮細胞の生存比率が増加し，アポトーシスの比率が減少した．
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