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研究成果の概要（和文）：神経系の再生医療のために，研究代表者らは神経堤細胞由来である頭蓋骨間葉系幹細
胞に着目し、脳梗塞等の神経疾患に対する効果を報告している．
本研究においては、頭蓋骨間葉系幹細胞の脊髄損傷モデルラットへの治療効果を検証し、神経栄養因子を介した
抗炎症・抗細胞死作用により有意な神経機能回復を誘導することをみいだした。また、効率の良い細胞治療のた
め微小重力環境を応用した間葉系幹細胞の培養をおこない、細胞骨格の適応的再編成により細胞の特性も変化
し、樹状突起の増加やシナプス伝達の増加が惹起される可能性をみいだした。

研究成果の概要（英文）：For regenerative medicine of the nervous system, the principal investigators
 have focused on cranial mesenchymal stem cells derived from neural crest cells and reported their 
effects on neurological diseases such as cerebral infarction.
In this study, we examined the therapeutic effects of cranial mesenchymal stem cells on a rat model 
of spinal cord injury and found that they induced significant recovery of neurological function 
through anti-inflammatory and anti-cell death effects mediated by neurotrophic factors. In addition,
 we cultured mesenchymal stem cells in a microgravity environment for efficient cell therapy, and 
found that adaptive reorganization of the cytoskeleton may induce changes in cell characteristics, 
such as increased dendritic spines and increased synaptic transmission.

研究分野： 脳神経外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は重症神経疾患に対する細胞治療の間葉系幹細胞ソースとして，神経再生に有利な頭蓋骨間葉系幹細胞に注
目し、基礎研究を行っている。間葉系幹細胞は安全で有用な再生医療の細胞ソースとして注目されているが，一
方で骨髄内の有核細胞に占める間葉系幹細胞数は加齢とともに減少することなど，問題点も存在する．
本研究によって，模擬微小重力環境下での培養と移植効果を検証し、より機能回復の効率の良い細胞治療として
の可能性を見出した．動物モデルをつかって脳梗塞・脊髄損傷などの重症神経疾患への細胞治療応用を実証し，
作用機序の解明をふくめた再生医療の発展に資する研究となった．

※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 
重症神経疾患である重症脳梗塞や重症脊髄損傷等では集学的治療を行うが，神経損傷が重度で
あるが故に，現状ではその機能回復には限界があるといわざるを得ない．脳梗塞は，日本全国で
約 30 万人/年弱が新規に発症する国民病であり，2025 年には 520 万人の要介護者の増加が推定
されている．患者の多くは，死亡や重篤な後遺障害が残るため社会的負担は甚大で，年間医療費
は約 2 兆円/年，社会的損失は約 8 兆円/年と試算されており，新しい治療方法の開発が望まれて
いる．脳梗塞治療においては，アルテプラーゼ (tPA)や経皮的血管形成術など超急性期薬剤治療
や血管内治療技術が日進月歩発達している．とはいえ，超高齢化社会を迎える日本においてます
ます重症神経疾患の危険性が高まるなか，社会全体へ機能回復の効率の良い治療法の波及のた
めにも，中等～重度脳梗塞にはアンメットメディカルニーズが存在し，再生医療による新たな治
療法開発とその実用化は喫緊の課題といえる．本邦でも，再生医療のリスクに応じた適切な安全
性の確保や細胞加工について体制整備が行われ，脳梗塞および脊髄損傷に対して間葉系幹細胞
を神経再生のためのソースとして臨床研究・治験が行われており，その治療には一定の効果が確
認されている．一方で最近の国外からの報告では，長期的効果に課題があることが複数指摘され
るなど残された多くの課題を克服しつつ（医療経済学的要因からも）より効率のよい細胞ソース
を開発する事が期待されている． 
これまで研究代表者らは新しい間葉系幹細胞ソースとして，頭蓋骨間葉系幹細胞を独自に樹立
し研究してきた．ラットやヒト頭蓋骨間葉系幹細胞の特性解析および移植効果確認のため，脳梗
塞モデルラットへの移植研究を行い，その優れた特性と治療効果を報告した．また，間葉系幹細
胞を効率よく樹立し，その特性を維持するために，微小重力環境を応用することを構想し，未分
化マーカーや細胞遊走因子受容体の発現，神経栄養因子の発現の変化について報告した．神経再
生医療における機能回復のための効率の良い細胞ソースを，動物モデルを用いて探索すること
で，神経疾患におけるアンメットメディカルニーズを克服するためのProof of Conceptの獲得し，
間葉系幹細胞による細胞療法全体への波及効果を期待したい． 
 
２．研究の目的 
本研究では脳梗塞モデルで検証した頭蓋骨由来間葉系幹細胞の細胞特性を応用し，脊髄損傷モ
デル(胸髄損傷モデル，重症頚髄損傷モデル)を用いて投与後の機能回復や，組織学的・分子生物
学的回復の検討を行い，その作用機序解明に迫る． 
また模擬微小重力環境培養を応用して間葉系幹細胞分化制御や移植時の組織再生を効率的にす
ることを目指し，脳梗塞モデルを用いてその移植効果を検証する． 
頭蓋骨 MSC と長幹骨 MSC の網羅的 RNA 解析比較し，特性解析を行う．  
 
３．研究の方法 
① ラット頭蓋骨由来間葉系幹細胞の脊髄損傷への移植効果 

.脊髄損傷（胸髄損傷）モデルラットを作成し，損傷 1 日後に，細胞移植を行った．治療群
はラット頭蓋骨由来 MSC 投与と比較対象としてラット骨髄由来 MSC と PBS 投与のみの 3
群を作成した．移植後，運動機能評価と電気生理学的評価を行った．損傷 28 日後に，脊髄
組織を回収し，損傷部の組織学的評価を行った．さらに，ラット頭蓋骨由来 MSC の作用機
序の解明を行うために，細胞移植後 1 日後に脊髄組織を回収し，脊髄組織の遺伝子解析を
行った．また，移植細胞の馴化培地を作成し，酸化および炎症性ストレスに暴露したマウス
神経芽細胞腫/ラットグリオーマ細胞（NG108-15）にそれぞれの馴化培地を加え，生存率や，
遺伝子解析を行った． 

② ヒト頭蓋骨 MSC は微小重力環境に暴露することでどのような特性を獲得するか 
ヒト頭蓋骨サンプルは，我々の過去の報告に従い，開頭手術で前頭側頭骨の蝶形骨隆起を切
除する過程で本来廃棄される予定であった骨片の一部から得ることとした．微小重力環境
下での培養は，専用の培養フラスコで 24 時間の通常培養後，細胞を通常重力 1G 群と微小
重力 MG 群の 2 群に分けた．MG 群は，微小重力環境を作る装置「GRAVITE®」で培養を続
け，80％コンフルエントに達した後，接着細胞を回収した．この装置は，サンプル細胞を 2
軸の周りに回転させ，装置中心での累積重力ベクトルを最小にすることができ，国際宇宙ス
テーションと同様の 10-3G 環境を作り出すことができる．脳梗塞モデルラットを作成し，1G
環境下で培養されたヒト頭蓋骨由来 MSC と，MG 環境下で培養されたヒト頭蓋骨由来 MSC
を脳梗塞 1 日後に尾静脈より投与を行った．移植効果判定には modified neurological severity 
score (mNSS)による運動機能評価を行った．MSCs 投与後 Day 35 における脳梗塞巣（ischemic 
border zone ）での Synaptophysin (シナプスのマーカー)，Tuj 1 (神経細胞のマーカー)につい
て免疫染色して陽性率を調べた．MSCs 投与後 Day 35 における脳梗塞巣の組織をサンプリ
ングし，RNA を抽出後，cDNA を逆転写により合成した．TaqMan プライマーを用いて，real-
time PCR 法に よる解析を実施した． 

③ ラットにおける頭蓋骨 MSC と長幹骨 MSC の網羅的 RNA 解析比較 
ラット頭蓋骨と長管骨よりそれぞれ頭蓋骨 MSC と長幹骨 MSC を樹立し(n=3)，RNA シーク



エンスを行った．遺伝子発現に差を認めたものに対して，遺伝子オントロジーエンリッチメ
ント解析および階層クラスター解析を行った． 
 

４．研究成果 
① ラット頭蓋骨由来間葉系幹細胞の脊髄損傷への移植効果 
ラット長幹骨 MSC 投与群と比較し，
ラット頭蓋骨間葉系幹細胞(CMSC)
投与群は神経栄養因子の高い発現を
認めた．また脊髄損傷モデルラット
では，ラット CMSC 投与群で運動機
能評価，電気生理学的評価ともに有
意な神経機能回復を認め，脊髄損傷
後空洞化が小さかった．CMSC 投与
翌日の脊髄組織において，TNF-α及び
IL-1βといった細胞死に関与する炎症
性サイトカインの発現が抑制されて
いた．以上のような結果から，脊髄損
傷にも CMSC が機能回復効果に優れ
ることを報告 (Sci Rep, 11(1):21907, 
2021)した．さらに，重症神経モデル
である頚髄損傷モデルへの rCMSC投
与では，損傷局所において TGF-β, 
TNF-α に加えて NOS2 (nitric oxide 
synthase 2)の発現が高くなることを
み い だ し た （ Neurosci Lett, 799: 
137103, 2023） ． 
 
② ヒト頭蓋骨 MSC は微小重力環境に暴露することでどのような特性を獲得するか 

1G, MG 環境下で培養した hcMSCｓすべての陽性マーカーで陽性，かつ陰性マーカーで陰性を示
した．そして，1G 環境で培養した hcMSCs と，MG 環境で培養した hcMSCs は類似した特徴を
有していた．運動機能評価では 1G 環境下で培養された cMSCs 投与群と比較し，MG 環境下で
培養された cMSCs 投与群は移植後の mNSS の有意な改善を認めた．免疫組織学的検討では各群
とも，脳梗塞巣（ischemic border zone ）に，SYP，Tuj 1 が確認された．PBS 群に比べ，1G 群お
よび MG 群で比較的高い SYP，Tuj 1 を認め，また，MG 群は SYP，Tuj 1 いずれも全体的な染
色強度が強かった．梗塞脳組織における遺伝子発現では MG 群で，Ngf，Fgf2, Syp の発現が有意
に高く，Sort1 の発現が有意に低かった． 
 
③ ラットにおける頭蓋骨 MSC と長幹骨 MSC の網羅的 RNA 解析比較 
頭蓋骨 MSC においては Zic や Wnt などの神経の発達や形成に関連する遺伝子の発現が高い結
果であった．また Ntrk や NGFR，IGFBP6 など，PI3K-Akt 経路や IGF シグナル経路に関与する
遺伝子の発現が高い結果であった．一方，長幹骨 MSC では TLR９や CXCL12 などの炎症や血管
新生に関連する遺伝子や，CX3CL1 や Nod2 など ERK 経路に関連する遺伝子の発現が高かった
（Neurosci Lett, 799: 137103, 2023） 
 

【図 】 頚髄損傷モデルにおけるMSC投与後の局所遺伝子発現とラットCMSCのRNA seq解析結果 

【 図  】 胸髄損傷モデルラットへの頭蓋骨間葉系幹細胞投与効果 

頭蓋骨間葉系幹細胞( CMSC) 投与は機能回復及び組織修復に高い有効性を有する 
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