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研究成果の概要（和文）：顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)の経静脈投与によって末梢血中に動

員された造血系幹細胞を回収・濃縮して損傷脊髄内に移植する G-CSF 動員末梢血幹細胞移植に

関して、本法の脊髄損傷に対する治療効果を検討した。NOD Scidマウスを用いて脊髄圧挫損傷

モデルを作成した。1 週間後に、M 群にはヒト由来 G-CSF動員末梢血単核球細胞(CD34細胞純化

なし)、CD34 群にはヒト由来 G-CSF 動員 CD34+末梢血幹細胞(それぞれ 1.0×105個)を損傷部に

直接注入する方法で移植した。Control 群には溶媒のみを注入した。行動評価 においては、細

胞移植を行った M群、CD34群ともに、Control 群に比し移植後 6週以降で有意な運動麻痺の回

復が得られた(p＜0.01)。移植後 1週で移植細胞は損傷部より約 2mm頭尾側まで広範に残存して

おり、これらは血管系の細胞へと分化していた。移植後 4週でも移植細胞は、損傷脊髄内に残

存していた。これらの結果から、損傷脊髄において移植後早期に移植細胞による血管新生促進

効果が発揮され、これが脊髄損傷マウスにおける行動学的な改善をもたらしたと考えられる。

脊髄損傷に対する G-CSF動員末梢血幹細胞移植治療の臨床応用が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： We analyzed that intraspinal transplantation of CD34+ peripheral 
blood cells mobilized by granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) facilitates 
angiogenesis in injured spinal cord and promotes functional recovery after spinal cord 
injury (SCI).  NOD-Scid mice were subjected to contusion-induced SCI. Human CD34+ 
peripheral blood stem cells (1.0x105) mobilized by G-CSF were injected into the injured 
spinal cords (CD34 group) one week after SCI. Human mononuclear cell fraction (1.0x105) 
mobilized by G-CSF (M group) or saline (Control group) were also administrated. Mice in 
CD34 and M groups showed significant locomotor recovery of hind limb motor function from 
six to eight weeks after the transplantation (p<0.01). A certain amount of transplanted 
cells were detected until four weeks, and they were differentiated into vascular 
endothelial cells. Those results indicate that intraspinal transplantation of human 
peripheral blood stem cells mobilized by G-CSF facilitates the angiogenesis in injured 
spinal cord and promotes functional recovery in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、急性脊髄損傷に対する細胞移植療法

については、基礎実験の結果が多数報告され
ている。その中でも特に注目されているのは
ES 細胞、iPS 細胞であり、これらの細胞移植
においてはその有効性が報告されており、臨
床応用への期待が高まっている。しかし、ES
細胞においては倫理的問題、拒絶反応の問題
があり、また、iPS 細胞においては移植細胞
の高率な腫瘍化が報告され、臨床応用はいま
だ困難な状態である[1]。この面から、急性
脊髄損傷に対する移植細胞としては、骨髄間
質細胞や、造血幹細胞などの自己由来の細胞
の方が臨床応用へ向けての検討が進めやす
い。 
我々は顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)投

与が急性脊髄損傷における急性期の二次損
傷を軽減させることを基礎実験において明
らかにしてきた。既に臨床試験を開始してい
る[2]が、G-CSFを投与すると末梢血中に造血
幹細胞が多数動員される。この動員された造
血幹細胞の中に表面に CD34 抗原を持つ骨髄
単核球細胞の分画がある[3]。この G-CSFに
より動員された CD34陽性末梢血幹細胞は、
他の虚血性疾患に治療において有用である
という報告が散見される。下肢虚血性疾患に
おいては、基礎実験において CD34陽性末梢
血幹細胞を下肢虚血モデルに投与すること
で、移植細胞が虚血部位に取り込まれ血行を
改善すると報告され[4]、臨床応用も既に始
まりその効果も報告されている[5]。さらに、
急性心筋梗塞においても、基礎実験において
CD34陽性末梢血幹細胞を投与することによ
り心筋が保護され、投与した細胞の一部が心
筋となり機能回復に有用であると報告され
[6]、臨床応用が始まっている[7]。これらの
虚血性疾患における CD34陽性末梢血幹細胞
の作用機序としては、虚血部位における血管
新生の促進によるものであると考えられて
いる。 
しかし、下肢虚血疾患、心筋梗塞等の疾患

と異なり、脊髄においては血液脊髄関門
(Blood Spinal Cord Barrier)が存在するた
め、G-CSFを投与して末梢血中に動員される
造血幹細胞のうち脊髄内に生着しうる数は
ごく一部となる。急性脊髄損傷においてはこ
の Blood Spinal Cord Barrier の破綻に伴い、
G-CSF を投与することにより急性期には脊髄
内に末梢血幹細胞が生着しうるが、Blood 
Spinal Cord Barrierの修復に伴い脊髄内へ
の末梢血幹細胞の移動・生着は期待できなく
なる。ただし、G-CSFの損傷脊髄内への作用

としては、我々は他に直接的なアポトーシス
抑制[8]、オリゴデンドロサイトの細胞死の
抑制と髄鞘保護、炎症性サイトカイン発生の
抑制[9]などの効果を有することを明らかに
しており、我々は G-CSFの静脈内投与の効果
は、これらの直接的に二次損傷を軽減すると
いうものが主であると考えている。そこで今
回我々は、急性脊髄損傷において G-CSFにて
末梢血中に動員された造血幹細胞を回収、濃
縮して損傷脊髄内に直接移植することで、更
なる治療効果が得られるのではないかとい
う着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、マウス脊髄損傷モデルを

用いて、G-CSF動員末梢血幹細胞移植の脊髄
損傷に対する治療効果を検討することであ
る。 
 
３．研究の方法 
 8～10週齢の成雌 NOD/Scid マウス(体重
25-30g)に対し、第 9胸椎椎弓切除を行い
Infinite Horizon Impactor を用いて
(60Kdyne) 脊髄圧挫損傷モデルを作成。これ
らをランダムに Control群、M群、CD34 群の
3 群に分割し、1週間後に、①Control群には
溶媒のみ(3.0μl)を、②M群にはヒト由来
G-CSF 動員末梢血単核球細胞 (mPB MNC) 1.0
×105個(3.0μl)を、③CD34 群にはヒト由来
G-CSF動員末梢血 CD34陽性細胞 (mPB CD34+) 
1.0×105個(3.0μl)を、それぞれ損傷脊髄内
に直接注入した。これら 3群に対し、以下の
比較検討を行った(図 1)。 

 

1)後肢運動機能評価：受傷後 1週間から 8
週間までの後肢運動機能回復を Basso Mouse 
Scale (BMS) を用いて評価し[10]、各群間で
比較検討した。これに加え、移植後 8週にお
いて Scanet 40 (Merquest社製) を用いて 30
分間歩行テストを行い、各群の運動量につい
て比較検討した。 

2)免疫組織学的検討：移植後 8週の時点で
損傷脊髄を摘出し、2.5mm間隔で脊髄矢状断



切片を作成した。抗ヒトミトコンドリア抗体
(mito)を用いて免疫染色を行い、移植したヒ
ト由来細胞が生着・残存しているか、また、
残存している場合、損傷部から頭尾側にどの
程度まで存在しているかを確認した。さらに
血管内皮細胞の抗体である von Willebrand 
Factor(VWF)を用いて二重染色を行った。 
 統計学的検定には、3群間の BMS の経時的
回復については Repeated-mesures ANOVA, 
Turkey-Kramer法を、また各週における 3 群
の比較及び Scanet 40 での運動量解析には
Two-factor ANOVA, Turkey-Kramer法を用い
た。 
 
４．研究成果 
A. 研究結果 
1)BMSにおいては Control群に比し M群、CD34
群の双方で損傷 6週目から 8週目において有
意な行動の改善を認めた(p<0.01)。損傷 8週
目における BMS は CONTROL群で 5.29±0.49
であったのに対し M群では 6.38±0.62、CD34
群では 6.50±0.53 であり、移植群双方で対
照群に比し有意な改善を認めていた
(p<0.01) (図 2)。また、Scanet 40を用いた
損傷後 8週目での運動量の解析では、Control
群、M 群、CD34群の順に運動量は増加してお
り、Control群と CD34群の間には有意な運動
量の差を認めた(p<0. 01)。 
 

 
2)免疫組織学的検討では、移植 1週で移植細
胞は損傷部頭尾側 2mmに渡って残存していた。
さらに、VWF の細胞は分化した移植細胞より
広範に頭側まで存在していた。強拡大してみ
ると、移植細胞は VWFで二重染色されており、
血管内皮細胞への分化が示唆されたが、それ
以上に内因性の VWF+の細胞が増加していた。
一方、移植 4 週においては移植細胞の数に減
少がみられたが残存しており、やはり VWFで
二重染色される血管系細胞へ分化していた。
一方、この時点では内因性の VWF+の細胞は見
られなかった(図 3-6)。移植細胞の生着数を
計測すると、移植細胞は、CD34群、M群共に、
4 週の時点まで残存していた。一方、移植 8
週では一部でわずかに移植細胞の残存がみ

られたが、ほとんど移植細胞は消失していた。 

 

 

 

 
 
B. 考察 
中枢神経系においてはマウス脳梗塞モデ

ルにおいて CD34陽性末梢血幹細胞の投与に
より梗塞周囲における血管再生が促進され、
さらに CD34 陽性末梢血幹細胞は内因性の神
経再生に必須であると報告されている[11]。



本研究においても移植細胞は損傷脊髄内に
生着し、血管系の細胞に分化していたことか
ら、これらの知見に合致する結果となった。 
また、CD34陽性末梢血幹細胞に比べ比較的臨
床使用が容易な骨髄単核球細胞を脳梗塞亜
急性期に投与することで、有意な神経組織の
再生効果を得たとの報告もある[12]。本研究
においても CD34陽性末梢血幹細胞移植のみ
ならず骨髄単核球細胞移植においても行動
回復を認めており、CD34陽性細胞のみを純化
せずに骨髄単核球細胞の分画を抽出して直
接移植することによっても治療効果がある
と示唆された。しかし、運動量解析の結果か
らその効果は CD34 陽性細胞のみを純化して
移植する方が勝ると考えられた。 
また、今回の結果から、行動学的改善は損

傷後 6 週から 8 週の慢性期にみられており、
さらに一部移植細胞は生着していたがその
数は少なかった。これらより、移植後早期に
血管新生が促進されている可能性が示唆さ
れる。 
骨髄単核球細胞、CD34陽性末梢血幹細胞は

比較的臨床使用が容易であり、さらに自己由
来の細胞であるため拒絶反応もなく、多疾患
においては臨床応用が始まっている細胞治
療法のソースである。このため、急性脊髄損
傷に対する細胞移植治療の早期臨床応用が
期待できると考えている。 
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C. 結論 
 マウス脊髄圧挫損傷モデルにおいて、
G-CSF 動員末梢血幹細胞移植により行動学的
に有意な改善を認め、単核球細胞移植より
CD34陽性幹細胞を移植する方でより良好な
改善を認めた。さらに移植細胞は一部で損傷
部を中心に生着し、血管系細胞へと分化して
いた。臨床応用の面からは G-CSF 投与により
脊髄損傷急性期の二次損傷を軽減し、さらに
その後動員される幹細胞を回収し損傷部へ
移植することで更なる脊髄損傷の機能回復
が期待される。 
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