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研究成果の概要（和文）：静脈内に投与された骨髄間葉系幹細胞（MSC）の脳実質内への高効率

送達を目指し、ラットから採取・培養した脳微小血管内皮細胞（BMEC）および MSC を用いて、

MSC の BMEC 層通過機構を解析するためのインビトロ評価系を構築した。この評価系を用いた生

細胞イメージングにより、MSC が傍細胞経路で BMEC 層を通過することを明らかにした。また、

MAP キナーゼ阻害が MSC の BMEC 層通過に影響を及ぼすことを示した。	
 

 
研究成果の概要（英文）：The	
 goal	
 of	
 this	
 study	
 is	
 to	
 achieve	
 high-efficiency	
 delivery	
 of	
 
intravenously	
 injected	
 mesenchymal	
 stem	
 cells	
 (MSCs)	
 into	
 the	
 injured	
 brain.	
 We	
 developed	
 
an	
 in	
 vitro	
 culture	
 system	
 consisting	
 of	
 rat	
 brain	
 microvascular	
 endothelial	
 cells	
 (BMECs)	
 
and	
 bone	
 marrow-derived	
 MSCs.	
 Live	
 cell	
 imaging	
 using	
 this	
 system	
 revealed	
 that	
 MSCs	
 
transmigrated	
 across	
 BMEC	
 monolayers	
 via	
 a	
 paracellular	
 route.	
 In	
 addition,	
 inhibition	
 
of	
 MAP	
 kinases	
 affected	
 transmigration	
 of	
 MSCs	
 across	
 BMEC	
 monolayers. 
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研究分野：神経薬理学 
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１．研究開始当初の背景 
	
 人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の作製が報
じられて以降、幹細胞を用いた細胞治療は社
会からの極めて大きな期待と注目を集めて
いる。しかしながら、iPS 細胞は腫瘍化の制
御など今後クリアしなければならない課題
も多く、臨床応用にはまだ時間がかかること
は否めない。一方、骨髄間質細胞に由来し多

分 化 能 を 有 す る 骨 髄 間 葉 系 幹 細 胞
（mesenchymal	
 stem	
 cell;	
 MSC）は、その採
取が容易であり、かつ培養技術が確立してい
る。また、患者本人から採取した MSC を自家
移植できることから、拒絶反応を考慮する必
要もない。既に骨再生などを目的とした臨床
応用が開始されており、神経科学分野でも実
験動物を用いた複数の研究から脳梗塞後の
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神経障害に対する有用性が示されている。さ
らにヒトにおいてもその有用性が報告され
ており、本邦でも静脈内への MSC 投与により
神経機能障害の改善が認められることが示
されつつある。静脈内に投与された MSC は、
血液脳関門（blood-brain	
 barrier;	
 BBB）を
構成する脳微小血管内皮細胞（ brain	
 
microvascular	
 endothelial	
 cell;	
 BMEC）層
を超えて脳実質内へ浸潤し、傷害部位近傍へ
集積する。また、集積した MSC は、神経系細
胞への分化や神経新生の亢進など、様々な作
用機序を介して神経機能の改善に寄与する
と言われている。	
 
 
２．研究の目的 
	
 これらの背景から、MSC の経血管的細胞治
療においては、１）BMEC 層の通過、２）傷害
部位への集積、３）神経栄養因子等の産生亢
進という３つの過程が、その治療効果を大き
く左右すると考えられる。本研究では、その
中でも特に、最初の関門でありそのメカニズ
ムが未だほとんど明らかでない BMEC 層の通
過過程に着目した。MSC の傷害脳内への送達
の向上がさらなる神経機能の改善をもたら
すという考えのもと、高効率での送達条件を
探索・評価できる実験系を構築し、それを活
用して傷害脳内への MSC の高効率送達を実現
することを最終目標に、以下の研究を行った。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 BMEC の単離および培養	
 
	
 イメージングに関わる検討では、全ての細
胞が緑色蛍光を発する SD-Tg(CAG-EGFP)ラッ
トを、その他の検討には Wistar ラットを使
用した。4-6 週齢のラット大脳皮質より一連
の酵素処理によって得られた細胞懸濁液か
ら、パーコール密度勾配遠心法によって BMEC
を単離した。Puromycin 存在下で培養するこ
とで純度を高めたのち、細胞培養インサート
（Transwell あるいは Millicell）のメンブ
ラン上に播種した。細胞培養メンブランは、
MSC を添加する実験ではポアサイズ 8.0	
 µm の
ものを、MSC は添加せず BMEC のみを培養・使
用する実験に関してはポアサイズ 0.4	
 µm の
ものをそれぞれ使用した。	
 
(2)	
 MSC の単離・培養	
 
	
 SD-Tg(CAG-EGFP)ラット由来の BMEC を用い
た実験に関しては Wistar ラットを、その他
の実験に関しては SD-Tg(CAG-EGFP)ラットを
用いた。MSC は、4-6 週齢のラット骨髄から
採取し、培養した。実験には、継代数 2-4 回
の細胞のみを用いた。	
 
(3)	
 経内皮電気抵抗値（transendothelial	
 
electrical	
 resistance;	
 TEER）測定	
 
	
 BMEC 層のバリア機能は、TEER（Ω×cm2）
を測定することで評価した。	
 
(4)	
 MSC 透過性試験	
 

	
 MSC は、少なくとも透過性試験 24 時間前に
赤色蛍光試薬PKH	
 26で標識し、EGFP発現BMEC
を 2 日間培養した Transwell インサートの
upper チャンバーに添加した。MSC 添加前、
および 3、6、9、12、24 時間後に顕微鏡観察
ならびに TEER の測定を行った。	
 
	
 また、MAP キナーゼ阻害薬を用いた実験で
は、BMEC 存在下あるいは非存在下、MSC（1.5
×104	
 cells/cm2）添加と同時に MAK キナーゼ
阻害薬を加え、24 時間後に BMEC 層を通過し
た MSC 数を計数した。	
 
(5)	
 共焦点顕微鏡観察	
 
	
 透過性試験 24 時間後の細胞を、4%パラホ
ルムアルデヒドで固定した後にメンブラン
ごと封入し、共焦点顕微鏡にて観察した。	
 
(6)	
 タイムラプスイメージング	
 
	
 MSC 添加 2 時間後から 22 時間、MSC および
BMEC のタイムラプスイメージングを行った。
Z 方向に 3	
 µm 間隔で 17 枚撮影し、これを１
セットとして 12 分毎に撮影した。撮影中、
細胞は通常の培養条件と同じ 37℃、5%	
 CO2
環境下で維持された。	
 
(7)	
 統計学的処理	
 
	
 データは平均値±標準誤差で表した。統計
処理は two-way	
 ANOVA（Bonferroni	
 post	
 hoc	
 
test）を用いた。危険率 5%	
 未満の場合に統
計学的に有意な差があると判定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 まずはじめに、upper チャンバーへ添加す
る MSC の細胞数が BMEC の単層構造およびバ
リア機能に及ぼす影響を、BMEC 層の顕微鏡観
察および TEER の測定により検討した。1.5×
105	
 cells/cm2の MSC を upper チャンバーに加
えたとき、図１Ａに示す様に、BMEC の単層構
造に複数の間隙が観察された。すなわち、単
層構造が崩壊していることが示された。一方、
1.5×104	
 cells/cm2で MSC を添加した場合に
は、観察した 24 時間後までのいずれの時点
においても、MSC を加えていないコントロー
ルと同様に BMEC 層の崩壊は認められなかっ
た。また、顕微鏡観察と同時に行った TEER
の測定から、MSC の細胞数依存的に TEER が減
少することが示されたが、1.5×104	
 cells/cm2

の細胞密度の場合には、少なくとも 12 時間
後までは TEER に有意な変化は認められなか
った（図１Ｂ）。これらのことから、以後の
実験においては、MSC は 1.5×104	
 cells/cm2

の細胞密度で用いることにした。	
 
	
 続いて、upper チャンバーへの MSC 添加 24
時間後での MSC の局在を共焦点顕微鏡下で観
察した。その結果、一部の MSC は、BMEC 層の
上面に接着していた（図２Ａ；2.94	
 ±	
 0.21	
 
cells/mm2）。また、大部分の MSC は、平たく
拡がった接着形態を有し、BMEC 近傍に局在し
ており、詳細な検討から BMEC 層とメンブラ
ンの間に局在していることが明らかとなっ



 

 

た（図２Ｂ；29.18	
 ±	
 2.92	
 cells/mm2）。さ
らに、同様に接着形態を示す MSC の一部は、
メンブランの下面に接着していた（図２Ｃ；
3.99	
 ±	
 1.47	
 cells/mm2）。図２Ｂおよび２Ｃ
での MSC の局在は、これらの MSC が BMEC 層
を通過した結果である。そこで、次に MSC が
どのようにしてBEMC層を通過するのかをMSC
添加 2 時間後から 22 時間にわたるタイムラ
プスイメージングによって観察した。その結
果、MSC が付着した箇所の BMEC 層に間隙が生
じ、その間隙を通って MSC が傍細胞経路で内
皮下に遊走する様子が観察された。また、MSC
の遊走に伴って生じた BMEC 層の間隙は MSC
通過後速やかに元の状態に戻る様子が観察
された。	
 
	
 ここまでの検討から、MSC の BMEC 層通過を
観察・評価できる実験系が構築できた。そこ

で、MSC の高効率送達の実現することを最終
目標に、種々の細胞機能調節に関与する MAP

図１ BMEC 層の単層構造およびバリア
機能に対する MSC の影響。 
MSC は、1.5×104(●)、3.0×104(♦)、1.5×
105	
 (■)cells/cm2の密度で upper チャンバ
ーに加えられた。○は control。（A）MSC 添
加 6 時間後における BMEC の顕微鏡像。
Scale	
 bar	
 =	
 100	
 µm。（B）MSC 添加後 24 時
間における TEER の変化。グラフは、MSC 添
加前における TEER を 1 として表している。
*
．

P	
 <	
 0.05、*
．
**
．．

P	
 <	
 0.001	
 vs	
 control。	
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図２  Upper チ ャンバーに添加された
MSC の局在。 
MSC（1.5×104	
 cells/cm2）を upper チャン
バーに添加した24時間後におけるMSC（赤）
および BMEC（緑）の共焦点顕微鏡像。写真
は、3つの異なる z 面（BMEC 層上(A)、BMEC
層と Transwell メンブランの間(B)、メン
ブラン下面(C)）における xy 像が、xz およ
び yz 断面像とともに示されている。Scale	
 
bar	
 =	
 50	
 µm。	
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キナーゼに着目し、ここで構築したインビト
ロ評価系を用いて MSC の BMEC 層通過への
MAP キナーゼの関与をその選択的阻害薬を
用いて検討した。検討の結果、MEK 阻害薬
（PD98059 および U0126）は MSC の BMEC 層
通過を増加させた。一方で、p38	
 MAP キナ
ーゼ阻害薬（PD169316）存在下では BMEC
層を通過する MSC 数は減少した。	
 
	
 この各 MAP キナーゼ阻害薬の効果が、MSC
に直接的に作用しその遊走能を調節した結
果であるのか、あるいは BMEC 層のバリア機
能への作用を介してもたらされた結果であ
るのかを調べるために、以下の２つの検討
を行った。１つは BMEC からなるインビトロ
BBB モデルを用いてそのバリア機能への
MAP キナーゼ阻害薬の効果の検討であり、
もう１つはBMEC非存在下でMSCの遊走能へ
の MAP キナーゼ阻害薬の効果に関する検討
である。BMEC からなるインビトロ BBB モデ
ルのバリア機能への MAP キナーゼ阻害薬の
効果を TEER を指標として検討したところ、
MEK 阻害薬（PD98059 および U0126）は TEER
を減少させ、逆に p38	
 MAP キナーゼ阻害薬
（PD169316 および SB203580）は TEER を上
昇させた。すなわち、MEK 阻害薬はバリア
機能を低下させ、p38	
 MAP キナーゼ阻害薬
はバリア機能を増強した。続いて、MAP キ
ナーゼ阻害薬存在下で MSC の遊走実験を行
った。その結果、MEK 阻害薬および p38	
 MAP
キナーゼ阻害薬の両阻害薬ともに MSC の遊
走を抑制した。これらの結果から、少なく
とも MEK 阻害薬に関しては、BMEC 存在下で
はMSCへの直接的作用よりもBMECへの作用
の寄与が大きく、BEMC 層のバリア機能を低
下させた結果としてMSCのBMEC層通過を増
加させた可能性が示唆された。さらなる詳
細な検討が必要であるものの、本研究成果
から、幹細胞や白血球などの脳内浸潤機構
をインビトロ実験系で評価する際には、遊
走細胞のみを用いた遊走実験だけでなく、
BMEC 存在下での遊走能の評価が重要であ
ることが示唆された。	
 
	
 本研究において研究代表者は、静脈内に投
与された MSC の BMEC 層通過を観察・評価で
きるインビトロ評価系の構築に成功し、MSC
の BMEC 通過機構の一端を明らかにした。ま
た、このインビトロ評価系を用いた MSC の
BMEC層通過に対するMAPキナーゼの関与につ
いての一連の研究を通じて、MSC の脳内浸潤
を検討する際には、BMEC と MSC の動態を同時
に評価できる実験系の利用が重要であるこ
とを示した。本研究で得られた成果は、種々
の脳疾患治療における MSC を用いた細胞治療
の実現に向けて、有用なツールおよび基礎的
知見を提供するものである。	
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