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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系間細胞(MSCs)はマイクログリアと協力し神経細胞死を抑
制することが示唆されている．しかし，MSCs が直接炎症を抑制しているか十分に分かってい
ない．本研究は in vitro のマイクログリアと hMSCs の混合培養およびマウス脊髄損傷モデル
を用いて hMSCs の有用性を調べた．その結果，hMSCs は炎症マーカーの NO を細胞数依存
的に抑制した．さらに，脊髄損傷１日後に hMSCs を移植すると運動機能と損傷体積を有意に
改善した．  
研究成果の概要（英文）：It has been suggested that mesenchymal stem cells (MSCs) suppress 
neuronal injury by collaboration with microglial cells. However, there are still unclear that 
the effects are direct regulation. In present study, we determined effect of hMSCs on in 
vitro mixed culture and in vivo spinal cord injury (SCI) model. Resulting, hMSCs decreased 
an inflammation marker, NO in the cell number dependent fashion. Moreover, 
implantation of the hMSCs one day after SCI decreased significantly motor deficit and 
injury volume. 
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１．研究開始当初の背景 
  MSCsは骨髄由来の間葉系幹細胞の総称
であり、プラスチックシャーレへの易接着性
や骨・軟骨細胞や脂肪細胞を始め、様々な細
胞への多分化能に特徴付けられる。当初、
MSCsは再生医療のツールとして注目されて
いたが、それ以外に免疫調節作用が近年着目
されている。この作用は MSCs がレシピエン
ト内の細胞と協調し損傷治癒を誘導すると
考えられている。特に報告者は脳虚血の後に
MSCs が移植されたとき脳内の食細胞(マイ

クログリア/マクロファージ)と協調し神経細
胞死を抑制することを報告した．しかし、
MSCsと生体の細胞の相互作用の情報がどの
ように制御されているか皆無に等しい。 
２．研究の目的 
本研究は MSCs の神経細胞死抑制機構を明
らかにするとともに MSCs が神経損傷時に
どのようなコミュニケーションをとってい
るのか？ことを解明することを目的とする． 
３．研究の方法 
(1)MSCsの培養：ヒト MSCsはテキサス A & M
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再生医療研究所(Darwin J Prockop教授)より
米国 NIHのグラントのサポートにより贈与さ
れた．基本培養は低密度培養法を用い，細胞
培養はαMEMに 20%ウシ血清を加えた培地を基
本培地として使用した(Ohtaki et al 2008 
PNAS). 
(2) MSCs とマイクログリア細胞株 BV-2 の混
合培養:混合培養前日に 6ウェルのプレート
に MSCs(5x104-2x105)を加えた．次の日，培地
を 1%血清を含む DMEMに交感しあらかじめ培
養しておいた BV-2(1x106)を加えた．直ちに
IFNγ，IL-4もしくは vehicle を加え最大４８
時間混合培養した．培養上清は NOの測定に
用いた． 
(3) 成体マイクログリア初代培養：マウスを
麻酔下にて冷生食で還流し血液を除去した．
脳と上部脊髄を取り出し HBSS でホモジネー
トした．Percollを用いた密度勾配法にてマ
イクログリアリッチな分画を集め，10%血清
を含む DMEM を基本培地として培養した． 
(4)脊髄損傷モデルの作成 
マウスはセボフレンの全身麻酔下で胸椎
10-11 間の椎間をナイフで切断した．消毒・
縫合後，損傷を神経麻痺を確認した．次の日，
一部のマウスは胸椎 11-12番椎間に hMSCs 
(5x105)移植した．経時的に運動麻痺，積水損
傷領域を調べた． 
４．研究成果 
(1) hMSCs と BV-2 の混合培養： BV-2 は IFN
γを暴露した時，酸化ストレスメディエータ
ーの NO 産生，炎症性サイトカインの IL-1β
および TNFα産生を増加し，いわゆる古典的
活性化様の変化を示した．一方，IL-4 を加え
培養すると，BV-2 は抗炎症性の成長因子
IGF-1 産生，Ym1 や CD206 の増加を認め，代
替経路型活性化様の変化を示した．hMSCs と
BV-2 を混合培養したところ，hMSCs は BV-2
の IFNγ暴露による NO産生を細胞数依存的に
抑制した．一方，hMSCsは IL-4存在下におけ
る BV-2 の IGF-1 の産生もまた抑制した．こ
のことは，hMSCs は抗炎症作用というより免
疫調節作用に寄与している可能性を示唆し
た．加えて，同実験を変性 hMSCs およびヒト
線維芽細胞を用い行ったところ，変性 hMSCs
では上記のような作用が全く認められず，ヒ
ト線維芽細胞では，hMSCs に比べ有意に低い
応答であった．これは viable hMSCs が本作
用に重要であることを示唆する． 
(2) 成体初代マイクログリアのサイトカイ
ンによる応答性：上記作用が生体内のマイク
ログリアにおいても再現できるか調べる目
的として成体マウスよりマイクログリアを
単離し初代培養系を確立した．初代培養マイ
クログリアは単離後はアメーバー様のいわ
ゆる M1 タイプの形態を示すが培養日数に従
い突起を伸ばした M2 もしくは resting タイ
プの形態を示した．これらの培養法ではマイ

クログリアマーカーの CD11b 陽性の細胞が
95%を示し，またほかのマイクログリアマー
カーの Iba-1 が immunoblotting で確認され
た (図１)．さらに本培養細胞は BV-2 と同様
に IFNγおよび IL-4に応答した(図１)． 
 神経炎症時におけるこれら細胞の応答を
調べるために野生型および IL-1 KOマウスか
ら得たマイクログリアを用いてサイトカイ
ンの応答を調べた．その結果，IL-1 KO マウ
スより得たマイクログリアは IFNγ暴露によ
る M1タイプへの活性化だけでなく IL-4曝露
による M2 タイプの活性化も抑制された．こ
の結果は炎症性サイトカインの IL-1 は炎症
を増悪する M1 だけでなく組織修復，再生に
かかわる M2 の活性化に対しても重要である
ことを明らかにした． 
(3) hMSCs と初代マイクログリアの混合培
養：次に hMSCs が BV-2 と同様に初代マイク
ログリアの M1 タイプの活性化を抑制するか
調べた．また，同時に初代マクロファージと
比較し両者の違いを調べた．初代マイクログ
リアを IFNγ/IL-1β暴露し M1 タイプに活性化
し，その際の NO 産生を hMSCs の有無により
比べたところ hMSCs の存在下では NO 産生が
有意に低下し BV-2 と同様に hMSCs の抗炎症
作用が確認された． 
(4) 脊髄損傷後の IL-1 の関与：培養マイク
ログリアにおける IL-1 の影響を脊髄損傷モ
デルにより in vivo で調べた．脊髄損傷後，
炎症性サイトカインの TNFα は直ちに増加し
た．しかし，IL-1 KO はその増加が認められ
なかった．一方，M2 タイプのマイクログリア
のマーカーである Ym1は脊髄損傷後 3日目よ
り増加した．しかし，IL-1 KO マウスは M2タ
イプのマイクログリアの増加も抑制された．
この結果は in vitro の培養細胞と同様であ



 

 

った． 
(5) 脊髄損傷モデルに対する hMSCsの移植効
果：最後に脊髄損傷に対する hMSCs の効果を
調べた．脊髄損傷１日後に hMSCs を移植する
と損傷７日目までに有意に運動機能および
損傷体積の改善が認められた．また，炎症性
サイトカインは hMSCsの投与により有意に減
少し，抗炎症性サイトカインの IL-4 は有意
に増加した．この結果は hMSCsが炎症の抑制
を介して脊髄損傷を抑制していることを示
唆する． 
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