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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系幹細胞から分離したMutilineage-differenting stress-enduring (Muse)細胞とn
on-Muse細胞を、腸管出血性大腸菌を経口感染して脳症を引き起こすマウスモデルに静注してその効果を調べた。その
結果、Muse細胞を受注した感染マウスは、脳にMuse 細胞が生着しており、no-Muse細胞は生着しなかった。また、脳内
のアポトーシス細胞を調べた結果、Muse細胞を静注した感染マウスは、non-Muse細胞に比べ有意に減少していた。Muse
細胞を静注した感染マウスでは、アストロサイトの活性化も見られず、aquaporin 4も血管周に存在していた。

研究成果の概要（英文）：We transplanted Mutilineage-differenting stress-enduring (Muse) cells or non-Muse 
cells intravenously to the mouse model that impaired blood brain barrier caused by an oral infection of St
x2c-producing E. coli (E32511). We investigated the effects of Muse and non-Muse cells on encephalopathy c
aused by E32511 infection. Only Muse cells engrafted in the pons and medulla and non-Muse cells did not en
graft in any area of the whole brain. As the results, caspase-3 activation was statistically decrease in t
he mouse brain transplanted Muse cells in the E32511-infected mice. The water channel aquaporin 4 (AQP4) i
s located in the perivascular end-feet of astrocytes (ASTs) in the brain. Furthermore, reactive ASTs and d
own-regulation of AQP4were not detected in the brain transplanted Muse cells although reactive ASTs and do
wn-regulation could be detectable in the brain transplanted non-Muse cells. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 平成 21 年の腸管出血性大腸菌感染症者
は 3,889 例にもおよび、平成 20 年の調査に
よれば、腸管出血性大腸菌 O157(O157)感染
症により発症した 94 例の溶血性尿毒症症候
群発症例において計 5人の死亡が報告されて
いる。また意識障害 13 例、脳症 9 例、けい
れん 8 例や、後遺症として、てんかん、精神
遅滞なども報告されている。 

(2) 0157 感染症の死因のほとんどが、ベロ毒
素がもたらす急性脳症によると考える。私は
感染症研究の重要なプロセスとして、コッホ
の 4 原則の「分離した微生物を感受性のある
動物に感染させて同じ病気を起こせること」
を重視し、1. O157 感染させて急性脳症発症
マウスモデルを確立して病態の解析を行う
とともに、開発した動物モデルで、2. 治療、
3. ワクチン開発にまで研究の幅を広げてき
た。 
 
２．研究の目的 
(1) 私達が開発した急性脳症発症マウスモデ
ルを用いて、急性脳症の病態メカニズムをさ
らに詳しく解析を行う。 

(2) ヒトの骨髄間葉系幹細胞から得られた
Multiliniage-differetiating stress ending 
(Muse) 細胞と non-Muse 細胞を尾静脈から、
急性脳症発症マウスに移植して、その効果を
調べる。 

(3) 急性脳症発症マウスモデルを使って、マ
クロライド系抗菌薬であるアジスロマイシ
ンや漢方薬大黄の効果を調べる。 

(4) 腸管出血性大腸菌感染を予防するために
ワクチンを作成し、その効果をマウスで確認
する。 

３．研究の方法 
(1) 4 週齢 ICR マウスに、ストレプトマイシ
ン (SM) を 3 日間飲ませ、その後、ストレプ
トマイシンとマイトマイシン C (MMC) に
耐性のベロ毒素 (Stx2c)産生大腸菌 O157 
(E32155/HSC 株; E32511 と略)を 1011CFU 
(Colony Forming Unit) 経口投与し、同時に
MMC を 2.5mg/kg 腹腔内投与(i.p.)すると
100%のマウスは四肢麻痺を生じて死亡した。
この感染モデルを E32511 モデルとした。ま
た 4 週齢 ICR マウスに Lipopolysaccharide 
(LPS)を 500 g/kg、1 日 1 回 3 日間、i.p.した。
これを LPS モデルとした。 
マウスは E32511 感染 5 日目に灌流固定され、
脳を取り出された。次にパラフィン包埋ブロ
ックからパラフィン切片を作成して免疫染
色を行った。 
免疫染色の一次抗体は 
①アポトーシスの検出のため、polyclonal 

anti-cleaved caspase-3 抗体,  
②アストロサイトの検出のため polyclonal 

rabbit anti-GFAP抗体,  
③ aquaporin 4 (AQP4) の検出のために 

polyclonal rabbit anti-AQP4 抗体,  
④マイクログリアの検出のために polyclonal 

antibody rabbit anti-Iba1 抗体 を使用した。 

(2) マウスをヒトの細胞が移植できる
NOD-SCID マウスに変え、E32511 モデルと
同様な方法で、E32511 を経口感染させ、
MMC を i.p.し、6 時間後に Muse 細胞または
non-Muse細胞を 1.6×104個尾静脈から移植
した。感染から４日後に脳を取り出して、上
記①～③の免疫染色を行った。 

(3) E32511 モデルに菌を感染させた後、2 時
間後にアジスロマイシンを経口投与して、生
存率や生存期間を他の抗菌剤と比較して調
べた。また、アジスロマイシンに大黄を併用
投与し、糞便中からの排菌された菌量を調べ
た。抗菌薬はアジスロマシン(AZM)、ホスホ
マシン(FOM)、ノルフロキサシン(NFLX)、
カナマイシン(KM)、オフロキサシン(OFLX)、
シプロキサシン(CPFX)を用いた。また各抗菌
剤の効果を比較するため、MIC (Minimal 
Inhibitory Concentration)を基準として調べ
た。in vitro では、E32511 の培養上清に、
0.5× MIC の抗菌物質を加え、E32511 から
の Stx2c の産生量を測定した。 
マウスに SM を 3 日間飲ませ、その後、SM
に耐性の Stx2d 産生 O91:H21(B2F1 株)を
100CFU 経口感染させると、マウスはすべて
死亡する。このモデルを B2F1 モデルとした。 

(4) ベロ毒素 2 型 B サブユニット遺伝子を
BCG に組み込んだ、リコンビナント BCG 
(rBCG)を作成する。BALB/c マウスに rBCG
を i.p.して、B2F1 モデルによるチャレンジテ
ストを行い、その効果を調べた。コントロー
ルにはベクターのみ組み込んだ BCG 
(vBCG) を用いた。血清中と糞便中の抗ベロ
毒 素 抗 体 を ELISA (Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay)で調べた。 
 
４．研究成果 
(1) E32511 モデルでは、感染後 5 日目に、脊
髄前角細胞のアポトーシス(caspase-3 の活
性)を認めた。また延髄網様体にもアポトーシ
スを認めた。 
延髄網様体で、アストロサイトを観察した結
果、コントロールと LPS モデルでは、アス
トロサイトの突起は脳血管周囲を取り巻く
ように正常であった。一方、E32511 マウス
においてアストロサイトは、活性化しており、



血管周一面に拡大して広がっていた。 
延髄網様体においてコントロール、LPS モデ
ルでは、AQP4 が脳血管周囲に明白に認めら
れた。一方、E32511 モデルでは脳血管周囲
に AQP4 が消失していた。 
E32511 モデルでは、ミクログリアの活性を
認めなかった。 
免疫染色から、ベロ毒素により延髄毛様体神
経と脊髄全角運動神経が、アポトーシスを引
き起こしたことが明らかとなった。延髄網様
体が障害されると、循環障害や呼吸不全を来
して死亡する場合がある。脊髄全角運動神経
が障害されると四肢麻痺、呼吸筋麻痺を引き
起こす。これらアポトーシスや血液脳関門
(blood-brain barrier; BBB)の破綻には、アス
トロサイトの活性が関わっており、ベロ毒素
がミクログリアを介さず、直接的にアストロ
サイトを活性した可能性が考えられた。アス
トロサイトの突起は脳血管内皮細胞と AQP4
を介して連結しており、電解質や H2O をコ
ントロールして脳血管内皮細胞を強力にサ
ポートしている。今回の研究結果から、
E32511 モデルにおいて脳血管周囲の AQP4
が消失しており、アストロサイトからのサポ
ートが受けられなくなって脳血管内皮細胞
が破綻し、さらなる BBB の破壊につながっ
たと考えられた。 

(2) Muse 細胞を移植されたマウスの脳を調
べた結果、橋や延髄に Muse 細胞は生着して
おり、non-Muse 細胞は脳のどの部分にも生
着していなかった。Muse 細胞や non-Muse
細胞を移植された脳のアポトーシス細胞を
数えた結果、non-Muse 細胞を移植されたマ
ウスの脳に比べ、Muse 細胞を移植された脳
では、アポトーシス細胞の数は有意に減少し
ていた。また Muse 細胞を移植されたマウス
の脳では、non-Muse 細胞を移植された脳に
比べ、アストロサイトの活性が抑制され、
AQP4 が維持されていた。このことはベロ毒
素による BBB の破壊が、Muse 細胞によって
抑制されたことを意味する。腸管出血性大腸
菌感染による脳症は、死因にもなりうる場合
があり、その治療法は今も確立していない。
また、きびしい脳症から回復しても、てんか
んや精神遅滞などの後遺症を残す場合も少
なくない。本研究は、腸管出血性大腸菌感染
に伴う脳症の画期的治療法でもあり、脳症の
後遺症に対しても再生医療として効果が期
待できる。 

(3) 0.5×MIC の抗菌剤存在下において AZM
は E32511 からのベロ毒素産生を強く抑制し
た。その他の抗菌剤は、ベロ毒素の産生が何
も抗菌剤を加えなかったコントロールと同
じであった、またはコントロールに比べ有意

に増加していた。25×MIC の抗菌薬を
E32511 マウスモデルに経口投与すると、
AZM は 100%生存し、NFLX と KM は 80%
生存した。他の抗菌薬は生存率において効果
を認めなかった。以上の結果から AZM は 
E32511 からのベロ毒素産生を抑制し、マウ
スモデルで有効な治療効果を示めした。 

B2F1 マウスモデルを使って調べた結果、大
黄は、マウスの腸管において、B2F1 の定着
を抑制した。また、B2F1 経口感染させた後、
翌日から大黄を 5 日間経口投与するとの
B2F1 マウスモデルは、すべて生き残った。
なお大黄には B2F1 に対して抗菌活性を持た
ないことも確認した。E32511 モデルにおい
て、糞便中の E32511 株の菌数を調べた結果、
AZMと大黄を併用した群はAZMのみ経口投
与した群に比べ、菌数は有意に減少していた。
以上の結果から、腸管出血性大腸菌感染によ
る無症状保菌者の除菌には、副作用の少ない
大黄を投与することを提案したい。また、
AZM は、グラム陰性菌に対する抗菌活性が
弱いため、大黄と併用することにより、より
スムーズに排菌を促し、腸管出血性大腸菌感
染症の重症化を抑えられると考えられた。 

(4) BALB/c マウスに、rBCG を 107 および
106CFUの菌量を2週間に1回、合計2回 i.p.
して B2F1 モデルで生存率、生存期間を調べ
た。その結果、rBCG を投与した群の生存率
は約 60%であり、vBCG に比べ有意に生存率
が高く生存期間も長かった。また、rBCG を
i.p.した群では、血清中 (IgG)や糞便中(IgA)
の抗ベロ毒素抗体が、rBCG を投与しなかっ
たBALB/cマウスに比べ有意に上昇していた。
以上の結果からベロ毒素 2型に対する有効な
ワクチンを作成することができた。 
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