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研究成果の概要（和文）：骨髄間質細胞(BMSC)移植による疼痛抑制効果についてGFPキメラマウスを用いて検討した。
損傷3日目にBMSCを移植し、運動機能や疼痛閾値の有意な改善がみられた。BMSC移植群では、①後角ニューロンのpCREB
、PKCγ発現低下、②hematogenous macrophagesおよびresident microgliaにおけるMAPK signaling (p-38, ERK1/2)の
低下、③Albmin透過性低下・PDGFR-α発現低下がみられた。脊髄損傷後慢性疼痛にMAPKが関与している可能性が示唆さ
れ、BSCB破綻がBMSC移植により抑制されたことが疼痛抑制の一因であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the effects of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSC) 
transplantation on pain hypersensitivity in GFP-positive bone marrow-chimeric mice subjected to a 
contusion spinal cord injury (SCI). BMSC transplantation at day 3 post-SCI improved motor function and 
relieved SCI-induced hypersensitivities. The pain improvements were mediated by suppression of PKC-γ and 
p-CREB expression in dorsal horn neurons. BMSC transplants significantly reduced levels of mitogen 
activated protein kinase (MAPK) signaling (p-p38 MAPK and p-ERK1/2) in both hematogenous macrophages and 
resident microglia. BMSC transplants prevented hematogenous macrophages recruitment by restoration of the 
blood-spinal cord barrier (BSCB); reduced leakage of albumin and PDGFR-α immunoreactivity at day 7 
post-SCI, which was associated with decreased levels of inflammatory cytokines. These changes is likely 
to play a major role in reducing pain hypersensitivity in the BMSC treated SCI animals.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
脊髄損傷による重篤な神経症状を回復させ
る治療は非常に重要性が高く、近年は様々な
基礎研究が報告されているが、未だに臨床応
用には至っていないのが現実である。我々は
これまでに、関節リウマチなどの炎症性疾患
に臨床使用されている TNF-α antagonistで
ある etanerceptや抗 IL-6抗体である MR16-1
を脊髄損傷後に投与することで、急性期の過
剰な炎症性サイトカイン(IFN-γ，TNF-α、
IL-6)の発現抑制、neuronや oligodendrocyte
の ア ポ ト ー シ ス 抑 制 や 免 疫 担 当 細 胞
(neutrophil、macrophage、microglia)の集
積の変化などを報告している。また、損傷脊
髄 に 対 す る 非 侵 襲 的 な 手 法 と し て 、
adenovirus vector を用いて、神経栄養因子
(BDNF、NT-3など)遺伝子を脊髄内に導入する
ことで神経保護効果を示してきた。最近の研
究として、ラット脊髄損傷モデルを用いて、
ヒ ト 骨 髄 間 質 細 胞 (human Bone Marrow 
Stromal Cell : hBMSC)の損傷部への直接移
植による、脊髄内 cavity の修復、運動機能
改善、macrophage phenotype の変化などを報
告している。最近の報告では、損傷脊髄にお
ける免疫担当細胞として、末梢由来の
neutrophil 、 macrophage や 脊 髄 由 来 の
microglia の動態が、脊髄再生に大きく関与
するとされており、特に脊髄損傷の２次損傷
に お い て 、 macrophage の phenotype や
resident microgliaの高い貪食能と脊髄保護
効果を調節することが脊髄再生における一
つの治療対象となりうることが示唆されて
いる。BMSC 移植による神経保護効果として、
これらの炎症担当細胞の変化が関与してい
ることは明確であるが、近年の報告では、損
傷脊髄内の移植 BMSCは神経 glia細胞などへ
の分化能はあまり示さず、BMSC自体が有する
神経保護効果や軸索再生誘導効果、血管新生
効果、免疫抑制効果などが注目されており、
間接的に炎症担当細胞に影響を与えるとさ
れる。我々もラットおよびマウス実験モデル
において同様の報告を行ってきた。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、マウス胸髄損傷モデルを作成し、
移植 BMSC の損傷脊髄内での経時的動態を検
討するとともに、脊髄損傷後慢性疼痛の評価
および BMSC 移植による慢性疼痛への影響に
ついて検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）移植マウス骨髄間質細胞の経時的な動
態の評価 
①脊髄損傷モデルマウスの作成 
実験動物には C57BL6/N マウス(8～12 週
齢,20-25g)を用いる。作製したマウスを用い、
第 9 胸 椎 椎 弓 切 除 を 行 い 、 IH 
impactor(60Kdyn)を用いて硬膜上に圧迫を
加えて脊髄圧挫損傷モデルを作成した。 
②マウス骨髄間質細胞の培養 

マウス骨髄間質細胞を用い、培地には DMEM 
(GIBCO 社 ) を 使 用 し 、 10 ％ FBS 、
Penicillin-Streptomycin を添加する。第４
世代まで培養した時点で細胞を回収し、1.0
×106 個/ml の濃度で液体窒素内で冷凍保存
する。また移植 BMSC の動態を検討する目的
で CAG-EGFP transgenicマウス(日本 SLC社)
の BMSCも同様に培養を行った 
③脊髄損傷マウスへの BMSC 移植および移植
BMSCの経時的評価 
脊髄損傷後 3日の時点で、約 1.0×105個(3μ
l)を microinjector を用いて、約 60 秒かけ
て移植する。移植後 1 日、3 日、1 週、2 週、
4週の時点で脊髄を 4% PFAで還流固定し摘出
し、凍結標本を作成し、BMSC の生存率を経時
的に評価した。 
 
（2）脊髄損傷後の血液由来細胞の経時的変
化の検討 
①GFP 陽性骨髄細胞移植キメラマウスの作成 
C57BL6/N マウスへ 9Gy の放射線全身照射後、
ほぼ同週齢の CAG-EGFP transgenic マウス
(日本 SLC社)の大腿骨および脛骨より採取し
た骨髄細胞(5.0×106 個/ml)を尾静脈より移
植し、3～4 週間の回復期を設けたマウスを
GFP陽性骨髄細胞移植キメラマウスとした 
②脊髄損傷後の microgliaの経時的変化の検
討 キメラマウスの胸髄圧挫損傷モデルで、
損傷 4 日、1,2,4 週後に還流固定を行い、損
傷部脊髄および腰膨大部を中心に脊髄を摘
出する。Microgliaの各種抗体(Iba-1、CD11b)
を用いて、蛍光免疫染色により microglia を
同定した。 
③BMSC移植後の microgliaの経時的変化の検
討 ②の胸髄損傷マウスに対して、損傷後 3
日に損傷脊髄部に BMSC を約 1.0×105個(3μ
l)移植し、②と同様に microglia の蛍光免疫
染色および FACS を行い、microglia の局在、
定量化を比較検討した。 
 
（3）脊髄損傷後慢性疼痛評価および BMSC移
植による除痛メカニズムの検討 
①神経因性疼痛の行動学的評価と経時的変
化および BMSC移植による変化の検討 
疼痛評価は痛覚検査装置(UGO BASILE 社製の
デジタル式機器)を使用し von Frey filament 
test、Paw pressure test(機械的痛覚過敏)、
Paw flick test (熱的痛覚過敏)を似て評価
し た 。 運 動 機 能 評 価に は Basso Mouse 
Scale(BMS)を用いた。laminectomy のみ行っ
た sham 群、損傷群、治療群の 3 群に分けて
比較検討を行った。 
②脊髄内疼痛関連物質の分布と変化の組織
学的検討 
脊髄損傷後の疼痛関連物質として、PKCγ、
pCREB、MAPK(p38、ERK1/2)などの既知の蛋白
および、微小分子として、CCL2、CCL5、CCR2
などといった chemokine を用いて、損傷後 3
～4 週のマウスを用いて、上記と同様の手法
で脊髄連続切片で蛍光免疫染色および損傷



部脊髄を用いた Western Blotting を行い、
脊髄内での物質の分布および治療介入によ
る変化について検討を行った。 
 
４．研究成果 
BMSC 移植群では運動機能や疼痛閾値の有意
な改善がみられた。組織学的に、pCREB、PKC
γは脊髄ニューロン内に主に分布し、損傷群
で著明な陽性細胞数の上昇を認めたが、治療
群ではこれが有意に低下した。慢性期損傷後
2 週以降では p38 は主に microglia で、ERK、
JNKは astrocyteで発現がみられ、BMSC移植
群ではこれらの蛋白の低下がみられた。BMSC
移植により、損傷脊髄内の GFP陽性末梢血由
来細胞は減少しており、同時に移植後 1週の
時点で Albmin の透過性低下、血管周囲の
PDGFR-αの発現低下がみられ、BSCB機能の修
復が起きたと評価した。各種 cytokines、
chemokines は BMSC 移植により低下している
ことが確認できた。免疫染色および FACS で
は microgliaは移植後 4日まで上昇がみられ、
以降は漸減していった。治療群ではこの上昇
が抑制され、有意な microgliaの上昇を認め
なかった。 

 
 

 
 
 
BMSC 移植後には BSCB 機能の変化や改善を認
め、これにより脊損後 2次損傷が抑制され運
動機能、感覚機能の改善が得られたと考えら
れた。脊髄損傷後慢性疼痛に MAPK が関与し
ている可能性が示唆された。BSCB 破綻を起こ
すと考えられる chemokines、さらにそれらを
誘導する pro-inflammatory cytokines が

BMSC 移植により抑制されたことがその一因
であると考えた。 
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