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研究成果の概要（和文）：骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）は抗炎症などを介し免疫を制御する機能が認められて
いる。本研究は，MSCsとレシピエントの連関を脊髄損傷モデルにおいて調べた。変性したhMSCsは脊髄損傷抑制
効果を認めず，hMSCsとレシピエントの連関の重要性が示唆された。神経ペプチドのPACAP欠損マウスを用いると
hMSCsの脊髄損傷抑制作用が失われ，抗炎症作用も認められなくなった。このように，脊髄損傷時において移植
されたhMSCsとレシピエントはPACAPを介してコミュニケーションして脊髄損傷を抑制している可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that bone marrow-derived mesenchymal stem/progenitor 
cells (MSCs) regulate immune responses mediated by anti-inflammation. The present study was designed
 to determine relationship between transplanted-hMSCs and the recipient tissues on the model of 
spinal cord injury (SCI) in mouse. While the transplant human MSCs (hMSCs) in the wild-type mice 
improved clinical symptoms such as locomotor activity and injury size on day 7 after SCI, the 
vehicle- or degenerated hMSCs-injected animals did not, suggesting the importance of the cell-cell 
communication. The hMSCs-transplanted animals increased a neuropeptide, PACAP gene expression, and 
modified pro- and anti-inflammatory cytokines transcriptomes as well. Transplantation of hMSCs into 
PACAP (+/-) mouse showed no improvement of the clinical symptom and cytokine expressions. These 
results suggested that transplanted hMSCs on SCI communicated to the recipient tissues through PACAP
 and suppressed the inflammation of the SCI.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
間葉系幹・前駆細胞（mesenchymal stem 

/progenitor cells, MSCs）は，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
けられる組織幹細胞のひとつである。特に骨
髄由来の MSCs は発見当初，幹細胞として再
生医療のツールとして注目され，多くの基
礎・臨床研究が行われてきた。近年，MSCs
は多能性幹細胞の機能に加え，抗炎症などを
介し免疫を制御する機能が報告され，脳・脊
髄損傷に対し多面的な治療アプローチが期
待されている（Nauta and Fibbe，Blood 2007； 
Uccelli ら Nat Rev Immunol 2008）。我々はこれ
までマウスの脊髄損傷モデルを用いマイク
ログリアおよびマクロファージ（MG/MΦ）
が，炎症の惹起や細胞毒性の高いいわゆる
M1 型（古典的活性化型）から抗炎症や組織
修復に関わる M2 型（代替経路型）に損傷 4
－7 日ごろにシフトすることを報告している
（Sato ら J Neuroinflammation 2012)。さらに、
ヒト MSCs（hMSCs）の移植により虚血性神
経細胞死が有意に低下することに加え，M2 
型の MG/MΦ が増加することを認めている
（Ohtaki ら Proc Natl Acad Sci 2008）。我々の
予備試験は脊髄損傷モデルにおいても
hMSCs が有用であることを認めている。そし
て，変性させた hMSCs はその作用が認めら
れないことから，損傷部位において hMSCs
とレシピエントの組織が何らかのコミュニ
ケーションをしていることを示唆している。
しかし，その詳細は十分に明らかにできてい
ない。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は脊髄損傷における新し
い細胞治療の確立を目指した基礎的研究で
ある。マウス脊髄損傷モデルを用い，hMSCs 
の移植が，脊髄損傷後の神経障害を抑制する
か明らかにする。更に，移植された hMSCs
とレシピエントの脊髄組織がどのようなコ
ミュニケーションをしているのかを種特異
的遺伝子解析法により明らかにする。加えて，
我々が注目している下垂体アデニル酸シク
ラーゼ活性化ポリペプチド（PACAP）の遺伝
子欠損マウスを用いてこれらのコミュニケ
ーションが修飾されるか調べる。  
 
３．研究の方法 
（１）実験動物および脊髄損傷モデル 

野生型の雄性 C57/BL6 マウス [PACAP 
(+/+)]は，日本 SLC より購入した。PACAP ヘ
テロ欠損マウス [PACAP(+/-)]は，橋本（大阪
大学）により供与され昭和大学動物実験施設
にて繁殖・飼育した。すべての動物実験計画
は，昭和大学動物実験委員会により承認され，
ガイドライン従い研究を行なった。 

マウスはセボフレン（2.5－3.5%）を含む
笑気/酸素（=2:1）にて吸入麻酔された。第 9/10
胸椎を露出させ，その椎間を先端を鋭角にし

た剃刀（フェザー安全剃刀，大阪）にて挫滅
させた。その後，脊髄を止血し縫合した。下
肢の神経症状の評価法である Basso mouse 
scale (BMS, Basso ら, J Neurotrauma 2006)にて
スコアが 1 以下であるマウスを損傷マウスと
し実験に用いた。 
 
（２）hMSCs の移植 

hMSCs（ドナー281L）は，Prockop DJ
（Texas A&M 大学，TX, USA）より NIH のグ
ラントのサポートの下，継代 0 世代（P0）で
供与された。低密度培養法にて増殖し P3 で
凍結保存した。すべての実験は P3 にて行っ
た。hMSCs は，20%牛胎児血清を含む α-MEM
（Invitrogen, Grand Island, NY）培地にて培養
し 70-80%密度となった際に trypsin/EDTA
（Invitrogen）により剥離し実験に使用した。
細胞は 5x105/μLとなるようにHank’s balanced 
salt solution （HBSS, Invitrogen）に再懸濁し
移植試料とした。 

脊髄損傷 1 日後，マウスは吸入麻酔下に
おいて第 10/11 胸椎を露出させ，マイクロイ
ンジェクターにて椎間に 0.5μL/min の速度で
1.0μL 投与した。対照群は溶媒（HBSS）もし
くは凍結融解により細胞を変性させた
hMSCs を投与した。 
 
（３）脊髄損傷の評価 

脊髄損傷は BMS および移植 7 日後の脊
髄の損傷領域の評価にて行った。マウスはソ
ムノペンチル（64mg/kg, ip）の麻酔下におい
て生理食塩水および 4%パラホルムアルデヒ
ドの還流により固定した。その後，20% 
sucrose/0.1M リン酸緩衝液にて置換した後，
凍結矢状断切片を作成した。アストロサイト
マーカーの GFAP の免疫染色を行い GFAP 陽
性反応に囲まれた領域（グリア瘢痕）を計測
した。 
 
（４）定量性 PCR 

脊髄損傷後の PACAP およびそのレセプ
ターの遺伝子発現とレシピエントとドナー
の応答を調べるために種特異的プライマー
を用いて real-time PCR を行った。脊髄は主に
TRIZOL Reagent (Invitrogen)を用い mRNA を
抽出したのちに TaKaRa PrimeScript RT 
reagent Kit（TaKaRa, Kusatsu, Japan）により
cDNA を作成した。real-time PCR は Taq-man 
system もしくは SYBR Green system により行
った。 
 
（５）Arginase 活性 

M2 型の MG/MΦ を調べるために脊髄の
arginase 活性を調べた。方法は Sato ら（J 
Neuroinflammation, 2012）に準じた。 
 
４．研究成果 
（１）hMSCs の脊髄損傷抑制効果 

脊髄損傷 1 日後に hMSCs を移植したと
ころ HBSS 投与群に比して有意に BMS スコ



アの改善が認められ損傷脊髄領域の縮小を
認めた。しかし，凍結融解により変性させた
hMSCs を移植してもその抑制効果は認めら
れなかった。これは，hMSCs がレシピエント
とのコミュニケーションが重要であること
を示す。加えて PACAP(+/-)マウスに hMSCs
を移植したが脊髄損傷抑制効果は認められ
なかった。脊髄損傷後のマウス PACAP の発
現を hMSCs の移植の有無により比較すると
hMSCs を移植した動物は PACAP の発現が有
意に高いことが明らかとなった。これは
hMSCs の脊髄損傷抑制機構に PACAP の産生
が介在していることを示唆する。 
 
（２）hMSCs のマウスサイトカインへの効果 
  脊髄損傷後のマウスサイトカインの遺
伝子発現を調べた。炎症性サイトカインの
IL-1β や TNFα，抗炎症性サイトカインの
TGFβ や IL-10 の発現は炎症後に急激な増加
を認めた。hMSCs を移植したところこれら遺
伝子発現は有意に低下した。一方，IL-4 の発
現は脊髄損傷 7 日後まで有意な増加を認めな
かったが，hMSCs の移植により有意な増加を
認めた。脊髄損傷 7 日後において PACAP(+/+)
と PACAP(+/-)マウスに hMSCs を移植してこ
れらの遺伝子発現を比較した。hMSCs の投与
後により修飾された IL-1β，TGFβ および IL-4
の遺伝子発現は PACAP(+/-)マウスによりほ
ぼキャンセルされた。しかし，TNFα は部分
的そして IL-10 はほどんど影響がなかった。 
  脊髄損傷 7 日後における M2 型 MG/MΦ
の活性化を ariginase活性により調べたところ
hMSCs移植群はHBSSに比べ有意に活性が高
く，hMSCs の移植がレシピエントの MG/MΦ
活性化を修復や再生に関与するタイプにシ
フトさせた可能性を示唆した。 
 
（３）PACAP は hMSCs に影響する 
  一方，移植した脊髄内における hMSCs
の遺伝子発現をヒト特異的プライマーによ
り調べた。任意に選択した成長因子および抗
炎症性サイトカインの遺伝子発現を調べた。
hMSCs を PACAP(+/-)マウスへ移植したとこ
ろ， hMSCs 由来の IL-4，TGFβ の発現は
PACAP(+/+)のそれに対し有意に低かった。通
常培養において hMSCs は PACAP およびその
レセプターの遺伝子を発現していない。また，
hMSCs を移植した際においても遺伝子発現
を検出できなかった。それ故，我々は，PACAP
は hMSCs の遺伝子発現に影響しないと考え

ていた。しかし，培養 hMSCs に IFNγ を暴露
すると PACAP およびレセプターの発現が増
加し炎症組織内において hMSCs とレシピエ
ントは PACAP を介してコミュニケーション
して脊髄損傷を抑制する可能性が推測され
た（図１）。また，PACAP が交感神経の投射
により骨髄の造血幹細胞の増殖に関わるこ
とを見出した。 
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