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研究成果の概要（和文）：本研究は、進行型多発性硬化症に対しての新たな細胞移植治療の確立を目指したものである
。ラット骨髄間葉系幹細胞からサイトカイン刺激に組み合わせによりシュワン細胞を誘導。脱髄モデルとしては、自己
免疫性脳脊髄炎モデル、Cuprizone摂取による脱髄ラット、Ethidium bromide(EB)局注による脊髄脱髄ラットを作成。
誘導シュワン細胞の移植実験を行った。しかし結果的には全体としては明らかな機能改善に至らなかった。モデル動物
の症状の不安定さが原因と一つとして考えられたが、移植細胞の生着能力の低さが最大の原因と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop a novel cell transplantation therapy for 
chronic multiple sclerosis. Schwann cells were induced from rat bone marrow mesenchymal stem cells by 
adding several cytokines. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and toxin(Cuprizone or Ethidium 
bromide)-induced focal demyelinating model rat were prepared as chronic demyelinating animal models. 
Induced Schwann cells were transplanted into these models, but no significant therapeutic effect could be 
observed. The instability of symptom of animal models might be one of the reason. But the low rate of 
transplanted cell engraftment was thought to be the primary cause of this result.

研究分野： 神経免疫学
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１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症(multiple sclerosis, MS)は、

中枢神経髄鞘を標的とした自己免疫疾患で
あり、末梢神経髄鞘は障害されない。再発寛
解型 MS(relapsing remitting MS, RRMS)で
は、疾患修飾薬 (disease-modifying drug, 
DMD)の開発が進み、再発率を下げることが
可 能 に な っ た 。 し か し 、 慢 性 進 行 型
MS(chronic progressive MS, CPMS)に対し
ては有効な治療法がない。なかでも病初期か
ら慢性進行性の経過を呈する一次性進行型
MS(primary progressive MS, PPMS)では、
全く治療法がない。さらに RRMS で発症し
ても 10 年余で約半数は二次性進行型
MS(secondary progressive MS, SPMS)へ移
行する。DMD も二次性進行型 MS にはほと
んど効かない。また DMD で再発率を下げる
ことで二次性進行期への移行を阻止できる
かは全く不明である。したがって、MS のこ
れからの治療ターゲットは、再発よりも慢性
進行の防止にある。慢性進行型 MS では T 
細胞性炎症は軽減し、グリア炎症や再髄鞘化
の障害、脱髄の持続による軸索障害が主体と
なっている。一方、MS の破壊性の脊髄病巣
では、グリア限界膜の破綻に伴い末梢からシ
ュワン細胞が侵入し、末梢性髄鞘で軸索を再
髄鞘化している所見が観察される。したがっ
て、シュワン細胞は中枢神経由来の軸索をも
再髄鞘化する能力を有すると考えられる。 
骨髄や臍帯に存在する間葉系幹細胞

（mesenchymal stem cells, MSCs）には優
れた分化能があることが知られている。私た
ちは、ヒト臍帯の MSCs やヒト、ラット、サ
ルの MSCs からシュワン細胞を誘導し、それ
を末梢神経損傷部位へ移植すると、移植細胞
自身が再髄鞘化を行い、軸索再生を促し、神
経機能を回復させることを明らかにした 
(Matsuse et al, J Neuropathol Exp Neurol, 
2010)。この研究では誘導した細胞は、in vitro, 
in vivo においてもシュワン細胞のマーカー
を発現し、シュワン細胞と同様の機能を有す
ることが少なくとも末梢神経では確認され
た。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、中枢の軸索も再生、再髄

鞘化しうるシュワン細胞を MSCs から誘導
し、それを用いた細胞移植治療法を、MS、
とくに現在治療法のない CPMS に対して開
発することである。移植細胞は、ラットの骨
髄間葉系細胞(BM-MSCs)や、ヒト臍帯の間葉
系細胞(UC-MSCs)から誘導したシュワン細
胞を用いる。また、CPMS の動物モデルとし
て、ラットを用いて中枢性の脱髄モデルを作
成する。作成したモデル動物に対して細胞移
植実験を行う。移植後組織学的、機能的評価
を行い本移植方法について検証する。また移
植細胞の中枢移行能についても評価する。 
これらをもとに、将来への CPMS 患者に

対する細胞移植治療法確立への基盤づくり
を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット骨髄間葉系細胞(BM-MSCs)・ヒト
臍帯間葉系細胞(UC-MSCs)からシュワン細
胞の誘導  

Wistar Rat（8 週齢、♂）の骨髄から間葉
系細胞(BM-MSCs)を採取し、3 代継代培養を
行う。その後 beta-mercaptoethanol（BME）、
続いて All-trans retinoic acid（ATRA）で処
理した後に、human basic fibroblast growth 
factor (FGF) 、 forskolin (FSK) 、
platelet-derived growth factor-AA (PDGF)、
heregulin-beta1-EGF-domain (HRG) の
trophic factor のカクテルを加えることで、
シュワン細胞(BM-SCs)の誘導を行った。細
胞密度や誘導の日数、試薬の濃度は条件を変
え、最適なものを選択した。 
誘導細胞は、S100β、PMP22、GFAP、

P0、O4 等の発現を免疫細胞化学で調べるこ
とで、シュワン細胞への分化を確認した。ま
た S100βについては、定量的 PCR にて、誘
導の段階ごとの mRNA の発現も調べた。さ
らに誘導細胞について、中枢神経系への移行
に重要といわれている PSA-NCAM の発現を
免疫細胞化学的に確認した。 
移植に際しては、当初レンチウィルスによ

る緑色蛍光タンパク質 (GFP) 標識と、
Hoechst による標識を当初試みていたが、
GFP の標識率の低さと、Hoechst 標識の信頼
性の問題が生じたため、GFP ラット（Wistar）
を購入し、その大腿骨、脛骨から BM-MSCs
を採取。それから誘導した BM-SCs を用い、
移植実験を行った。 
また、ヒト臍帯の Wharton's jelly から間

葉系細胞(UC-MSCs)を採取。BM-MSCs と同
様にシュワン細胞(UC-SCs)を誘導、評価を行
った。 
 
(2) 中枢神経系脱髄モデルラットの作成と
移植実験 
中枢神経系脱髄モデルラットの作成として、 
①  experimental autoimmune 
encephalomyelitis（EAE）ラット 
② Cuprizoneによる脱髄ラット 
③ Ethidium bromide(EB)による脱髄ラット 
 
以上の 3種類のモデルを作成し、移植を行い、
生着や軸索再生能についての解析を試みた。
なお、当初は①、次に②のモデルを利用した
移植実験を予定していたが、後述する問題点
が生じ、方法を変更しながら改善を試みたも
のの解決せず、最終的には③のモデルを、中
枢神経系脱髄モデルとして採用した。また、
①、②の実験の際はまだ GFP ラット入手前の
段階であり、これらの移植実験に関しては、
移植細胞をレンチウィルスによって GFPラベ
リングを行い、さらに移植前に Hoechstにて



染色して移植していた。 
 
①EAE ラット 
モデル動物としては、より慢性に近い経過

をとる DA Ratを選択。作成方法としては、7 
～9週齢、雌を使用し、内容としては、 
a)1 mg/ugの MOG 1-125  
b) 4 ug/ul の Mycobacterium tubercuosis
を含む complete Freud adjuvant  
a)と b)を 1:1で混合し、ラットのテール基部
に 50μl ずつ 2 か所に皮下注した。 
EAEモデル作成 14日後に、動物をイソフルレ
ンで麻酔し、下部腰椎部分の背部を露出する。
L5-6 の椎間を穿刺し、DA Rat 由来の BM-SCs
を 2×106 cells/20µl PBS、髄腔内へ移植し
た。評価期間を移植 35 日後とし、しかし一
部移植 7 日後に安楽死させ、病巣部への移植
細胞の migrationを確認した。 
 
② Cuprizoneによる脱髄ラット 

Wistar Rat に 0.6%の cuprizone を含んだ
餌を 21 日齢から連日与えることで作成。63
日齢の時点で、Wistar Rat由来の BM-SCsを、
1.0x105cells/2µl PBS、脳梁の脱髄部位へ経
頭蓋的に移植して評価した。105 日齢で安楽
死させ、組織評価を行った。 
 
③ EB による脱髄ラット 
Wistar Rat（8週齢、♂）に対し、イソフル

レンで麻酔後、laminectomy を行い、脊髄後
面を露出。Th10 レベルに 0.3 mg/ml の EB を
3 μl 局注。モデル作成 7日後に、EB注入部
位に GFP ラット（Wistar）由来の BM-SCsを 2
×105 /2µl PBSにて移植した。評価方法とし
ては、本モデルは明らかな下肢麻痺などの機
能低下を来しにくく、行動評価は困難であっ
たため、組織学的な評価を行った。組織学的
には、脱髄巣体積、移植部位周辺の NF 陽性
軸索数、移植細胞の生存率を評価した。NF陽
性軸索数については、正常組織境界から 50µm
部位の NF 陽性軸索密度を測定し、コントロ
ールとしての PBS 移植群(n=6)と BM-SC 移植
群(n=6)で比較した。移植細胞が確認されれ
ば、移植細胞の発現しているマーカーを確認
し、移植細胞がシュワン細胞の性質を維持で
きているか、hostの軸索の再髄鞘化を行って
いるか等について評価する。 
 
４．研究成果 
(1) ラット骨髄・ヒト臍帯間葉系細胞からシ
ュワン細胞の誘導  
8週齢の Wistar Rat骨髄から間葉系細胞を

採取し、3 代継代培養。2.86 ×103 cells/cm2
の密度で細胞を撒き、BME(1 mmol/L）を含む
無血清培地で 24 時間培養。その後 ATRA（35 
ng/mL）、10%FBS を含む培地で 72 時間培養。
最後に、10%FBSを含む培地へ FGF(10 ng/mL)、
FSK(5 μmol/L)、PDGF(5 ng/mL)、HRG(200 
ng/mL)の栄養因子を加え、5-7 日培養するこ
とで、シュワン細胞の誘導に成功した。 

誘導した細胞は S100β、PMP22、GFAPなど
のシュワン細胞のマーカーを発現していた
（図 1）。また、S100βについては、誘導の最
終段階で、FGF、FSK、PDGF、HRG といった 4
つの trophic factors (TF)を加えることで、
大きく発現を上昇させることが分かった（図
2）。さらに、細胞の中枢移行性に必要といわ
れている PSA-NCAM の発現を調べたところ、
誘導前の間葉系細胞は発現が軽度見られた
ものの、誘導後は発現が低下していることが
免疫細胞化学にて確認された（図 3）。 

ヒト臍帯からも同様にシュワン細胞の誘
導を確認した。提供を受けた臍帯から間葉系
細胞を採取し、3 代継代培養。3.81 ×103 
cells/cm2 の密度で細胞を撒き、 BME(1 
mmol/L）を含む無血清培地で 24 時間培養。
その後 ATRA（35 ng/mL）、10%FBS を含む培地
で 72 時間培養。最後に、10%FBS を含む培地
へ FGF(10 ng/mL)、FSK(5 μmol/L)、PDGF(5 
ng/mL)、HRG(200 ng/mL)の栄養因子を加え、
3-5 日培養することで、シュワン細胞の誘導
に成功した。誘導した細胞は S100βや GFAP
等を発現していた（図 4）。 



 
(2) 中枢神経系脱髄モデルラットの作成と
移植実験 
① EAEラット 
EAEモデルは、脊髄に長大病変が認められ、

PLP 染色などで脱髄が確認された。移植細胞
も、脊髄へ部分的に生着した像は確認できた
ものの、長大病変であり、また細胞移植に関
わらず臨床症状の変動があり、そのために
clinical score も変動の個体差が大きく、定
量的な移植治療効果の判定が困難であった
（図 5）。したがって、本治療方法を検証する
モデルとしては適切ではないと判断した。  

 
② Cuprizoneによる脱髄ラット 
cuprizoneモデルは、脳梁部位を中心に脱髄

病巣ができ（図 6）、またコントロール群と体
重差も認めた。しかしこのモデルは神経学的
症状を比較評価することがほぼ不可能で、ま
た脱髄層が小さいために、正確な移植細胞の
注入や、定量的な組織学的評価が困難であり、
本実験系のモデルとして不適切と判断した。 

  
 
 

③ EB による脱髄ラット 
本モデルに関しては、EB 注入 7日後に、注

入部位周辺に fluoromyelin の染色性が低下
している部位を認め、比較的広範に脱髄巣が
できていることが確認された。移植部位近辺
では、ミクログリア（Iba1 陽性）の浸潤、
反応性. アストロサイト（GFAP 陽性）の増
加といったグリオーシスの所見が観察され
た（図 7）。移植細胞は、移植 7日後には生着
しているように見えるものの、28 日後までに
は GFP陽性細胞が確認できない状態になって
おり、移植細胞はグリオーシスを起こして排
除されていると考えられた（図 7）。また、移
植 7 日後に移植細胞を染色したところ、P0、
PM22、S100といったシュワン細胞のマーカー
を発現していない、あるいは低下させていた
（図 8）。また、移植部位付近の NF 陽性軸索
も PBS 群 43.3±9.9/10-8mm2に対し、BM-SC 群
48.7±4.6/10-8mm2（p=0.26）と、明らかな増
加傾向を認めなかった（図 9）。 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



本研究での問題点は、移植細胞の生着能が
非常に低かったことと、移植細胞が移植後に
シュワン細胞の性質を失っている可能性が
示唆されたことである。科学研究費助成事業
としての期間は終了したが、引き続きこれら
の問題点の解明、解決方法について検討を続
けていきたい。 
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