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研究成果の概要（和文）：　ラットの骨髄間葉系細胞から種々の栄養因子を加えることで、シュワン細胞(BM-SCs)を誘
導。片側パーキンソン病モデルラットを作成し、線条体への移植実験を行った。しかしBM-SCs移植群は、全体としては
有意な改善を認めなかった。組織学的評価を行うと、本細胞は、移植後シュワン細胞としてのとしての特徴を失ってい
き、排除されていることが示唆された。　
　したがって、間葉系細胞内に存在する多能性幹細胞、Muse細胞を移植する方針へ変更。Muse細胞の未分化マーカーの
発現、3胚葉系の細胞への分化能も確認した。本細胞を用いたパーキンソン病の移植治療研究を引き続き継続する予定
である。

研究成果の概要（英文）： At first, we induced to differentiate Schwann cells (BM-SCs) from bone 
marrow-derived mesenchymal cells (MSCs) of Wistar rats by adding several trophic factors. 
Hemiparkinsonian rats were induced, and cells were engrafted in the affected portion of the striatum. 
Immunohistochemical study indicated that transplanted cells had lost the characteristic of Schwann cells 
after transplantation and then been eliminated.
 Then we decided to use Multi-lineage differentiating Stress Enduring (Muse) cells for transplantation. 
Muse cells were obtained from human bone marrow stem cells. We confirmed their expression of immature 
markers and ability of triploblastic differentiation. We will continue to develop the novel therapy for 
Parkinson disease with Muse cells.
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１．研究開始当初の背景 
 近年パーキンソン病の新たな治療法とし
て、細胞移植治療が注目されている。すでに
ES 細胞や中絶胎児由来神経幹細胞から誘導
したドパミン産生細胞を使用した移植実験
はいくつか報告されているが、これらは倫理
的問題、腫瘍化の問題がある。申請者らは最
近、サルの骨髄間葉系細胞から誘導したドパ
ミン産生細胞を自家移植し、組織学的、機能
的改善をもたらしたことを報告した
(Hayashi, Matsuse et al, J Clin Invest, 
2013)。間葉系由来細胞は腫瘍化の危険性が
ないといわれており、自家移植も可能で、安
全で倫理的問題も少ない、実用性の高い細胞
である。しかし、ヒトのパーキンソン病患者
に移植された中絶胎児神経幹細胞由来のド
パミン産生移植細胞は、移植後にレビー小体
の沈着が起こることが報告されており
(Kordower et al, Nat Med, 2008)、パーキ
ンソン病の病態の本質であるドパミン産生
細胞の変性に、移植細胞自体も巻き込まれる
可能性が指摘されている。したがって、パー
キンソン病における細胞移植治療は、必ずし
もドパミン産生細胞を移植するという方法
が最良とは限らず、ホストの細胞死を防ぎ、
新たなドパミン産生細胞をホスト細胞から
誘導するというアプローチがより有効であ
る可能性が考えられる。事実、上記を含むパ
ーキンソン病の細胞実験では、機能的改善の
ピークは移植細胞のドパミン発現が最も高
い移植直後から数カ月遅れている報告がほ
とんどで、その原因は分かっていない。移植
細胞のホストに対する間接的な働き掛けが
機能改善に寄与する部分がむしろ多いので
はないかと申請者は考えている。 
一方でシュワン細胞は、末梢神経系が損傷
されると活性化・増殖し、様々な成長因子や
サイトカインを放出することで、神経細胞を
障害から保護し、また軸索再生に適した微小
環境を作る。シュワン細胞はまた、それ自身
が機能的回復に必要不可欠なミエリンを再
形成し、末梢神経再生に重要な役割を果たす。
さらに、シュワン細胞を移植した場合、末梢
神経障害だけでなく、通常十分に再生しない
脊髄損傷などの中枢神経障害においても、軸
索の再生をサポートすることが知られてい
る(Oudega et al, J Neurotrauma, 2006)。
加えて、シュワン細胞は神経幹細胞と共培養
することで、神経幹細胞をドパミン産生細胞
へ誘導することが報告されている(Grothe et 
al, Neurobiol Dis, 2004)。これらの理由か
ら、シュワン細胞はパーキンソン病に対する
移植治療においても神経機能回復に大きく
寄与することが予想される。 
  しかし移植のためのシュワン細胞を、末梢
神経を損傷することで得るのは現実的でな

い。申請者は近年、ヒト臍帯間葉系細胞から
シュワン細胞を誘導することに初めて成功
した。そしてそれを末梢神経障害部へ移植す
ることで、移植細胞自身が再髄鞘化し軸索再
生を促進することで神経機能回復を果たす
ことを明らかにした(Matsuse et al, J 
Neuropathol Exp Neurol, 2010)。同様にヒ
ト、ラット、サルの骨髄間葉系細胞からもシ
ュワン細胞を誘導し、移植により末梢神経障
害の機能回復に大きく寄与することを報告
した (Wakao, Matsuse et al, Exp Neurol, 
2010)。これらの方法を用いることで、臍帯
や骨髄の間葉系細胞から、細胞移植治療に使
用するシュワン細胞を確保することが可能
となる。 
 以上より、安全で倫理的問題も少ない間葉
系細胞を用い、優れた神経再生促進作用を持
つシュワン細胞を誘導し、移植することによ
る、パーキンソン病治療法の開発を計画した。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、間葉系細胞をもちいた、
パーキンソン病に対する新たな細胞移植治
療法を確立することである。そのためにまず、
間葉系細胞由来シュワン細胞をパーキンソ
ンモデル動物へ移植し、治療効果の高い細胞
移植治療を確立することを目指した。 
間葉系細胞由来シュワン細胞は、パーキン
ソン病の病態である、ドパミン産生細胞の変
性に巻き込まれないことが予想される。また、
過去のドパミン産生細胞移植での治療効果
が、失った細胞の補充よりもホストへの細胞
保護、分化、増殖促進作用の面が大きいと考
え、間葉系細胞由来シュワン細胞はその効果
をより発揮できる細胞と考えた。 
 モデル動物として、6-OHDA を用いて片側パ
ーキンソンモデルラットを作成し、細胞を患
側の線条体に注入し、治療効果を評価するこ
とで、パーキンソン病に応用可能な間葉系由
来細胞の、移植治療法の樹立を行う。 
 
３．研究の方法 
1) ラット骨髄間葉系細胞からシュワン細胞
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。そ
の後 beta-mercaptoethanol（BME）、All-trans 
retinoic acid（ATRA）で処理した後、human 
basic fibroblast growth factor (FGF)、
forskolin (FSK)、platelet-derived growth 
factor-AA (PDGF) 、
heregulin-beta1-EGF-domain (HRG) の
trophic factorを加えることで誘導を行った。 
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 S100
β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。移植細胞は、
GFP の標識を行った。 
 
2) パーキンソンモデルラットに対する細胞
移植 
275-290g の Wistar rat （♂）に対し、
イソフルレンで麻酔後 6-OHDA 12μg を線条
体へ注入することで作成。6 週後、アポモル
フィン誘発回転運動を施行し、1分間に 10 回
転以上の個体をモデルとして選択。同部位へ
細胞を移植（1×105 cells/2μl PBS）。行動
評価は、週に 1回のアポモルフィン誘発回転
運動で評価。PBS移植群(n=3)とBM-SC群(n=6)
とで比較した。また、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 TH 陽
性細胞の増加を来しているか等について評
価する。評価期間は最大6か月を想定したが、
まず移植 7日後、28 日後に組織評価する群を
設け、移植後比較的早期の移植細胞状態につ
いて評価した。 
 
3) ヒト骨髄間葉系細胞からのMuse細胞の採
取 
 他の移植細胞候補として、間葉系組織に存
在すると近年報告されている Muse 細胞につ
いても検討するため、Muse 細胞についても採
取、評価を行った。市販のヒト骨髄間葉系細
胞を購入し、培養。培養、継代した細胞から、
stage-specific embryonic antigens 
(SSEA)-3 陽性細胞を、FACS を用いて採取。
採取した細胞を poly-hema coating した
dish にて単細胞培養。7 日後に形成された
cluster を回収し、免疫細胞化学にて評価す
る。また、その cluster を接着培養に移し、
7-14 日後に免疫細胞化学でその分化能につ
いて評価した。 
 なお、本研究は九州大学の倫理委員会にお
いて承認を受け、動物実験においては当施設
の動物実験施設の規約およびマニュアルに
そって行った。 
 
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）。 

 

2) パーキンソンモデルラットに対する細胞
移植 
 移植後 7日毎に、アポモルフィン誘発回転
運動による行動評価を行った。移植後 4週間
での回転運動の増減は、PBS 群 1.7±1.5、
BM-SC 群 2.5±1.5(p=0.47)と、コントロール
と比べても数値上はより増加する結果とな
り、有意差を認めなかった（図 3）。また、組
織学的には、移植 28 日後では GFP 陽性細胞
を認めず、移植 7日目は移植細胞を確認でき
たが、移植細胞は、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 4）。移植細胞が、移植後徐々に生体内か
ら排除されていることが示唆された。
Trophic effect の可能性についても、明らか
な行動評価の改善が見られなかった。 



3) 現状では間葉系細胞由来シュワン細胞
での治療効果が見いだせないため、ヒト骨髄
間葉系細胞から Muse 細胞を採取し、これを
利用してパーキンソン病の移植治療法を開
発することを検討。  
 FACS でソーティングした後に形成された
cluster は、免疫組織化学にて、Nanog、Sox2、
Oct4 などの未分化マーカーを発現していた。
（図5）。また、接着培養後のclusterからは、
細 胞 の 自 発 的 分 化 が 確 認 さ れ 、 α
-fetoprotein（内胚葉）、smooth muscle actin 
(中胚葉)、neurofilament（外胚葉）陽性の
細胞への分化が確認され、3 胚葉への分化能
を有していることが示された（図 6）。これら
より、多能性幹細胞の Muse 細胞が採取され
ていることが確認され、これを用いて移植実
験を行う予定である。 

 

以上より、ラット骨髄間葉系細胞からシュ
ワン細胞を誘導し、シュワン細胞特異的なマ
ーカーの発現を確認した。そして、パーキン
ソン病モデルラットに対して病変部に細胞
移植を行い、治療を試みた。しかしこれまで
のところ、有意な機能改善、組織学的改善が
得られなかった。原因としては、誘導したシ
ュワン細胞が移植後にシュワン細胞として
の機能を失い、また生体内から排除されてい
る可能性が示唆された。これらの点を改善さ
せていくことが、今後の研究課題である。 
 また、同じく間葉系組織由来の Muse 細胞
は、移植後に必要な細胞へ分化し、組織修復
へ寄与する可能性がある。本細胞の、パーキ
ンソン病治療への応用の可能性について引
き続き研究を進めていく必要がある。 
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