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研究成果の概要（和文）：BMSCとの共培養で、CPECのNGF, VEGF, HGF, IGF-1, FGF-2のmRNAが増加したが、有意差なか
った。
LPS加の培養液でのBMSCとの共培養では、IGF-1 FGF-2に明らかな増加が見られた。real-time PCRで、NGFはBMSC との
共培養で明らかに増加し、HGFはmono-layered BMSCとの共培養の時のみ増加した、VEGFは大きな変化はなかった。次ぎ
に、タンパク質の発現量では、NGFは、共培養でそれぞれの単独培養の合算値より高い値を示し、共培養による影響が
明らかであった。VEGFは、共培養による増加はなかった。

研究成果の概要（英文）：The expression of mRNAs of NGF, VEGF, HGF, IGF-1, and FGF-2 was up-regulated in 
CPECs under the co-culture with BMSCs, but, there was no significant difference. The co-culture with 
BMSCs in the medium containing LPS showed that mRNAs of IGF-1 and FGF-2 increased significantly. Next, 
the real-time PCR showed that the mRNA of NGF was up-regulated in the co-cultures with BMSCs, while that 
of HGF was increased only when co-cultured with mono-layered BMSCs. There was no change with VEGF. The 
protein expressions of NGF were up-regulated in individual cultures of BMSCs and CPECs in the 
LPS-containing medium. The co-culture showed that NGF of CPECs was up-regulated to the level higher than 
the total values of the individual cultures, indicating that NGF was enhanced by the co-culture. 
Expressions of VEGF remained at the same level as the total values of individual cultures of BMSCs and 
CPECs, meaning that there was no enhancement of VEGF production by the co-culture.
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1．研究開始当初の背景 
（研究計画調書に則って記す。） 
（１）近年、幹細胞を治療に応用する再生
医療への関心が高まっている。骨髄間質細
胞 (BMSC)は骨髄中に存在する間葉系の
細胞で、軟骨、脂肪、心筋、神経など様々
細胞に分化する能力を持っている。脊髄損
傷に置いても BMSC移植が有効な治療法
として注目されており現在臨床試験も行
われている。BMSCは IGF1, TGFβなど
の栄養因子を分泌しており、BMSCに脳虚
血時の脳の抽出物を与えることでこれら
の因子も含め、様々な神経栄養因子の発現
が増強されることが報告されている。故に、
BMSCは損傷等の侵襲により、神経栄養因
子の発現・分泌を増強させると考えられる。
申請者のグループは、BMSCの損傷部位お
よび脳室内移植が脊髄損傷に対して有効
であることを明らかにした。申請者らはこ
のBMSCによる神経修復作用はBMSC由
来の可溶性分子によること、及び BMSC
を数回脳室内に移植することで急性期だ
けでなく、亜急性期や慢性期においても顕
著な行動機能の改善および神経再生効果
があることを見いだした。移植した BMSC
は移植後短期間（１−２週）で消失するに
も拘らず、BMSC移植による神経修復効果
は長く持続する。 
これらの結果より、申請者は BMSC によ
る長期にわたる神経修復効果は、損傷部位
に直接作用するだけでなく、仲介する細胞
を活性化し、脳脊髄液(CSF)を通して、中
枢神経系全体に作用していると考えてい
る。 
CSFは側脳室、第３脳室、第４脳室の各脳
室に存在する脈絡叢上皮細胞によって産
生される。脈絡叢上皮細胞(CPEC)には IGF, 
FGF, EGF等の様々な神経栄養・促進因子
が発現されることが知られている。近年の
研究により、頭部外傷や脳血管障害におけ
る神経再生および機能改善には、神経栄
養・成長因子の作用が密接に関与している
ことが報告されている。申請者のグループ
では脈絡叢の脊髄損傷部位への移植は軸
索再生を促進すること、虚血再環流による
脳梗塞巣の進展が、培養 CPECの脳脊髄液
内投与によって抑制されることを示した。 
これらの所見から、CPEC は CSF 中へ分
泌性因子を放出することにより中枢神経
の成長・維持および保護・修復に深く関与
すると考えられる。 
申請者はCSF内に移植されたBMSCが宿
主の CPECの生物活性を増強させ、次ぎに
CPEC における神経栄養・成長因子の合
成・分泌が促されることで、CSFを介した
中枢神経系の体系的な神経修復効果を誘
導し、脊髄損傷に対する長期的な神経修復
効果が得られるものとの仮説を立てた、つ

まり BMSCによって活性化される CPECが
機能分子を CSF に分泌し続けることで、長
期的かつ体系的な神経組織の修復がおこな
われるという２段階メカニズムを新たな概
念として考える。 
本研究では、BMSC が CPEC にあたえる効
果を遺伝子及び細胞レベルで検索すること
で中枢神経系の損傷に対する基本的な修復
機構の本質を明らかにし、これにより、上位
器官としての CPEC を介した中枢神経組織
の体系的な修復機構の解明を目指す。 
 
2．研究の目的 
（研究計画調書に則って記す。） 
骨髄間質細胞の脳脊髄液内投与による脊髄
損傷の機能回復は BMSC 由来の可溶性分子が
関与すること、および BMSC 移植による神経
修復・再生作用は BMSC 消失後も長期間持続
することを我々のグループが明らかにした。
これらの所見から、BMSC 由来の有効因子は損
傷部位だけではなく、CSF を介して中枢神経
系に体系的に作用することが示唆される。
CSF を産生・分泌する脈絡叢上皮細胞は様々
な神経栄養・成長因子を発現・分泌するため、
CSF を介して中枢神経の保護・修復に深く関
与すると考えられる。そこで申請者は、BMSC
移植効果は CSF を介する体系的な神経修復・
再生機能の誘導による部分が大きいという
仮説下に、BMSC 存在下に発現が活性化される
CPEC 由来の神経修復をもたらす栄養因子同
定を目的にする。 
 
研究の到達点は以下の通り。 
（１） トランスウェル法によるCPECとBMSC
の非接触性の共培養系を確立させ、BMSC との
共培養によって CPEC 内で発現が変化する遺
伝子群を探索する。 
（２上の１の結果をもとに、CPEC 内で BMSC
から CPEC への情報伝達に関与する CPEC 受容
体の発現を遺伝子および蛋白レベルで明ら
かにする。 
（３） in vitro 系において、侵襲が CPEC
の標的遺伝子発現に与える影響を遺伝子お
よび蛋白レベルで明らかにする。 
（４） 脊髄損傷ラットへの培養 BMSC の CSF
内移植が宿主脈絡叢の標的、遺伝子発現に与
える影響を遺伝子および蛋白レベルで明ら
かにし、形態学的な解析から CPEC で発現す
る神経修復に有効な因子を特定する。 
 
3．研究の方法 
（研究計画調書に則って記す。） 
本研究は、BMSC が CPEC に与える生物学
的効果および CPEC で発現する神経修復に
有効な遺伝子群を特定し、CPECに寄る中枢
神経系の神経再生機構をあきらかにするた
めに以下の実験を計画した。 
（１）トランスウェル法による CPEC と



BMSC の非接触性共培養系を確立し、
BMSC の存在により CPEC 内で発現が変
化する遺伝子群を DNAマイクロアレイに
て特定する。（２）BMSC 由来因子を認識
して、（１）で同定された機能分子の発現
を誘導する CPEC 受容体の遺伝子発現を
分子生物学的に解析する。（３）in vitroに
おける CPEC への侵襲が CPEC の標的遺
伝子発現に与える影響、および（４）in vivo 
検索として脊髄損傷ラットへの培養
BMSCの CSF内移植が宿主脈絡叢の遺伝
子発現および標的遺伝子発現に与える影
響を遺伝子およびタンパクレベルで解析
し、その発現部位を形態学的に解析する。 
 
◯平成２５年度研究計画 
【BMSCと CPECの共培養による BMSC
と CPEC 内で発現が変化する遺伝子の特
定】 
１) 生後４週令のWistar ラットから、脈
絡叢および BMSC を採取・単離し、単独
培養をする。BMSC, CPECの培養方法は
申請者のグループが既に確立しているた
め、その方法を用いてそれぞれの培養を行
う。５日〜１週程度培養した CPECと２回
継代した BMSCを共培養に用いる。CPEC
と BMSC の共培養にはトランスウェル法
を用い、BMSCをチャンバー上で培養させ
る共培養系を確立させ、効果的な培養条件
を探す。次ぎに、BMSCとの効果的な培養
条件をきめるために、予めトランスウェル
上に単層培養した BMSC と細胞を解離し
てからトランスウェル上まいた BMSC を
CPEC と確立して共培養系で培養し、
CPECが分泌していると報告のある IGF1, 
VEGF, FGF2, EGFなどの神経栄養因子・
成長因子の発現に対する影響を検討する。 
２）確立した CPECと BMSCの共培養系
を用いて、２４位間共培養させた CPECお
よび共培養していない CPEC のアンプル
で DNAマイクロアレイによる網羅的解析
を行い、BMSC および CPEC で共培養に
より発現が変化する遺伝子群を明らかに
する。このマイクロアレイによる解析は
RNA 抽出まで申請者が行い、後の解析は
東レ株式会社マイクロアレイ受託解析さ
ービスに委託する予定である。 
【CPEC 内で発現が変化している神経栄
養・成長因子および BMSCから CPECへ
の情報伝達に関与している受容体の遺伝
子の発現解析】 
DNA マイクロアレイによる解析をもとに、
同様の共培養系を用いて、CPEC内で発現
が変化している神経栄養・成長因子および
BMSC から CPEC への情報伝達に関与し
ている受容体の遺伝子の発現を Real-time 
PCR, Western blot などにて申請者が解
析する。 
 
 

◯平成２６年度研究計画 
【CPEC 内で発現が変化している神経栄
養・成長因子および BMSCから CPECへの
情報伝達に関与している受容体の遺伝子の
発現解析】 
平成２５年度に則した実験解析を行う。 
 【BMSCとCPECの共培養系における低酸
素、lipopolysaccharide (LPS) およびその両
方の侵襲が CPEC の遺伝子の発現与える影
響】 
１）CPEC単独および BMSCと CPECの共
培養に低酸素侵襲を与えた状態と与えない
状態で培養し、２４時間後に平成２５年で標
的にした遺伝子の発現を real-time PCR, 
Western blot などにて解析する。低酸素侵襲
には酸素を１％にして BMSCと CPECの共
培養を行う。 
２）CPEC単独および BMSCと CPECの共
培養に第２の侵襲である LPS を底、中、高
濃度と濃度依存的に２４時間与える。LPSを
負荷した場合としない場合の CPEC 単独お
よび BMSCと共同培養した CPECにて、遺
伝子の発現を real-time PCR, Western blot 
等にて解析する。このモデルでは適度なスト
レスになる LPS濃度を事前に検討する。 
３）第３の侵襲モデルとして、低酸素と LPS
侵襲の両方を CPEC 単独および BMSC と
CPEC の共培養した CPEC にて上記の遺伝
子の発現を real-time PCR, Western blot な
どにて解析する。LPSの濃度は（２）で明ら
かにした適切な負荷能度を適用する。 
 
◯平成２７年度研究計画 
【BMSC と CPEC の共培養における侵襲が
CPECの遺伝子発現に与える影響】 
平成２６年度に則した実験解析を引き続き
行う。 
【脊髄損傷ラットへの培養 BMSC の移植が
宿主 CPECに与える影響】 
1)６週令の Wistar ラットの第８−９胸椎レ
ベルを挫滅損傷させる。直ちに BMSC を脳
室内に移植し、急性期、亜急性期、慢性期に
匹敵する、移植後１日、２週後、４週後の脈
絡叢を採取して、標的遺伝子の発現を上記と
同様な手法を用いて分子生物学的に解析す
る。さらに、標的電子あるいはそのタンパク
発現を免疫組織染色あるいは in situ 
hybridization にて形態学的に解析し、発現
部位が脈絡叢上皮細胞であるかを確認する
２）上記と同様に脊髄損傷させたラットに
BMSCと移植し、２４時間後の脈絡叢を採取
し、DNAマイクロアレイにて BMSC移植に
よって発現が変化する遺伝子を網羅的に解
析 す る 。 sham operation (sham), 
sham+BMSC 移植、脊髄損傷、脊髄損傷
+BMSC 移植群を作成し、それぞれの脈絡叢
の遺伝子発現を網羅的に解析し、脊髄損傷に
おいて、BMSCによって変化する遺伝子を特
定する。 

 



４．研究成果 
 (1) 骨髄間質細胞（BMSC）共培養による
脈絡叢上皮細胞 (CPEC) の mRNA 発現量
の変化 
 まずはじめに、神経再生に関与すると考
えられる因子について、共培養下での
mRNAの発現量の変化を RT-PCRで網羅的
に解析した。その結果、CPEC 単培養時と
比べて骨髄間質細胞 (BMSC) と共培養し
たときに、有意差はつかなかったものの、
NGF (神経栄養因子、nerve growth factor) や
VEGF (血管内皮細胞増殖因子、vascular 
endothelial growth factor)、HGF (肝細胞増殖
因子、 hepatocyte growth factor) 、 IGF-I 
(insulin-like growth factor I) 、 FGF-2 
(fibroblast growth factor-2) などの発現が増
加する傾向がみられた。 
 次に、脊髄損傷時の炎症モデルとして、
LPSを添加した系でBMSCの共培養の影響
を調べた。その結果、単培養に比べて共培
養時に IGF-Iと FGF-2で有意な増加がみら
れ、逆に IGF-IIでは有意な減少がみられた。
一方で、特に神経再生に関連が深い NGF
や VEGF、HGFについては、NGFで増加傾
向、HGFで減少傾向がみられたものの、有
意差は認められなかった。 
 そこで、これらの 3因子についてさらに
定量性の高い real-time PCR 法でその発現
の変化を解析した。その結果、CPEC を単
培養したときと BMSC と共培養したとき
とを比較すると、NGFと HGFの発現量に
差はみられなかった。一方、VEGFの発現
量は、BMSCを monolayerで培養したとき
には差はみられなかったが、細胞を分散し
て(dissociated) 共培養したときは有意な増
加がみられた。次に、脊損時の炎症モデル
として LPS を加えた系での変化を解析し
た。CPEC の単培養において、LPS で刺激
することにより、NGF の mRNA の発現は
増加した。さらに、LPS刺激時に BMSCと
共培養することで NGFの mRNAの発現は
増加した。HGFの発現量も、単培養で LPS
刺激することで有意な増加がみられた。
LPS 刺激時の BMSC と共培養では、
dissociated BMSCでは差は認められなかっ
たが、monolayer BMSC では有意な増加が
みられた。一方、VEGFのmRNA発現量は、
CPEC単培養で LPS刺激しても変化は見ら
れなかった。LPS刺激時の共培養では発現
量が有意に増加した。 
 
(2) BMSC 共培養による CPEC のタンパク
質発現量の変化 
 LPS刺激時にBMSCと共培養することで
mRNA 発現量に増加がみられた NGF と
VEGFについて、実際に培地中に分泌され
るタンパク質の変化を ELISA 法によって
解析した。 
 NGFは、LPS刺激により CPEC、BMSC
の単培養で共に発現が増加した。LPS刺激

時の共培養では、顕著な発現の増加がみらた。
これは、CPEC、BMSC の各々の単培養での
発現量の和よりも明らかに高値を示したこ
とより、共培養により発現が誘導されたと考
えられる。 
 VEGF は、LPS 刺激により CPEC、BMSC
の単培養で共に発現の増加がみられた。LPS
刺激時の共培養でも単培養に比べて高濃度
の VEGFが検出されたが、この値は、それぞ
れの単培養での測定値の和と同等な値であ
った。つまり、共培養によってタンパク質の
発現は増加しなかったと考えられる。 
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