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研究成果の概要（和文）：脊髄損傷モデルラットを用いて、骨髄間質細胞の培養上清の投与によって神経が再生
する際、神経細胞に対する直接な効果だけでなく、シュワン細胞の浸潤や損傷部周辺のアストロサイトが活性化
することを明らかにした。培養アストロサイトを用いて in vitro での骨髄間質細胞の影響を調べたところ、骨
髄間質細胞の培養上清の添加によってアストロサイトによる炎症性ケモカインの産生が抑えられていた。また、
脳脊髄液を産生し中枢神経系の維持に重要であるグリア細胞の一つである脈絡叢上皮細胞も骨髄間質細胞によっ
て一部の栄養因子の産生が増加した。さらに、この脈絡叢上皮細胞の培養上清を脳脊髄液経由で投与し、神経再
生を確認した。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that bone marrow stromal cells (BMSC) stimulate axon 
regeneration directly but also indirectly via activation of glial cells such as astrocytes, choroid 
plexus epithelial cells (CPECs), and Schwann cells. Conditioned medium from BMSC (BMSC-CM) promoted 
the production of anti-inflammatory chemokines and reduced inflammatory chemokines in astrocytes. In
 vivo experiment using spinal cord injury model rat revealed that BMSC-CM administration promoted 
locomotion compared to control groups. Furthermore, extracellular matrix components, such as 
collagen types I and IV, and laminin were expressed in the region site and interact with 
regenerating axon. Similarly, CPEC-transplantation also accelerated recovery from spinal cord 
injury. Taken together, it was suggested that many glial cells play a roll in axon regeneration 
after spinal cord injury, and BMSC-CM enhance glial cell function. Further investigation is needed 
to develop a novel therapy with regulating glial cells.

研究分野： 神経再生

キーワード： 脊髄損傷

  １版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 我が国には、現在 10万人を超える脊髄損
傷患者がおり、毎年約 5千人が新たに受傷し
ている。症状は損傷部位によって様々である
が、重篤な場合、一生車椅子の生活を強いら
れるため、新たな治療法の開発が急務であ
る。近年、iPS細胞や体性幹細胞移植による
再生医療が注目され、多くのグループによっ
て研究が進められているが未だ有効な治療法
は確立されていない。我々のグループはこれ
までに、骨髄間質細胞（BMSC）に着目し、
脊髄損傷ラットを用いて BMSC移植が有効
であることを報告し、さらにヒトへの臨床応
用も行っており、その有効性と安全性を報告
してきた。その中で、移植した BMSCは移
植から 2週間以降は消失しているにもかかわ
らず、なお神経再生は持続していることがわ
かってきた。このことから、BMSCによる神
経の再生は、BMSC自身がニューロンに分化
することではなく、BMSCがニューロンのみ
ならずその周辺のグリア細胞に作用し自己再
生能力を増強することにより達成されている
ことが示唆された。しかしながら、その詳細
なメカニズムは明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 上述のような背景を踏まえて、本研究では
BMSCが各種グリア細胞に与える影響を調
べ、損傷部位での体系的な神経再生メカニズ
ムを明らかにすることで、グリア細胞を介し
た新たな脊髄損傷治療法の開発を目指すこと
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞培養	
	 ニューロンや各種グリア細胞の単離・初代
培養はマウスで確立してきた方法（Kanekiyo 
et al. J Neurosci 2013）に従って行なった。略
説すると、ニューロンは SDラットの新生仔
の海馬から、グリア細胞は大脳から、接着性
の違い、密度勾配遠心、レクチン-免疫パニ
ン各グリア細胞を単離し、それぞれ至適培地
で培養した。BMSCは、3〜4週齢の SDラッ
トの大腿骨と脛骨から骨髄液を採取し、10% 
FBS含有 DMEM で 24時間培養し、接着し
た細胞を 2〜4継代したものを BMSCとして
用いた。脈絡叢上皮細胞（CPEC）は、3～4
週齢のラットの側脳室および第 4脳室から脈
絡叢を採取し、酵素処理後、ポリ-L-リジン
コートしたディッシュ上で 10% FBS含有
DMEMで培養した。 
 
（2）グリア細胞が発現する神経修復有効因
子の解析 
	 BMSCの刺激に応答して変動するグリア細
胞が発現する神経有効因子を解析するため
に、まず BMSCの培養上清（BMSC-CM）を
回収した。BMSC-CMは初代培養ニューロン
に対して神経突起の伸長効果をチェックした
ものを用いた。この BMSC-CMを初代培養グ

リア細胞に添加し、グリア細胞の増殖能や細
胞マーカーの発現をコントロール群（DMEM
のみ）と比較した。グリア細胞の中で BMSC
の影響を大きく受けたアストロサイトと
CPECについて、さらに BMSC-CMを添加し
たものとコントロール群（DMEMのみ）に
ついて、RNeasy mini kit（QIAGEN）を用い
て total RNAを抽出し、DNA microarray（3D-
Gene, 東レ）によって発現因子の遺伝子レベ
ルの変動を解析した。 
 
（3）脊髄損傷モデルラット 
	 脊髄損傷治療効果を検討するため、脊髄損
傷モデルラットを作製し、グリア細胞移植や
BMSCやグリア細胞の培養上清を投与して行
動学的な評価及び組織学的な解析を行った。
6週齢のメスの SDラットに New York 
University impactorを用いて圧挫損傷を与え
ることで脊髄損傷モデルラットを作製した。
細胞の移植は、損傷から 1週間後の亜急性期
に損傷部に直接注入した。液性因子の投与
は、損傷直後から、浸透圧ポンプを用いて第
4脳室から脳脊髄液経由で 1週間もしくは 2
週間にわたって投与した。運動機能の評価
は、Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) スコアを
用いた。組織の解析は、各種抗体を用いた免
疫組織化学染色や HE染色した組織の光学顕
微鏡での観察及び一部は電子顕微鏡での観察
で行なった。 
 
４．研究成果	
	 BMSCによるグリア細胞への影響を調べる
ために、BMSC-CMを添加してグリア細胞の
発現する因子の変動を DNA microarrayによ
って解析した。アストロサイトでは、パスウ
ェイ解析の結果、いくつかのパスウェイで複
数の遺伝子が変動していることが分かった。
中でも、エストロゲンの生合成に関わる遺伝
子の発現が増加していた。エストロゲンは、
女性ホルモンのはたらきの他に、神経の新生
や再生を促すことが報告されている。骨髄間
質細胞の移植や培養上清の投与で神経再生が
促進されるメカニズムの一つとして、損傷部
周辺のアストロサイトによるエストロゲンの
発現の上昇が寄与している可能性が示唆され
た。また、BMSC-CMで培養したアストロサ
イトでは MAObの発現が約半分に抑えられ
ていた。この MAObは GABA産生酵素であ
り、アルツハイマー病などの中枢神経疾患で
見られる反応性アストロサイトで活性化する
ことが知られている。さらに、炎症性のケモ
カイン CCL20と CXCL10の発現が約 30%に
抑えられていた。一方で、抗炎症性サイトカ
インである IL-11の発現は 1.7倍増加してい
た。これらのことから、BMSC-CMは、アス
トロサイトの活性化を抑えることで炎症反応
を抑制し、二次損傷を軽減することでその後
の神経再生を有利にしていることが示唆され
た。 



	 一方で、脳脊髄液を産生し中枢神経系の維
持に重要であるグリア細胞の一つである
CPECについてはその細胞移植効果と培養上
清（CPEC-CM）の投与効果を脊髄損傷ラッ
トを用いて検証した。BBB scoreにより運動
機能の回復を評価した結果、CPECを移植し
た CPEC移植群は移植 4週間後にはコントロ
ール群（PBS投与）に対して有意な回復がみ
られた（図 1）。免疫組織化学染色により、
損傷部の再生神経を解析したところ、驚くべ
きことに移植から 2日後に移植した CPEC周
辺に多くの再生神経が確認された（図 2）。
同様に、CPEC-CMを投与した場合でもコン
トロール群（DMEM投与）に比べて優位な
回復がみられた。また、移植した CPECはニ
ューロンやグリア細胞には分化しなかった。
これらのことから、CPECの分泌する有効因
子が神経修復を促進したと考えられる。今後
は、外から細胞移植や内在的な脈絡叢を活性
化させ、同様の効果を得る方法を模索する必
要がある。 
	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 次に、BMSC-CM投与による効果を脊髄損
傷ラットを用いて検証した。損傷と同時に
BMSC-CMを脳脊髄液経由で投与しはじめ、

１週間もしくは 2週間にわたって投与した結
果、投与期間中に大きな運動機能の回復が見
られた（図 3）。 

 
	 さらに、免疫組織化学的な解析を行なった
結果、損傷部に type I collagen（図 4）や type 
IV collagen、lamininなどのマトリックス成分
が多く発現し、再生してきた神経と密接に相
互作用していることがわかった。このような
マトリックス成分が足場となることが神経再
生に重要な役割を担っていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 本研究から、脊髄損傷からの回復は神経細
胞のみならず種々のグリア細胞が複雑に相互
作用した結果であること、また、BMSCはそ
れらの機能を複合的に調節することで神経再
生を促進させていることがわかった。しかし
ながら、内在的な個々のグリア細胞をどの様
に刺激して、神経再生を促すことができるか
はさらなる研究が必要である。 
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