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研究成果の概要（和文）：骨髄間葉系細胞（BMSC）・神経幹細胞/前駆細胞（NS/PC）の共培養シートを用いて完
全離断型脊髄損傷の神経再生を目指した。Fisher 344（F344）ラット骨髄を採取、培養によりBMSCシートを獲得
した。E18妊娠F344ラット胎仔脳のcortexからNS/PCを獲得し、BMSCシート上に播種して共培養シートを作成し
た。F344ラットの脊髄を離断し2mmの欠損を作成後、共培養シートを移植し、組織学的評価（Tuj1、GFAP
MBP）、後肢運動機能評価を行った。結果、BMSCシートよりも、共培養シートの方が神経細胞の神経突起の伸
長、軸索再生と再生軸索の再髄鞘化を促進していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Our study aimed to achieve neural regeneration of completely transected 
spinal cord injury by using co-culture sheets of bone marrow stromal cells (BMSC) and neural stem 
cells / progenitor cells (NS / PC). We used rat experimental model. Donor BMSC sheets were obtained 
from Fisher 344 (F344) rat bone marrow by cell culture in ascorbic acid-added standard medium. NS / 
PC were obtained from the cortex of fetal brain of E18 pregnant F344 rat. NS / PC was seeded on a 
BMSC sheet to make a co-culture sheet. 
We transected spinal cord of F344 rat at T8 vertebra, and then 2mm defect was made.  The co-culture 
sheet was transplanted to the defect site. Histological evaluation (Tuj1, GFAP, MBP, etc.) and 
hindlimb motor function evaluation (BBB score) were performed. As a result, it was found that the 
co-culture sheet promotes neurite outgrowth of neurons and promotes axonal regeneration and 
remyelination of regenerating axons more than BMSC sheets.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
麻痺を抱えて生活する重症脊髄損傷患者に対して現在治療法がない。本研究で行う新規再生医療技術の開発は麻
痺改善や社会復帰を可能とし、中枢神経再生領域の治療法を飛躍的に進歩させる研究である。『他細胞搭載可能
な新しいscaffoldとしての細胞シート』の側面もあり、他の再生医療領域への応用も期待され、医学に与えるイ
ンパクトは極めて大きいものと確信する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 骨髄間葉系幹細胞を用いた中等度以下の脊髄損傷の治療法は、臨床治験段階まで進展して
いる。一方で、重症脊髄損傷に対する骨髄間葉系幹細胞移植は、基礎実験で歩行能の獲得に至
らず、臨床で治療法がない。重症脊髄損傷の一形態である脊髄離断では脊髄の欠損部が生じて
しまい、それを補填する scaffold(足場)が必要となる。どの人工材料をどんな形でどの細胞を搭
載して移植するか、その有用性、などが報告されている 
 
(2) 当教室では、骨髄から骨髄間葉系間質細胞(bone marrow stromal cell; BMSC)を採取培養
し、骨芽細胞へ分化誘導をかけてシート状に採取する『骨形成細胞シート』の移植法を報告し
てきた。BMSC のシート化にも成功しており、神経栄養因子(BDNF)や血管新生促進因子
(VEGF)を多量に発現していること、更に軸索伸長を促進するラミニンを細胞外基質として産
生していることがわかっている。 
 
(3) BMSC は、移植後 2 週まで移植部位に留まり残存脊髄の空洞化(脊髄損傷の 2 次損傷)を防
止する働き(抗炎症性)を示し、その後は神経系細胞に分化しないと報告されている。BMSC が
神経系細胞に分化しないため、より大きな神経再生を実現するには、神経細胞に分化する神経
幹細胞の移植も必要である。そこで我々は、硬膜残存脊髄欠損モデルに神経幹細胞を搭載する
BMSC シートを移植することで、より大きな神経再生・運動機能改善が得られる、との仮説を
立てた。 
 
２．研究の目的 
(1) BMSC が神経系細胞に分化しないため、より大きな神経再生を実現するには、神経細胞に
分化する神経幹細胞の移植も必要である。本研究においては、BMSC シートに神経幹細胞を搭
載し、脊髄離断モデルへと移植することで、神経再生の促進を図る技術の新規開発を目的とし
た。 
 
(2) 脊髄離断モデルへの BMSC シート移植により、軸索再生、後肢運動機能改善を認めたが、
移植後の抗炎症作用の機序は明らかになっていない。そこで、本研究では移植後早期の細胞の
動態解析を行うことで、シート移植の効果を探求することを目的とした。 
 
(3) BMSC シート移植において、脊髄の損傷形態や、シートに搭載する BMSC に含まれてい
る軸索伸長阻害因子の有無などにより神経再生の度合いが変化すると考えられる。そこで、本
研究においては、損傷形態別重症脊髄損傷へのシート移植や、コンドロイチン硫酸プロテオグ
リカン(CSPG)などの軸索再生阻害因子の分解処理などにより、新規の損傷形態モデル、BMSC
シートモデルの作成技術を確立し、シート移植の効果を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 脊髄離断モデルラットに対する BMSC シート移植による神経再生効果の検証 
 BMSC シートに用いる骨髄由来の間葉系細胞には Fisher 344 ラットを用いた。7週齢の Fisher 
344 ラットの両側大腿骨から骨髄を採取し、2週間の初期培養の後に継代する。アスコルビン酸
添加標準培地で二次培養を行い、2週後にスクレパーを用いて BMSC シートを採取した。脊髄離
断モデルラットには Fisher 344 ラットを用いた。Fisher 344 ラットの T8高位の脊髄を完全に
離断し 2mm の欠損部を作製した。①BMSC シート移植群（シート群）、②ゼラチンスポンジ移植
群（GS群）、の 2群を作成し、両群間で、術後 2週・8週での組織学的評価（Tuj1、GFAP、MBP
など）、後肢運動機能評価（BBB score）を行った。 
 
(2) 脊髄離断モデルラットに対する神経幹細胞と BMSC の共培養シートによる神経再生促進効
果の検証 
 神経幹細胞/前駆細胞(NS/PC)には Fisher 344 ラットを用いた。E18 妊娠 Fisher 344 ラット
の胎仔脳の cortex を採取し、１週間の初期培養の後に trypsinize を行い、primary 
neurospheres を獲得した。また、BMSC シートに含まれる CSPG を分解処理するため、BMSC シー
トを ChABC(x100, 2h)処理し、ChABC-BMSC シートを作成した。ChABC-BMSC シート上に primary 
neurospheresを播種し、3日間の培養後にBMSCと NS/PCの共培養シートを作成した。Fisher 344
ラットの T8 高位の脊髄を完全に離断し 2mm の欠損部を作製した。作成した共培養シートを欠損
部に移植し、術後 2週、術後 8週での組織学的評価（Tuj1、GFAP、MBP など）、後肢運動機能評
価（BBB score）を行った。 
 
(3) 脊髄離断モデルラットへの BMSC シート移植後早期における軸索再生とグリア瘢痕形成の
評価 
 BMSC シートに用いる骨髄由来の間葉系細胞には Fisher 344 ラットを用いた。7 週齢 Fisher 
344 ラット両側大腿骨から骨髄を採取し BMSC シートを作成した。脊髄離断モデルラットには
Fisher 344 ラットを用いた。Fisher 344 ラットの T10 高位の脊髄を完全に離断し 1.5mm の欠損
部を作成した。BMSC シート移植群（シート群）、離断のみの群（離断群）、の 2群間で、術後 1



週での組織学的評価(Tuj1, GFAP など)を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 脊髄離断モデルラットに対する BMSC シート移植による神経再生効果の検証 
 移植後 8週におけるシート群の BBB score は、GS群と比較して有意に高かった（シート群：
GS 群＝5.25：3）（図 1）。 
移植後 2 週のシート部においても Tuj-1 および GAP43 陽性軸索が多数見られた。移植後 2週で
は再生軸索数に有意差は認めなかったが、8週ではシート群で有意に多かった（図 2）。脊髄断
端部における GFAP 強陽性の reactive astrocyte が 2週・8週ともにシート群で有意に少なく、
その形がシート群で凹凸に変化していることが分かった（図 3）。しかし、BMSC シート移植後 8
週においても明らかな再髄鞘化は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 脊髄離断モデルラットに対する神経幹細胞と BMSC の共培養シートによる軸索再生効果の
検証 
 In Vitro で、BMSC シートよりも、共培養シートの方が有意に神経細胞の神経突起の伸長を促
進することが分かった(図 4)。BMSC シート移植よりも、軸索再生と再生軸索の再髄鞘化を促進
し(図 5、図 6)、同等のグリア瘢痕形成抑制機能を有していたが、後肢運動機能改善は同等であ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 脊髄離断モデルラットへの BMSC シート移植後早期における軸索再生とグリア瘢痕形成の
評価 
CD11b 陽性マクロファージは脊髄断端部
に集簇しており、GFAP 陽性反応性アスト
ロサイトがマクロファージの周囲を取
り囲むように集簇していた。CD206 陽性
M2 マクロファージは損傷後 7 日と損傷
後 10 日においてシート群で有意に断端
部に集簇していたが、損傷後 14 日では
両群間に有意差を認めなかった（図 7）。
Iba1 陽性マクロファージはどの時点に
おいても脊髄断端部への集簇に差が見
られなかった（図 8）。 
 BMSC シートの効果として、急性期に
M2 系マクロファージを脊損部の周囲に
集積させることで抗炎症反応を示して
いることが示唆された。

図 1：後肢運動機能 図 2：Tuj1 陽性軸索 図 3：reactive astrocyte 

図 4：神経突起の伸長 図 5：軸索再生（Tuj1） 図 6：再髄鞘化（MBP） 

図 7：CD206 陽性 

M2 マクロファージ 

図 8：Iba1 陽性 

マクロファージ 
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