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研究成果の概要（和文）： 
マウス脊髄損傷モデルにおいて、ES細胞由来神経幹細胞と骨髄間質細胞の共移植を行い、運動
機能評価の検討と免疫組織学的検討を行った。免疫組織的検討により、ES 由来神経幹細胞は
Nestinや MAP2陽性細胞への分化を認めた。しかし、ES 細胞由来神経幹細胞と骨髄間質細胞の
共移植では、他の群と比較して明らかな運動機能の改善は認めなかった。予想された運動機能
改善効果がみられなかった原因は特定できていないが、今後細胞の移植方法や、移植細胞数な
どのさらなる検討が必要と思われた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed co-transplantation of neural stem cells derived from ES cells and bone marrow 
stromal cells for spinal cord injury in mice. We checked motor function after spinal cord 
injury weekly and histopathological examination using neuronal markers. 
Histopathological examination revealed that neural stem cells derived Es cells 
differentiated into Nestin positive cells and MAP2 positive cells. There is no 
significance for motor functional improvement between co-transplantation group and other 
control groups. The reason for ineffectiveness of this study is unclear. Further study 
will be required. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、脊髄損傷に対する有効な治療手段は少

なく、一旦損傷された神経機能の回復は困難

である。そのため、古くから脊髄損傷モデル

が構築され、さまざまな治療方法が検討され

ている。その神経機能を回復させる試みとし

て、脊髄損傷に対する細胞移植治療は、ES細

胞のみならず、骨髄間質細胞や、嗅神経細胞

など多くの細胞で検討が行われている。これ

までにわれわれは、マウスの圧挫傷による脊

髄損傷モデルを作成し、その後 ES 細胞由来

の神経幹細胞移植を行い、脊髄損傷後マウス
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の運動機能予後を改善することを報告して

きた。（Neuro Res,2005）。 

移植された ES 細胞は、脊髄損傷をうけた

部位で Nestin、oligo2、MAP2 などの神経マ

ーカーを発現し、特に下肢運動機能の改善に

寄与していることが示されている。しかし、

その運動機能改善は認められるものの、その

回復は必要十分といえるものではく、さらな

る運動機能改善の上乗せが望まれる。 

一方、骨髄間質細胞は、NGF(nerve growth 

factor),GDNF(glia derived neurotrophic 

factor),BDNF(brain derived neurotrophic 

factor)などの神経栄養因子を分泌すること

により、その神経保護作用を発揮する。骨髄

間質細胞は自己組織から移植細胞をうるこ

とが可能であるため、近年有望な移植細胞源

としても注目されている。骨髄間質細胞は、

脊髄損傷モデルに細胞移植治療を行うこと

により、脊髄損傷後の下肢運動機能改善も報

告されている。 

今回われわれはそれぞれ単独で治療効果

を有する ES 細胞と骨髄間質細胞を同時に移

植することにより、マウス脊髄損傷モデルに

おける下肢運動機能について、検討すること

とした。 

 

２．研究の目的 
マウス脊髄損傷モデルにおける、ES細胞由

来神経幹細胞移植療法や、骨髄間質細胞の移

植治療はそれぞれ、その運動機能改善効果が

報告されている。ES 細胞由来神経幹細胞は、

移植後の脊髄内で、Nestin、Oligo2、MAP2な

どの神経系マーカーを発現し、移植された細

胞は組織内で定着している。 

一方、骨髄間質細胞は、NGF、GDNF、BDNF

などの神経栄養因子を分泌することにより、

脊髄損傷後の空洞形成を抑制し、運動機能回

復を促進していることが報告されている。ES

細胞と骨髄間質細胞はそれぞれ脊髄損傷内

での機能回復に対する作用機序が異なるた

め、両者を同時移植することにより脊髄損傷

後の運動機能のさらなる改善をえることが

できるかどうか検討を行った。 

 
３．研究の方法 
(1)移植細胞として、GFP で標識したマウス

ES 細胞(mouse ES cell line G4-2 (129/SvJ 

mouse))を段階的分化誘導法で分化誘導し、

神経幹細胞群を調整した（ES 移植細胞）。ま

たマウスの大腿骨から骨髄間質細胞（BMSC）

を採取し、継代培養した。マウスは、C57BL/6

を用いた。骨髄間質細胞は、移植前に BrdU

で標識した。 

 

(2)マウスの脊髄損傷モデルの作成には、

C57BL/6マウスを用いて行った。ペントバル

ビタールの腹腔内投与後、第 9-10胸椎の椎

弓切除を行った。その後、INP-150 pneumatic 

impactor を用いて、脊髄に圧挫傷を加えた。 

マウス脊髄圧挫傷モデルを 4 群にわけ、

phosphate-buffered saline(PBS)を移植する

PBS-Group、ES由来神経幹細胞群を移植する

NSC-Group、骨髄間質細胞群を移植する

BMSC-Group、ES由来神経幹細胞および骨髄間

質細胞を同時移植する NSC/BMSC-Groupとし

た。移植後の運動機能評価としてはマウス脊

髄損傷後の Sekiらのスコアリングを用いて、

4 種の motor scoring, platform hanging, 

mesh walking, rope walking で検討した。移

植前から移植後 1週間ごとに評価した。 

移植部位での免疫組織染色は、ES 細胞由来の

細胞は GFPで標識し、骨髄間質細胞の由来の

細胞は BrdU で標識した。ES 細胞は移植部位

での、Nestin、MAP2、GFAPの発現を検討した。

また、骨髄間質細胞に関しては、損傷部位で

の、NGFの発現を検討した。 

 

４．研究成果 

（1）運動機能評価では、脊髄損傷前と、脊

髄損傷後に、各種細胞移植を行い、毎週１回

の運動機能評価を行った。各群とも、脊髄損

後から経時的に運動機能の改善を認めたが、

しかし NSC-Group、BMSC-Group、NSC/BMSC 

Group の 3 群間では運動機能に有意差を認め

なかった。 

 



 

 

（2）継代培養した C57BL/6 マウスの BMSC は

mRNA の PT-PCR にて、NGF,GDNF,BDNF などの

神経栄養因子を分泌していた。組織学的検討

では、HE染色にて、NSC-Group、BMSC-Group、

NSC/BMSC-Group ではそれぞれ脊髄損傷後の

移植部位に腫瘍形成はみられなかった。 

免 疫 組 織 染 色 に て NSC-Group 、

NSC/BMSC-Group において ES 細胞由来神経幹

細胞は脊髄損傷部において Nestin,MAP2を発

現していた。また NSC/BMSC-Groupにおいて、 

BrdU 標識した骨髄間質細胞は移植部位に生

着し移植 6週後も nerve growth factor を産

生していた。 

 

（3）今回の実験結果からは、期待された共

移植群である NSC/BMSC-Group での運動機能

改善効果はえられなかった。現時点では、ES

細胞由来神経幹細胞、骨髄間質細胞を共移植

効果がえられなかった原因は不明である。そ

の原因としては、投与方法の問題やそれぞれ

の移植細胞数の問題である可能性が考えら

れる。そのほかにも ES 細胞由来神経幹細胞

と骨髄間質細胞との直接的作用が関与して

いる可能性など、さまざまな原因が考えられ、

さらなる検討が必要であると思われる。 

 脊髄損傷に対しては、いまだ満足できる運

動機能改善がえられていないのが現状であ

る。さらなる運動機能改善が期待できる移植

治療療法の開発が求められる。そのためには、

脊髄損傷という特殊な環境で、損傷後の炎症

を鎮静化促進や、移植細胞がいかに安定して

生着し機能的な役割を果たすかなど、さまざ

まな観点からの検討が求められる。 
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