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研究成果の概要（和文）：血管内皮前駆細胞移植は、脊髄損傷急性期に反応性アストロサイトの

産生と脊髄の機能改善を促進し、さらにNotchの下流シグナルであるHes5の発現を増加させた。

これらの反応は Jagged1 をノックアウトした血管内皮前駆細胞の移植では認められなかった。

さらに Jagged1+/+血管内皮前駆細胞は Jagged1-/-血管内皮前駆細胞に比べ、血管新生の促進だ

けでなく、異常血管の安定化にも寄与していた。このように、血管内皮前駆細胞は Notch シグ

ナルを介したグリア産生の促進や血管新生の調節によって損傷脊髄の修復を促進することが明

らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： The transplantation of Jagged1+/+ endothelial progenitor cells 
but not Jagged1-/- endothelial progenitor cells increased the number of reactive 
astrocytes during acute phase and improved functional recovery following spinal cord 
injury. Expression of the Notch effector Hes5 was upregulated in the injured spinal cord 
after Jagged1+/+ endothelial progenitor cell transplantation. In addition, Jagged1+/+ 
endothelial progenitor cells exhibited not only great pro-angiogenic effect but also 
morphologically abnormal vessel stabilization compared with Jagged1-/- endothelial 
progenitor cells in injured spinal cord. Thus, endothelial progenitor cells promoted the 
repair of injured spinal cord through the induction of Notch-dependent gliogenesis and 
vascular regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Neurovascular niche 

中枢神経の神経幹細胞の維持・増殖には
Notch シグナルを介した血管内皮とのニッチ
が重要な役割を担っているなど、神経と血管

との間には、胎生期から成体に至るまで、密
接な関係があると考えられる。そこで、中枢
神経再生のためには神経・血管ニッチを構築
することが重要な鍵になるのではないかと
考えた。 
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(2) 血管内皮前駆細胞（EPC） 
 骨髄や末梢血には血管内皮前駆細胞
（Endothelial Progenitor Cell: EPC）が存
在し、虚血部位に集積して血管新生を促進し
たり、自ら血管内皮細胞に分化して血管を構
築したりする。これまでにも様々な虚血性疾
患に対する EPC移植治療の研究が行われてお
り、中枢神経では脳梗塞モデルに対する EPC
を含む細胞群の移植により、血管新生と神経
再生が促進されたとの報告もある。そこで、
EPC は神経・血管ニッチ構築のための有望な
細胞ソースになり得ると考えた。 
(3) 損傷脊髄の再生 
 損傷脊髄の再生に関する研究は世界中で
盛んに行われており、現在のところ細胞移植
による失われた神経細胞の補充や移植細胞
由来の増殖因子による神経保護作用、抗体療
法などによる軸索伸長阻害因子の抑制など
が大きな柱となっている。一方、血管新生の
促進による治療研究の報告も散見されるも
のの、その作用機序は損傷後の虚血改善と考
えられており、神経・血管ニッチ構築を介し
たメカニズムは明らかにされていない。 
我々のグループではこれまでにヒト血液由
来 CD133陽性細胞移植で血管新生と脊髄機能
修復が促進されることを確認している。これ
らの結果は CD133 陽性細胞が EPC を多く含む
細胞群であることに関連していると考えら
れ、EPC による神経・血管ニッチの構築が脊
髄再生に関与しているのではないかと推測
し、本研究を着想するに至った。 
(4) 反応性アストロサイト 

脊髄では中心管の上皮細胞周囲に神経幹
細胞が存在し、損傷時には反応性アストロサ
イトとして増殖する。この反応性アストロサ
イトは長い間脊髄再生を阻害すると考えら
れてきたが、最近になり損傷脊髄の修復に寄
与する重要な役割を持つことがわかってき
た。本研究では、EPC とともに反応性アスト
ロサイトが神経・血管ニッチ構築の重要な鍵
になると想定している。 
(5) Jagged1 conditional knockout mouse 

Notch シグナルの欠如は胎生時に致死的で
あるため、これまで成体でのノックアウトマ
ウスを使った解析は不可能であった。本研究
ではCre-loxPシステムによるJagged1（Notch 
ligand）の conditional knockout mouse を
用いて，成体マウスにおける Jagged1/Notch
シグナルを介した神経・血管ニッチ構築の解
析を可能にする。 
 
２．研究の目的 

本研究では血管内皮前駆細胞（EPC）を用
いた神経・血管ニッチ構築による脊髄再生治
療の確立と Jagged1 conditional knockout 
mouse による Notch シグナルを介した脊髄再
生メカニズムの解明を目的とした。 

３．研究の方法 
(1) 脊髄由来神経幹細胞と血管内皮前駆細
胞の樹立 
神経幹細胞（NSC）：成体マウスより脊髄を

採取し、Dissociation Solution で incubate
して細胞を分離し、比重遠心法でミエリン片
を除去した後に bFGF・EGF 添加培地で培養し
て形成された細胞塊（Neurosphere）を NSC
として使用する。 
血管内皮前駆細胞（EPC）：成体マウスの全

身骨より骨髄を採取し、比重遠心法で単核球
のみを単離した後、専用培地で１週間培養し
て EPC を樹立する。 
(2)  脊髄由来神経幹細胞と血管内皮前駆細
胞の共存培養 
insert culture system を用いて NSC と EPC

を共存培養する。 
EPC(-)群：NSC の培養のみ 
Jag1+/+ EPC 群：wild type mouse 由来 EPC
との共存培養 
Jag1-/- EPC 群 ： Jagged1 conditional 
knockout mouse 由来の EPC と共存培養 

神経幹細胞維持培地と分化培地の両方で
共存培養し、免疫細胞化学染色で NSC の増
殖・分化について評価する。 
(3) マウス脊髄損傷モデル：成体マウスの第
7 椎弓切除を行い、胸髄圧挫損傷モデルを作
製する。 
細胞移植：脊髄損傷作製直後に 1x106個の EPC
を尾静脈より移植 
PBS 群：PBS のみを注入 
Jag1+/+ EPC 群：wild type mouse 由来 EPC 
1x106個を移植 
Jag1-/- EPC 群 ： Jagged1 conditional 
knockout mouse 由来 EPC 1x106個を移植 
(4) マウス脊髄損傷モデルの脊髄機能評価 
運動機能評価：ビデオ撮影を併用して術者以
外の第 3 者により BBB locomotor rating 
scale を用いて後肢の運動機能を経時的に
評価する。 
電気生理学的評価：術前および術後 6 週に
Viking Quest（Nicolet）を用いて麻酔下に
頭蓋電気刺激を行って後肢より複合筋誘発
電位を計測し、波形の振幅を評価する。 
(5) マウス脊髄損傷モデルの組織学的評価 
細胞移植後 3，14，42 日に脊髄を採取し、組
織学的評価を行う。 
評価方法 
免疫組織学的評価：血管新生（CD31） 
反応性アストロサイト（GFAP, Nestin） 
Notch シグナル（Cleaved Notch1） 
軸 索 伸 長 （ Tyrosine Hydroxylase, 
Serotonin） 
移植細胞の集積・分化（DiI で標識した EPC
を移植，CD31） 
mRNA 発現評価：損傷後３日の脊髄組織におけ
る Notch シグナルに関連した遺伝子発現を



real time PCR で評価する。 
(6) Notch ligand を過剰発現させた線維芽細
胞移植 

EPC 移植後の変化が Notch シグナルを介し
たものか確認するために、Jagged1 を過剰発
現させた繊維芽細胞（3T3）を脊髄損傷部へ
移植し、上記と同様の組織学的評価を行う。 
また、関与する Notch シグナルが Jagged1 特
異的なものかどうか調べるため、Delta-like 
1（Dll1）を過剰発現させた繊維芽細胞も移
植する。 
移植細胞：empty vector-3T3（コントロール），
Jagged1-3T3，Dll1-3T3 
 
４．研究成果 
(1) 神経幹細胞-血管内皮前駆細胞共存培養 

神経幹細胞と血管内皮前駆細胞との共存
培養では Jag1+/+EPCとの共存培養において、
βIII Tubulin 陽性の神経が増殖し、この反
応は Jag1-/-EPC との共存培養においては認
めなかった（図１）。このことから EPC にお
ける Jagged1 の発現は EPC による神経産生の
促進に関係していると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
図１：Jag1+/+EPC との共存培養で、βIII 
Tubulin 陽性細胞の数が増殖し、この反応は
Jag1-/-EPC との共存培養では認めなかった。 
 
(2)脊髄機能改善 

Jagged1+/+EPC の移植では損傷後の脊髄機
能回復が促進されたが、Jagged1-/-EPC の移
植では明らかな回復促進効果が認められな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：a. Jagged1-/-EPC では Notch リガン
ドの中で Jagged1の発現のみが抑制されてい
た。 b. Jag1+/+ EPC 群では PBS 群に比べ、
損傷後の後肢運動機能の回復が有意に改善
していたが、Jag1-/-EPC 群では PBS 群との有
意差を認めなかった。 c,d. 損傷 6 週後の 

頭蓋電気刺激―運動誘発電位測定における
誘発電位波形の振幅は、Jag1+/+ EPC 群で他
の群に比べて有意に大きかった。 
 
(3) 組織学的評価 
 経静脈的に移植した EPCは脊髄損傷部周囲
に 集 積 し て お り 、 集 積 の 程 度 で は
Jagged1+/+EPC と Jagged1-/-EPC との間に差
は無かった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：a. DiI でラベルした Jagged1+/+EPC お
よび Jagged1-/-EPCのいずれも脊髄損傷部周
辺へ集積していた。 b. 移植したEPCはCD31
陽性の血管周囲に存在していた。 c. 集積
した移植細胞の数では Jag1+/+EPC 群と
Jag1-/-EPC 群との間に有意差はなかった。 
赤：DiI（移植した EPC） 緑：CD31（血管内
皮マーカー） 
 
損傷 3 日後の脊髄損傷部において

Jag1+/+EPC 群では反応性アストロサイトの
増殖を認め、Hes5 や Cleaved Notch の発現増
加から Notch シグナルの活性化が示された。
これらの反応は Jag1-/-EPC 群では認められ
ず、反応性アストロサイトの産生増加におけ
る EPC 由来の Notch シグナルの関与が示唆さ
れた（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：移植 3 日後では Jag1+/+EPC 群にて
nestin 陽性、GFAP 陽性の反応性アストロサ
イトが増殖し、これらのアストロサイトには
Notch シグナルの活性化を示す Cleaved 
Notch1 の発現を認めた。また、Notch の下流
シグナルである Hes5 の発現増加も認めた。 
 
損傷 3 日後では Jag1-/-EPC 群に比べて

Jag1+/+EPC 群で有意に血管新生が促進され
ていた（図５）。一方損傷 14 日後では、PBS



群や Jag1-/-EPC 群で見られる経の大きな異
常血管形成が Jag1+/+EPC 群では抑制されて
いた（図６）。これらのことから、EPC におけ
る Jagged1 の存在は EPC 由来の血管新生促進
のみならず、血管の安定化にも寄与している
ことが推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：損傷 3日後において、Jag1+/+EPC 群で
は他群に比べて、血管新生が促進されていた。 
緑：CD31 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６：損傷 14 日後において、PBS 群と
Jag1-/-EPC 群では、正常組織に比べて経の大
きな異常血管を認めるが、Jag1+/+EPC 群では
これらの異常血管が少なかった。 
緑：CD31 
 

損傷 42日後での THおよび 5HT の免疫染色
において、Jag1+/+EPC 群では損傷部および損
傷部尾側での軸索伸長が促進されており、
Jag1-/-EPC 群では軸索伸長促進をほとんど
認めなかった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
図７：損傷 42 日後の免疫染色における TH お
よび 5HT 陽性軸索の面積を測定した。
Jag1+/+EPC では損傷部および損傷部の尾側
における軸索を他の群よりも多く認めた。 
 

(4) Notch ligand 過剰発現―線維芽細胞移植 
 Jagged1 を強制発現させた線維芽細胞を脊
髄損傷部へ移植すると、反応性アストロサイ
トの増加を認めたが、Notch の他のリガンド
である Dll1 を発現させた線維芽細胞の移植
では、この反応を認めなかった（図８）。こ
れらのことから、反応性アストロサイトの産
生増加には Jagged1 特異的な Notch シグナル
が関与していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８：Jag1-3T3 群では empty-3T3 群や
Dll1-3T3 群と比較して nestin 陽性、GFAP 陽
性の細胞を多く認め、Cleaved Notch1 の発現
増加も認めた。 
 
(5) 結語 
移 植 し た 血 管 内 皮 前 駆 細 胞 由 来 の

Jagged1-Notch シグナルが内在性の神経幹細
胞を刺激して、反応性アストロサイトの産生
増加を促していた。また、Jagged1-Notch シ
グナルは血管新生促進や血管成熟にも関与
していると考えられた。血管内皮前駆細胞移
植は Jagged1-Notchシグナルを介したこれら
の反応によって損傷脊髄の修復を促進した
と考えられる。 
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増幅と再生医療への応用（依頼講演） 化
学工学会 第 41 回秋季大会 2009 年 9
月 16 日 広島大学東広島キャンパス 

 
16. 亀井直輔 脊髄損傷に対する血管再生治

療の開発（招待講演） 第 6 回心血管再
生治療フォーラム 2009年9月12日 東
京国際フォーラム 

 
17. 亀井直輔 血管再生による脊髄再生（招

待講演） 名古屋脊椎脊髄セミナー 
2009 年 7 月 11 日 名古屋大学医学部 

 
18. 亀井直輔 神経・血管ニッチ形成による

脊髄再生 第 38 回日本脊椎脊髄病学会 
2009年4月23日 神戸ポートピアホテル 
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