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研究成果の概要（和文）：ラットの脊髄に挫滅損傷を与え、損傷後１、２、４週後の３群に分けて、培養骨髄間質細胞
の移植を開始した。移植は毎週１回、３週行った。１回目の移植から４週後に固定し、歩行の回復と組織修復を調べた
。歩行は、BBBスコアで３群いずれも対照群と有意の差があった。また、３群とも無数の再生神経がアストロサイトの
存在しない損傷部位に伸びていた。再生軸索はシュワン細胞に囲まれていた。骨髄単核細胞は骨髄液から分離、培養を
経ないで脊髄損傷のラットの髄液に注入した。有意な歩行の回復、組織の修復が見られた。培養脈絡叢上皮細胞は、脊
髄損傷部位に直接移植した。細胞は宿主組織に生着し、再生軸索が移植細胞に沿って伸びていた。

研究成果の概要（英文）：The spinal cord was crush-injured at Th9-10 level in rats. Transplantation of cult
ured bone marrow stromal cells (BMSCs) began 1 (group 1), 2 (group 2), and 4 weeks (group 3) after injury.
 Cells were injected into the CSF. Rats were fixed at 4 weeks after the initial injection. BBB scores were
 significantly higher in the three groups than the control. Numerous regenerating axons grew out through t
he lesion devoid of astrocytes in the three groups. Astrocyte-devoid areas are composed of connective tiss
ues. Axons were surrounded by Schwann cells. BMSC transplantation is effective for subacute and chronic sp
inal cord injuries. Mononuclear cells isolated from the bone marrow were injected into the CSF of spinal c
ord-injured rats. Locomotor improvement and tissue repair were secured. Choroid plexus epithelial cells we
re cultured and transplanted directly into the spinal cord lesion of rats. Regenerating axons grew out alo
ng engrafted cells that were integrated into the host tissues.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

（１）中枢神経は再生しないというのが従

来の定説であったが、末梢神経の移植で中

枢神経系の軸索が再生する事実が明らかに

なって以来、シュワン細胞の移植が研究さ

れている。我々も以前、活性化シュワン細

胞の移植実験を行った。 

（２）一方、胚性幹細胞（ES 細胞）の移植も

一時は期待されたが、倫理上の制約の下にあ

る。神経幹細胞も同様で、研究は進んでいな

い。マクロファージの移植も注目されている

が、大きな進展は報告されていない。iPS 細

胞も移植細胞としての応用が追求されつつ

ある。 

（３）骨髄間質細胞は、自家移植が可能な細

胞として注目される。脊髄損傷に対して効果

があることが多くの研究室から報告されて

いる。我々は脊髄損傷のラットに対して、脊

髄の損傷部位内ではなく、髄液経由で移植す

ることで効果があることを明らかにした。骨

髄間質細胞は損傷脊髄内の移植あるいは髄

液経由の移植いずれにおいても、移植後１−

２週で消失する。宿主脊髄組織に組み込まれ

て生き残ることはない。これらの成果を基に、

我々のグループは、自家骨髄間質細胞の腰椎

穿刺による移植を脊髄損傷の患者さんに応

用して、安全性を確かめ、有効性を評価して

きた。 

 
２．研究の目的 

（１）これまで、骨髄間質細胞を用いて、急

性期の脊髄損傷に対する移植効果を調べて

きたが、臨床では亜急性期あるいは慢性期の

状態にあること、また髄液経由投与は複数回

の投与が可能であることを考慮して、本研究

では、脊髄損傷後１、２，４週のラットに対

して、骨髄間質細胞を３回にわたって移植し

て、その効果を調べた。 

（２）これとは別に、さらに効果的な細胞の

探索を行った。骨髄単核細胞は、いわゆる骨

髄間質細胞の培養前の状態と看做されるが、

培養というステップを経ないで移植効果が

得られるなら臨床的に大きな利点がある。既

に単核細胞を移植に用いた研究も行われて

いるが、我々は髄液経由の移植による効果を

調べた。 

（３）脈絡叢組織は、我々が以前、脊髄に移

植してその効果を見いだした組織である 

（Ide et al. Exp Neurol, 2001）。この組織

は髄液産生機能を有して、中枢神経系の維持

に重要な因子を分泌していると考えられる。

培養脈絡叢上皮細胞を、脊髄損傷部位に移植

して、ラットの行動の改善と組織修復効果を

調べた。上記のいずれの細胞も、成体由来で

あり、自家移植が可能であるという点で、臨

床応用に大きなバリアーがないことが特徴

である。 

 
３．研究の方法 

（１）骨髄間質細胞の移植 

（a）SDラットの胸椎８−９レベルの椎弓を除

去して、硬膜に囲まれた脊髄を露出させ、そ

の上に 10 g の金属棒を 7.5 cm の高さから自

然落下させ、挫滅した。一方、骨髄間質細胞

は、GFP トランスジェニック SD ラットの大

腿骨と頸骨の骨髄から培養した。培養５−７

日で5x107/10cmφdish の細胞密度になった。

細胞は CD90(＋ ), CD29(＋ ), CD34(−), 

CD11b(−) であった。 

（b）ラットは、細胞移植の開始時期の相違

（損傷後１、２，４週）によって３群に分け

た。細胞は 5x106個の細胞を 50μL の PBS に

溶解し、脳定位装置を用いて第４脳室から注

入した。移植は毎週１回とし、計３回行った。

対照群は PBS のみを注入した。損傷後１、２

週は亜急性期、４週は慢性期と看做される。 

（c）細胞移植後,週１回、BBB スコアで歩行

の改善を調べた。ビデオで記録して、２−３

人で評価した。また、組織学的、免疫組織学

的、電顕的な検索は通常の方法で行った。 

（d）細胞移植を受けたラットの髄液の神経

突起伸張効果を調べた。細胞移植後２日と７



日で髄液を採取して、培養海馬ニューロンの

培養液に５％の濃度で加えた。２４時間後、

軸索突起の伸びとニューロンの生存を調べ

た。 

（２）骨髄単核細胞は、lymphoprepTM で分離

した。5x10６の細胞密度の溶液 70μL を第４

脳室から注入した。細胞注入後５週まで、毎

週 BBB を測定、最終週ではラットを固定して

組織を調べた。 

（３）脈絡叢上皮細胞は、5x105/30μl の培

養細胞を脊髄損傷部内に注入した。損傷中心

部とそれより 2−3 mm の頭尾方向の３カ所に

それぞれ 10μLずつ注入した。移植後行動と

移植細胞の運命を含めて組織の修復を調べ

た。 

 
４．研究成果 

（１） 骨髄間質細胞の移植 

３群とも、ラットの歩行は対照群に比べて有

意に改善した。また、損傷部には、空洞とは

別に、アストロサイトのない領域が形成され、

その中に無数の再生軸索が伸張していた 

（図１）。再生軸索の数は対照群に比べて有

意に多かった。 

(a) 空洞の形成 

最終の移植から４週後でラットを固定して、

組織を調べた。空洞の大きさは、１、２、３

群で、それぞれ 10.4±3.5％, 13.5±2.0％, 

31.8±3.7 %であった。対照群では、１、２、

３群で、それぞれ55.5±5.3％, 50.2±5.5％, 

70.5±5.0％であった。移植群で、明らかに

空洞形成が抑えられていた。また、慢性期に

なるに従って、空洞形成が顕著になる傾向に

あった。空洞形成とは別に、アストロサイト

の存在しない領域が形成されていた。この領

域は、アストロサイトの免疫染色のみではあ

たかも空洞のように見えるが、実際には結合

組織が存在し、その中に再生軸索が伸長して

いた。 

(b) アストロサイトによる瘢痕形成 

一般に損傷部にはアストロサイトの瘢痕が

形成されると言われているが、本研究ではそ

の傾向は見られなかった。空洞あるいは上記

のアストロサイト非存在領域を囲む辺縁部

におけるアストロサイトの増殖を示唆する

所見はなかった。 

(c) 再生軸索の伸張 

アストロサイト非存在領域に無数の再生軸

索が伸びてきた。電子顕微鏡で調べると、こ

の領域はコラーゲン線維をマトリックスと

する結合組織の特徴を示していた。その中を

伸びる軸索はシュワン細胞に囲まれ、末梢神

経の形態を示していた（図２）。この結合組

織領域にはオリゴデンドロサイトは存在し

ない。つまり中枢性の組織環境ではない。新

たに形成された領域内を伸びる軸索は再生

軸索と考えられる。再生軸索は１、２、３群

ともに多かった。その平均は 291.6±64.7 

/0.25 mm2、対照群は 65.5±15.3 /0.25 mm2

であった。脊髄損傷部の再生軸索が末梢神経

系の環境にあり、かつ末梢神経の形態をとる

ことは興味深い。再生軸索は損傷部辺縁で伸

張を阻害されることなく、宿主脊髄組織内に

伸びていた。 

再生軸索には、下行性の伝導路である皮質脊

髄路の線維（Texas red-dextran amine で標

識）が、短い距離、損傷部に伸びていた。ま

た、serotonin, catecholamine 陽性軸索が

損傷部に存在した。これは下行性軸索の再生

を示す。一方、CGRP 陽性の軸索も損傷部に存

在した。これは、上行性軸索の再生を示す。 

(d) 移植した骨髄間質細胞の運命 

髄液経由で移植された骨髄間質細胞は、移植

１週後に少数が損傷部内に見られた。また脳

室脈絡叢、脊髄表面などにも付着していた。

しかし、２週後には全く見られなかった。骨

髄間質細胞は、初期は脊髄組織とその周辺部

に生存するが、間もなく消失するものと考え

られる。 

（e）骨髄間質細胞を移植された髄液の効果 

骨髄間質細胞を移植したラットから、移植２ 



 

図１.第２群、移植開始４週後。緑:アストロ

サイ、赤: 軸索、D は B の一部を拡大。 

 

 

図２.第３群。移植開始４週後。末梢性の再

生神経の束 

 

日後と７日後に髄液を採取してニューロン

の生存と突起伸張効果を調べた。移植２日後

の髄液では、ニューロンの生存は、移植群と

対照群で、それぞれ 46.4±3.5 と 23.0±

2.7/0.25 mm2であった。また、突起の伸張は、

それぞれ14.1±2.3 と 9.0±1.5/ neuron で

あった。ニュロンの生存および突起伸張いず

れも有意の差があった。移植後７日の髄液で

は明らかな差は見られなかった。 

(f) 歩行の回復 

BBB スコアによる歩行の判定によって、いず

れの群でも対照群に比して有意に高い値で

あった（図３）。１群では、移植前の 1.4±0.4 

から 9.0±1.0 に、対照群では 0.5±0.3 から 

3.0±0.5 に回復。２群では、3.0±1.5 から 

10.9±2.2に、対照群では3.5±1.5 から 5.0

±2.1 に回復。３群では、3.5±1.5 から 10.2

±1.0 に、対照群では 4.0±1.5 から 5.1±

1.7 に回復。 

 

  図３. BBB スコア 

 

これらの結果は、骨髄間質細胞の髄液移植は

亜急性期、慢性期のいずれでも有効であるこ

とを示している。髄液経由の移植であるので、

臨床的には腰椎穿刺によって、投与の回数を

増やすことが出来る。アストロサイト非存在

領域の形成とその中を無数の再生軸悪が伸

びてきている所見は注目に値する。 

（２）骨髄単核細胞の移植 

この実験は以前行った実験の再試になるが、

結 果 は 以 前 の も の と 同 じ で あ っ た

（Yoahihara et al. J Neurotrauma, 2007）。

行動の回復、組織的な修復が明らかであった。

この細胞も生着することはないが、神経栄養

的な働きをすることが考えられた。 

この結果は、臨床的に骨髄を採取して単核細

胞を分離し、培養という手順を経ないで移植

ができることを示している。この方法の臨床

応用を論文に発表した（雑誌論文①）。 

（３）脈絡叢上皮細胞の移植 

脈絡叢上皮細胞はGFPトランスジェニックSD

ラットの脈絡叢から培養した。5x105/30μl



の細胞を、損傷部、それより頭側、尾側の３

カ所にそれぞれ 10μLずつ注入した。移植２

日、１週、３週４週でラットの行動の回復と

移植細胞の生存を調べた。行動の回復は明ら

かに対照群より有意に改善した。また、移植

細胞は少なくとも２週までは生存して宿主

脊髄組織内に組み込まれていた。特質すべき

は、再生軸索が移植細胞に沿って伸びている

ことである。脈絡叢上皮細胞は神経系由来の

細胞であるので、脊髄に組み込まれて再生軸

索の支持細胞としての働きをするのではな

いかと考えられる。この研究は現在進行中で

ある。 
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