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研究成果の概要（和文）：近年、再生医学の進歩によって、間葉系幹細胞（MSC）は、治療効果を有することが明らか
になってきている。我々は、これまでにMSCをドナー細胞として、動物疾患モデルに対する移植実験を行い、良好な結
果を得てきた。本研究では、ヒトおよびラット骨髄由来MSCの細胞生物学的性質を各種の分子細胞生物学的・生化学的
・遺伝学的解析手法を用いて比較解析し、さらにラット骨髄由来MSCのin vivoでの治療効果を脳梗塞モデルを用いて解
析を行った。

研究成果の概要（英文）：Recent progress in regenerative medicine for injured neural tissue have revealed 
that greater therapeutic efficacy can be achieved by stem cell therapy via multiple mechanisms for 
various disorders. Especially, it has been suggested that mesenchymal stem cells (MSCs) derived from bone 
marrow may represent a potential source for organ regeneration. In this study, cell biological analyses 
were performed with MSCs from human and rat bone marrow using several molecular, biochemical and genetics 
approaches. Therapeutic efficacy by rat MSCs in vivo was also examined with rat stroke model.

研究分野： 再生医学

キーワード： 間葉系幹細胞
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１．研究開始当初の背景 

我々は、骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal 

Stem Cell: MSC）は末梢血中にも存在し、全

身の多くの臓器の cell replacement に貢献し

ていることを解明してきた。すなわち、MSC

は生体の恒常性の維持に強く関与しており、

言い換えれば、自然治癒力に深く貢献してい

ると考えられる。さらに、MSC を抽出・培

養・増幅して経静脈内に投与すると、各種神

経疾患（特に虚血性疾患や外傷性疾患など）

に対して強い治療効果をもたらすことを報

告してきた。 

このように骨髄および末梢血中の MSC は、

生体の恒常性維持や損傷治癒に大きな役割

を果たしていることを明らかにしてきた。 

 一方、我々の予備実験の結果では、骨髄お

よび末梢血中の MSC のプロファイルが加齢

とともに質的にも量的にも変化することが

示唆された。従って、MSC プロファイルの

変化が、脳神経機能の低下に大きく影響して

いる可能性があると考えられた。 

 これらのことを総合的に考察すると、身体

の中に存在する内因性骨髄幹細胞を活性

化・賦活化させることで、加齢によって低下

した機能を改善させたり、虚血性疾患や外傷

性疾患に対する治療効果が期待できるとい

う仮説を設定し、本研究計画では、若年ラッ

ト・成熟ラット・加齢ラットなど年齢別ラッ

トにおける MSC プロファイルの変化を詳細

に解析すると同時に、疾患モデル動物（脳梗

塞モデル等）へ投与し、治療効果や効能メカ

ニズムを多角的に解析することで、脳神経の

発達・加齢変化・損傷治癒を、幹細胞の恒常

性という観点から総合的に考察し、新たな治

療法の開発に結びつけるという研究を開始

した。 

 

２．研究の目的 

骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cell: 

MSC）は末梢循環中にも存在し、全身臓器の

cell replacement に関わっている可能性が示

唆されている。我々の予備実験の結果から、

MSC プロファイルは加齢とともに変化する

が、ある種の生理活性物質は、MSC プロフ

ァイルを正常化させることが可能であるこ

とが示唆された。本研究では、年齢別ラット

における MSC プロファイルを詳細に比較解

析する。また、疾患モデルラットに対する

MSC 移植の治療メカニズムを解析すること

も行い、最終目的としては、これらの結果に

基づいて、脳神経の発達・加齢変化・損傷治

癒について、幹細胞の恒常性という観点から

総合的に考察し、難治性神経疾患に対する新

たな治療法の開発を目指すことを本研究の

目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro 解析：ヒトおよびラットより、

末梢血・骨髄細胞・培養骨髄細胞をサンプル

として、それらに含まれる幹細胞のプロファ

イルを細胞表面マーカーを用いて、フローサ

イトメーターで解析する方法の確立を試み

た。 

 

（２）in vivo 解析：脳梗塞モデルラットに対

して、ラット骨髄より採取・培養した間葉系

幹細胞を移植し、安全性と治療効果を解析し

た。特に、トレッドミル試験などによる行動

学的解析、MRI 解析を行った。観察終了時に

は、4%パラホルムアルデヒドによる cardiac 

perfusion を行い、脳脊髄組織を採集したのち

に、免疫組織化学的解析を行った。また、一

部のラット動物実験モデルは、分子生物学的

解析を試みた。 
 
４．研究成果 
 本研究期間に、ヒト間葉系幹細胞およびラ

ット間葉系幹細胞の細胞生物学的解析を in 

vitro および in vivo で行った。 

 

（１）in vitro 解析 



１）ヒトより採集した末梢血をサンプルとし

て、それらに含まれる間葉系幹細胞のプロフ

ァイルを種々の細胞表面マーカーを用いて、

フローサイトメーターで解析した。 

 

２）ヒトより採集した骨髄をサンプルとして、

それらに含まれる間葉系幹細胞のプロファ

イルを種々の細胞表面マーカーを用いて、フ

ローサイトメーターで解析した。 

 

３）ヒトより採集し培養した間葉系幹細胞を

サンプルとして、それらに含まれる幹細胞の

プロファイルを種々の細胞表面マーカーを

用いて、フローサイトメーターで解析した。 

 

４）成体ラット（8 週令）および老齢(33 週

令)ラットより採集した末梢血をサンプルと

して、それらに含まれる間葉系幹細胞のプロ

ファイルを種々の細胞表面マーカーを用い

て、フローサイトメーターで解析した。特に、

CD90、CD73、CD45、CD106 をターゲット

として、詳細な解析を行った。 

 

５）成体ラット（8 週令）および老齢(33 週

令)ラットより採集した骨髄細胞をサンプル

として、それらに含まれる間葉系幹細胞のプ

ロファイルを種々の細胞表面マーカーを用

いて、フローサイトメーターで解析した。特

に、CD90、CD73、CD45、CD106 をターゲ

ットとして、詳細な解析を行った。 

 

６）成体ラット（8 週令）および老齢(33 週

令)ラットより採集した培養骨髄細胞をサン

プルとして、それらに含まれる間葉系幹細胞

のプロファイルを種々の細胞表面マーカー

を用いて、フローサイトメーターで解析した。

特に、CD90、CD73、CD45、CD106 をター

ゲットとして、詳細な解析を行った。 

 

（２）in vivo 解析 

実験的脳梗塞モデルに対して、間葉系幹細胞

を経静脈的に投与して、安全性と治療効果を

評価した。特に、骨髄間葉系幹細胞移植によ

り運動・感覚機能が回復する過程における脳

の可塑性の変化を，動物実験用 MRI 装置（7T）

による functional MRI（fMRI）を用いて研究

した結果，骨髄間葉系幹細胞非移植群で検出

された左前肢刺激による fMRI の賦活信号は

右体性感覚野皮質内に限局していたのに対

し、骨髄間葉系幹細胞移植群では fMRI 賦活

信号パターンが右体性感覚野皮質内に限局

していた群（片側賦活化群）と両側皮質に信

号が検出された群（両側賦活化群）の 2 パタ

ーンに分かれることが判明した。運動機能の

回復は、移植後次第に、両群ともに有意に回

復していたが、両側賦活化群と片側賦活化群

を比較すると、MRI T2 強調画像より算出し

た梗塞巣体積の経時的変化には有意差が無

いにも関わらず、興味深いことに、健常側を

含む両側の皮質に fMRI 信号が検出される群

のトレッドミルを用いた運動機能の改善度

は、病側皮質に fMRI 信号が検出される群、

および非移植群よりも高い傾向にあった。 

さらに、実験的脳梗塞に対し、骨髄間葉系

幹細胞移植とリハビリテーションを組み合

わせて、治療効果を検討した結果、コンビネ

ーション群でもっとも高い治療効果を認め

た。脳梗塞の体積の検討では、細胞移植＋リ

ハビリテーション群、細胞移植群、リハビリ

テーション群、vehicle 投与群の順に有意に体

積の減少を認めた。同様に、行動学的機能検

査においても運動機能の改善を認めた。また、

脳梗塞周辺領域のシナプス数も有意な増加

傾向を示し、MRI における脳梁は萎縮の抑制

を認めた。                                      

 これらの結果から、MSC 移植にリハビリ



テーションを組み合わせる事で、運動機能を

さらに改善させることが分かった。 

 このメカニズムは，ラット脳梗塞モデルに

対して移植された骨髄間葉系幹細胞が、間葉

系幹細胞の有する細胞特性による治療効果

により、脳の可塑性が変化することによって、

脳梁を介する皮質−皮質間，皮質−線条体間、

皮質−視床間，皮質−脊髄間の軸索が構築する

神経回路の rewiring の増加が生じた結果、神

経機能の回復に寄与した可能性があると考

えられた。特に、リハビリテーションと骨髄

間葉系幹細胞移植を組み合わせたコンビネ

ーション群においては、脳梗塞周囲のシナプ

ス数の増加が観察されたことから脳の可塑

性の亢進が関与していることが推測された。

さらに、脳梁の萎縮の抑制が観察されたこと

からも、非梗塞側皮質からの神経回路の再構

築も影響していると推測された。  

 

ヒト間葉系幹細胞およびラット間葉系幹細

胞の細胞生物学的解析を in vitro および in 

vivo で行い、MSC プロファイルの解析およ

び疾患モデルラットに対する MSC 移植の治

療メカニズムを解析を行った。これらの結果

から、骨髄間葉系幹細胞の有する生体の恒常

性の維持に関与するpropertyが難治性神経疾

患に対する治療効果の発現に貢献している

と考えられた。 

 

以上のように、補助金は有効に使用された。 
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