
東京大学・大学院農学生命科学研究科（農学部）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

新規犬骨髄間葉系幹細胞による肝細胞成長因子デリバリーを利用した犬の脊髄再生医療

Establishment of regenerative therapy for dogs using delivery system of 
hepatocyte growth factor secreted from novel canine mesenchymal stem cells

８０１７２７０８研究者番号：

西村　亮平（Nishimura, Ryohei）

研究期間：

１６Ｈ０５０３７

年 月 日現在  元   ６   ７

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：新規犬間葉系幹細胞を用いた犬の脊髄再生医療の開発を目指し、急性期および亜急性
期脊髄損傷モデルに対するBM-PAC移植の治療効果をBM-PACからの液性因子分泌に着目して評価・解析した。急性
期および亜急性期脊髄損傷に対しBM-PACを静脈内投与したところ、BM-PACは損傷部位へHomingした。また、急性
期では肝細胞成長因子（HGF）、亜急性期では血管内皮細胞増殖因子（VEGF）などの液性因子の分泌を開始、組
織損傷抑制・保護効果あるいは組織再生効果を発揮することで、運動機能回復の促進に寄与することが示唆され
た。本研究から、BM-PACの静脈内投与による犬の脊髄再生医療の臨床応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：We developed stem cell therapy for canine spinal cord injury using a novel 
mesenchymal stem cell named bone marrow peri-adipocyte cell (BM-PAC). BM-PAC possesses secretion 
ability of various humoral factors which shows therapeutic effects on spinal cord injury. When 
BM-PACs were intravenously administrated to a nude mouse spinal cord injury model in acute or 
sub-acute phase, cells migrated into the lesion and secreted hepatocyte growth factor (HGF) and 
vascular endothelial growth factor in acute and sub-acute phase, respectively. Through the supply of
 these factors to the lesion site, BM-PACs protected spinal cord and suppress the progress of 
damage. Regeneration of spinal cord tissue including axons and myelins could also occur and these 
histological modification could contribute to the functional recovery. It is expected to apply 
BM-PAC based-stem cell therapy for dogs with acute and sub-acute spinal cord injury. 

研究分野： 獣医外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
犬では脊髄損傷が多く、重症例では術後の歩行回復が十分ではなく、動物のみならず飼主のQOLも著しく低下す
る。近年、これらの症例に対するMSCを用いた脊髄再生医療が導入されるようになっているが、科科学的根拠に
不足し、MSC移植の効果に期待した盲目的な投与が多くなっている。本研究は、独自に見出した新規MSCである
BM-PACを用い、脊髄再生医療に利用できる性質を有していること、また、動物モデルを用いた有効性・安全性試
験を通し、移植法の妥当性、運動機能回復効果が得られるメカニズムについて明らかにし、科学的根拠に基づい
た犬の脊髄再生医療を開発に貢献した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 犬では脊髄損傷が多く、重症例では歩行機能回復が得られないことから、脊髄再生医療が期
待されている。申請者らは、骨髄の脂肪細胞周囲に付着する小型細胞が間葉系幹細胞（MSCs）
であることを見出し、骨髄脂肪細胞周囲細胞（Bone Marrow Peri-adipocyte cells; BM-PAC）
と名付けて報告した。BM-PAC は従来の骨髄由来間葉系幹細胞（BMMSC） と比較して、増
殖能・多分化能・コロニー形成能などの幹細胞特性に優れた細胞であり、再生医療に用いるセ
ルソースとして魅力的な細胞材料と期待できた。また、BM-PAC は TNF-αや IL-1βなどの炎
症性サイトカイン刺激に応答し、肝細胞成長因子（HGF）を分泌することを明らかにした。
HGF は強力な、組織再生因子であり、脊髄損傷に対しては損傷修復・再生に寄与することが
報告されている。以上から、BM-PAC を脊髄損傷部へ到達させることで脊髄損傷部への HGF 
を供給するデリバリーシステムを構築し、科学的根拠に基づいた犬の脊髄再生医療を開発・提
案することが可能と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 脊髄損傷の病態は病期により異なるため、本研究では急性期および亜急性期脊髄損傷を治療
標的とし、ヌードマウスの重度脊髄損傷モデルを用い、BM-PAC の局所および静脈投与を試み、
損傷部への細胞集簇および損傷部に対する液性因子分泌能、投与後の運動機能回復と組織学的
評価に基づき、脊髄再生医療としての有効性と安全性を検討した。急性期の病態は炎症が主体
であるため、HGF 分泌に着目した解析を行い、亜急性期においては、炎症が沈静化されてい
ることから、HGF 以外に血管新生因子の分泌に着目した解析を行うこととした。 
 また、慢性期脊髄損傷に対して、BM-PAC から分化誘導した神経細胞を用いることを想定し、
BM-PAC からの機能的神経細胞誘導の条件検討を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 急性期脊髄損傷に対する HGF 分泌を介した BM-PAC 移植による脊髄損傷治療の有効性およ
び安全性の検討 
 ヌードマウスの第 10胸椎レベルで重度脊髄損傷を作製し、損傷直後～6時間以内に犬骨髄よ
り分離・培養した BM-PAC を局所（6×104個）および静脈（1×106個）投与した。運動機能回復
はマウス後肢運動機能評価スケールである BMS スコアを用いて経時的に評価した。静脈投与群
では、Vivo Track640 により細胞標識を行い、IVIS により体内分布を追跡し、損傷部への Homing
を評価し、Homing が認められた期間の脊髄損傷部における HGF 発現を Western Blotting によ
り評価した。観察期間終了後、脊髄損傷部を採取し、NF200 および GFAP による免疫組織学的評
価を行い、損傷の程度を評価した。対照群には培養液のみ投与した。 
 
(2) 亜急性期脊髄損傷に対する血管新生因子分泌を介した BM-PAC 移植による脊髄損傷治療の
有効性および安全性の検討 
 (1)と同様にヌードマウス脊髄損傷モデルを作製し、損傷後 9-10 日後に BM-PAC の静脈内投与
を行った。細胞の体内分布、運動機能回復を経時的に評価し、観察期間終了後に損傷部を採取
し、血管新生を含めて病理組織学的評価を行った。BM-PAC 投与との比較を目的に、非 MSC であ
る皮膚線維芽細胞の投与を行った群（SF群）および培養液のみ投与したControl群を設定した。 
 また、BM-PAC の血管新生因子発現・分泌能および機能を評価することを目的として、各種血
管新生因子の遺伝子発現を qPCR で定量し、皮膚線維芽細胞と比較した。 
 
(3) BM-PAC から機能的神経細胞への分化誘導 
 過去の報告から MSC の神経細胞分化能を促進させることが報告されている塩基性線維芽細胞
増殖因子（FGF-2）の前処理による神経細胞分化を行い、分化誘導した細胞の形態学的評価、神
経細胞マーカーであるMAP2の発現のqPCRによる定量、およびカルシウム取り込み試験を行い、
神経細胞への分化能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)  急性期脊髄損傷に対するHGF分泌を介したBM-PAC移植による脊髄損傷治療の有効性およ
び安全性の検討 
 局所投与では移植後 8 週間後に有意な運動機能回復
が得られ、LFB 染色で白質残存面積が増加傾向を示し
た。一方、静脈投与では移植 3 日後から損傷部へ細胞
が Homing し、移植 1週後から有意な機能回復がみられ
た（図 1）。また、移植 1週後に採取した脊髄損傷部で
は HGF 発現が有意に増加しており（図 1）、LFB 染色で
白質残存面積の増加、免疫染色では残存軸索の増加と
グリア瘢痕抑制がみられ、BM-PAC が急性期損傷部位へ
遊走し、HGF 分泌を介した組織損傷抑制・保護効果を
示したことが示唆された。 
 

【図 1】蛍光標識（V680）した BM-PAC をヌー
ドマウス亜急性期 SCI モデルに静脈投与す
ると、損傷部に細胞が集簇する（Homing）。
IHCでは HGF発現が確認できた。 



(2)  亜急性期脊髄損傷に対する血管新生因子分泌を介した
BM-PAC 移植による脊髄損傷治療の有効性および安全性の検討 
 亜急性期脊髄損傷においても、BM-PAC 投与後 3日目から損
傷部への Homing がみられ、1 週間後から運動機能回復が有意
に促進した（図 2）。SF群においても同様の Homing がみられ、
運動機能回復も促進したが、Control 群と比較し有意な差は得
られなった。病理組織学的評価から、BM-PAC 群では残存軸索
と新生血管の有意な増加がみられた（図 3）。BM-PAC および SF
の血管新生因子発現の比較では、血管内皮増殖因子の発現が
BM-PACs で有意に高く、移植効果の差は VEGF 分泌能に起因する
可能性が示された。 
 
(3) BM-PAC から機能的神経細胞への分化誘導 
 FGF-2 処理を行った BM-PAC は神経細胞誘導後 9 日目で
MAP2 の遺伝子およびタンパク発現が上昇した。また、KCl
刺激によるカルシウム取り込み能がみられ、BM-PAC から電
気生理学的機能を有する神経細胞へ分化可能であることが
示された（図 4）。 
 
(4) BM-PAC の MSC としての性質についてのさらなる検討 
 本研究の当初の目標とは異なるが、BM-PAC が有する優れ
た多分化能に着目し、従来の犬 MSC では確立されてこなか
った軟骨分化に関する基礎的検討を同時に行った。その結
果、FGF-2 による前処理、無血清培地、低酸素条件による初
期誘導が BM-PAC の軟骨誘導に適した条件であり、犬 MSC で
は困難であったプロテオグリカン、Ⅱ型コラーゲンなどの
軟骨基質に富む軟骨ペレットの作製に成功した。 
 
(5) 総括 
 以上から、本研究は、新規犬 MSC である BM-PAC を用いた
犬脊髄損傷に対する再生医療の基盤的研究をなすものであ
り、急性期および亜急性期に対する BM-PAC 静脈投与が損傷
部に細胞が Homing し、HGF や VEGF 分泌を介した組織損傷抑
制・保護効果あるいは再生促進効果を示すことを動物実験
モデルを用いて明らかにした。特に亜急性期に対しては、
自己 BM-PAC を分離・培養する期間を設定可能であり、今後
安全性の確認を踏まえ、速やかな臨床応用が期待できる。急性期に対しては、他家 BM-PAC の利
用による治療効果を検討し、今後臨床応用可能な再生医療として、さらなる改良が必要と考え
られる。また、慢性期脊髄損傷に対しては、神経分化誘導した BM-PAC が移植材料として有用で
ある可能性が示されたが、今後、移植効果などの検討を加え、各病期に適した脊髄再生医療の
包括的な開発を目指す。 
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