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研究成果の概要（和文）：不安障害モデルマウスにおける脊髄損傷後の病理解析、脊髄損傷後の性差による不安
障害の違いと運動障害との関連を報告した（Journal of Neurotrauma 2018、2020に掲載）。 
マウスからMuse細胞を初めて抽出し、抽出された細胞がMuse細胞の特徴であるクラスター形成能、自己複製能、
多能性マーカー、自発的分化能を有している事を確認した。さらにMuse細胞をin vitroで神経分化誘導を行い、
Muse細胞が神経細胞、オリゴデンドロサイトやアストロサイトのグリア細胞への分化能を有していることがわか
った（Cell transplantation 2019に掲載）。

研究成果の概要（英文）：We established the evaluation of anxiety after spinal cord injury (Journal 
Neurotrauma 2018, 2020 published).
We established mouse adipose tissue-derived Muse cells in vitro. Mouse Muse cells were isolated and 
characterized for the first time. Muse cells showed greater pluripotency-like characteristics, 
survival, neurotrophic factor secretion, and neuronal and glialdifferentiation capacities than 
non-Muse cells, indicating that they may have better neural-regeneration potential (Cell 
Transplantation 2019 published).

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自家骨髄由来間葉系幹細胞は、札幌医科大学を中心に脊髄損傷に対して、平成25年から平成29年まで医師主導治
験が実施され、その有効性が報告されている。一方でヒト骨髄由来Muse細胞も令和1年7月から臨床治験が開始さ
れている。本研究は再生医療研究のプラットフォームであるマウスMuse細胞を確立した。この研究によって詳細
なMuse細胞治療効果の検討が可能となる。また、本研究結果から、不安障害は脊髄損傷後の神経障害を悪化させ
うることが示唆された。この知見は脊髄損傷の実臨床において、非常に役立つ知見と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らは、脊髄損傷後の麻痺を改善させる目的で胚性幹細胞（Embryonic stem cells；ES細
胞）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells；iPS細胞）を神経幹細胞に誘導し、
移植後に運動機能の改善が得られることを明らかにした (Kumagai G, et al. PLoS one 2009、
Tsuji O, Kumagai G, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010)。しかしながら、ES細胞は受精卵
を用いることから移植には倫理的なハードルがあり、iPS細胞は移植細胞の移植部での腫瘍化を
防ぐ必要がある。そこで、申請者らは間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells; MSCs）に注目
した。MSCsは多分化能や自己複製能を有し、腫瘍化の危険性が低く、倫理的な問題も少なく、
培養が比較的容易であるメリットを有するが、運動機能改善効果に関しては限定的である。そこ
で申請者らは、新しい神経栄養因子である NGF、BDNF、NT-3 すべてを発現した
Multineurotrophin (MNTS1)を遺伝子導入した同種MSCsをラット脊髄損傷モデルに移植し、
神経障害性疼痛を改善させる効果があることを明らかにした(Kumagai G, et al. Experimental 
Neurology. 2013)。しかしながら、MSCsに遺伝子導入するためにはレンチウイルスなどのベク
ターを介する必要があり、臨床応用へのハードルは高い。 
近年、成人ヒトの間葉系組織に多様な細胞に分化する能力を有する新たなタイプの多能性幹細
胞であるMuse細胞が発見され、再生医療への活用に注目を浴びている。Muse細胞はMSCsと
多能性幹細胞の両方の特徴を備えており、間葉系マーカーCD105 とヒトＥＳ細胞マーカー
SSEA-3の二重陽性細胞として組織や間葉系の培養細胞から単離可能である。Muse細胞の持つ
最大の利点は腫瘍を作らないという安全面だけでなく、分化誘導もせずにそのまま生体内に投
与するだけで組織修復細胞として働く簡便性にあるということである。 
 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでの研究成果をもとに、本研究はいまだ明らかとなっていない自家組
織由来の Muse 細胞の損傷脊髄修復効果を解明するための基礎的研究を完成し、脊髄損傷に対
する Muse 細胞を用いた臨床応用に展開するための基盤となる研究を行う。研究期間内に以下
のことを明らかにする。 
(1)自家組織由来Muse細胞培養系の確立 
我々の研究室ではヒトの靭帯細胞に間葉系幹細胞が存在し、靭帯組織から間葉系幹細胞を採取
樹立することに成功している（Asari T, Kumagai G et al,  Biochem Biophys Res Commun.  
2012）。上記、予備的研究結果を基にMuse細胞を移植細胞として用いる。脂肪組織より抽出し、
その自己複製能、神経細胞への分化能を含めた多分化能の解析を行う。 
 
(2)マウス脊髄損傷モデルの作成および評価系の確立 
損傷の強さを軽度、中等度、重度の 3種類に分け、損傷前後の不安行動、運動障害、感覚障害に
ついて検討する。 
 
(3)自家組織由来Muse細胞移植療法の確立 
重症度別損傷モデルにおける至適投与時期（急性期、亜急性期、慢性期）、投与量、投与方法（経
静脈的、直接投与）を自家組織由来と他家組織由来Muse細胞とで移植効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 重症度別脊髄損傷モデルの作成 
①対象として 8 週齢 C57BL/6J マウス（4 週齢で細胞移植用に鼡径部から脂肪を採取）を用いる
（20-23g、雌）。 
②脊髄損傷モデルの作成（ Kumagai G, et al PLoS one. 2009） 
第 10 胸椎レベル脊髄に IHインパクター (Precision System and Instrumentation, Lexington, 
KY)を用いて、20（軽度損傷）、60（中等度損傷）、80（重度損傷）kdyn の圧を加える。 
③行動評価および組織学的評価 
損傷前および損傷後 6週まで行動評価、脳波評価を経時的に行う。行動評価は Open―field test
（マウスの歩行パターン解析）、ホールボード試験（穴を除く運動を観察）、Light/Dark test（明
るい部屋と暗い部屋の滞在時間を測定）を用いた不安行動の評価、BMS scale を用いた下肢運動
機能評価 (Kumagai G, et al PLoS one 4:11 e7706 2009)、Rotarod test を用いた下肢協調運
動評価、ビデオ解析を用いた Open field test（マウスの移動距離、加速度が測定可能）を行う。
感覚機能評価は Dynamic planter test による機械的皮膚刺激評価、Planter test による熱皮膚
刺激評価を行う。脳波測定は損傷前と損傷 6週で測定する。損傷後 6週の時点で麻酔後に脊髄お
よび脳を摘出して組織学的評価を行う。また、Western blot 解析により、損傷脊髄内炎症性マ
ーカーを定量評価する。 
  
(2)自家組織由来 Muse 細胞の抽出および性質の解析 
①自家組織由来 Muse 細胞の抽出 
4 週齢 C57BL/6 マウスの鼡径部から脂肪組織を採取する。予備実験から鼡径部から脂肪組織を採
取しても行動評価には影響を与えないことを確認している。採取した細胞を培養液（αMEM、
10%FBS、penicillin/streptomycin）を用いて培養し、各組織由来の間葉系幹細胞株を樹立し、



Flowcytometry を用いて、CD105 陽性 SSEA-3 陽性の Muse 細胞を抽出し、以下の項目を評価する。 
(a)コロニー形成能、増殖能、骨分化能、脂肪分化能、軟骨分化能、神経分化能を評価 
(b)Real-time PCR 法 : 
各誘導培養 7日目、14 日目、21日目で骨化関連遺伝子(BMP2, Runx2, ALP)、脂肪分化関連遺伝
子(LPL, PPARγ2)、軟骨関連遺伝子発現(Sox9, COL2A1, COL10A1)、神経関連遺伝子発現（Tuj, 
GFAP）を評価する。 
(c)エピジェネティクス変化による間葉系幹細胞特性変化の検討 
②移植細胞のマーカーとしてレンチウイルスをベクターとして GFP 遺伝子を Muse 細胞に導入す
る。移植前に GFP 陽性 Muse 細胞の導入効率を Flowcytometry を用いて評価する。 
 
(3)自己組織由来 Muse 細胞移植療法の確立 
①移植方法の検討：microinjector を用いて自家組織由来 Muse 細胞および他家組織由来 Muse 細
胞 5x105 個を移植する。コントロールとして PBS を用いる。 
(a)直接投与：損傷中心部、(b)硬膜内投与：腰椎レベルから硬膜内に投与(c)経静脈投与：Tail 
vein を用いる。3つの方法で最も移植効果が高い移植方法を用いる。 
②移植時期の検討：損傷直後、1週、2週、4週、12週目で移植し、移植効果を検討する。 
③行動評価 (損傷後 8週間観察) 
上記行動評価を損傷前後で経時的に行う。 
④組織学的評価 (行動評価後に脊髄を採取) 
(a)Hematoxylin and eosin (H&E)染色を用いた脊髄萎縮評価 
(b)Luxol Fast Blue (LFB)染色を用いた残存髄鞘評価 
(c)免疫染色を用いた組織学的評価（移植細胞の生着、神経系への分化） 
 
４．研究成果 
(1)重症度別脊髄損傷モデルを作成 
不安障害モデルマウスである PRIP-1-/-(phospholipase C (PLC)-related inactive protein 
type 1 ノックアウト)マウスと WT(Wild type)マウスに圧挫損傷を加え、行動評価および組織学
的評価を行った。PRIP-1-/-マウスでは脊髄損傷後の二次損傷が拡大し、運動機能回復が不良で
あった（Journal of Neurotrauma 2018 に掲載）。また脊髄損傷モデルマウスにおける不安行動
と運動機能回復の性差について検討し、雌雄マウス共に SCI 後に不安行動を示し、雄マウスは
SCI 後の不安行動と運動機能との関連を認めることを示した（Journal of Neurotrauma 2020 に
掲載）。 
(2)自家組織由来 Muse 細胞の樹立および性質の解析 
マウスから Muse 細胞を抽出した。抽出された細胞が Muse 細胞の特徴であるクラスター形成能、
自己複製能、多能性マーカー、自発的分化能を有している事を確認した。さらに Muse 細胞を in 
vitro で神経分化誘導を行い、Muse 細胞が神経細胞、オリゴデンドロサイトやアストロサイトの
グリア細胞への分化能を有していることがわかった。脂肪由来 Muse 細胞が脂肪由来 Non-Muse 細
胞と骨髄由来 Muse 細胞に比べて神経栄養因子の分泌が高値であった。以上の結果をまとめ、海
外雑誌 Cell transplantation に掲載された。 
(3)自家組織由来 Muse 細胞移植効果の検討 
脊髄損傷モデルマウスに脂肪由来 Muse 細胞を移植し、Muse 細胞群はコントロール群と比較して
運動機能の改善が得られた。現在病理学的解析を行い、海外雑誌 Cell Transplantation に投稿
準備中である。 
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