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研究成果の概要（和文）：本研究では，ラット脊髄損傷モデルに対して，由来の異なるMSCsの静脈内投与効果を
検討すること，さらには免荷式歩行支援装置を使用したリハビリテーションを行い，その治療効果を検討するこ
とを目的とした．その結果，神経関連遺伝や神経栄養因子として知られるBdnfおよびGdnfの発現は頭蓋骨MSCsで
有意に高かった．Vegfの発現は，脂肪MSCsにおいて有意に高かった．骨髄MSCsおよび頭蓋骨MSCsをラット脊髄損
傷モデルに投与し運動機能改善に与える影響を検討したところ，頭蓋骨由来MSCs投与群で運動機能が有意に改善
した．in vitroにおける神経保護効果についても頭蓋骨MSCsが優れていた．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to determine optimal MSCs and investigate the 
effect of combination of MSCs transplantation and robotic rehabilitation in spinal cord injury. In 
the results, the gene expressions of Snail, Slug, Bdnf, and Gdnf were significantly higher in the 
MSCs derived from cranial bone. The expression of Vegf was significantly higher in the MSCs derived 
from adipose tissue. MSCs derived from cranial bone showed significant therapeutic effects in vivo 
experiment using spinal cord injury model and in vitro experiment using NG108-15 cells.  

研究分野：再生医療、リハビリテーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄損傷は，運動障害および感覚障害を始めとする重篤な機能障害を残存することの多い疾患として知られてい
るが，有効な治療法は未だに確立されていない．本研究において，脊髄損傷モデルに対し頭蓋骨由来MSCsの静脈
内投与によって，優れた機能改善が得られることが明らかになった．治療効果の高いMSCsの供給組織が明らかに
なったことは脊髄損傷の新たな治療を検討する中で意義があるものと考える．

※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 

脊髄損傷は，運動障害および感覚障害を始めとする重篤な機能障害を残存することの多い疾
患として知られている．その中で，間葉系幹細胞 (Mesenchymal stem cells: MSCs)を用いた再
生医療に関する多くの臨床試験が行われ，一定の効果を示す報告が散見される．  

MSCs は，様々な組織より樹立が可能であることが知られ，近年では由来とする組織によって
MSCs の特性が異なることがわかってきた．しかしながら，脊髄損傷に対し最も治療効果を発揮
する MSCs については一定の見解が得られていない．さらに，MSCs の静脈内投与のみで得ら
れる治療効果には限界があり，細胞投与の効果を最大限発揮する治療手段のひとつとしてリハ
ビリテーションが挙げられる．脊髄損傷のような重度運動障害を呈する場合，免荷装置の活用に
よってより質の高いリハビリテーションを行える可能性がある． 

 

２．研究の目的 

本研究では，重度運動障害を呈したラット脊髄損傷モデルに対して，由来の異なる MSCs の
静脈内投与効果を検討すること，さらには免荷式歩行支援ロボットを使用したリハビリテーシ
ョンを行い，その治療効果を検討することを目的とした． 

 

３．研究の方法 

（１）各組織からの MSCs の樹立 
Sprague-Dawley (SD)ラットの皮下脂肪，長管骨 (大腿骨および脛骨)骨髄，頭蓋骨を採取し，

90mm の培養皿に播種した．樹立後の細胞の表面マーカーの発現を Fluorescence activated cell 
sorting (FACS)を用いて解析し，MSCs としての特性を評価した． 
 
（２）遺伝子発現解析 
real-time PCR により各組織から樹立された MSCs の遺伝子発現を解析した．解析には，神経

堤関連遺伝子として知られる Snail および Slug，神経栄養因子として知られる Brain-derived 
neurotrophic factor (Bdnf)，Grial cell line-derived neurotrophic factor (Gdnf)，basic 
fibroblast growth factor (bFGF)，Vascular endothelial growth factor (Vegf)を使用した．
内部標準遺伝子として，Actin,beta (Actb)を用いた． 
 
（３）脊髄損傷モデルラットの作製 
脊髄損傷モデルの作製には SD ラットを用いた．脊髄損傷は，Weight dropping method を用い

て作製した．まず，ラットの胸腰部の皮膚を正中切開し，第 9～11 胸椎レベルの椎弓切除を行
い，脊髄を露出した．その後，第 10 胸椎レベル上に直径 2 mmの impactor rod を設置し，50 mm
の高さから，10 g の錘を自由落下させ該当レベルの脊髄に対し損傷を加えた．脊髄損傷モデル
作製後は，1 日 2 回の排尿管理と後肢の拘縮予防のための関節可動域運動を行った．また，損傷
後のリハビリテーションとして，免荷装置の使用を試みた．  
 
(４) 静脈内細胞投与 
各組織由来 MSCs を培養後，細胞懸濁液を回収した後，1×106 cells/300µL となるように各組

織由来 MSCs を PBS に懸濁した．MSCs 投与は脊髄損傷 24 時間後に尾静脈経由で行った．細胞投
与には，骨髄由来 MSCs および頭蓋骨由来 MSCs を使用した． 
 
(５) 運動機能評価 
運動機能評価には，自発運動を評価する BBB scale およびラットを角度可変式の板上に乗せ，

姿勢保持が可能な最大角度を測定する Inclined plane test を用いた．運動機能評価は，損傷
前，損傷 1 日・2 日・3 日・5 日・7 日・10 日・14 日・21 日・28 日後に行った． 
 
（６）電気生理学的評価 
 皮質脊髄路の機能を評価するために，電気生理学的評価として運動誘発電位 (Motor evoked 
potential: MEP)を測定した．MEP 測定は，損傷前，損傷 1 日・7 日・14 日・21 日・28 日後に行
った． 
 
（７）NG108-15 の培養と酸化および炎症ストレス曝露 
 脊髄損傷後に，二次損傷として損傷組織周囲で生じる炎症や酸化ストレスを模擬的に再現す
るため，in vitro における神経モデルとして神経芽細胞腫 (NG108-15)を培養した．NG108-15 の
培養に，Lipopolysaccharide (LPS)もしくは H2O2 を添加することで，炎症ストレスや酸化スト
レスを加えた．さらに，各組織由来 MSCs の培養上清を添加することで，MSCs による神経保護効
果を検討した．細胞生存率を，神経保護効果の指標とした． 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
（１）間葉系幹細胞の樹立 
 ラットの皮下脂肪，長管骨骨髄，頭蓋骨いずれの組織からも MSCs 様の紡錘形の形態を有する
細胞が樹立された (図 1 A-C)．これらの細胞の表面マーカーを，FACS を用いて解析した結果，
樹立された細胞は MSCs としての特性を有することが確認された． 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

図 1 各組織から樹立されたラット MSCs 
(A：皮下脂肪由来 MSCs，B：骨髄由来 MSCs，C：頭蓋骨由来 MSCs) (Scale bars: 200um) 

 
（２）MSCs の遺伝子発現 
 神経関連遺伝子である Snail および Slugの発現は，他の MSCs と比較して，頭蓋骨 MSCs で有
意に高かった (図 2 A, B)．Bdnf および Gdnf の発現においても，頭蓋骨 MSCs で有意に高かっ
た (図 2 C, D)．bFGF の発現は MSCs の由来によって特徴的な差異を認めなかった (図 2 E)．
Vegf の発現は，脂肪 MSCs において有意に高かった (図 2 F)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 MSCs の遺伝子発現 
 
（３）運動機能評価 
 BBB scale，Inclined plane test の両方において，損傷前と比較して脊髄損傷後に機能が著
しく低下した (図 3 A, B)．細胞投与を行わない対照群と比較して，細胞投与を行った群で運動
機能が有意に改善した．さらに，BBB scale，Inclined plane test ともに，頭蓋骨 MSCs を移植
した群において，他の 2 群と比較して有意に 
運動機能が改善した． 
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図 3 運動機能の推移 
(A：BBB score，B：Inclined plane test，灰線：対照群 n = 9，赤線：骨髄 MSCs 移植群 n =   
8, 青線：頭蓋骨 MSCs 移植群 n = 7) 

 
（４）電気生理学的評価 
損傷前と比較して，損傷後には MEP の振幅が減衰することが確認された．さらに，損傷 28 日後
における減衰した振幅の回復率は頭蓋骨由来 MSCs 移植群で有意に高かった (図 4)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 MEP の振幅回復率 
 
（５）MSCs 培養上清による神経保護効果 
 炎症もしくは酸化ストレスに曝露された NG108-15 の細胞生存率は，control 群と比較して，
MSCs の培養上清を加えることで有意に改善した (図 5A, B)．特に，頭蓋骨 MSCs の培養上清で
は，他の MSCs の培養上清と比較して神経保護効果が顕著であった． 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5 NG108-15 の生存率 

 
（６）MSCs 投与後のリハビリテーション 
脊髄損傷後，リハビリテーションとして後肢の拘縮予防のための他動的な関節可動域運動をラ
ット後肢の各関節 (股関節，膝関節，足関節)に対し行った．また，損傷後のリハビリテーショ
ンとして，免荷装置を用いた運動を試みたが，機器の調整に難渋したことから，免荷装置の効果
検証は十分に行えなかった． 
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