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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、これまで独自に樹立した神経堤由来の頭蓋骨由来間葉系幹細胞を、
脳脊髄疾患の神経再生細胞療法へ応用するため、その特性解析とともに脳梗塞モデル及び脊髄損傷モデルへの投
与効果の検証をおこなった。骨髄間葉系幹細胞等に比べ、頭蓋骨由来間葉系幹細胞は神経細胞生存に有利なパラ
クライン効果が確認され、いずれの疾患モデルにおいても神経機能回復が優れている結果であった。

研究成果の概要（英文）：We have established cranial bone-derived mesenchymal stem cells (CMSC) 
originate from neural crest. We have provided novel evidence showing that cell-based therapy using 
CMSC results in excellent functional recovery in cerebral infarction and spinal cord injury rat 
models. We have also shown that CMSC exert paracrine effects such as anti-apoptotic and 
anti-necroptotic effects, suggesting that CMSC may be a new therapeutic agent in cell-based therapy 
for CNS disease.

研究分野： 再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経再生細胞療法の最適な細胞ソースの候補として、これまで我々は頭蓋骨由来間葉系幹細胞を樹立した．本研
究では、頭蓋骨由来間葉系幹細胞の分子生物学的特徴を解析し，実際の神経再生治療への応用を見据えて脳梗塞
及び脊髄損傷モデルラットを用いた研究を行い、優れた特性・効果を立証した．本研究を通し，頭蓋骨由来間葉
系幹細胞を応用して今後期待される神経再生医療の細胞療法について、多面的な重要知見を得ることができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは，これまでに脳神経外科手術において穿頭あるいは開頭手術に際し発生する前
頭側頭部の骨組織や骨髄から，ヒト頭蓋骨由来間葉系幹細胞(human cranial Mesenchymal 
Stem Cells : hcMSC)を樹立することに成功した．血清培地にて hcMSC を増殖培養し, 神経分
化誘導を行うと従来の腸骨骨髄由来 MSC と比較し, より神経細胞へ分化しやすいことを明らか
にした(Neuroscience Letters, 606:161–166, 2015) ． 
そもそも，元来間葉系幹細胞の特徴として，間葉系幹細胞の多くが中胚葉由来と考えられるにも
関わらず外胚葉・内胚葉にも胚葉を超えて分化することが知られているが，発生学的見地から，
神経堤細胞由来である頭蓋骨骨髄に我々は着目した．  
 
２．研究の目的 
頭蓋骨由来間葉系幹細胞(hcMSC)の神経再生治療における有効性の検証と，無血清培地下での
細胞樹立法の確立を目的とした． 
 
３．研究の方法 
初年度（2018 年度）はヒト頭蓋骨由来間葉系幹細胞(hcMSC)の効率的な樹立と分子生物学的検
討を行い，hcMSC を安定的に無血清培地で樹立培養する方法を確立し，その特性解析，分化能
の確認を行った．またラット cMSC を用いて神経保護作用や栄養サイトカインの検討を行い，
in vivo で脳梗塞モデルラットに投与しその効果を確認した． 
次年度（2019 年度）は初年度に確認したラット細胞での脳梗塞治療効果の検討を，ヒト頭蓋骨
由来間葉系幹細胞(hcMSC)での効果検証へと拡大し，効果を検証した． 
最終年度（2020 年，2021 年度）は Weight drop method によりラット脊髄損傷モデルを作成し，
脊髄損傷作成翌日にラット cMSC 投与をおこない，約 1 ヶ月間の運動機能評価の後，組織を固
定摘出し，免疫染色などを用いて各種分子生物学的・組織学的検討を行った． 
 
 
４．研究成果 
（1） ヒト頭蓋骨由来間葉系幹細胞(hcMSC)の無血清培地での樹立培養 

無血清培地を用いたヒト頭蓋骨骨髄間質細胞の培養樹立と特性解析を行った．ヒト頭蓋骨
MSC は血清培地と同程度に増殖し，CD73，CD90，CD105 の高発現を確認した． 
 

（2） 無血清培地での樹立培養したヒト頭蓋骨由来間葉系幹細胞(hcMSC)の分化能検討 
骨，脂肪，軟骨への分化をそれぞれ確認した． 
 

（3） 疾患モデルでの頭蓋骨間葉系幹細胞療法の効果 
① ラット cMSC の特性解析と脳梗塞モデルへの投与効果の検証 

（Stem Cells Dev 27: 1053-1061, 2018）【図 1】 
頭蓋骨間葉系幹細胞の特性解析および移植効果確認のため，ラット cMSC を樹立し，
四肢長幹骨から樹立した間
葉系幹細胞をコントロール
として研究をおこなった．
real-time PCR にて双方の遺
伝子発現を解析すると，ラッ
ト cMSC は神経堤のマーカ
ーである snail， p75 を有意
に高発現しており，神経栄養
因子である Bdnf や Ngf も有
意に高発現であった．神経保
護効果についてラット cMSC
馴化培地を用いて NG108-15
を培養し検討したところ，酸
化ストレス下および炎症ス
トレス下でもアポトーシス
が抑制されることで，コント
ロールにくらべて生存率が
有意に高く，神経系細胞生存
に有利なパラクライン効果
も確認された．また in vivo
でラット中大脳動脈閉塞モデルに，脳梗塞後 24 時間で尾静脈からラット cMSC 細胞移

【 図1 】ラット脳梗塞モデルを用いたラット頭蓋骨間葉系

幹細胞投与効果 



植を行うと，mNSS (modified neurological severity score)を用いた神経機能評価に
おいて，脳梗塞作成後 4 日目以降でコントロールに比較して，有意な機能回復を示し
た． 

 
② ヒト頭蓋骨由来間葉系幹細胞(hcMSC)の脳梗塞後の機能回復効果 

(Neurologia Medico-Chirurgica, Volume 60, Issue 2, 2020, Pages 83-93) 【図 2】 
hcMSC の特性解析および移植効果確認のため，hcMSC の細胞学的特徴と脳梗塞モデ
ルラットへの移植効果について，ヒト腸骨骨髄由来 MSC（hiMSC）と比較検討した．本
研究結果の概要は，（ア）細胞学的特徴を検討するため，神経堤マーカー，神経栄養因
子の遺伝子発現を real-time PCR 法を用いて解析したところ，神経堤マーカー，神経栄
養因子の発現は hiMSC に比べ hcMSC で高かった．(イ)脳梗塞モデルラット作製後 3
時間または 24 時間で，1,000,000 個の hcMSC もしくは hiMSC を尾静脈から投与し，
非投与のコントロール群も
含め，神経機能を評価したと
ころ，脳梗塞モデルラットの
神経機能は，脳梗塞 3時間後
の投与では，hiMSC やコン
トロール群に比べ，hcMSC
の投与で神経機能が改善し
た．(ウ)in vitro での神経
保護効果を検討するため，
NG108-15 を脳梗塞後の二次
的損傷を模した炎症あるい
は酸化ストレスに 3 時間も
しくは 24 時間曝露した後，
hcMSC もしくは hiMSC の
馴化培地を加え，24 時間後
の NG108-15 の生存率を，馴
化培地を加えないコントロ
ール群も含め解析したとこ
ろ，馴化培地を加えること
で，ストレス曝露後の細胞生
存率が改善した． 
 

③ 脊髄損傷ラットに対するラット cMSC 投与効果 (Sci Rep, 11(1):21907, 2021) 【図 3】 
ラット頭蓋骨よりラット cMSC (rcMSC)を，比較対象としてのラット骨髄由来
MSC(rbMSC)を脛骨および大腿骨骨髄より樹立し，遺伝子発現解析による特性評価を行
った．脊髄損傷モデルラットを作成し，脊髄損傷 1日後に rcMSC または rbMSC，PBS
のみの 3群に分けて投与を行った．移植効果の判定には運動機能評価および電気生理学
的評価として motor evoked potential の測定を用いた．脊髄損傷 28日後に脊髄組織
を回収し，組織学的評価による損傷領域の比較を行った．また，MSC 移植翌日の脊髄組
織を用いて遺伝子解析を実施し，MSC の作用機序を検討した． 
結果では，rbMSC と比較し，rcMSC は神経栄養因子の高い発現を認めた．rcMSC 移
植を行った脊髄損傷モデル
ラットでは，運動機能評価，
電気生理学的評価ともに有
意な神経機能回復が認めら
れ，損傷領域の有意な縮小が
認められた．rcMSC 移植後
翌日の脊髄組織では，TNF-α
や IL-1βなどの細胞死に関
与する炎症性サイトカイン
の発現が抑制された． 

【 図2】 hcMSCを脳梗塞ラットに投与すると腸骨由来MSCと比較して有意機

能回復が良好で、またBDNFやVEGFが高発現であった 

【 図3】 脊髄損傷モデルラットへrcMSC投与効果 

脊髄損傷でも、rcMSC投与は機能回復及び組織修復に高い有効性を有する 
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