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研究成果の概要（和文）：犬の脊髄損傷（SCI）に対し骨髄脂肪細胞周囲細胞（BM-PAC）を用いた再生医療の開
発・応用を行った。急性期SCIに対しては、他家BM-PACの静脈投与の開発を行った。他家細胞はホストの免疫を
受け、十分な治療効果が得られなかったが、重篤な合併症はなく安全性が示された。亜急性期SCIに対しては、
自己BM-PAC静脈投与の臨床試験を実施した。脊髄梗塞の犬１例に対し実施した結果、重篤な合併症はなく、投与
後３ヶ月で歩行機能の回復が得られ、安全性と有効性が示された。また、BM-PACからニューロスフェアの誘導が
可能であることを明らかにし、今後、慢性期SCIに対する細胞補充療法の開発・応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：We developed and applied regenerative medicine using bone marrow 
peri-adipocyte (BM-PAC) for spinal cord injury (SCI) in dogs. For acute SCI, we developed an 
intravenous administration of allogeneic BM-PAC. Allogeneic cells were immunized by the host, and 
sufficient therapeutic effects were not obtained, but safety was demonstrated with no serious 
complications. A clinical trial of self-administered intravenous BM-PAC was performed for subacute 
SCI. As a result of administering to one dog with spinal cord infarction, there were no serious 
complications, and recovery of walking function was obtained 3 months after administration. Thus, 
the safety and efficacy of intravenous administration of autologous BM-PACs were demonstrated. In 
addition, we clarified that neurospheres can be induced from BM-PAC. This result could contribute to
 the development and application of cell replacement therapy for chronic SCI.

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小動物臨床において、犬の脊髄損傷疾患は再生医療の主要なターゲットであり、現在、自己あるいは他家間葉系
幹細胞（MSC）の静脈投与が行われるようになってきたが、治療の有効性・安全性を示す科学的データが不足し
ており、問題となっている。本研究は、静脈投与されたMSCの体内分布や運動機能回復がどのようなメカニズム
で得られる可能性があるかを示すものであり、それらの治療の有効性を支持する科学的データを供する。一方、
他家MSC投与の有効性については否定的な結果であり、現在普及しつつある治療法に警鐘を鳴らすと同時に、ど
のような改善方法が考えられるかの道筋を示すものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで、科学的根拠に基づいた犬 SCI に対する再生医療の開発を目的とし、犬 MSC
の性状解析を行ってきたが（Chung CS, J Vet Med Sci. 2013)、その結果、従来の犬骨髄由来
MSC(BMMSC)より幹細胞能の高いMSCが骨髄脂肪細胞周囲に存在することを見出し、骨髄脂
肪細胞周囲細胞(BM-PAC)と名付けて報告した(Lin HY, Stem Cells Dev. 2017)。また、BM-PAC
は血管新生に寄与する肝細胞成長因子(HGF)や血管内皮成長因子(VEGF)の分泌能に優れ、ヌー
ドマウス SCIモデルへ静脈投与したところ、損傷部へ集簇する Homing機能を示し、運動機能
が有意に回復した。移植部位では新生血管が有意に増加しており、BM-PAC から損傷部に血管
新生関連因子が供給され、組織学的・機能的修復に至る治癒メカニズムの一端が解明され、今後
の臨床応用が期待された。 
一方、投与に用いる BM-PAC を準備するためには少なくとも約 1 週間を要するため、急性期

SCIに対する治療には、他家 BM-PACの移植を検討する必要がある。また、慢性期 SCIではグ
リア瘢痕が形成され、内在性の組織再生能力が消失した状態であるため、神経細胞や髄鞘細胞な
どを外来性に補充する必要があると考えられている。ヒトでは、iPS細胞が樹立され、iPS由来
神経幹・前駆細胞を用いた治療法の開発が進んでいるが、犬では臨床利用可能な iPS 細胞の樹
立には至っていない。従来、MSCは間葉系細胞以外にも肝細胞や神経細胞などへの多分化能を
示すことが報告されているが、幹細胞能に優れた BM-PACを用いることで、より効率的に神経
細胞を誘導し、慢性期 SCIに対する移植細胞として有用性が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、病期分類に基づいた犬 SCI に対する BM-PACを用いた再生医療の開発・応用を
行うことを目的とし、まず、犬の亜急性期 SCI に対する BM-PAC 経静脈移植の臨床試験を行
い、有効性および安全性の評価を行うことを目的とした。一方、犬の急性期・慢性期 SCI に対
する再生医療の開発を継続し、急性期に対しては、他家 BM-PAC あるいは新鮮 BM-PAC によ
る移植の安全性・有用性を検討し、安全性・有用性が確認できた場合は臨床応用を目指すことと
した。慢性期 SCIに対しては BM-PACからの機能的神経細胞の分化・誘導法を確立し、慢性期
SCIモデルへの移植を行い安全性と有効性を明らかにし、最も克服が困難と予想される、犬の慢
性期 SCIに対する再生医療の開発を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
3-1．犬の亜急性期 SCIに対する自己 BM-PAC経静脈移植の臨床試験 
重度脊髄損傷と診断された犬で発症後亜急性期においても歩行機能の改善が得られない症例を
対象とし、自己 BM-PAC静脈投与を行い、投与後継時的に、有害事象の有無、運動機能回復、損
傷脊髄の MRI 画像を評価し、安全性および有用性を評価した。 
3-2. 犬の急性期 SCIに対する他家 BM-PACの治療効果の検討 
3-2-1. 犬 BM-PACの MHC 抗原発現の解析 
BM-PACの MHC発現を FACSを用いて解析し、他家細胞の免疫原性を評価した。 
3-2-2. B6マウス SCIモデルに対する犬 BM-PAC静脈投与の有効性の検討 
 通常免疫をもつ B6マウスの SCIモデルを作成し、BM-PACの静脈投与を行い、損傷部への遊走
能と運動機能回復の促進効果について評価をおこなった。また、損傷部に遊走した BM-PACに対
するリンパ球の浸潤程度を免疫染色で評価した。 
3-2-3. 他家 BM-PACの静脈投与の安全性評価および損傷部への遊走能とホスト免疫反応の評価 
 犬の背部皮膚欠損モデルを作製し、自己あるいは他家 BM-PACを静脈投与した（それぞれ Auto
群、Allo 群）。また、他家 BM-PACs投与後に免疫抑制剤（シクロスポリン）を投与した群を作製
し CsA 群とした。BM-PACは蛍光標識試薬（VivoTrack680）で標識したのち投与した。Allo 群に
ついては、一般身体検査、血液検査（CBCと血清生化学検査）を実施し、副作用について評価し
た。各群、投与１週間後に損傷部皮膚を回収し、IVIS 及び病理組織学的に BM-PACの損傷部への
遊走と免疫細胞（CD8+T細胞、マクロファージ）の浸潤を免疫染色により評価した。 
 
3-3. BM-PACの神経細胞分化能の検討 
3-3-1. 慢性期 SCIモデルに対する BM-PAC静脈投与の有用性の評価 
 ヌードマウス SCI モデルを作製し、受傷後 20 および 40 日後に蛍光標識した BM-PACs を静脈
投与し、細胞分布を IVISを用いて評価した。また、投与後 6週間、運動機能回復を評価した。 
3-3-2. BM-PACの神経細胞分化能評価 
 BM-PAC と BMMSC を神経細胞分化培地で培養し、得られた細胞の形態学的評価、神経細胞マー
カー発現解析を行って、BMMSCとの比較から BM-PACの神経細胞分化能を評価した。 
3-3-3. BM-PAC由来ニューロスフェアの作製 
 BM-PACのスフェロイドを神経分化誘導培地で培養し、ニューロスフェアの作製を試みた。 
3-3-4. BM-PAC由来神経オルガノイドの作製と大脳皮質欠損モデルへの移植 
 BM-PAC由来ニューロスフェアをバイオ 3D プリンタを用いて積層・融合させ神経オルガノイド
の作製を試みた。また、得られた組織をヌードマウス大脳皮質欠損モデルの欠損部に移植し、欠



損部への定着を病理組織学的に評価した。 
 
４．研究成果 
4-1．犬の亜急性期 SCIに対する自己 BM-PAC経静脈移植の臨床試験 
 脊髄梗塞により発症から 2 ヶ月の時点で自力起立・歩行不能であっ
たチワワに対し実施した。BM-PAC は培養から 7 日目で投与予定細胞
数（1×106/kg）を回収可能であった（図 1）。BM-PACの静脈投与によ
る重篤な合併症はみられず、投与から 3 ヶ月後には自力起立・歩行の
回復がみられた。 
 
4-2. 犬の急性期 SCIに対する他家 BM-PACの治療効果の検討 
4-2-1. 犬 BM-PACの MHC 抗原発現の解析 
 MHC classI発現が低く、MHC classIIを発現は
みられず、免疫原性は低いことが予想された。 
 
4-2-2. B6マウス SCIモデルに対する犬 BM-PAC静
脈投与の有効性の検討 
 犬 BM-PAC は脊髄損傷部への遊走能を示したが（図
4）、歩行機能の回復は得られなかった（図 5）。病理組織学的
評価では軸索に対する保護作用が示唆されたが、瘢痕抑制は
十分でなく、軸索の伸長が十分得られなかった可能性が考え
られた（図 6）。損傷部脊髄組織の CD3 に対する免疫染色を
おこなったところ、T 細胞の顕著な浸潤がみられ、他家 BM-
PACの MHC I発現は低いものの、ホストの免疫反応を惹起す
る可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
4-2-3. 他家 BM-PACの静脈投与の安全性評価および損傷部への遊走能とホスト免疫反応の評価 
Auto 群、Allo 群いずれにおいても損傷部への遊走が認められた。Auto 群ではほとんど CD8 陽
性 T細胞の浸潤がみられなかったのに対し、Allo 群では顕著な浸潤がみられ（図 9A）、マクロフ
ァージによる貪食が確認された（図 9B）。CsA 群では CD8 陽性 T細胞の浸潤が有意に抑制され、
マクロファージによる貪食も Auto 群と同程度に抑制された（図 9C）。BM-PACの MHC I発現は低
レベルであるものの、ホスト免疫反応を惹起し、治療効果を十分発揮できないと考えられた。一
方、安全性の面では、他家 BM-PAC投与後、一般状態には重篤な有害事象はみられなかったが、
血液検査結果ではリンパ球や血小板の一過性の低下が観察
され、投与後数日は観察期間が必要であると考えられた。 
 

【図 1】 症例骨髄から分離・培養
した BM-PAC（培養 3 日目） 

【図 2】 症例の歩様（投与前、投与後 3 ヶ月） 

【図 3】 BM-PAC の MHC 発現解析
（PBMC：末梢血単核細胞） 

【図 4】BM-PAC の体内分布評価 
（A）B6 マウスの急性期 SCI モデル
に対し Vivotrac680 で標識した BM-
PAC を静脈投与した。投与直後は肺
に分布するが、3-7 日後には損傷部
周囲に分布が確認された。2 週後に
はシグナルが減弱した。（B）投与 1
週後に摘出した組織（脊髄・肺・肝
臓）にもシグナルが認められる。 

【図 5】 B6 マウス急性期 SCI モ
デルに対し BM-PAC の静脈投与
を行い、BMS スコアにて機能回
復を評価した。溶媒のみ投与した
対照群と比較し、投与 2 週後に有
意な回復がみられたものの、６週
後では差が見られなかった。 

【図 6】 BM-PAC 投与後 6 週後の損傷部の病理
組織学的評価 
（左）BM-PAC 投与群（右）コントロール群。
BM-PAC 投与群では NF-200 陽性の神経線維の残
存が有意にみられたが、GFAP 陽性のグリア瘢痕
の形成は両群で差がみられなかった。 

【図 7】 脊髄損傷部における T 細胞浸潤 
BM-PAC 投与群で Vivotrack680 陽性細胞がみられ、
BM-PAC の損傷部への遊走が示唆される。CD3 陽性細胞
は BM-PAC 投与群で有意に増加し、BM-PAC に対する
ホスト免疫反応が示唆される。 
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【図 8】皮膚損傷部への BM-PAC の遊走能 



 
4-3. BM-PACの神経細胞および運動ニューロンへの分化能の検討と移植効果の検討 
4-3-1. 慢性期 SCIモデルに対する BM-PAC静脈投与の有用性の評価 
 受傷後 20 日でわずかに損傷部への遊走がみられたが、受傷後 40 日後では損傷部への遊走が
確認されず（図 10）、慢性期では静脈投与による細胞の遊走が困難と考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 

 
4-3-2. BM-PACの神経細胞分化能評価 
 BM-PAC、BMMSC いずれも神経分化誘導培地により神経細胞
様の形態変化を認めた（図 12）。MAP2の発現はいずれも同等
に上昇したが、BM-PAC は神経幹細胞マーカーである Nestin
の発現が高く、神経細胞分化に適した細胞であると考えられ
た（図 13）。また、KCl 添加時におけるカルシウム取り込みを
比較したところ、BM-PACから誘導した神経細胞様細胞でより
良好な反応が得られ、電気生理学的機能を有する神経細胞
への分化能を有することが示唆された（図 14）。 
 

 

 
4-3-3．BM-PAC由来ニューロスフェアの作製 
BM-PAC を 3×104cells/well で 96 穴浮遊細胞プ
レートに播種し、神経分化誘導培地でスフェロイ
ドを作成したところ、BM-PACは 24 時間以内にス
フェロイドを形成した（図 15）。9 日間神経分化誘
導を行い、神経細胞マーカー発現を RT-PCRを用い
て評価したところ、4-3-2 の単層培養で誘導した
細胞と比較し、TUJ-1 及び MAP2 の有意な上昇がみられた。さらに、ドパミン神経や運動ニュー
ロンなどに発現する Tyrosine Hydroxylase（TH）、Choline Acetyltransferase(ChAT)などの発

【図 9】皮膚損傷部における CD8 陽性 T 細胞およびマクロファージ（CD68 陽性細胞）の浸潤 
（A）CD8 陽性 T 細胞の浸潤は Allo 群でみられ、Auto 群、CsA 群ではほとんどみられなかった。（B）CD68 陽性を
示すマクロファージはいずれの群でもみられたが、Allo 群で顕著であった。（C）マクロファージ（CD68 陽性）に貪
食された BM-PAC（Vivotrack680 陽性）の割合を算出した結果、Allo 群ではほぼ全ての細胞が貪食されていたが、
免疫抑制剤を投与することで、Auto 群と同程度に貪食が抑制されている。 

【図 10】ヌードマウス SCI モデルに対し受傷後 20 日および 40 日で BM-PAC を静脈投与した。投与後１週間
後に IVIS を用い細胞の局在を観察した結果、損傷部への遊走はほとんど観察されなかった。 

【図 12】神経細胞分化誘導時の細胞
形態評価 BM-PAC、BMMSCs いず
れも非誘導時は線維芽細胞様の形態
を示すが（上段）、分化誘導により神
経細胞様の突起を形成する細胞に形
態変化を示す（下段）。 

【図 13】神経細胞分化誘導による神経細胞マーカー発現の変化 
各細胞において神経分化誘導 3 日後、9 日後の NES（神経幹細胞
マーカー）、TUJ-1（幼若神経細胞マーカー）、MAP2（成熟神経細
胞マーカー）の発現変化を示す。いずれの細胞も誘導により TUJ-
1 の発現が上昇したが、MAP2 発現は BM-PACs のみで有意に上
昇し、NES 発現は BM-PACs で高い発現がみられ、誘導後も発現
が維持された。（Pre：誘導前、Ct：非誘導、NI：神経分化誘導） 

【図 14】誘導後の細胞に KCl を添加し、カ
ルシウム取り込み能を評価した。神経細胞誘
導により BM-PACs では鋭いピークを示す
Ca流入が観察され、電気生理学的機能を有
する神経細胞への分化が示唆された。 

【図 15】BM-PAC は神経分化培地にて浮遊培養を行
うことで、スフェロイドを形成した。スフェロイド
径の継時的な縮小がみられた。Bar = 200 μm 



現上昇もみられ、BM-PAC からニューロスフェアを誘導することで、他のサブタイプ特異的な神
経細胞へ分化する可能性が示された（図 16）。さらに、KCl刺激によるカルシウム取り込み能を
評価したところ、スフェロイドを構成する細胞全体で同期的にカルシウム取り込みがみられた
（図 17）。Synapsinと PSD95による免疫蛍光染色を行った結果、スフェロイド全体に二重陽性を
示す領域がみられ、スフェロイド内のシナプス形成が示唆された（図 18）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
4-3-4. BM-PAC由来神経オルガノイドの作製と大脳皮質欠損モデ
ルへの移植 
4-3-3 にて作製した BM-PAC 由来ニューロスフェアをバイオ 3D

プリンタを用いて 3×3×3個に配列して積層・融合させ神経誘導
培地にて培養した結果、約 1ｍｍ立方の大きさを持つ組織の作製
が可能であった（図 19）。病理組織学的評価の結果、この組織全
体で MAP2（成熟神経細胞マーカー）、NF-H（軸索マーカー）を強く
発現しており、GFAP（アストロサイトマーカー）の発現はみられず、
ニューロスフェアの集合体であると考えられた。ヌードマウス大脳
皮質欠損モデルへの移植を試みたが、欠損部への定着はみられず、
ホスト脳との結合や連絡などの解析はできなかった。3D プリンタ
で大型化したことにより、組織内部の細胞が壊死したことが原因と考えられた。 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

【図 16】BM-PAC から誘導したニューロスフェアの神経細胞マーカー発現（A）ニューロスフェア誘導により単
層培養（Adhesion）と比較して、TUJ-1（幼若ニューロンマーカー）、MAP2（成熟ニューロンマーカー）の発現
上昇がみられた。（B）ニューロスフェア誘導により Tyrosin Hydoxylase（TH、ドパミン作動性ニューロン）、
Choline Acetyltransferase（ChAT、コリン作動性ニューロン）、GAD67（GABA作動性ニューロン）、Hb9（運
動ニューロン）の発現上昇がみられ、サブタイプ特異的神経細胞への分化能が示された。 

A B 

【図 17】BM-PAC から誘導したニューロスフェアの
Caイメージング （A）Fluo-4添加後、律動的な Ca
流入がみられた。（B,C）無作為に抽出した 15点での
Ca流入を測定した結果、全地点での発光強度変化の
波形で同期がみられた 

【図 18】ニューロスフェア誘導後 3 および 9 日目に
スフェロイドを回収し、Synapsin（SNP）および
PSD95 に対する二重蛍光免疫染色を行った。誘導 9
日目に SNP と PSD95 の発現上昇がみられ、スフェ
ロイド全体で二重陽性を示す領域が観察された。 

【図 19】BM-PAC由来神経オル
ガノイドの作製 （A）バイオ
3Dプリンタを用い、BM-PAC由
来ニューロスフェアを積層培養し
た。（B）積層後 6 日後の組織外
観。ニューロスフェアは完全に融
合し、1ｍｍ立方の一塊の組織を
形成した。 

【図 20】融合後の組織の MAP2、NF-H、
GFAP に対する免疫蛍光染色。MAP2 およ
び NF-H の強い発現がみられたが、GFAP
の発現は認められなかった。 

【図 21】BM-PAC由来神経オルガノイドの大脳皮質欠損モデル
への移植。移植後の肉眼所見を継時的に示す。ヌードマウス大脳
皮質に 1ｍｍ立方の欠損を作製し、BM-PAC由来脳オルガノイ
ドの移植を行ったが、移植した組織は 2 週後以降確認が困難
で、病理組織学的にも定着が確認できなかった。Defected（欠
損床）、Implanted（移植床）。 
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