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研究成果の概要（和文）： 
この 3 年間に表記の研究課題に関して数多くの知見を得ることができた。すなわち、自己骨

髄から分離した骨髄間質細胞(bone marrow stromal cells; BMSC)の生物学的特性を解明する
とともに、MRI、光イメージングなどを多用することで、臨床応用を視野に入れた安全かつ効
率的な細胞の培養法、中枢神経への投与法、治療効果判定のための画像診断法を確立するため
の基礎データを得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

For these 3 years, we have run many experiments and explored many new 
knowledge on autologous bone marrow stromal cell transplantation for central nervous 
system disorders.  We have reported the novel aspects of their biological features and 
the utility of bioimaging technology such as MRI and optical imaging.  This report 
shows the brief summary of these knowledge. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 1,800,000   540,000 2,340,000 

2009 年度   800,000   240,000 1,040,000 

2010 年度 1,000,000   300,000 1,300,000 

    

    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 
キーワード：神経再生、骨髄間質細胞、脊髄損傷、脳損傷、脳梗塞、再生医療 
 
１．研究開始当初の背景 
いったん損傷された中枢神経は自己修復

能をほとんど有さないため、分化能を有する
幹細胞を移植することで失われた神経機能
を回復させようとする神経再生の研究が、
2000 年以降、国内外の数多くの研究所で実

施されてきている。移植する幹細胞として
ES 細胞や神経幹細胞が以前から候補として
挙げられているが、胚細胞を使用することに
よって生じる倫理問題、免疫反応、分化制御
など、数多くの課題が残されており、臨床応
用には時間を要することが予想される。これ
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に対して、骨髄間質細胞 (bone marrow 
stromal cell; BMSC)は、自己骨髄から供給可
能であることから、中枢神経の再生には最も
安全で有益な細胞と考えられている。申請者
らも、この点に注目して、2001 年から BMSC
を使用した中枢神経の再生に関する研究を
精力的に継続してきた。 
 現在、すでに韓国では脳梗塞患者に BMSC
の移植が開始され、わが国においても脊髄損
傷や脳梗塞患者に対する BMSC 移植の臨床
試験が開始されようとしている。しかし、申
請者らは拙速な臨床応用は危険であり、今後、
この治療法を厳格な臨床試験を経てヒトへ
臨床応用するためには、ヒトにおける①非侵
襲的かつ効率的な BMSC の移植法、②移植
された BMSC の生体イメージング法、③
BMSC 移植の効果判定法を確立することが
肝要であると考えている。これらの方法論の
確立により、初めてヒトにおける BMSC 移
植が真に有益な治療法かどうかが評価可能
になると考えられる。言い換えれば、本申請
は、BMSC 移植の臨床応用を前提としたトラ
ンスレーショナルな前臨床的研究の提唱で
ある。 
 
２．研究の目的 

本プロジェクトでは、客観的に評価可能で
安全な自己BMSC移植の臨床応用を目指す
ことを目標とする。 
 
(1) ヒトの脳や脊髄にBMSCを移植するにあ

たって最も効率的かつ非侵襲的な方法論
を確立する。これまでの研究では、BMSC
は主として直接投与、静脈内投与あるい
は髄腔内投与により移植されてきた。し
かし、各移植ルートにはそれぞれ短所が
指摘されている。本研究ではバイオマテ
リアルであるフィブリンポリマーを細胞
コンテナーとして利用して、脳や脊髄表
面にBMSCを移植する方法論を確立する、
この方法をラット脳梗塞や脊髄損傷モデ
ルに実施して、神経症状の改善の有無を
評価するとともに、BMSCの遊走、増殖、
分化のプロセスを生体イメージング法お
よび免疫染色などの手法によりその効果
を検証する。 

(2) ヒトの脳や脊髄にBMSCを移植するにあ
たって、移植されたBMSCを画像化する
方法論を確立する。本研究では、BMSC
を鉄製剤であるSPIOで標識することに
より、MRIを用いて移植されたBMSCを
経時的に追跡、画像化する方法論を確立
する。小動物横高磁場MRI装置（７T）を
用いて、上記の方法でBMSCを移植され
たラット脳および脊髄の画像化を実施す
る。この方法が経時的にBMSCがフィブ
リンポリマーから病変部に向かって遊走
する過程を画像化できるかどうかを検証
する。 

(3) ヒトの脳や脊髄にBMSCを移植するにあ
たって、移植によって神経機能が改善す
る過程を画像化する方法論を確立する。
これまでの研究では、BMSCの移植によ
って神経症状が改善することのみが治療
効果の判定基準として利用されてきた。
しかしながら、本治療法をヒトに臨床応
用するにあたっては客観的に神経機能の
変化を評価する手段がなければ治療の功
罪を判定することは不可能である。した

がって、本研究では、小動物用PET装置
を利用することにより、BMSCを移植さ
れたラット脳や脊髄における糖代謝や受
容体結合能の変化を経時的に追跡、画像
化する意義について検証する。トレーサ
ーとして、FDGおよびFMZを使用する予
定である。 

 
３． 研究の方法 
(1) 骨髄間質細胞の遊走メカニズムの解明 

この研究では、骨髄間質細胞が中枢神経の
損傷部に遊走するメカニズムを明らかにす
る。野生型マウスおよびCXCR4ノックアウ
ト・マウスからそれぞれ骨髄間質細胞を採取
して継代培養する。それぞれの細胞がSDF-1
やCXCR4を発現しているかどうかを蛍光免
疫染色により検証する。 

マウス脳梗塞モデル作成１週間後に骨髄
間質細胞(P2～P3)の細胞核をHoechst33342
で蛍光標識して、ラット脳挫傷モデルの反対
側大脳に定位的に移植する。４週間後に大脳
を摘出して野生型、CXCR4ノックアウト・マ
ウス由来の骨髄間質細胞が大脳に生着して
いるか、損傷部位に遊走しているかどうかを、
蛍光顕微鏡を用いて観察する。 
 
(2) びまん性軸策損傷モデルの確立 
こ の 研 究 で は ラ ッ ト DAI モ デ ル を

pneumatic impactorを用いて作成する。脳損
傷の評価は、MRI(T2強調画像)による点状出
血やhigh intensity areaの数などにより実施
する。また、摘出した大脳の肉眼所見(クモ膜
下出血の程度など)や組織学的評価も実施す
る。 
 
(3) びまん性軸策損傷モデルへの骨髄間質細

胞の移植 
ラット DAI モデルの作成１週間後に骨髄間
質細胞を大脳線条体に定位的に移植する。移
植後４～８週間にわたって経時的に水迷路
試験を実施して、細胞移植群、非移植群の間
で高次脳機能障害の改善に相違がないかど
うかを検証する。 
 
(4) びまん性軸策損傷における骨髄間
質細胞の挙動 

この研究では、びまん性軸策損傷に暴露さ
れた大脳の中で、骨髄間質細胞がどのように
生着・遊走するのか？損傷された神経細胞や
軸策の修復・再生にどのように関しているの
か？を明らかにすることを目的としている。 
小動物用7.0テスラMRI装置を用いてラット
大脳の冠状断像を経時的に撮像して、移植さ
れた骨髄間質細胞が脳内にどのように分布
するのかを１週間ごとに観察する。移植４～
８週間後に大脳を固定・摘出してBMSCの分
布を検証する。MAP2染色により軸策の損傷
あるいは再生の程度を半定量的に評価する
とともに、移植された細胞が神経細胞の表現
型を獲得しているかどうかを蛍光免疫染色
にて検証する。 
 
(5) ラット脊髄損傷モデルへの骨髄間
質細胞の移植 

この研究では、脊髄損傷における骨髄間質
細胞移植の意義をこれまでにない手法で解明
することを目的とする。ラット第９胸椎の椎
弓を切除して脊髄硬膜を露出してpneumatic 
impactorを用いて脊髄に不完全損傷を作成す



 

 

る。１週間後に骨髄間質細胞(P2～P3)を脊髄
に定位的に移植する。移植後４週間にわたっ
て経時的に下肢運動機能をBBB scoreにより
客観的に評価して、細胞移植群、非移植群の
間で下肢機能障害の改善に相違がないかど
うかを検証する。 
 
(6) 損傷脊髄における骨髄間質細胞、損傷軸

策の生体イメージング 
この研究では、損傷脊髄に移植された骨髄

間質細胞が１つの個体の中でどのような挙
動を示し、神経細胞や軸策の修復にどのよう
に関与しているのかを解明することを目的
とする。小動物用7.0テスラMRI装置を用いて、
ラット脊髄の矢状断を１週間ごとに経時的
に撮像して、移植された細胞の個体内での挙
動を連続的に観察する。また、移植４週間後
に第３腰椎に椎弓切除を追加して、脊髄腰膨
大部にマイクロインジェクターを用いて、微
量のWGA-HRPを注入する。 
 
(7) 損傷脊髄における骨髄間質細胞の挙動 
 移植４週間後に脊髄を固定・摘出して
Prussian blue染色によりSPIO陽性細胞の分
布を、蛍光顕微鏡によりHoechst33342陽性
細胞の分布を検証する。摘出に先立って注入
したWGA-HRPを発色させることにより、軸
策の損傷あるいは再生の程度を半定量的に
評価するとともに、移植された細胞が神経細
胞の表現型を獲得しているかどうかを蛍光
免疫染色にて検証する。これらのMRI・組織
学的所見と下肢機能試験の結果との間に相
関があるかどうかを最終的に検証する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) BMSC の神経細胞保護機構の解明 
マウス BMSC とマウス神経細胞の共培養

実験系を確立した。この実験系を活用するこ
とにより、BMSC の約 25%が神経細胞その
ものへ分化すること、約 30% が神経細胞と
細胞融合することを世界で初めて証明した。
また、BMSC は BDNF や NGF の産生を増
加させることで、glutamate に暴露された神
経細胞を保護して、アポトーシスを有意に抑
制することも明らかとした。J Neurosci Res
誌(2008)に掲載された。 
 
(2) ラットびまん性軸策損傷モデルの開発 

びまん性脳損傷による高次脳機能障害を
シミュレートするラット脳損傷モデルを確
立した。このモデルでは、脳 MRI や免疫染
色上、脳梁や側脳室に微小出血をきたし神経
細胞の軸策が特異的に傷害されることを
MRI、免疫染色などにより証明した。水迷路
試験を行なうと短期記憶障害が発生してい
ることが判明した。ラット脊髄損傷モデルに
おける軸索の損傷を MRI や免疫染色で半定
量的にトレースする技術を確立した。この結
果は Neuropathology 誌(2008)に掲載された。 
 
(3) BMSC の軸策再生機構の解明 
仔ラット脊髄スライスに移植した BMSC

が matrix metalloprotease (MMP)などのタ
ンパク分解酵素を産生して脊髄の基質を溶
解させて、さらに NGF などを産生して運動
ニューロンからの軸索伸長を著明に促進す
る作用を有していることを世界で初めて証
明した。この成果は Neurorehabil Neural 

Repair 誌(2008)に掲載された。 
 
(4) BMSC移植がびまん性軸策損傷による高

次脳機能障害に及ぼす効果 
高次脳機能障害を有するラットびまん性

軸索損傷モデルを作成し、BMSC を大脳に定
位的に移植した。その結果、高次脳機能が有
意に改善すること、移植された BMSC は大
脳皮質に生着して神経細胞に分化している
こと(図８)が明らかとなった。この成果は
Neuropathology 誌(2009)に掲載された。 
 
(5) BMSC による脊髄損傷修復機構の解明 
本研究では蛍光を発する軸策トレーサー

を用いることにより、ラット脊髄損傷モデル
に移植された BMSC は下行性運動線維を保
護したり再生を促進することで下肢の運動
機能を改善させることが判明した。移植され
た BMSC は損傷脊髄の中で生着したのち、
神経細胞に分化してホスト神経回路に統合
されることを初めて証明した。この成果は
Neurosurgery 誌(2009)に掲載された。 

 
(6) G-CSF による BMSC 移植効果の増幅 
この研究では、遺伝子組換え製剤で臨床に

も 使 用 さ れ て い る granulocyte-colony 
stimulating factor (G−CSF)がBMSCの培養
や移植効果にどのような効果を及ぼすのか
を検討した。その結果、G-CSF は BMSC の
細胞周期を修飾することで BMSC の増殖速
度を最大で２倍に促進すること (図 10)、
BMSC による NGF などの神経栄養因子の産
生を増加させることが判明した。また、G- 
CSF で培養した BMSC をマウス脳梗塞モデ
ルに移植すると、神経症状の回復がさらに促
進されることを示した。この成果は Cytokine
誌(2009)に掲載された。 

 
(7) 中枢神経疾患におけるティッシュエンジ

ニアリングの効果 
細胞移植を考慮する場合、細胞懸濁液だけ

を移植するよりもバイオマテリアルととも
に移植すると細胞の生着が良好であること
が他臓器の研究で知られているが、中枢神経
疾患ではその意義は不明である。そこで、ラ
ット大脳脳挫傷モデル、ラット脊髄損傷モデ
ルにおいて BMSC をフィブリンとともに脳
あるいは脊髄内へ移植した。その結果、フィ
ブリンとの移植は神経症状の改善、移植細胞
の生着にきわめて良好な効果をもたらすこ
とが判明した(図 11, 図 12)。これらの成果は
それぞれ J Neurosurg 誌 (2009), Neuro 
pathology 誌(2009)に掲載された。 
 
(8) 温度感受性ポリマーによる BMSC 移植 

上記の研究を 
もとに、生体に由来しない新規ポリマーに

よるティッシュエンジニアリングの有用性
について検討した。マウス脳梗塞モデルの脳
表面へ BMSC とともに接着させると、BMSC
が脳内に侵入して生着することが判明した。
非侵襲的な BMSC 移植の手段として期待さ
れる。現在、Neurosurgery 誌(2010)に掲載
された。 
 
(9) ナノテクノロジーを用いた BMSC の生

体イメージング法の開発 
長波長の近赤外光の蛍光を発生するナノ粒
子で BMSC を標識したのち、ラット脳梗塞



 

 

モデルに定位的に移植した。移植された
BMSC は移植 2～5 週間後にわたって頭皮上
から生体光イメージング法にて観察するこ
とが可能であった。移植細胞を光イメージン
グ法にて非侵襲的に観察した世界で初めて
の報告である。現在、Neurosurgery 誌(2011)
に掲載された。 
 
(10) ROCK 阻害薬による脊髄損傷における

BMSC 移植効果の増強について 
ラット脊髄損傷モデルに BMSC を移植する
とともに、Rho kinase inhibitor (ROCK 阻害
薬)である fasudil を投与すると、神経症状の
改善において相応効果はみられなかったも
のの、脊髄の下行性運動繊維の軸索再生が有
意 に 促 進 さ れ る こ と が 判 明 し た 。
Neuropathology 誌(2010)に掲載された。 

 
(11) G−CSF の高齢者由来 BMSC の生物学的

活性の増強について 
若年および高齢のラットから採取・培養した
BMSC の老化マーカー、増殖スピード、神経
栄養因子の産生能を比較したところ、高齢ラ
ット由来の BMSC にて生物学的活性が低下
していることが判明した。ラット脳挫傷モデ
ルにそれぞれの BMSC を移植しても、神経
症状の改善に明らかな差が認められた。しか
しながら、高齢ラット由来の BMSC を G−
CSF とともに培養すると、これらの生物学的
特性が若年ラット由来の BMSC と同等なレ
ベルまで上昇することが判明した。この成果
を現在、Cytokine 誌に投稿中である。 
 
(12) BMSCの臨床応用のための動物タンパク

を用いない細胞培養法の確立 
この研究では、ヒト BMSC を従来の方法で
培養した場合(FCS 群)と、ヒト濃厚血小板製
剤で培養した場合(PL 群)の生物学的特性、ラ
ット脳梗塞に移植した場合の神経症状の推
移、MRI 上での遊走能などに変化がないかど
うかを検討した。その結果、BMSC はヒト濃
厚血小板製剤で培養されても、その生物学的
特性を失わず、in vitro での神経細胞への分
化能、神経栄養因子の産生能、ラット脳梗塞
モデルにおける遊走能、神経症状の回復促進
作用などに全く遜色がないことが判明した。
これらの結果は、現在、Neurosurgery 誌
(2011)に掲載された他、Translat Stroke Res 
誌、Cell Transplantation 誌に投稿中である。 
 
(13) 安全かつ効率的な BMSC 移植ルートの

検証 
ラット BMSC をラット脳梗塞モデルに直接
移植した場合、経静脈的に移植した場合の神
経症状の推移を観察するとともに、移植した
BMSC を光イメージングにて追跡した。その
結果、経静脈的に移植した場合は神経症状の
有意な改善はみられず、光イメージングでも
脳内に BMSC を確認することはできなかっ
た。これに対して、BMSC を直接移植した場
合は神経症状が有意に回復したほか、光イメ
ージングにおいても脳梗塞周囲に BMSC が
集積していく様子が確認された。現在、この
成果を Exp Neurol 誌に投稿中である。 
 
(14) 慢性脳循環不全における BMSC 移植の

治療効果 
ラット両側頚動脈閉塞モデルは大脳白質に
組織障害を招来して記憶学習障害をきたす

ことが古くから知られている。この研究では、
本モデルに BMSC を移植して Morrisの水迷
路試験による治療効果の検証を行なった。そ
の結果、BMSC 移植はラットの障害された記
憶学習障害を有意に改善することが判明し
た。この成果はDement Geraitr Cogn Disord
誌(2010)に掲載された。 
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