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研究成果の概要（和文）：マウス由来のミクログリアを培養し、LPSによる活性化型ミクログリアモデルを採用
した。Lentivirus　vectorを用いてGFP遺伝子を導入した数ロットの臍帯由来間葉系細胞（UC-MSC）と共培養を
行った。生細胞タイムラプスイメージング装置により24時間共培養の観察、動線の追跡を行った。UC-MSCの動線
に関しては有意ではなく、活性化型ミクログリアと単層培養で被覆する様子が観察された。ミクログリアの傷害
に関して低分子蛍光色素JC-1を用いて、ミトコンドリアの膜電位によるJC-1の集積を測定した。それにより脱分
極を観察したがUC-MSC共培養群とコントロールで有意差はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：We cultured mouse-derived microglia and adopted an activated microglia model
 by LPS. They were co-cultured with several lots of umbilical cord-derived mesenchymal cells 
(UC-MSC) transfected with the GFP gene using a lentivirus vector. Observation of the co-culture for 
24 hours and tracking of movement lines were performed using a live-cell time-lapse imaging device. 
The UC-MSC movement line was not significant, and it was observed that they were covered with 
activated microglia and monolayer culture. Using the small fluorescent dye JC-1 for microglial 
injury, we measured the accumulation of JC-1 by the mitochondrial membrane potential. Depolarization
 was observed, but no significant difference was observed between the UC-MSC co-culture group and 
the control.

研究分野：新生児学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でUC-MSCが活性化型ミクログリアに遊走し被覆することが示され、以前我々が証明したUC-MSCの活性型ミ
クログリアの静止型ミクログリアへの特性変化に加え、UC-MSCの被覆保護作用が示唆された。ミトコンドリアの
脱分極に関してはUC-MSCとの共培養でも変化がみられず、更なる実験系の最適化が必要と考えられた。

※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 
間葉系細胞（Mesenchymal stem/stromal cell : MSC）は、骨髄中に存在する骨形成能を持つ細
胞として 1966年に報告され、1991年に CaplanらにMSCと名付けられて以降、体性幹細胞と
して近年広く研究が行われており、再生医療のための細胞製剤として注目されている。 
MSCには多分化能の他に、hepatocyte growth factor (HGF)、brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF)、glial-derived neurotrophic factor、basic fibroblast growth factor (bFGF)など様々な
液性因子を分泌することによる組織修復能や、HLA-DR の発現がなく indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO)、PGE2、HLA-G5などの因子を分泌することによる免疫調節能を有すると
報告されている。これらMSCの特性である組織修復能と免疫調節能は再生医療において非常に
注目されており、「組織傷害と炎症反応を伴う病態」に対して MSC は非常に良い治療薬となり
得るため、実際に MSC の脳神経系障害に対する臨床研究が既に数多く行われている（2020 年
9月現在、MSCを用いた臨床研究 1044件中；脊髄損傷 32件、神経変性疾患 52件、脳性麻痺 
8件 clinicaltrials.gov）。 
MSC のソースとして、成人ソースには骨髄、脂肪、軟骨など、胎児組織ソースとしては臍帯、
臍帯血、胎盤などがあるが、特に臍帯由来MSCは、①資源である臍帯が臍帯血同様医療廃棄物
として廃棄されてきたものであり、ドナーへの肉体的侵襲を伴わず、倫理的問題も少ない；②出
産に伴うため資源が豊富であり、臍帯血に比して採取・保管・輸送が簡易である；③胎盤と違い
母体因子の混入がない；④十分な免疫抑制能を兼ね備えながら低抗原性である、などの理由から
申請者は臍帯由来MSC（UC-MSC）に注目した。 
神経系障害に対する UC-MSCの働きとして、投与した UC-MSCが神経系細胞に分化するとい
う報告がある一方（Leite C et al. PLoS One. 30;9(10):e111059. 2014）、申請者は UC-MSCが
神経栄養因子を分泌することで神経保護効果を発揮することを報告したが（Mukai et al. 
Neuroscience. 355:175-187, 2017）、「保護」を最も端的に示す現象と考える「MSCが傷害され
た神経細胞まで遊走し、傷害因子から保護しようと神経細胞を被覆してその生存に寄与してい
るかどうか」はまだ報告されておらず、その解明には基礎研究が必須であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では「マウスのニューロン及びミクログリア初代培養傷害モデルを用いたUC-MSCの遊
走能と被覆保護（Injured cells covering）の検討」を行うことを目的とした。 
マウスのニューロン、ミクログリアは細胞株ではなく初代培養を用いることで細胞株を用いる
よりも生体に近いモデルを作成するとともに、傷害方法として脳梗塞（低酸素虚血）を再現する
ため oxygen-glucose deprivation（OGD）による傷害モデルを作成する。また、一般的な共培養
は単層で行われているが本研究では単層培養に加えコラーゲンゲルを用いた 3 次元共培養によ
る 3D構築解析を用いることで、より遊走・被覆保護が理解しやすいモデル作成を目指す。また
生細胞タイムラプスイメージング装置により 24時間観察することで UC-MSC の遊走を動線と
して追跡する。 
現在数多く行われている脳神経系障害に対する MSC を用いた臨床研究の多くは MSC を髄注
（Intrathecal; IT）もしくは静注（Intravenous; IV）で投与しているが、IVでは投与したMSC
の多くは肺でトラップされ、また血液脳関門（blood-brain barrier, BBB）を通過できずに主に
液性因子によるparacrine effectを期待することとなる。本研究でMSCの Injured cells covering
が傷害細胞の生存に重要であると解明された場合は、より ITの方が血液脳関門を介さずに傷害
細胞付近まで MSC を到達させることができる可能性がある意味で非常に有用な基礎研究であ
ると考えた。 
 
３．研究の方法 
マウス由来のニューロンとミクログリアを MACS により磁気分離した後、単層あるいはハイドロ
ゲル内で培養する。単層培養とゲル内 3 次元培養で OGD による傷害程度が異なることが予想さ
れるため、OGD 時間について 1時間～6時間程で最適時間の同定を行う。 
Lentivirus  vector を用いて数ロットの UC-MSC へ GFP 遺伝子を導入する。 
OGD による傷害が確認された後、UC-MSC と液体培地あるいはハイドロゲル培地で接触系の共培
養を行う（右図はトランスウェルを用いた非接触系の共培養）。 
生細胞タイムラプスイメージング装置により 24 時間共培養の観察、動線の追跡を行う。ニュー
ロン、ミクログリアを MAP2、Iba1 でそれぞれ染色して位相差顕微鏡と共焦点レーザー顕微鏡に
より観察する。また、UC-MSC を GFP で検出する。 
傷害ミクログリアの形態変化とともにミトコンドリア脱分極の程度を、UC-MSC 共培養の有無で
比較検討する 
 
４．研究成果 
マウス由来のニューロンとミクログリアを培養し、OGD による傷害を作成しようとしたが傷害の



程度が一定せず再現性に乏しいため、LPS による活性化型ミクログリアモデルを採用することと
した。Lentivirus vector を用いて GFP 遺伝子を導入した数ロットの臍帯由来間葉系細胞（UC-
MSC）と共培養を行った。生細胞タイムラプスイメージング装置により 24 時間共培養の観察、動
線の追跡を行った。UC-MSC の動線に関しては傷害の有無で有意ではなく、活性化型ミクログリ
アと単層培養で被覆する様子が観察された。ミクログリアの活性化に関して脱分極を観察した
が、LPS により脱分極は常に認められ、LPS 活性化後の UC-MSC 共培養群とコントロールで有意差
はみられなかった。 
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