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研究成果の概要（和文）：本研究では、自己の骨髄幹細胞による細胞移植治療が難治性神経変性疾患の制圧に向けた治
療体系の新たな選択肢になりうるか否かを明らかにすることを目的とした。ヒト骨髄間葉系幹細胞の静脈内投与は6-OH
DA線条体導入パーキンソン病モデルラットに対し，メタンフェタミン誘発異常旋回運動を抑制し， 6-OHDA誘導ドーパ
ミン神経細胞死を有意に抑制していることが確認された。また，Iba1を用いたミクログリア活性比較解析においてヒト
骨髄間葉系幹細胞移植によりミクログリア活性抑制効果が認められた。以上より，ヒト骨髄間葉系幹細胞はパーキンソ
ン病の進行性の神経変性に対して神経保護作用を示す可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To explore a novel therapy against Parkinson disease, we evaluated the therapeutic
 effects of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (hBM-MSCs) in 6-OHDA induced Parkinson diseas
e model rats. Intravenous administration of hBM-MSCs inhibited methamphetamine-stimulated rotational behev
ior at 7, 14, 21 and 28 days after transplantation. Rats injected with hBM-MSCs displayed significant pres
ervation of tyrosine hydroxylase (TH)-positive fibers in the striatum and the number of TH-positive neuron
s in the substantia nigra compacta (SNpc). In contrast, the immunoreactivity of ionized calcium binding ad
aptor molecule 1 (Iba1) was markedly inhibited by intravenous admnistration of hBM-MSCs. The findings that
 hBM-MSCs attenuate 6-OHDA-induced dopaminergic neurodegeneration and glial activation raise the possibili
ty that hBM-MSCs could be a novel therapeutic option to prevent Parkinson disease development.
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１．研究開始当初の背景 
日本は世界一の長寿・高齢化社会で、アル

ツハイマー病やパーキンソン病などの老年
性神経変性疾患が急増している。いずれも現
在の治療はアセチルコリンやドーパミンの
補充による対症療法であり、薬剤投与中もシ
ナプス脱落や神経細胞死が進行し、病状の進
行は阻止できない。長期にわたる介護に要す
る労働力不足、および医療経済的にも画期的
新規治療法の開発が必要である。 
神経変性疾患の特徴は、神経細胞の変性・

脱落とともに、アストロサイトやミクログリ
アの活性化や増殖といった多彩な応答が時
間的にも空間的にも惹起されていることで
ある。申請者らは、神経変性疾患に対する理
想的な治療法は、障害を受け細胞死に至る神
経細胞を保護し、生き残った神経細胞を修
復・再生すること、さらに細胞を補充・移植
し、機能する神経回路網を再構築することで
あると考えている。その方法の一つとして再
生医療が現実的かつ有望である。 
近年の生命科学の進歩により、自己複製能

と多分化能を有する幹細胞が発見されたこと
により、脳神経疾患に対しても再生医療とい
う新しい治療が期待されるようになった。再
生医療におけるドナー細胞の候補として、胚
性幹細胞（ES細胞）、人工多能性幹細胞（iPS
細胞）、神経幹細胞、骨髄幹細胞が有力である。
近年注目されているより未分化な幹細胞であ
るES細胞やiPS細胞の利用も考えられるが、
分化制御や治療効果の検証、腫瘍性等の安全
性の検証、倫理的な諸問題等により、早急な
実用化は期待できない。神経幹細胞の研究開
発も世界的に行われているが、問題点も多く
実 用 化 へ の 道 は 遠 い (Nat Rev Neurosci 
7:395-406,2006)。細胞の入手方法として、堕
胎児由来の神経幹細胞を用いる方法と成人脳
由来の神経幹細胞を用いる方法が考えられる。
堕胎児を使用することは、倫理的問題も未解
決であり、一般的な医療として広く定着する
とは安易に推測できない。一方、成人脳由来
の神経幹細胞を用いる場合は、自己の細胞を
使用でき得る利点はあるが、正常の脳組織の
一部を採取することが必要であり、組織採取
手術の危険性は皆無でないことを考慮すると、
比較的侵襲度の高い治療と言わざるを得ない。
また、同細胞を培養して治療に必要な細胞数
まで増やすためには、長時間を要するため速
やかな対応は困難である。我々は、上記問題
を解決すべく、自己の骨髄幹細胞を用いた細
胞移植療法に注目した。神経再生のドナー細
胞として有望である多分化能を有する幹細胞
は、神経幹細胞のような成人の臓器毎に存在
し臓器特異的に分化する臓器特異的幹細胞の
他に、trans-differentiationが可能な未熟な臓
器非特異的幹細胞がある。連携研究者の本望
は、これまでの基礎研究で、骨髄間葉系幹細

胞（MSC）が神経再生医療に極めて有用であ
ることを世界に先駆けて明らかにした。骨髄
中の細胞の中でも特に神経系細胞へ高率に分
化誘導が可能な、CD34(-)、CD45(-)、CD73(+)、
CD105(+)、SH2(+)、SH3(+)等の表面マーカ
ーの発現プロファイルにより特徴付けられる
MSCを同定し、この細胞を神経系細胞へ分化
誘導する方法を開発し、多くのin vivoの動物
実験を経て、既に脳梗塞亜急性期の患者を対
象として自己由来のMSCを静脈内投与する
臨床研究をスタートしている。現在までのと
ころ重篤な副作用は認められなく、また、従
来の脳梗塞治療と比べて、治療効果が上がっ
ていることを示唆する所見も得られている。  

一方、神経変性疾患に対する骨髄幹細胞移
植研究は実験的にも臨床的にもほとんどな
されていない。臨床研究として、筋萎縮性側
索硬化症患者の脊髄へ MSC を移植し症状の
進行の抑制や筋力アップを認めたとの報告
(Mazzini L et al. Amyotroph Lateral Scler Motor 
Neuron Disord 4:158-161, 2003)や多系統萎縮
症患者へ MSC を動脈内および静脈内投与し
て症状および脳代謝の改善を認めたとの報
告 (Lee PH et al. Clin Pharamacol Ther 
83:723-30,2008)がある。しかしながら、臨床
応用を始める前には疾患モデル動物を用い
た詳細な基礎研究が必須である。研究代表者
の下濱はこれまでアルツハイマー病やパー
キンソン病の発症機序の解明ならびに新た
な治療法の開発を目指して、剖検脳の生化学
的解析や神経変性疾患の細胞および動物モ
デルの作製を進め、神経栄養因子、神経伝達
物質、サイトカインなど生理活性物質の神経
保護作用とその分子機構を研究してきた
(Proc Natl Acad Sci USA 86: 9011-4,1989; 
99:3288-93,2002; Neuron 15: 253-7,1995; Ann 
Neurol 42:159-63,1997; 44:110-9,1998; 
44:796-807,1998; FASEB J 14:1202-14,2000; 
16: 601-03,2002; J Biol Chem 
276:13541-46,2001;278:12130-4,2003;279:1071
0-9,2004; 282: 4364-72, 2007; 
282:15823-32,2007; J Neurosci 21: 3017-23, 
2001; JAMA 293:932-,2005; Am J Pathol 
175:17-24, 2009）。また、脳構成細胞の１つで
あるミクログリアの脳移植が脳内 Aβ除去に
有効であることを動物実験で明らかにした
（FEBS. Lett. 581: 475-478, 2007)。近年、国外
のいくつかの研究グループにより、骨髄造血
系幹細胞の骨髄単核球細胞がミクログリア
に分化し得ること（Exp. Neurol. 186:134-144, 
2004; FASEB J. 18: 998-1000, 2004; Neurobiol. 
Dis. 18:134-142, 2005）、さらに、脳内に Aβプ
ラークを形成する遺伝子改変マウスに末梢
よりマウス由来の骨髄幹細胞やヒト臍帯血
細胞を移植すると、骨髄幹細胞はミクログリ
アに分化し Aβプラークに集積することが報
告された（Neuron 49:489-502, 2006, Stem Cells 



Dev 17:423-439,2008）。また、パーキンソン病
モデル動物への MSC 脳内移植により機能改
善を示したとの研究報告もなされている（J. 
Neurochem. 107:141-151, 2008）。本研究は、骨
髄幹細胞移植を神経変性疾患に対する新規
治療法として開発するために、動物実験によ
り科学的根拠に基づく有効性と安全性の評
価を行うことを目的に計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アルツハイマー病およびパー
キンソン病モデル動物に骨髄幹細胞（骨髄間
葉系幹細胞および骨髄単核球細胞）を移植し、
病態に対する（１）治療効果およびその作用
メカニズムを詳細に解析し、（２）作用メカ
ニズムに基づく治療効果の増強方法を検討
することにより、（３）自己の骨髄幹細胞に
よる細胞移植治療が難治性神経変性疾患の
制圧に向けた治療体系の新たな選択肢にな
りうるか否かについて判断できる基礎的資
料を提供することを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）移植細胞の調製・培養 

神経系細胞への分化能，遊走能およびケモ
カインや神経栄養因子分泌能を有する，骨髄
間葉系幹細胞を移植細胞として用いた。骨髄
間葉系幹細胞は線維芽細胞様の紡錘形の接
着細胞であり，血清培地，プラスチック培養
皿を用い 37℃、5% CO2 インキュベーター内
で特性を維持した状態で培養可能である。以
前よりマウスおよびラット骨髄間葉系幹細
胞の分離・培養方法は確立しているが（Brain 
Res. 1123:27-33, 2006），今回の研究では臨
床応用を念頭にヒト骨髄由来間葉系幹細胞
(hBM-MSC)を選択した。表面マーカープロフ
ァイルが検証済の hBM-MSCを購入し上記条件
下にて培養した。移植に用いる細胞の継代数
は 6回までとした。 
 
（２）パーキンソン病ラット作製，細胞移植 
9 週齢 200-240g の Sprague–Dawley 雌性ラ
ットをケタミン、キシラジン深麻酔下で脳定位
装置に固定した。0.02%アスコルビン酸を含む
滅 菌 生 理 食 塩 水 を 溶 媒 に 用 い 、
6-hydroxydopamine（6-OHDA）40 nmol をそ
れぞれ左線条体背内側，腹外側にマイクロシ
リンジを用いて微量投与した。投与部位はブ
レグマを起点として前方 0.5 mm，左側方
2.5 mm，腹側 5.0 mm 及び後方 0.5，左側
方 4.2 mm，腹側 5.0 mm とし，incisor bar
を 3 mm 腹側に設定した。各溶液量は 5μL
とし 5 分間かけて投与と行い、投与後 5 分間
針を静置し、その後ゆっくりシリンジを引き上
げた。薬物投与後14日目にメタンフェタミン誘
発旋回運動を 120 分間測定し 1 分間あたりの
回転数が 6回転以上 20回転未満のラットをパ

ーキンソン病ラット（PD ラット）とし本研究の対
象とした。PD ラットを 2 群に分け，1 群を移植
群として左大腿静脈より 1 個体あたり
hBM-MSC1×107 個，PBS0.5 ml に希釈し投
与した。非移植群には溶媒として用いた PBS
のみを投与した。 
 
（３）移植群，非移植群の行動学的，免疫組織
学的比較解析・評価 
移植後 1 週間おきにメタンフェタミン誘発旋回
運動を測定し行動学的評価を行い，４週間の
観察の後，PBS，４%パラホルムアルデヒドでラ
ットを灌流固定した。ラット脳を摘出し 4%パラ
ホルムアルデヒドで後固定後，10%, 20%スク
ロースに浸漬した。その後，ラット脳を急速凍
結しクリオスタットを用いて薄切切片を得た。
抗 tyrosine hydroxylase（TH）抗体を用いて免
疫組織化学染色を行い，線条体，中脳黒質
切片におけるドーパミン産生神経細胞の染色
性を免疫組織学的に比較した。また，抗
ionized calcium binding adaptor molecule 1
（ Iba1）抗体を用いて同様に染色を行い， 
6-OHDA 投与部位である背内側線条体切片
におけるミクログリア活性を群間比較した。更
に組織切片を同一条件で撮像した顕微鏡画
像を用いて半定量的比較解析を行った。線条
体TH染色半定量比較解析はブレグマを基点
として 0.3 mm 前方，0.6 mm 後方，1.6 mm 後
方の切片を用い病側の線条体の光学濃度を
対側の大脳皮質との比から算出した。中脳黒
質 TH 陽性細胞半定量比較解析はステレオロ
ジーに基づき 240 µm 間隔，計 6 枚の中脳黒
質切片を使用し Stereo Investigator を用いて
解析を行った。ミクログリア活性の半定量化は
6-OHDA 投与背内側線条体切片のミクログリ
ア集積領域 4x1.5 mm2 を関心領域とし一定の
閾値のもと２値化し面積を算出した。統計処
理は Studentの t 検定を行い、有意水準 5%未
満を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
（１）メタンフェタミン誘発旋回運動解析 
移植１週目より移植群では非移植群に比し
有意にメタンフェタミンによる異常旋回運
動の低下がみられた。この抑制効果は移植４
週目まで維持された。 

 



（２）線条体 TH免疫染色比較解析 
非移植群では移植群に比較し，線条体におい
てびまん性に TH 染色の低下が認められた。
移植群では 6-OHDA 投与中心部での染色低下
は認められたものの，その周辺において染色
性が維持されていた。光学濃度比による比較
解析においても移植群では非移植群に比べ
有意に染色性が維持されていた。 
 

（３）中脳黒質 TH 免疫染色比較解析 
非移植群では移植群に比較し，中脳黒質緻密
層において TH陽性細胞の染色低下を認めた。
ステレオインベスティゲータを用いた比較
解析においても移植群では非移植群に比べ
有意に染色細胞数が維持されていた。 

 
（４）背内側線条体 Iba1染色比較解析 
非移植群でミクログリアは細胞体の肥大化，
突起の退縮を認め、活性型を示した。しか
し移植群では、ミクログリア突起を枝状に
伸長させた、細胞体の小さい静止型を観察
した。Iba1 染色面積を比較したところ移植
群において有意な面積の低下があることが
確認された。 
 

 
まとめ 
 本研究により，hBM-MSCが 6-OHDA線条体導
入 PD ラットに対し，メタンフェタミン誘発
異常旋回運動を抑制し，TH免疫組織学的染色
において 6-OHDA 誘導ドーパミン神経細胞死
を有意に抑制していることが確認された。ま
た，Iba1を用いたグリア活性比較解析におい
て hBM-MSCはグリア活性抑制効果が認められ
た。以上より，ｈBM-MSCはパーキンソン病の
進行性の神経変性に対して神経保護作用を
示す可能性があることが示唆された。 
 

図 1 6-OHDA 線条体投与後 hBM-MSC 移植，非移植

ラット群のメタンフェタミン旋回運動における経時変

化，平均値+標準誤差(SE),*P < 0.05, **P < 0.01 

図2 各群ラットにおける線条体TH免疫組織化学染色

像，半定量比較解析 

A：非移植群，B：移植群，C：各群ラットにおける線

条体 TH 光学濃度半定量解析  

Scale bar 2 mm，平均値+標準誤差，*P < 0.05.  

 

図３ 各群ラットにおける中脳黒質 TH 免疫組織化

学染色像，半定量比較解析 

A：非移植群，B：移植群，C：各群ラットにおける

中脳黒質 TH 免疫細胞数半定量解析 

Scale bar 200 µm，平均値+標準誤差， **P < 0.01 

図 4 各群ラットにおける線条体 Iba 免疫組織化

学染色像，定量比較解析 

A：非移植群，B：移植群，C：各群ラットにおけ

る線条体 Iba1 面積 

Scale bar 1 mm，平均値+標準誤差，*P < 0.05.  
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