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研究成果の概要（和文）：ヒト頭蓋骨骨髄細胞は神経堤発生と考えられ、これまでの腸骨由来骨髄細胞と比較してより
神経再生に有利であると仮説を立て、それを検証した。骨髄間質細胞を培養する際にはその培養効率および未分化性の
維持のために微少重力を応用して用いた。ラットにおいては通常の骨髄間質細胞も微少重力を応用することで、優れた
神経再生のソースとなることを示した。ヒト頭蓋骨骨髄細胞はこれまで報告がなかったが、我々は初めて体外での培養
に成功し、その優れた神経分化能を証明した。

研究成果の概要（英文）：Human cranial bones are thought to originate from the cranial neural crest that pl
ays important role for constructiong central nervous systems in the embryo. In this study, we have investi
gated human cranial bone marrow derived stem cell (hcBMSC) capacities for neural differentiation. We cultu
red BMSC under simulated microgravity conditions to facilitate functional recovery from neural injury.
We show that hcBMSC has potency to differentiate into neural lineages better than the BMSC deriverd from i
lliac bone,  and would be a novel alternative source of autologous adult stem cells for neural regenerativ
e therapy.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1． 研究開始当初の背景 
（1） 重症神経疾患においては十分な機

能回復が望めないのが現状である．骨髄間

質細胞(Bone marrow stromal cells: 

BMSC)に含まれる間葉系幹細胞は，腫瘍

化の危険が低く安全性が高いこと，比較的

入手しやすい組織から得られること，多様

な栄養因子やサイトカインを産生し障害

組織に対して組織保護効果や抗炎症作用，

アポトーシス調整作用をもたらすことな

どが報告され，神経再生医療における有力

な細胞ソースと考えられている．  

（2） 近年発見された歯髄幹細胞は骨髄

や臍帯血由来幹細胞と比較し，抗軸索伸長

抑制因子効果やオリゴデンドロサイトに

特異的に分化し髄鞘の再生に貢献するな

ど神経再生効果に特徴があったと報告さ

れている (Sakai K, et al. J Clin Invest 

2012;122:80-90)．このように骨髄採取部

位により細胞特性が異なることも報告さ

れている． 

（3） 元来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胚葉を超

えて分化することが知られているが，他の

胚葉由来の細胞には分化効率が劣ってし

まうことが難点である．間葉系幹細胞を効

率良く神経分化させるために，我々は発生

学的見地から、神経堤細胞由来である頭蓋

骨骨髄に着目した．  

２．研究の目的 

（1） 新しい骨髄間質細胞のソースとし

てヒト頭蓋骨から骨髄間質細胞を採取し，

主に神経分化についてのその分子生物学

的特徴を検討する．実際の神経再生治療へ

の臨床応用を見据え，モデルラットを用い

た研究を行う．またヒト BMSC は模擬微

小重力環境下で培養を行うことで細胞分

化制御や移植時の組織再生を効率的に行

える可能性があり，模擬微小重力環境を応

用した研究も行う．  

（2） ヒト頭蓋骨骨髄を用いた研究の前

段階として，まず骨髄由来 BMSC よりの

神経分化誘導をより効率的に行い，実際の

神経機能評価を行うため，ラット骨髄より

採取した BMSC から神経細胞の分離増

殖・分化において微小重力環境を応用する．

また分離した BMSC を実際に脊髄損傷モ

デルに移植し神経機能再生の評価（運動感

覚機能改善の評価）を行う． 

（3） 脳神経外科手術においてボランテ

ィアより得られるヒト頭蓋骨由来 BMSC 

(human cranial BMSC: hcBMSC)を樹立し，

神経系細胞への分化誘導し，免疫不全脊髄

損傷ラットへ移植して神経細胞機能の評

価をする． 
 
３．研究の方法 

5週齢Fischer/F344ラットの大腿骨と脛骨

より骨髄細胞を採取し，接着細胞を培養細胞

（rBMSCs）として，1G 環境下にて 7 日間培

養を行った群(1G 群)と，3D-clinostat を使用

した模擬微小重力環境下にて 7日間培養を行

った群（CL 群）に分けた．各群で形態学的

観察を行うとともに， Oct-4（未分化マーカ

ー），CXCR4（細胞遊走因子受容体マーカー）， 

NGF および BDNF（神経栄養因子）の mRNA

発現を RT-PCR で観察した．また各群で免疫

染色にて CXCR4 陽性率を算出した． 

続いて成体雌ラットに Weight drop 

method により脊髄損傷を作成し，脊髄損傷

作成直後に PKH26 にて標識した 1G/CL 両群

の rBMSCs を移植した．移植実験群(n=29)

は，①脊髄損傷直後に PBS の静脈注射を行

ったラットをコントロール群（以下，Cont

群，n=11），②1G 環境下で 7 日間培養をした

rBMSCs を脊髄損傷直後に移植したラット

(1G 群，n=11)，③模擬微小重力環境下で 7

日間培養した rBMSCs を脊髄損傷直後に移

植したラット（CL 群，n=7）の 3 群に分けた．

細胞移植は尾静脈より一匹あたり 3.0 × 10５ 

個の rBMSCs を経静脈投与した．脊髄損傷か



ら 21

inclined plane task

髄を摘出して凍結標本とし

態観察した．また摘出脊髄標本で

経細胞分化マーカー）と

分化マーカー）の蛍光免疫染色，及びアポト

ーシス促進マーカーとして

ス抑制マーカーとして

疫染色を行いその陽性率を群間比較検討し

た． 

ヒト頭蓋骨骨髄間質細胞

な樹立培養を血清培地下で行

た．血清培地下ではコントロール群として腸

骨由来

た hcBMSC

への分化誘導を行

ーを

いその特性を

hcBMSC

へ移植実験を行った．

 
４．研究成果

CL

が多く，

強くみられた．

差はみられなかった．

おいて

value < 0.01)

移植後のラットの運動機能変化は

の 2 群と比較し有意な改善がみられた（

value < 0.01

では，

組織の空洞化が観察された．空洞面積率は

CL 群で有意に小さかった（

細胞移植をした

傷部周囲に

細胞が観察された．

り多く集簇して観察された．移植細胞の一部

では，

た． 

群では

21 日間，後肢運動機能評価を

inclined plane task

髄を摘出して凍結標本とし

態観察した．また摘出脊髄標本で

経細胞分化マーカー）と

分化マーカー）の蛍光免疫染色，及びアポト

ーシス促進マーカーとして

ス抑制マーカーとして

疫染色を行いその陽性率を群間比較検討し

 

ヒト頭蓋骨骨髄間質細胞

な樹立培養を血清培地下で行

血清培地下ではコントロール群として腸

骨由来 BMSC と増殖能を

hcBMSC の分化能を検討するため、

への分化誘導を行

ーを FACS にて確認し

いその特性を RT-

hcBMSC を培養し，

へ移植実験を行った．

４．研究成果 
CL 群では 1G 群に比べ小型で球形の細胞

が多く，Oct-4 と

強くみられた．NGF

差はみられなかった．

おいて CXCR4 陽性率が有意に高かった（

value < 0.01)． 

移植後のラットの運動機能変化は

群と比較し有意な改善がみられた（

value < 0.01）．脊髄損傷

では，3 群共に脊髄後索から中心部の損傷と

組織の空洞化が観察された．空洞面積率は

群で有意に小さかった（

細胞移植をした 1G

傷部周囲に PKH26

細胞が観察された．

り多く集簇して観察された．移植細胞の一部

では， NF-H および

 脊髄損傷領域及び周辺部において，

群ではBax陽性率が他の

日間，後肢運動機能評価を

inclined plane task を用いて行い，

髄を摘出して凍結標本とし H&E

態観察した．また摘出脊髄標本で

経細胞分化マーカー）と GFAP

分化マーカー）の蛍光免疫染色，及びアポト

ーシス促進マーカーとして Bax

ス抑制マーカーとして Bcl-2 と

疫染色を行いその陽性率を群間比較検討し

ヒト頭蓋骨骨髄間質細胞 hcBMSC

な樹立培養を血清培地下で行

血清培地下ではコントロール群として腸

と増殖能を比較検討した

の分化能を検討するため、

への分化誘導を行った．間葉系幹細胞

にて確認した．神経分化誘導を行

-PCR 等で検索した．

を培養し，免疫不全脊髄損傷ラット

へ移植実験を行った．  

群に比べ小型で球形の細胞

と CXCR4 の mRNA

NGF，BDNF の発現は両群で

差はみられなかった．CL 群では免疫染色に

陽性率が有意に高かった（

 

移植後のラットの運動機能変化は

群と比較し有意な改善がみられた（

）．脊髄損傷 21 日後の

群共に脊髄後索から中心部の損傷と

組織の空洞化が観察された．空洞面積率は

群で有意に小さかった（p

1G 群と CL 群では，脊髄損

PKH26 の赤色蛍光を発する移植

細胞が観察された．CL 群では移植細胞がよ

り多く集簇して観察された．移植細胞の一部

および GFAP の発現が観察され

脊髄損傷領域及び周辺部において，

陽性率が他の2群より有

日間，後肢運動機能評価を BBB scale

を用いて行い，その後脊

H&E 染色にて形

態観察した．また摘出脊髄標本で NF-H（神

GFAP（グリア細胞

分化マーカー）の蛍光免疫染色，及びアポト

Bax，アポトーシ

と Survivin の免

疫染色を行いその陽性率を群間比較検討し

hcBMSC の効率的

な樹立培養を血清培地下で行う研究を行っ

血清培地下ではコントロール群として腸

比較検討した．

の分化能を検討するため、3 胚葉

った．間葉系幹細胞マーカ

神経分化誘導を行

等で検索した．

免疫不全脊髄損傷ラット

群に比べ小型で球形の細胞

mRNA の発現が

の発現は両群で

群では免疫染色に

陽性率が有意に高かった（

移植後のラットの運動機能変化は CL 群で他

群と比較し有意な改善がみられた（p

日後の H&E 染色

群共に脊髄後索から中心部の損傷と

組織の空洞化が観察された．空洞面積率は

p value < 0.05

群では，脊髄損

の赤色蛍光を発する移植

群では移植細胞がよ

り多く集簇して観察された．移植細胞の一部

の発現が観察され

脊髄損傷領域及び周辺部において，

群より有意に低く

BBB scale，

その後脊

染色にて形

（神

（グリア細胞

分化マーカー）の蛍光免疫染色，及びアポト

，アポトーシ

の免

疫染色を行いその陽性率を群間比較検討し

の効率的

研究を行っ

血清培地下ではコントロール群として腸

． ま

胚葉

マーカ

神経分化誘導を行

免疫不全脊髄損傷ラット

群に比べ小型で球形の細胞

の発現が

の発現は両群で

群では免疫染色に

陽性率が有意に高かった（p 

群で他

p 

染色

群共に脊髄後索から中心部の損傷と

組織の空洞化が観察された．空洞面積率は

value < 0.05）．

群では，脊髄損

の赤色蛍光を発する移植

群では移植細胞がよ

り多く集簇して観察された．移植細胞の一部

の発現が観察され

脊髄損傷領域及び周辺部において，CL

意に低く

（p

群と比較して有意に高かった（

0.01

上記結果は

2013, 4:35

hcBMSC

のもと，

アから頭蓋骨骨髄間質細胞を採取し

ることに成功した．

トロールと遜色無く，

 

またこれを神経分化誘導したところ、

とに

分化マーカーを強く発現していた．

 

hcBMSC

を免染にて

マーカーが高い陽性率であることを確認し

た．免疫不全脊髄損傷モデルラットへの

図

図

p value < 0.01

群と比較して有意に高かった（

0.01）． 

上記結果はStem Cell Research & Therapy 

2013, 4:35にて掲載された．

hcBMSCの研究においては

のもと，脳神経外科手術においてボランティ

アから頭蓋骨骨髄間質細胞を採取し

ることに成功した．

トロールと遜色無く，

またこれを神経分化誘導したところ、

とにコントロール群と比較して分化後に神経

分化マーカーを強く発現していた．

hcBMSC の外胚葉（

免染にて確認し，

マーカーが高い陽性率であることを確認し

た．免疫不全脊髄損傷モデルラットへの

1：hcBMSCの形態と増殖能を示す

図 2：神経分化後の

value < 0.01），Survivin

群と比較して有意に高かった（

Stem Cell Research & Therapy 

にて掲載された．

の研究においては，

脳神経外科手術においてボランティ

アから頭蓋骨骨髄間質細胞を採取し

ることに成功した． hcBMSC

トロールと遜色無く，

またこれを神経分化誘導したところ、

コントロール群と比較して分化後に神経

分化マーカーを強く発現していた．

胚葉（骨、軟骨、脂肪）分化能

確認し，FACS にて間葉系幹細胞

マーカーが高い陽性率であることを確認し

た．免疫不全脊髄損傷モデルラットへの

の形態と増殖能を示す

：神経分化後の hcBMSC の分化マーカーを示す

Survivin 陽性率は Cont

群と比較して有意に高かった（p value < 

Stem Cell Research & Therapy 

にて掲載された． 

，倫理委員会承認

脳神経外科手術においてボランティ

アから頭蓋骨骨髄間質細胞を採取し，樹立す

hcBMSCの増殖能はコン

 

またこれを神経分化誘導したところ、驚くこ

コントロール群と比較して分化後に神経

分化マーカーを強く発現していた． 

骨、軟骨、脂肪）分化能

にて間葉系幹細胞

マーカーが高い陽性率であることを確認し

た．免疫不全脊髄損傷モデルラットへの

の形態と増殖能を示す 

の分化マーカーを示す

Cont

value < 

Stem Cell Research & Therapy 

倫理委員会承認

脳神経外科手術においてボランティ

樹立す

増殖能はコン

驚くこ

コントロール群と比較して分化後に神経

 

 

骨、軟骨、脂肪）分化能

にて間葉系幹細胞

マーカーが高い陽性率であることを確認し

た．免疫不全脊髄損傷モデルラットへの移植

の分化マーカーを示す 



実験も行ったが，コントロール群と差は見ら

れなかった．これらの結果から，hcBMSC は

神経分化の幹細胞ソースとして高いポテン

シャルを有することが示唆された． 
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