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研究成果の概要（和文）： 

 プリオン感染動物の神経病変部へ MSCs が走化する際に関与するケモカインおよびそれらの
レセプターを同定するために、in vitro走化試験により走化に関与する因子を解析した。また、
プリオン感染マウス脳に移植した MSC上でのレセプターの発現を解析した。その結果、MSCs 上
に発現する CCR3、CCR5、CXCR3、CXCR4、およびそのリガンドとの相互作用が、MSCs のプリオン
病神経病変部への走化に関与することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In vitro migration assay was carried out to investigate chemoattractive factors for 
MSCs in the brain lesions of prion-infected mice. In addition, expression of chemokine 
receptor on MSCs that had been transplanted in the brain of prion-infected mice was 
analyzed. The combined in vitro and in vivo analyses suggest that CCR3, CCR5, CXCR3 and 
CXCR4 and their corresponding ligands are involved in the migration of hMSCs to the brain 
lesions caused by prion propagation. 
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１．研究開始当初の背景 

 間葉系幹細胞(MSCs)の自己移植は、心筋梗
塞での臨床研究が始まっており、一部で機能
回復が認められている。 
 MSCs を脳虚血や脳腫瘍モデルラットの末
梢から投与しても、MSCsは神経病変部位に移
行して機能回復をもたらす。MSsC が神経変性
疾患で機能回復をもたらす機構として、血管
新生作用、神経栄養因子の産生による神経保
護作用、グリア細胞や神経細胞への分化によ
る神経組織修復、などが考えられるが、詳細
は不明であった。 

 
２．研究の目的 
 多能性幹細胞を用いる再生・細胞医療は、
アルツハイマー病、プリオン病などの難治性
神経変性疾患の治療法として期待されてい
る。脳梗塞の臨床研究では、患者の骨髄から
採取した MSCs を末梢から移植することで、
機能回復が認められた症例もある。MSCs は末
梢から移植しても神経病変部に走化すると
いう特徴を有するが、その機構は殆ど判って
いない。そこで本研究では、MSCsの神経変性
疾患病変部への走化に関わる分子群を同定
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して、走化機構を理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 中枢神経系組織実質内の走化機構を解
析するための走化試験。 

①走化に関わる宿主側の分子を解析する
ため、トランスウエルの外側に抗体で前
処理した脳乳剤を、内側に hMSCs を加え
て、低酸素下(5% O2)で24時間培養した。
走化に関与する hMSsC側の分子を調べる
場合は、hMSCsの表面に発現するサイト
カイン、ケモカイン、あるいは増殖因子
の受容体に対する抗体で hMSCsを前処理
した。 

②トランスウェルの外側に移動した
hMSCsを NIH Image J を用いて定量解析
した。 

③走化を阻害した抗体が認識する hMSCs
側受容体の発現は、RT-PCR、およびフロ
ーサイトメーターにより解析した。 

 
(2)血管内皮を通過する機構を解析するため
の走化試験。 

①ヒト臍帯血管内皮細胞(Huvec)をトラン
スウエル内で培養した。タイトジャンク
ションの形成は、ウエル内外の電気抵抗
値を測定して確認した。 

②トランスウエルの外側に、抗体で前処理
したプリオン感染マウス脳乳剤を加し
た。 

③Huvecの単層培養が完成したトランス
ウエルの内側に hMSC を加え、37℃、12
時間培養し、トランスウエル外側に移行
した hMSCsを NIH Image J を用いて定量
解析した。 

④MSCs上に発現する受容体に加え、血管
内皮細胞に発現しマクロファージの接
着に関わる VCAM, P-selection などに対
する抗体でも阻害試験を行なった。 

 
(3) in vitro走化試験で絞り込まれた hMSCs
側分子の発現解析。 

①左側視床に移植した hMSCs は脳梁を通
って反対側海馬などの病変部に移動す
ることが知られている。そこで、hMSCs
を左側視床に移植後、脳梁に存在する
hMSCs を走化中、反対側海馬に達した
hMSCs を定着状態にあると見なした。当
該分子と-galに対する抗体の蛍光二重
染色により、脳梁に存在する hMSCs で発
現する分子と(走化に関わる分子)、反対
側海馬に存在する hMSCsで発現する分子
(定着に関わる分子)を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) in vitro 走化試験 
 in vitro 走化試験では、CCR3 とそのリガ

ンド（CCL5, CCL7, CCL24）、CCR5とそのリガ
ンド（CCL3-5）、CXCR3とそのリガンドである
CXCL10、CXCR4とリガンドである CXCL12に対
する抗体が、MSCsのプリオン感染マウス脳抽
出物への走化を阻害した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．In vitro 走化試験による、走化に
関わるケモカインおよびそのレセプター
の探索。(a)レセプターに対する抗体、(b)
ケモカイン、サイトカインに対する抗体を
用いて走化阻害試験を行った。 

 
 
(2) 走化に関与する因子の培養細胞系での
発現。 
 フローサイトメーターおよび間接蛍光抗
体法によりプリオン感染マウス脳抽出物で
刺激した MSCで、CCR3、CCR5、CXCR3、CXCR4
が発現すること、遺伝子発現レベルも未刺激
のものと比べて上昇することから、これらの
ケモカインとそのレセプターの相互作用お
よびこれを介するシグナルは、MSC の神経病
変部への走化に関与することが示唆された。 
 
(3) 脳内に移植した MSCにおける走化に関
与する因子の発現。 
 In vitro走化試験の結果により絞り込まれ
た因子について、プリオン感染マウス脳に移
植した MSCs 上でのレセプターの発現を解析
した。左側視床に移植した hMSCs は脳梁を通
って反対側海馬に移動することが知られて
いるので、hMSCs を左側視床に移植後、脳梁
に存在する hMSCsを走化中と見なして、解析
した。その結果、MSCs 上に発現する CCR3、



CCR5、CXCR3、および CXCR4 が、MSCの神経病
変部への走化に関与することを明らかにし
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. プリオン感染マウス脳内に移植し
た MSCs 上でのケモカインレセプターの発
現。 

 
(4) 血管内皮通過機構の解析 
 臍帯静脈上皮細胞を用いて、MSC が血管内
皮細胞を通過して脳実質内に移行する機構
を解析した。プリオン感染脳乳剤を抗 CCL5
抗体、抗 IL-1β 抗体、あるいは抗 TNF-α 抗
体で処理すると、臍帯静脈上皮細胞を通過す
る MSCs が減少した。臍帯静脈上皮細胞をプ
リオン感染脳乳剤で刺激すると、ICAM-1, 
VCAM-1 の接着因子の発現が増加するが、抗

CCL5抗体、抗 IL-1β抗体、あるいは抗 TNF-α
抗体で処理したプリオン感染脳乳剤で臍帯
静脈上皮細胞を刺激すると ICAM-1 の発現が
認められなくなった。従って、CCL5, IL-1β, 
TNF-αなどのサイトカイン、ケモカインが血
管内皮細胞を刺激して接着因子の発現を増
加させることが、MSCsの血管内皮細胞の通過
に関与することが示唆された。 
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