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研究成果の概要（和文）：ヒト骨髄間葉系幹細胞（hMSCs）は，近年，組織修復能が着目されている。本研究は，hMSCs
の組織修復機構を明らかにするために行われた。特に，我々はhMSCsとマクロファージ（MP）と脳内の局在性マクロフ
ァージであるマイクログリア（MG）の相互作用に着目した。hMSCsは培養MGとの共培養においてインターフェロンγ刺
激により産生される一酸化窒素（NO）合成酵素とNOの産生を細胞数依存的に抑制した。さらに，虚血海馬ホモジネート
を培養hMSCsに暴露すると多数のケモカインを含む98遺伝子の上昇を認めた。その中のCCL2の産生は細胞死の誘導に関
与する炎症性サイトカインが制御することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Human bone marrow derived mesenchymal stem cells (hMSCs) attract the attention of 
tissue repair during several diseases. The purpose of the preset study is to determine the mechanism of 
hMSCs on tissue repair. In particular, we focused on the relationship between hMSCs and macrophages and 
microglia. hMSCs suppressed inducible nitric oxide synthase (iNOS) and NO production from BV-2 microglia 
after interferon-γ stimulation in the cell number dependent fashion. Moreover, by the transcriptome 
analysis, hMSCs cultured with ischemic hippocampal homogenate increased 98 transcriptomes including 
chemokines. Further analysis was determined a chemokine, CCL2 from hMSCs was regulated by inflammatory 
cytokines induced by ischemic stress.
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１．研究開始当初の背景 
骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）は，骨髄

由来の間葉系幹細胞の総称であり，プラスチッ
クシャーレへの易接着性や骨・軟骨細胞や脂肪
細胞を始め，様々な細胞への多分化能に特徴
付けられる。MSCs は発見当初，幹細胞として再
生医療のツールとして注目されたが，それに加
え，免疫調節作用が近年着目されている（Nauta 
and Fibbe，Blood 2007； Uccelli ら，Nat Rev 
Immunol 2008）。申請者はhMSCs が，神経細胞
死抑制に関わるサイトカインや成長因子を微小
環境の変化に応じ産生することから，hMSCs の
虚血性神経細胞死抑制作用の解析に取り組み，
hMSCs が，脳虚血２４時間後に脳へ移植しても
虚血性神経細胞死を７５％抑制し，運動機能の
速やかな回復を認める「hMSCs の脳虚血性神
経細胞死を抑制する新たな機能」を見い出した
（Ohtaki ら，PNAS2008)。ヒトおよびマウスマイク
ロアレイなどの解析により，その作用は hMSCs
が脳内の免疫担当細胞であるマクロファージ/マ
イクログリア（MG/MP）の活性化を調節・協調し，
MG/MP が細胞殺傷性の強い古典的活性化型
でなく，細胞保護性の強い代替経路型へ活性
化することを解明した。この hMSCs の免疫調節・
抗炎症を介した組織損傷抑制作用はその後，
脳虚血時だけでなく心筋梗塞や全身性ショック
の際にも同様であることが追試された（Lee ら，
Blood 2009，Nemeth ら Nat Med 2009)。 

一方，下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化
ペプチド（PACAP）は，脳虚血神経細胞死抑制，
抗アポトーシス，抗酸化，および神経幹細胞分
化誘導作用を有することが申請者らにより明らか
にされている（Ohtaki ら，PNAS 2006; Ohtaki ら，
J Mol Neurosci 2008 および 2010；Matsuno，
Ohtaki ら Regul Pept 2008）。申請者は，脳虚血
後の脳内において hMSCs を移植することにより
脳内の PACAP 遺伝子が約５倍に増加すること
を見出している。さらに，hMSCs は神経の再生
を促すことが報告されているが，PACAP もまた，
神経幹細胞分化誘導能が示されている。さらに，
PACAP および hMSCs ともに抗炎症性に働くこと
が示されているが両者の関連性は不明である。 
２．研究の目的 

申請者は，hMSCs の神経損傷時の役割を
明らかにするために脳虚血モデルを中心に，代
替経路型マイクログリアおよびマクロファージ
（MG/MP）とのコミュニケーションがどのように行
われているかを動物モデル，培養細胞および ex 
vivo による解析を行うことを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）BV-2 と hMSCs の共培養： 

1.25 – 20×104 の hMSCs を 6 穴プレートに

接 着 さ せ ， BV-2 (1x106) を 加 え た 。 直 ち に
vehicle もしくは IFNγ を加え，最大４８時間培養
液中に増加する CCL2 を ELISA にて計測した。
細胞は trypsin/EDTA により剥離し mRNA を抽
出した。cDNA を作成しマイクロアレイに供した。 
（１）脳虚血マウスの作成： 

マウス脳虚血は申請者の論文(Ohtaki ら
PNAS 2008)に従い，全身麻酔下において 15 分
間の両総頚動脈の閉塞により誘導した。海馬は
虚血再灌流１日後に取り出した。 
（2）hMSCs の培養および脳ホモジネートの暴
露：  hMSCs の培養は Ohtaki ら PNAS (2008)
に従い，約 70%の密度になったときに実験に用
いた。脳（海馬，大脳皮質，小脳）は αMEM でホ
モジネートし 0.22μm のフィルターにより滅菌した。
最終的に0.5mg/mLのタンパク量となるように1%
牛胎児血清を含む αMEM に希釈に実験に供し
た。 
４．研究成果 
（１）hMSCs のマイクログリア制御能： 

申 請 者 は これま で 脳 虚 血 時 の 脳 内に
hMSCs を移植することにより脳内の MP/MG の
代替経路活性化型が増加することを報告してき
た。しかし，hMSCs とこれらの細胞との直接的な
関連性は不明であった。マウスマイクログリア培
養株 BV-2 と hMSCs を共培養し IFN-γを加え
BV-2 の活性化を惹起した。BV-2 の誘導型一酸
化窒素合成酵素(iNOS)の産生および NO 代謝
物の培地への放出いずれも，hMSCs の細胞数
に依存し低下した。この抑制は加熱処理や凍結
融解により変性させた hMSCs では再現できず
hMSCs が BV-2 を修飾することにより起こる応答
であることが分かった。さらに，hMSCs は一般的
に継代により分化・増殖能を低下することが知ら
れているが BV-2 に対する修飾作用は hMSCs
が骨・脂肪細胞への分化能を失っても維持され，
hMSCs の分化能と異なる制御機構を持つことが
示唆された。 
（2）虚血脳に対する hMSCs の応答： 

申請者は， hMSCs が移植された脳組織の
応答は明らかにしてきたが移植した hMSCs がど
のような応答をしているかは不明だった。そこで
マウス一過性前脳虚血モデル動物の脳海馬領
域 を 取 り 出 し そ れら の ホ モ ジ ネ ー ト を 培 養
hMSCs に加え hMSCs の応答をヒト遺伝子マイク
ロアレイチップを用いて網羅的に探索した。脳虚
血脳ホモジネートを暴露した hMSCs は虚血をし
ていない脳のホモジネートを暴露した hMSCs と
比べ，９８遺伝子が虚血ホモジネート暴露により
２倍以上の増加を示し，７８遺伝子が２倍以上の
低下を示した。虚血した海馬のホモジネートを暴
露した hMSCs の増加した遺伝子を調べたところ，



hMSCs は多くのケモカインを発現していることが
明らかとなった。これらのケモカインは免疫細胞
染色においても再現された。特に変化の大きか
ったケモカインCCL2（MCP-1）に着目してCCL２
がどのような環境下で増加するか調べた。虚血
および偽手術した動物から海馬（虚血となり主に
細胞死を誘導する），大脳皮質（虚血となるが細
胞死はほとんど起きない），小脳（虚血も細胞死
もおきない）のホモジネートを培養 hMSCs に暴
露したところ虚血した海馬ホモジネートで暴露さ
れた hMSCs のみ CCL2 の産生増加が認められ，
CCL2 の産生には虚血刺激だけでなく，神経細
胞死のシグナルが必要である可能性を示した。
次に神経細胞死の抑制が報告されている IL-1，
TNFα，gp91 の遺伝子欠損（KO）マウスを用い，
脳虚血後の海馬ホモジネートを hMSCs に暴露
したところ炎症性サイトカインの IL-1 と TNFα KO
マウスの海馬ホモジネートでは hMSCs からの
CCL2 の産生の増大が認められなかった。これら
は hMSCs にリコンビナント IL-1，TNFα の暴露に
より CCL2 が増大することにより確認された。 

この結果は脳内に移植した hMSCs は虚血
再灌流刺激により産生増大する炎症性サイトカ
インにより誘導され応答をしていることが明らかと
なった。 
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