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第 1章 

 

緒言 

  



 2 

	
 日本では毎年 5000人の脊髄損傷患者が発生する。ヒト脊髄損傷の原因の多くは事故やスポーツ

であり、完全横断性病変を形成する場合もしばしばみられる。このうち完全麻痺を呈する症例では

その後の運動および感覚機能回復率が 10%程度しかない (Yoon et al., 2007; Harrop et al., 2011)。

獣医学領域では主に椎間板ヘルニアや椎骨の形態的異常を原因として脊髄損傷の発症を認める。特

に軟骨異栄養犬種の椎間板ヘルニアは臨床の現場で比較的多く遭遇する疾患である。完全麻痺に加

え、深部痛覚が消失した椎間板ヘルニア症例は、一般的な治療法である外科的減圧術を施しても機

能的回復が得られるのは 50%程度である (Tamura et al., 2012)。このように人医および獣医学領

域では現在の治療法では回復が困難な脊髄損傷患者が存在し、新たな治療法の開発が急務となって

いる。 

	
 脊髄損傷の病態は大きく二つに分けられる。脊柱に外力が加わると脊髄に物理的傷害が生じ、こ

れは一次損傷と呼ばれる。一次損傷によって惹起される病態は二次損傷と呼ばれ、炎症や細胞死な

どの生理的反応のことをさす (Burda et al., 2014)。基本的には皮膚における創傷の病態と類似する

が、脊髄損傷は神経組織の構造的再建および機能的再建が困難なうえ、その後の生活に支障をきた

す点で重大な疾患である。急性期脊髄損傷に対する治療法の基本は損傷周囲に波及する二次損傷の

抑制であり、退行性変化の減弱を目的とする。一方慢性期の治療は軸索の再伸展を促し、破壊され

た神経回路の再構築を目的とする。慢性期の治療は困難を極めるが、急性期の治療によって二次損

傷の拡大を制限することで、慢性期に機能回復が得られることがある。したがって脊髄損傷の治療

は急性期の二次損傷をターゲットとしたものが多く開発された (Bains and Hall., 2012; Harvey et 

al., 2015)。メチルプレドニゾロンはヒトおよび獣医学領域で浸透している古くからある急性期脊髄

損傷の治療薬である。主に活性酸素種の産生抑制を目的に使用されるが、その有効性についてコン

センサスは得られていない。その他、これまでにあらゆる投薬療法が考案されてきたが、劇的な効

果が確認されている治療法はないのが実状であった (Bains and Hall., 2012)。 

	
 しかしここ 20 年で脊髄損傷に対する治療は劇的に進歩した。骨髄由来間葉系幹細胞 (bone 

marrow-derived mesenchymal stem cell: BMSC) は古くからその存在が知られ、骨髄の恒常性を

維持する細胞として認知されていた。その後、BMSCは多分化能を有することが明らかにされ、さ
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らにあらゆる組織の再生を促すことが報告された。BMSCは急性期脊髄損傷に対する治療にも応用

され、2000年にラットモデルを用いた基礎研究においてその治療効果が初めて報告された。以来、

多数の基礎研究および前臨床研究が報告されている。BMSC移植療法の発見当初はBMSCが損傷

部位で神経系細胞に分化することで治療効果をもたらしていると考えられていた。しかし移植した

BMSCはやがて消失すること、さらにBMSCの培養上清の投与でも治療効果が得られることが報

告されて以来、BMSCが治療効果をもたらすうえで成長因子のパラクラインが重要であるという考

えが急速に広まることとなった。このように BMSC の脊髄損傷に対する治療効果は数々の研究に

よって証明され、その作用機序が明らかにされてきたが、臨床的に脊髄損傷の急性期に応用する上

では重大な問題がある。BMSCは骨髄細胞を組織培養用培養皿で培養することで接着してくる細胞

であるが、通常骨髄には一万から十万分の一程度の割合でしか存在していない。すでに述べたよう

に脊髄損傷急性期では二次損傷が進行する前に治療を開始することが肝要となるが、BMSCを十分

な数に増殖させて移植に供するためには少なく見積もっても２週間要することとなり、治療の開始

が遅れてしまう。そこで我々は骨髄由来単核細胞 (bone marrow-derived mononuclear cell: 

BM-MNC) に着目した。BM-MNCはその名の通り骨髄中に存在する単核細胞の集団であり、成熟

赤血球および巨核球系細胞を除いた多種の細胞集団である。(Yoshihara et al., 2007)。BM-MNC

は特定の細胞を分離培養する訳ではないため、骨髄を採材後、所定の遠心作業によって容易に調整

できる。このような特性からBM-MNCは発症した当日でも移植が可能であり脊髄損傷の他、脳梗

塞や心筋梗塞といった重篤疾患の急性期治療に応用されてきた。BM-MNCの脊髄損傷に対する治

療効果は 2001年に初めて報告され、それ以降抗アポトーシス効果、血管新生といった治療効果が

報告されている (Yoshihara et al., 2007; Guo et al., 2012)。さらにBM-MNCの組織保護効果およ

び運動機能改善効果はBMSCと同程度であることが明らかにされている (Urdzikova et al., 2006)。	
  

	
 細胞移植療法はその治療効果に注目が集まりがちだが、詳細な機序を明らかにすることによって

さらに有効な移植方法、適応時期の同定、そして治療法の改良が進む。例えば BMSC は多発性硬

化症に対して治療効果をもたらすことが知られていたが、その効果は主として肝細胞増殖因子 

(hepatocyte growth factor: HGF) のパラクラインを介してもたらされることが詳細に明らかにさ
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れた (Bai et al., 2012)。以来、BMSC移植療法よりも、低侵襲で簡便なHGF投与療法が新たな治

療法として注目されることとなり、臨床応用が期待されている。一方 BM-MNC の治療効果は

BMSCと同様に成長因子のパラクラインによってもたらされると考えられているが、その詳細な機

序は今のところ十分に解明されていないのが現状である。本研究ではBM-MNCの成長因子の産生

能および移植後の分化能に着目し、作用機序を明らかにすること、そしてその過程で得られた知見

に基づいた、より低侵襲で効果的な治療方法の開発を目的に研究を行った。第 2章および第 3章で

はBM-MNCの治療効果に関連すると考えられる所見をスクリーニング的に解析した。第 4章では

作用機序の証明、そして第 5章では新たな治療法の有効性を解析した。 
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損傷脊髄におけるBM-MNCの血管構成細胞への分化能 
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２-1	
 小序 

	
 	
 骨髄由来単核球 (bone marrow-derived mononuclear cell: BM-MNC) 移植療法は脊髄損傷に

加えて、心筋梗塞、下肢虚血および脳梗塞といった様々な血管疾患において血管新生を誘導し、局

所循環を改善させることで組織再生を促す (Hess et al., 2002; Fujii et al., 2004; Iwase et al., 

2005; Yoshihara et al., 2007)。さらに近年、新生血管由来の血管内皮細胞がプロスタサイクリン I2

を分泌し軸索の伸展を促進することが明らかにされ、中枢神経系疾患の再生医療において血管新生

の重要性が再注目されている (Muramastu et al., 2012)。BM-MNCによる血管新生促進効果は成

長因子のパラクラインによって誘導される機序の他に、BM-MNCが移植部位で血管構造を構成す

る細胞に分化する機序の存在が示唆されている。例えば、ラットおよびマウスの心筋梗塞、脳梗塞、

および下肢虚血モデルでは移植したBM-MNCが血管内皮細胞に分化することが明らかにされてい

る (Hess et al., 2002; Fujii et al., 2004; Iwase et al., 2005)。加えて、脳梗塞モデルでは、移植した

BM-MNCが周皮細胞に分化することが確認されている (Fujita et al., 2010)。周皮細胞は血管の周

囲に局在し、血流の改善、血管の安定およびサイトカインの産生によって血管新生に関与する 

(Ribatti et al., 2011; Quaegebeur et al., 2010)。このようにBM-MNCは種々の組織固有の細胞に

分化するのではなく、血管構成細胞に分化し、血管新生を促すことで間接的に組織再生に寄与して

いると考えられている。骨髄細胞はBM-MNCとして損傷部位に移植した場合のみならず、生理的

にも損傷部位に遊走し血管構成細胞に分化する細胞活性を有する。しかも種々の細胞への分化動態

は疾患によって異なっており、損傷組織特異的な微小環境によって骨髄細胞の運命が決定されるこ

とが推測される。例えば、骨髄細胞のみを緑色蛍光蛋白 (green fluorescent protein: GFP) に置換

したキメラマウスを用いた研究では、脳梗塞を発症させると病変部に GFP 陽性の骨髄細胞が遊走

し、周皮細胞に分化することが明らかにされている (Kokovay et al.,2006)。一方担癌動物に移植し

た場合は腫瘍血管内皮に、皮膚外傷モデルでは、これらの細胞に分化せず、損傷部位の血管壁に骨

髄由来マクロファージが接着し、血管新生を促進する (Davidoff et al., 2001; Okuno et al., 2011)。

これらの疾患とは対照的に、脊髄損傷では移植したBM-MNCが神経系細胞に分化しないことが明

らかにされているが、血管構成細胞への分化能は解明されておらず血管新生機構が十分に解明され
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ていない。本章ではラット脊髄損傷モデルに対するBM-MNCによる血管新生効果の機序を明らか

にするために、細胞をGFPでトラッキングし、BM-MNCの移植後の細胞動態を解析した。 



 8 

2-2	
 材料と方法 

 

2-2-1	
 供試動物と実験デザイン 

	
 	
 健康な雌のSprague–Dawley (SD) ラット (215–250g, 10週齢, Tokyo Laboratory Animal 

Science, Tokyo, Japan) 14匹に脊髄圧挫損傷を施した。EGFP陽性のBM-MNCを移植し、3、７、

14、および 21 日後に安楽殺し、免疫組織化学的解析に供した。移植細胞は 4 匹の雄 SD-Tg 

(CAG-enhanced green fluorescent protein; CAG-EGFP) ラット (380–400 g, 10 週齢, Japan 

SLC, Shizuoka, Japan) から採材し、1匹から採材したBM-MNCは 3あるいは 4匹の脊髄損傷モ

デルラットに移植した。全てのラットは室温 26°C、12:12 時間の明暗周期で飼育した。本章の研

究は日本獣医生命科学大学の動物倫理委員会によって承認された（Code: 26S-7）。すべての実験動

物は日本獣医生命科学大学の動物実験ガイドラインに従って扱った。 

 

2-2-2	
  BM-MNCの分離 

	
 	
 骨髄細胞は過去の報告に従って滅菌下で分離した。すなわち、ドナーより採材した大腿骨およ

び脛骨は骨端部を切除し、10ml の生理食塩水で骨髄腔をフラッシュした。ドナーラットはイソフ

ルラン (Pfizer, NY, USA) の過麻酔によって安楽殺した。ラットは透明なイソフルラン還流ボック

スで麻酔し、呼吸および心停止が完全に得られたことを確認した。回収した骨髄細胞液は孔径 100

μmのナイロンメッシュ (Corning, NY, USA)を通して濾過した。BM-MNCは過去の報告に従って、

骨髄細胞液から分離した (Iwase et al., 2004)。すなわち、骨髄細胞液 10mlは 5mlの比重 1.077g/ml

の比重液 (Lymphoprep: AXIS-SHIELD, Dundee, UK)に注意深く重層し、800gで 20分間遠心分離し

た。遠心後、比重液の直上に存在する単核細胞層を 23G SB針にて吸引回収し、serum-free Dulbecco’s 

modified eagle medium (DMEM, Sigma, MO, USA) を用いて再希釈した。遠心分離後 (800g, 5分) 得

られた細胞ペレットを BM-MNC とした。SD-Tg (CAG-EGFP) ラットから分離した BM-MNC は

EGFP 陽性を示すため、移植後の細胞をトレースするために再生医療の研究分野で広く使用されて

いる。移植前後にBM-MNCをトリパンブルー染色し、生存率 95%以上であることを確認した。予
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備実験の結果、BM-MNCは氷上保存にて最も高い生存率を示すことから、分離から移植までの間、

氷上にて保存した。 

 

2-2-3	
 脊髄損傷とBM-MNCの移植 

	
 	
 ペントバルビタール(40	
 mg/kg	
 i.p,	
 Kyoritsu	
 Seiyaku,	
 Tokyo,	
 Japan) を用いて SD ラット

に麻酔を施し、第 10 胸椎の椎弓を切除し脊髄を露出した。過去の報告に従って脊髄に圧挫損傷を

施した (Lee et al., 1999)。すなわち、脊髄を露出したラットをweight-drop装置 (NYU Spinal Cord 

Contusion System Impactor; New York University, NY, USA) に固定し、脊髄直上にセットした

径2.5mm, 重さ10gのロッドを12.5mmの高さから落下させた。損傷直後、BM-MNC (3 × 106 cells 

in 10 µl of serum-free DMEM) はハミルトンシリンジを用いて 2分間かけて損傷部位に脊髄背側

から注射し、細胞の流出を防ぐために針を穿刺した状態を 2分間維持した。対照群は細胞溶解液の

みを投与した。投与後、軸上筋および皮膚を結紮し閉創した。術前および術後は抗生剤 (cefmetazole 

sodium, 25 mg/kg, Nipro, Osaka, Japan) および鎮痛剤 (butorphanol tartrate, 0.5 mg/kg, Meiji 

Seika Pharma, Tokyo, Japan) を皮下投与した。術後はラットを注意深く観察し、活動性および食

欲の減退、発熱、疼痛、排尿障害、およびこれらに起因した全身状態の悪化をもってエンドポイン

トとした。 

 

2-2-4	
 組織の処理と免疫組織化学  

	
 	
 パラホルムアルデヒドを用いた経心臓還流固定を実施するためにラットにイソフルランを用

いて深麻酔を施した。ラットは透明なイソフルラン還流ボックスの中で観察し、呼吸が停止したこ

とを 2分間以上確認した。ラットの左心室から生理食塩水 100mlを還流させた後、4% パラホルム

アルデヒド (Nakarai, Tokyo, Japan) / 0.1 M リン酸緩衝液 (Wako, Osaka, Japan) 100mlを還流

させ、安楽殺と同時に組織固定を実施した。損傷中心を含んで脊髄を 1.5cmの長さで採材し、還流

液と同じ固定液を用いて後固定を 12時間実施した。固定後、右側の脊髄は凍結切片用に処理した。

すなわち凍結保護のために 30%スクロースに 1日浸漬、置換し、O.C.T compoundにて包埋した。
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組織はクライオスタット (SM2010R; Leica, Hessen, Germany) を用いて 10μmに薄切した。免

疫組織化学は常法に従って実施した。すなわち、5%ヤギ血清 (Dako, Glostrup, Denmark)を 30分間処

理して非特異反応をブロッキングした後、一次抗体を処理した。一次抗体 は以下の抗体を用いた 

(マウスモノクローナル抗体：GFP [1:300; Wako, Osaka, Japan], Rat endothelial cell antigen-1: RECA-1 

[1:200; Bio-Rad, CA, USA]、あるいはCD163 [1:200; Santa Cruz Biotechnology, TX, USA]; ウサギポリ

クローナル抗体 : glial fibrillary acidic protein: GFAP [1:500; Dako, Glostrup, Denmark], Ionized calcium 

binding adapter molecule-1: Iba-1 [Wako; 1:500; Wako, Osaka, Japan], Neuro-glial protein-2: NG-2 [1:100; 

Millipore, Darmstadt, German], あるいは von Willebrand factor: vWF [1:200; Abcam, Cambridgeshire, 

UK])。二次抗体は以下の抗体を用いた (DyLight-405 conjugated goat anti-rabbit antibody [1:500; Jackson 

ImmunoResearch, PA, USA]、Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse [1:500; Molecular Probes, OR, 

USA]、あるいは Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit antibodies [1:500; Molecular Probes, OR, 

USA])。切片はDAPI-Fluoromount-G (SouthernBiotech, AL, USA) で封入し、核染色をした。二次抗体

にDyLight 405標識抗体を用いた場合はDAPIを含まない Fluoromount-G (SouthernBiotech, AL, USA) 

で封入した。 陰性コントロールは第 2章と同じ方法で作製した。 

. 

2-2-5	
 移植したBM-MNCの評価  

	
 	
 移植したBM-MNCの脊髄微小血管構成細胞への分化能を解析するために、RECA-1あるいは

vWF (血管内皮)、NG2 (周皮細胞)、Iba-1(マクロファージ/ミクログリア)、CD163 (M2マクロファ

ージ/血管周囲マクロファージ)、およびGFAP (アストロサイト) の発現性を移植 3、7、14、およ

び 21日後に解析した。 切片は 100μmおきに 3枚作製し、それぞれの損傷中心部からランダムに

3 視野 [high power field (HPF)、合計 9 視野選択した。取得した画像を用いて、EGFP 陽性

BM-MNC における種々の抗原に対する陽性率を評価した。切片は 共焦点レーザー顕微鏡 (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany) を用いて観察し、Image J 1.48v software (NIH, MD, USA)	
 を用

いて解析した。 
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2-2-6  統計 

	
 データは正規性検定および分散分析後、Paired t-test を用いて統計処理した。P値 0.05 未満を

もって有意差ありとした。全ての統計データはSPSS version 16.0 (IBM, NY, USA) を用いて解析

しmeans ± standard errors of the mean (SEMs) で示した。 
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2-3	
 結果 

 

2-3-1 損傷脊髄への移植後のBM-MNC (EGFP陽性細胞) の局在変化 

移植 3日後、EGFP陽性細胞が損傷中心部に多数確認されたが (図 1A)、移植 7日後には減少した 

(図 1B)。移植 14日後、EGFP陽性細胞はごくわずか認められたが (図 1C)、移植 21日後には完全

に消失した (図 1D)。移植 3日後、EGFP陽性細胞は主に類円形を呈し、損傷組織内における偏在

は認められなかった (図 1E)。一方移植 7日後には、一部EGFP陽性細胞が損傷部および一部その

周囲の血管周囲に局在し、紡錘形を呈した (図 1F)。血管周囲に局在するEGFP陽性細胞は z-stack 

(組織切片の断層画像を連続で撮影し、重ね合わせて立体化する手法) を用いて3次元画像化した(図

1G)。その結果、血管周囲に局在する多くの EGFP陽性細胞は血管壁に付着し (図 1G; 白矢頭)、

細胞突起を伸展していることが明らかとなった (図 1G; 黒矢頭)。EGFP 陽性細胞による接着を受

ける血管の割合は、移植 3 から 7 日後にかけて 6.0±2.8% から 35.4±12.7% に有意に増加した 

(図 1H; p < 0.01; 95% CI: 13.4-45.5)。血管周囲に移行したEGFP陽性細胞の割合は、移植 3から 7

日後にかけて 1.42±2.2% から 15.6±2.2% に有意に増加した (p < 0.01; 95% CI: 8.34–20.1)。 

 

2-3-2 BM-MNCが接着する血管の特徴 

	
 損傷中心部において EGFP陽性細胞が接着する微小血管の多くは GFAP陽性細胞 (アストロサ

イト) の支持を失っていた (図 2A)。損傷周囲ではグリオーシスによってアストロサイトの増加が

認められたが、同部位でもアストロサイトの支持を伴わない血管が散見され、EGFP陽性細胞はこ

のような血管に選択的に接着する傾向が認められた (図 2B–D)。EGFP陽性細胞の接着を伴う血管

のうち、GFAP陽性アストロサイトによる支持を失っていた血管の割合は 33.8±4.1%、GFAP陽

性アストロサイトによる支持を受けていた血管は 13.3±6.8%だった (図 2E)。EGFP陽性細胞の接

着を伴わない血管のうち、GFAP 陽性アストロサイトによる支持を失っていた血管の割合は 28.2

±0.1%、GFAP陽性アストロサイトによる支持を受けていた血管は 24.7±0.1%だった。アストロ

サイトの支持の有無の割合において、有意差は認められなかった。GFAP に対して陽性を示す
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EGFP陽性細胞は認められなかった。 

 

2-3-3血管周囲に局在するBM-MNCの抗原解析 

移植 7 日後において、血管周囲に局在する EGFP 陽性細胞が発現する抗原を解析したところ、多

くは Iba-1 (マクロファージ/ミクログリア) に陽性を示した (86.6±5.1%; 図 3A–C)。Iba-1 陽性

EGFP陽性細胞の一部は少数の細胞突起を伸展していたが、ミクログリア様の多数の枝分かれした

細胞突起をもつ、いわゆるラミファイド形態やアメボイド形態を呈する細胞は認められなかった。

また一部はCD163 (M2マクロファージ / 血管周囲マクロファージ) に陽性を示した (15.6±4.0%

図 3D–F)。極めて少数であったがEGFP陽性細胞はNG2 (0.8±0.8%; 図 3G–I) およびRECA-1 

(0.4±0.4%; 図 3J–L) に陽性を示し、RECA-1陽性細胞の一部は微小血管管腔構造の一部を構成し

ていた。各種マーカーに対するEGFP陽性細胞の血管周囲および間質における陽性率は、図 3Mに

示した。Iba-1に対する陽性率は血管周囲 (86.6±5.1%) において間質 (64.7±3.0%) よりも高い値

を示したが、有意差は得られなかった (p=0.051; 95% CI: −0.7–43.0)。CD163に対する陽性率は血

管周囲 (15.6±4.0%) において間質 (8.7±2.4%) よりも有意に高値を示した (p<0.05; 95% CI: 

0.40-13.4)。NG2 に対する陽性率は血管周囲 (0.8±0.8%) において間質 (0.5±0.5%) よりも高値

を示したが有意差は認められなかった。 
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2-4	
 考察 

 本章の研究の結果、急性期の脊髄損傷に移植したBM-MNCは移植 3日後から 7日後の間に血管

周囲に移行し、一時的に血管壁に接着することが新たに明らかとなった。また脊髄損傷では脳梗塞、

心筋梗塞、および下肢虚血といった血管疾患と異なり、移植したBM-MNCは周皮細胞や血管内皮

に分化しないことが明らかとなった。血管壁に接着したBM-MNCの多くは Iba-1あるいはCD163

に陽性を示したこと、また形態的にミクログリアではないことからマクロファージであると考えら

れた。皮膚損傷モデルを用いた研究では骨髄に存在する単球・マクロファージが損傷部位に遊走し、

血管新生を誘導することが明らかにされている (Okuno et al., 2011)。このことからBM-MNC由

来マクロファージは血管内皮との相互作用によってBM-MNC移植療法における血管新生機構に関

与している可能性が推測された。 

	
 	
 BM-MNCはアストロサイトの支持が消失した血管壁に選択的に接着する傾向が認められた。

中枢神経系における血管新生の際、tip cellによる誘導を受けて新生血管が sproutingし、その後ア

ストロサイトの支持を受け、血液脳/脊髄関門を構築する (Obermeier et al., 2013)。したがって損

傷脊髄におけるアストロサイトの支持が消失した血管は新生血管であることを示唆する。加えて、

同血管は支持するアストロサイトの細胞死によって血液脊髄関門が破綻した血管である可能性も

考えられる (Abbott et al., 2002; Willis et al., 2011)。本研究において、BM-MNC由来マクロファ

ージが接着する血管がどのような特徴を持つのか、詳細に明らかにすることはできなかったが、免

疫組織学的特徴から新生血管あるいは血液脊髄関門が破綻した血管であると考えられた。 

	
 血管周囲に局在する BM-MNC の一部はマクロファージマーカーCD163 に陽性を示した。マク

ロファージには多数のサブタイプが存在し、主に炎症性マクロファージ (M1)と組織修復に関与す

るマクロファージ (M2)に分類される (David and Kroner., 2011)。M2マクロファージは様々な成

長因子を産生し、組織修復を促す (David and Kroner., 2011)。本章において血管壁に接着した

BM-MNCで高発現がみられた CD163は組織修復型のM2マクロファージのマーカーでありM2

マクロファージの亜型であるM2cマクロファージにおいて特に高発現する。近年、IL-4, -10, およ

び TGFβ処理によって極性誘導した M2 マクロファージを脊髄損傷モデルラットに静脈投与した



 15 

結果、同細胞は創傷部位に遊走し、TNFαの産生抑制および IL-10の産生を介した抗炎症効果、損

傷領域の縮小および運動機能の改善効果をもたらすことが明らかとなった (Ma et al., 2015)。この

ことからBM-MNC移植療法においても、BM-MNC由来M2マクロファージが抗炎症作用を介し

て治療効果をもたらしている可能性が推察された。 

   CD163は脳脊髄に常在する血管周囲マクロファージのマーカーとしても知られ、ヘモグロビン

スカベンジレセプターとして機能する (Kim et al., 2006)。CD163はハプトグロビン・ヘモグロビ

ン (Hp-Hb) 複合体の貪食によって、発現が誘導されることが報告されている (Mendes et al., 

2009)。このことから、本研究で認められた血管周囲に局在する BM-MNC における CD163 の有

意な発現率の上昇は、Hp-Hb 複合体の貪食によって引き起こされた可能性も考えられた。中枢神

経系における CD163陽性の血管周囲マクロファージは組織保護的効果をもたらす一方で、抗原提

示や COX-2 の発現を介して血管周囲の炎症に関与する可能性が示唆されている (Serrats et al., 

2010)。したがって BM-MNC 由来 CD163 陽性マクロファージが損傷脊髄にとって結果的に有益

であるかどうかを明らかにするためには、さらなる研究が必要であると考えられた。 
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2-5 小括 

	
 ラット脊髄損傷モデルに対するBM-MNCによる血管新生促進効果の機序を明らかにするために、

移植したBM-MNCの脊髄微小血管構成細胞への分化能を明らかにした。結果、血管内皮、周皮細

胞およびアストロサイトといった細胞への分化はごくわずかであった一方、BM-MNC由来のマク

ロファージが血管壁に接着するという特徴的挙動が明らかとなった。骨髄由来マクロファージは損

傷組織に遊走し、血管内皮との相互作用によって血管新生を促進することが報告されていることか

らBM-MNC移植療法においても、同様の機序によってマクロファージが血管新生を促進している

可能性が推測された。 
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図 1. Fate of transplanted bone marrow-derived mononuclear cells expressing EGFP. (A–D), 

Survivability of transplanted BM-MNC at the injured spinal cord. Scale bars = 500 µm.  

(A, B), EGFP＋cells are observed at the transplantation site 3 and 7 days post injury (DPI). (C, 

D), EGFP＋cells drastically decrease in number at 14 DPI and completely disappear at 21 DPI. 

(E–H), Localization of transplanted BM-MNC. Scale bars = 200 µm. (E), EGFP＋cells are 

mainly distributed in the parenchyma of the injured spinal cord 3 DPIy. (F), A number of EGFP
＋cells surround blood vessels 7 DPI. (G), Z-stack reconstruction of tissues boxed in F. 

Perivascular EGFP＋ cells wrap around blood vessels (white arrowheads), and extend cell 

processes (black arrowheads). (H), The fraction of blood vessels populated with EGFP＋cells is 

significantly higher at 7 DPI than at 3 DPI. ＊, p < 0.05.  
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図2	
 Characteristic of microvissels populated with transplanted BM-MNC at 7 DPI. Scale bars 

= 50 µm.  

(A), Microvessels at the injured area. Most of the vessels lose interactions with astrocytes, and 

part of them are populated with EGFP＋cells. (B), Microvessels at the border area surrounding 

injured area. Normal and abnormal vessels losing interactions with astrocytes are intermixed. 

(C), High magnification image of B. EGFP＋cells selectively migrate to vessels that have lost 

interactions of astrocytes. (D), High magnification image of B. Normal vessels with the 

interaction of astrocyte are not populated by EGFP＋cells. Scale bars= 50 µm. (E), The rates of 

microvessels populated with EGFP＋cells. The rate is higher in abnormal vessels lost the 

interaction of astrocyte than normal vessels. 

  



 19 

 
図 3. Expression of markers in bone marrow-derived mononuclear cells (EGFP＋) 7 DPI. Scale 

bars = 15 µm.  

(A–C), Immunoreactivity of Iba-1 in EGFP＋cells localized perivascular area. (A), A number of 

EGFP＋cells express Iba-1 (B). (C), Merged image of EGFP, Iba-1, and RECA-1 suggests 

perivascular localization of macrophages originating from BM-MNCs. (D–F), 

Immunoreactivity of CD163 in EGFP＋cells localized perivascular area. (D), An EGFP＋cell 

expresses CD163 (E). (F), Merged image of EGFP, CD163, and von Willebrand factor 

indicates perivascular localization of macrophages derived from BM-MNCs. (G–I), 

Immunoreactivity of NG2 in EGFP＋cells localized perivascular area. (G) An EGFP＋cell 

expresses NG-2 (H). (I), Merged image of EGFP, NG-2, and von Willebrand factor shows a 

pericyte originating from BM-MNC (white arrow) and expressing NG-2. (J–L), 

Immunoreactivity of RECA-1 in EGFP＋cells. (J), An EGFP＋cell expresses RECA-1 (K). (L), 

Merged image of EGFP and RECA-1 shows an endothelial cell originating from BM-MNC and 

incorporated into vessel wall. (M), Fraction of perivascular and parenchymal EGFP＋cells 

expressing Iba-1, CD163, and NG-2. Perivascular EGFP＋cells express Iba-1 and CD163 more 

frequently than parenchymal ones. Significant difference is only found in the rate of CD163 

expression. *, p < 0.05.  
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第 3章 
ラット損傷脊髄における移植BM-MNCの成長因子産生能 
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3-1	
 小序 

	
 	
 	
 多くの細胞移植療法において、その治療効果は移植細胞による成長因子のパラクラインによ

ってもたらされる。このような考えは、骨髄由来間葉系幹細胞  (bone marrow-derived 

mesenchymal stem cell: BMSC) がその培養上清の投与でも治療効果をもたらすことが明らかに

されたことで急激に浸透した。さらに近年、多発性硬化症モデルにおいて骨髄由来間葉系幹細胞は

肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor: HGF) のパラクラインを介して脊髄保護効果をもた

らすことが解明された (Miyazawa et al., 2011)。HGFの受容体 c-Metは損傷後の脊髄において、

神経細胞、希突起膠細胞、および星状膠細胞にてup-regulateされ、そのシグナルによって細胞死、

脱髄、および血液脳関門の破綻を抑制する (Kitamura et al., 2007)。したがって HGF/c-Met 

signaling は脊髄再生医療において新たな治療ターゲットとして注目されることとなった。骨髄由

来単核球 (bone marrow-derived mononuclear cell: BM-MNC) もBMSCと同様にHGFを含めた

多様な成長因子産生能を有することが知られ、そのパラクラインによって治療効果をもたらしてい

ると考えられているが詳細な機序は十分に解明されていないのが現状である(Kamihata et al., 

2001; Smiler et al., 2010)。骨髄細胞のみを緑色蛍光蛋白 (green fluorescent protein: GFP) に置換

したキメラマウスを用いた研究では、人工的に下肢虚血症を発症させると、罹患肢の虚血部に骨髄

細胞が遊走し、線維芽細胞増殖因子 (fibroblast growth factor: FGF), 血管内皮増殖因子 (vascular 

endothelial growth factor: VEGF), および単球走化活性因子 (monocyte chemotactic protein-1: 

MCP-1)といった成長因子を産生することが明らかにされた (Ziegelhoeffer et al., 2004)。これらの

成長因子は、HGF と同様に神経系細胞に対して抗アポトーシス効果などの二次損傷抑制効果を有

することが知られており (Ma et al., 2007; Madrigal et al., 2009)、脊髄損傷においてもBM-MNC

が同様の成長因子を産生し、二次損傷抑制効果をもたらしている可能性が推察された。そこで本章

では、GFPトランスジェニックSDラットより採材したGFP陽性BM-MNCを急性期脊髄損傷モ

デルラットの損傷脊髄に直接移植し、免疫組織化学的に移植部位におけるBM-MNCの生存能およ

び成長因子産生能を解析した。 
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3-2	
 材料と方法 

 

3-2-1	
 供試動物と実験デザイン 

	
 	
 健康な雌のSprague–Dawley (SD) ラット (215–250g, 10週齢, Tokyo Laboratory Animal 

Science, Tokyo, Japan) 26匹に脊髄圧挫損傷を施した。移植細胞の解析のために 6匹の脊髄損傷モ

デルラットにEGFP陽性BM-MNCを移植し、EGFP陽性BM-MNC群とした。移植細胞は 3匹

の雄 SD-Tg (CAG-enhanced green fluorescent protein; EGFP) ラット (380–400 g, 10 週齢, 

Japan SLC, Shizuoka, Japan) から採材し、1匹から採材したBM-MNCは 2匹の脊髄損傷モデル

ラットに移植した。治療効果の確認の為に 20匹の脊髄損傷モデルラットをBM-MNC移植群およ

び対照群にそれぞれ 10 匹ずつ使用した。移植細胞は 5 匹の雄 SD ラット (380–400 g, 10 週齢, 

Tokyo Laboratory Animal Science, Tokyo, Japan) から採材し、1匹から採材したBM-MNCは 2

匹の脊髄損傷モデルラットに移植した。作製した 3群のラットは移植 3および 7日後に半数ずつ安

楽殺し、免疫組織化学的解析に供した。全てのラットは室温 26°C、12:12 時間の明暗周期で飼育

した。本章の研究は日本獣医生命科学大学の動物実験委員会によって承認された（Code: 26S-7）。

すべての実験動物は日本獣医生命科学大学の動物実験委員によって規定されたガイドラインに従

って扱った。 

 

3-2-2	
 BM-MNCの分離 

	
 	
 BM-MNCは第 2章と同じ手法を用いて分離した。すべての BM-MNCは移植前に EGFP陽

性であることを確認した。 

 

3-2-3	
 脊髄損傷とBM-MNCの移植 

	
 脊髄損傷とBM-MNCの移植は第 2章と同じ手法を用いた。 
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3-2-4	
 組織の処理と免疫組織化学  

	
 	
 パラホルムアルデヒドを用いた経心臓還流固定を実施するためにラットにイソフルランを用

いて深麻酔を施した。ラットは透明なイソフルラン還流ボックスの中で観察し、呼吸が停止したこ

とを 2分間以上確認した。ラットの左心室から生理食塩水 100mlを還流させた後、4% パラホルム

アルデヒド (Nakarai, Tokyo, Japan) / 0.1 M リン酸緩衝液 (Wako, Osaka, Japan) 100mlを還流

させ、安楽殺と同時に組織固定を実施した。損傷中心を含んで脊髄を 1.5cmの長さで採材し、還流

液と同じ固定液を用いて後固定を 12時間実施した。固定後、右側の脊髄は凍結切片用に処理した。

すなわち凍結保護のために 30%スクロースに 1日浸漬、置換し、O.C.T compoundにて包埋した。

組織はクライオスタット (SM2010R; Leica, Hessen, Germany) を用いて 10μmに薄切した。一

方、左側の脊髄はパラフィン包埋し、ミクロトーム (CM1850; Leica, Hessen, Germany) を用い

て 3μmに薄切した。パラフィン切片は常法に従ってヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色および

ルクソールファストブルー (LFB) 染色を実施した。免疫組織化学は凍結切片およびパラフィン切

片を用いて常法に従って実施した。すなわち、5%ヤギ血清 (Dako, Glostrup, Denmark)を 30分間処理

して非特異反応をブロッキングした後、マウス一次抗体 [抗原：GFP (1:300; Wako, Osaka, Japan), 

VEGF (1:200; Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) およびCNPase (1:300; Dako, Glostrup, Denmark)]	
 

あるいはウサギ一次抗体 [glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1:500; Dako, Glostrup, Denmark), 

cleaved-caspase-3 (1:100; Cell Signaling Technology, MA, USA), HGF (1:50; Santa Cruz Biotechnology, TX, 

USA), MCP-1 (1:500; Abcam, Cambridgeshire, UK), および von Willebrand factor (vWF; prediluted; 

Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan) ] を 4℃で一晩インキュベートした。PBSで 3回洗浄した後、二次

抗体 [Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse (1:500; Molecular Probes, OR, USA) あるいは Alexa 

Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit antibodies (1:500; Molecular Probes, OR, USA) ] を室温で 30分間イ

ンキュベートした。切片はDAPIを含むVECTASHIELD Mounting Medium (Vector Laboratories, CA, 

USA) で封入し、核染色をした。 陰性コントロールは一次抗体の代わりにmouse IgG1 negative control 

(Dako, Glostrup, Denmark) あるいは rabbit Ig fraction negative control (Dako, Glostrup, Denmark)をイン

キュベートした。 
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.3-2-5	
 移植したBM-MNCの評価と治療効果の評価  

	
 	
 BM-MNC の生存能および成長因子産生能を解析するために、EGFP 陽性細胞における

cleaved-caspase-3, HGF, MCP-1, および VEGF の陽性性を移植 3 および 7 日後に解析した。 

切片は 100μmおきに 3枚作製し、それぞれの損傷中心部からランダムに 3視野[high power field 

(HPF)、合計 9視野選択した。取得した画像を用いて、EGFP陽性BM-MNCにおける種々の抗原

に対する陽性陽性率を評価した。 治療効果の解析のために、移植 3 および 7 日後における

BM-MNC群および対照群の cleaved-caspase-3陽性細胞数およびCNPase陰性率を 100μmおき

に作製した 3枚の切片を用いて算出した。過去の報告において cleaved-caspase-3陽性細胞は脊髄

損傷周辺部において中心部よりも高頻度に観察されることが報告されている(McEwen et al., 

2005)。従って本検討では評価領域を損傷中心領域 [epicenter zone (EZ): 0–1000 mm from the 

epicenter] およびその周辺領域[marginal zone (MZ): 1000–2000 mm from the epicenter] の２領

域に分けて評価した。CNPase 陰性率は以下の計算式によって算出した [CNPase-negative 

area/total spinal cord area (4000-mm range in the cranial and caudal directions)]。すべての切片

は ApoTome (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) を用いて観察し、Image J 1.48v software (NIH, 

MD, USA)	
 を用いて解析した。 

 

3-2-6	
 運動機能評価 

	
 	
 後肢運動機能を評価するために、ラット脊髄損傷モデルのために開発された

Basso−Beattie−Bresnahan (BBB) Locomotor Rating Scaleを用いた (Basso et al., 1995)。この運

動機能評価指標は股関節、膝関節、および足根関節の可動性あるいは前後肢の連動性から 22 段階

の運動機能レベルに分類されている(0: 完全麻痺−21: 正常)。運動機能は移植から安楽殺まで毎日

[損傷 1–3 日後 (n = 10 per group), 4–7  (n = 5 per group)] 評価した。損傷 1 日後の評価は術後

24 h後に行い、その後 24時間毎に評価した。それぞれの群のラットは独立した二人の評価者によ

って 4分間評価した。  

 



	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  25 

3-2-7  統計 

	
 データは正規性検定および分散分析後、Student’s t-test あるいはMann−Whitney U-test にて

統計解析した。CNPase 陰性率  (脱髄率 )の比較のために Student’s t-test を用いた。

Cleaved-caspase-3陽性細胞数の比較のために Student’s t-testあるいは Mann−Whitney U-test 

を用いた。P 値 0.05 以下をもって有意差ありとした。全ての統計データは SPSS version 16.0 

(IBM, NY, USA) を用いて解析しmeans ± standard errors of the mean (SEMs) で示した。  
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3-3	
 結果 

 

3-3-1	
 移植したBM-MNCの生存能 

	
 EGFPを発現する移植したBM-MNCは、注射部位を中心に周囲に瀰漫性に拡散するように認め

られた。脊髄外への流出および脊髄尾側方向への偏在は認められなかった。EGFP陽性細胞が認め

られた脊髄領域は頭尾方向において移植3日後は2880 ± 151 µm、7日後は2593 ± 303 µmであり、

有意な差が認められなかった。一方EGFP陽性細胞の細胞密度は移植 3日後 (683 ± 83 cells/mm2) 

から 7日後 (395 ± 64 cells/mm2) にかけて減少傾向を認めた (図 1A,B)。一部のEGFP陽性細胞は核

および細胞質の断片化を呈し、cleaved-caspase-3に陽性を示した。移植 3日および 7日後における

cleaved-caspase-3 の陽性率はそれぞれ 1.90 ± 0.873% (図 1C–F) および 3.07 ± 1.49%	
 (図 1F) だった。

移植 3から 7日目に陽性率が増加したが有意差は得られなかった。免疫組織化学は実施していない

が、移植 3日後までは分葉核をもつ成熟好中球から高N/C比を呈する血液幹細胞様細胞やリンパ球

様細胞まで多様なEGFP陽性骨髄由来細胞が観察された。一方移植 7日後には成熟好中球やリンパ

球は消失し、生存しているEGFP陽性細胞の多くは中から大型核を有する類円形から紡錘形の細胞

によって構成されていた。 

 

3-3-2	
 移植したBM-MNCの成長因子産生能  

	
 	
 移植したBM-MNCはHGF、MCP-1、およびVEGFに陽性性を呈した (図 2A–J)。BM-MNC

におけるHGF、MCP-1、およびVEGFの移植3日後の陽性率は18.2% ± 3.77% 、13.3% ± 3.74% 、

および 9.52% ± 2.84%であった。移植 7日後の陽性率は 22.8% ± 1.13%、5.22% ± 1.89%、および

8.8% ± 3.32%であった。成長因子間の陽性率に有意差はなかったが、移植 3および 7日後共に、

HGFの陽性率が最も高かった (図 2K)。  

 

3-3-3	
 BM-MNC移植による治療効果 

	
 損傷組織は背索および背角から一部腹索および腹角にかけて認められた (図 3A–D)。損傷組織に
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おいて変性した好酸性物質の沈着および出血に加え、多数の炎症細胞の浸潤が認められた。炎症細

胞は損傷３日後には主に好中球によって構成され、損傷 7日後では主としてマクロファージに置換

されていた (図3E)。マクロファージは赤血球および好酸性物質を貪食し、好酸性物質の一部はLFB

染色において陽性を示した (図 3F)。他家移植に起因した免疫反応、たとえばリンパ球集簇やマク

ロファージによる有核細胞の貪食は観察されなかった。損傷部におけるマクロファージの浸潤細胞

数は BM-MNC 群と対照群の間に差は認められなかった [損傷 3 日後 : 91.60 ± 14.24 cells vs. 

87.87 ± 21.96 cells/HPF; P = 0.890]、7 日後 (175.33 ± 14.42 cells vs. 195.64 ± 23.96 cells/HPF; P 

= 0.488) それぞれ対照群 vs. BM-MNC群]。CNPase陰性領域を脱髄あるいは軟化巣と定義しそ

の領域を解析したところ、対照群では背索および背角から一部腹索および腹角にかけて脱髄あるい

は軟化領域を認めた。一方BM-MNC群では腹索および腹角における脱髄あるいは軟化巣は一部で

しか認められなかった (図 3G, H, and K)。脱髄あるいは軟化領域は対照群およびBM-MNC群と

もに移植 3から 7日後にかけて頭尾および背腹方向に拡大したが、BM-MNC群における変化は比

較的緩徐であった (図 3I, J, and K)。脱髄あるいは軟化領域を定量化したところ、移植 3日後では対

照群で 24.44% ± 2.09%であったのに対して、BM-MNC群では 14.62% ± 2.69%だった (P = 0.011; 

図 3G, H, and K)。また、移植 7日後では対照群で 39.94% ± 6.23%であったのに対して、BM-MNC

群では 20.90% ± 2.42%だった (P = 0.011; 図 3I, J, and K)。アポトーシス抑制効果を評価するため

にEZおよびMZ (図 4)における cleaved-caspase-3に対する反応性を評価したところ、同抗原に陽

性を呈する細胞は対照群およびBM-MNC群共に、損傷中心部の周辺領域 (MZ) において最も高頻

度に認められた。移植 3日後のBM-MNC群における cleaved-caspase-3陽性細胞数はEZおよび

MZ共に対照群よりも有意に減少していた[EZ (1.58 ± 0.84 cells vs. 4.51 ± 2.17 cells/HPF; P = 0.005; Fig. 

5A, C, and I.)、MZ (6.22 ± 1.34 cells vs. 10.2 ± 1.94 cells/HPF; P = 0.009; 図 5B, D, and I)]。一方移植 7日

後においては有意差が認められなかった(図 5I)。 

 

3-3-4	
 後肢運動機能評価 

	
 対照群および BM-MNC群における全てのラットは移植 24時間後の BBBスコアは 7以下であ



	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  28 

った。運動機能の改善を示すBBBスコアの上昇は対照群およびBM-MNC群共に経時的に観察さ

れ、移植 3日後までその上昇率は同程度であった。しかし移植 3日目以降BM-MNC群のBBBス

コアは対照群よりも高い上昇率を示し、移植 7日後に有意差を認めた(13.4 ± 0.24 vs. 11.8 ± 0.58; P 

= 0.035; 図 6)。 
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3-4	
 考察 

 本章ではBM-MNCをGFPでトラッキングすることで急性期における脊髄実質移植後の細胞生存

能および成長因子産生能を明らかにした。BM-MNCは第四脳室から投与した場合、損傷部位に少

数の移植細胞が到達するが、移植 3 日後には完全に消失してしまうことが報告されている 

(Yoshihara et al., 2007)。一方、本研究で実施した脊髄実質投与法では移植 7日後でも損傷部位に多数

の移植細胞を確認した。このことから、脊髄実質投与法は移植細胞を損傷部位に供給する上で、極

めて効率的な手法であると考えられた。移植したBM-MNCは移植 3日後から 7日後にかけて急激

に減少した。減少した原因として、脳脊髄液の流向に従って脊髄尾側へ移行した可能性、骨髄への

ホーミング、細胞死が推察されたが、一部の移植細胞は核および細胞質の断片化、cleaved-caspase-3

への陽性を示したことから、少なくとも一部はカスパーゼ依存性アポトーシスに起因していると考

えられた。 

	
 BM-MNCは損傷脊髄においてHGF、MCP-1、およびVEGFを持続的に産生することが明らか

となった。特にHGFを産生する細胞の割合が高く、移植したBM-MNCの 17から 23%が持続的

にHGFを産生することが明らかとなった。このことから BM-MNC移植療法は損傷脊髄にHGF

を持続的に供給するうえで有効な手法であると考えられた。HGF はマウス肝硬変、腎虚血、およ

び筋萎縮性側索硬化症モデルにおいて抗アポトーシスを介した組織保護効果をもたらすことが報

告されている (Kosai et al., 1998; Sun et al., 2002; Mizuno et al., 2005)。これらの研究からHGF

は受容体 c-Metを発現する組織のあらゆる疾患に対する治療効果が期待されている。正常脊髄にお

いて c-Metは全ての神経系細胞において発現が確認されているが、HGFは組織の恒常性維持には

関与せず、疾患の発症に伴って発現が誘導される。内因性のHGFは主に活性化星状膠細胞によっ

て産生されるが、組織濃度の上昇は緩徐であり、特に甚急性期では c-Metの発現に対してHGFの

供給が十分ではない状態にある (Kitamura et al., 2007)。このことは急性期にHGFを投与することで

組織保護効果が得られた研究からも明らかである (Kitamura et al., 2011)。従って、BM-MNC移植療

法は欠乏状態にあるHGFを供給することで治療効果をもたらしている可能性が推察された。本研

究ではHGFの他に、BM-MNCにおけるMCP-1およびVEGFの産生を確認した。これらの成長
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因子がBM-MNC移植療法の治療効果にどの程度関与しているのか、本研究では明らかにできなか

ったが、内因性VEGFやMCP-1の損傷脳や脊髄での産生量は 3から４日程度ですぐに最大となる

ことが知られている (Sköld et al., 2005; Pineau et al., 2010)。従ってこれらのシグナルを介して得

られた治療効果はあっても限定的であると推察された 。 

	
 本研究ではBM-MNC移植群において cleaved-caspase-3陽性細胞の数が損傷 3日後の損傷中心

及びその周辺領域で対照群よりも有意に減少することが明らかとなった。アポトーシスによる細胞

死は脊髄損傷後1週間以上収束することなく持続的に発生する  (Liu et al., 1997; Casella et al., 2008)。

Caspase-3はアポトーシスシグナルの下流で働き、FasやTNFαなどのTNFファミリーやミトコ

ンドリアストレスによって活性化され、DNAの断片化を誘導する。従って caspase3の cleavage (活

性化) が抑制されたことは、これらのデスシグナルの入力が減少したこと、あるいはアポトーシス

抑制シグナルが働いた可能性を示唆する。本章では詳細な機序まで明らかにすることはできなかっ

たが、少なくとも一部はBM-MNCによる成長因子の産生、特に発現率の高かったHGFの産生分

泌、同受容体のシグナル活性化を介している可能性が推察された。 

	
 これまでのBM-MNC移植療法の急性期脊髄損傷に対する治療効果に関する研究では、急性期に

おいて軸索変性が抑制されることが明らかにされているが、本研究によって強力な脱髄抑制効果も

明らかとなった。脊髄損傷における軸索変性は物理的損傷(一次損傷)による尾側へのワーラー変性

の他、脱髄によるCaイオンの過剰流入によっても生じる。従ってBM-MNC移植療法は脱髄の抑

制を介して軸索保護効果をもたらしている可能性も考えられた。本章において運動機能の改善は移

植 7日後に確認された。運動機能の回復がどのような機序によってもたらされているのか明らかに

できなかったが、BM-MNCを移植したことで軸索が再生し神経回路の再構築が誘導されたこと、

あるいは二次損傷の抑制による微小環境の正常化に伴って、神経軸索の電気生理学的な伝導機構が

回復したことが推察された。 

	
 	
 本章では移植細胞のトラッキングのために、近年汎用されているEGFP-Tag SD ratとSDラ

ット間での同種他家移植を行った。SD ラットは近交系ではないため他家移植によって甚急性ある

いは急性の拒絶反応が惹起される可能性が懸念された。しかし、拒絶反応を示唆するリンパ球の集
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簇や宿主マクロファージによる GFP 陽性細胞の貪食は確認されなかったこと、さらに組織保護効

果が再現されたことからその影響は限定的であったと考えられる。 
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3-5 小括 

	
 BM-MNC移植療法の急性期損傷脊髄に対する作用機序を明らかにするために、BM-MNCの生

存能、成長因子産生能、および治療効果を解析した。結果、BM-MNCは移植部位に 1週間以上と

どまり、HGF、VEGF、およびMCP-1といった成長因子を継続的に産生し、損傷脊髄に抗アポト

ーシス効果および脱髄抑制効果をもたらすことが明らかとなった。このことから、BM-MNC移植

は損傷脊髄に成長因子を供給するうえで有効な手法であると考えられた。また、BM-MNCによる

急性期脊髄損傷に対する治療効果はこれらの成長因子、特に発現率の高かったHGFのパラクライ

ンによってもたらされる可能性が推察された。 
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図 1. Immunohistochemical evaluation of transplanted BM-MNC (EGFP+ cells) in a rat model 

of acute spinal cord injury.  

(A, B), Survivability of transplanted EGFP+ cells. Scale bar = 1000μm. (A), Transplanted 

EGFP+ cells (green) are observed at the epicenter of the injury site, with a high cell density 

spread in the cranial and caudal directions over the injury area. (B), The number of cells has 

decreased at 7 days post injury (DPI). GFAP (red) is merged to clarify the lesion site in A and B. 

Scale bar = 1 mm. (C–F) Activation of caspase-3 in transplanted EGFP+ cells. (C), A few 

EGFP+cells immunoreact with cleaved-caspase-3 (red; D). Scale bar = 10 µm. (E), A merged 

image of C and D. An EGFP+ cell shows co-localization with cleaved-caspase-3 at 3 DPI. 

EGFP+ cells were selected from the center of the lesion area, as shown in a white square of A. 

(F), The rates of cleaved-caspase-3 immunoreactivity in EGFP+ cells can be observed at the two 

time points.  
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図 2. Production of growth factors by transplanted BM-MNC at 3 DPI.  

(A), The produced growth factors were investigated in the transplanted BM-MNCs located in 

the central area, as demarcated by the white square. Scale bar = 500 µm. (B), EGFP+ cells 

immunoreact with HGF (C). Scale bar = 10 µm. (D), A merged image showing co-localization 

of EGFP and HGF at 3 DPI. EGFP+ cells strongly express HGF, as indicated with white 

arrowheads. (E), EGFP+ cells immunoreact with MCP-1 (F). (G), A merged image showing 

co-localization of EGFP and MCP-1 at 3 DPI The black arrowheads indicate cells expressing 

MCP-1. (H), EGFP+ cells immunoreact with VEGF (I). (J), A merged image showing 

co-localization of EGFP and VEGF at 3 DPI. The white arrow indicates a cell expressing 

VEGF. (K), The percentage of EGFP+ cells immunopositive for different growth factors at 3 

and 7 DPI. HGF is highly expressed at both 3 and 7 DPI. Furthermore, some of the cells also 

express MCP-1 and VEGF.   
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図 3. Therapeutic effects of BM-MNC.  

(A–D), Histopathological changes in the control and BM-MNC-transplanted groups at 3 and 7 

days after spinal cord injury. HE stain. Scale bar = 1 mm. (A, B), The spared tissue area is 

obviously larger in the control group than in the BM-MNC-transplanted group at 3 DPI. (C, D), 

Expansion of the spared area is obviously suppressed in the BM-MNC-transplanted group at 7 

DPI. (E), A high-magnification image of the spared area stained with HE in the control group at 

3 DPI. Infiltration of macrophages and hemorrhage are observed. Scale bar = 20 µm. (F), 

Evaluation of scavenged substance by macrophage. Degenerated myelin stained with LFB is 

scavenged by infiltrating macrophages in the control group at 3 DPI. Scale bar = 20 µm. (G–J), 

Evaluation of demyelinated area. (G, H), The CNPase-negative area is obviously larger in the 

control group than in the BM-MNC-transplanted group at 3 DPI. (I, J), Expansion of 

CNPase-negative area is obviously suppressed in the BM-MNC-transplanted group at 7 DPI. 

Scale bar = 1 mm. The demyelinated area is shown by the white dotted line. (K), Comparison of 

demyelinated area between control and BM-MNC group. The demyelinated area is significantly 

smaller in the BM-MNC-transplanted group than in the control group at 3 and 7 DPI (*P < 

0.05).  
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図 4. The definition of epicenter and marginal zones in a rat model of acute spinal cord injury. 

The epicenter zone (EZ) is defined as the area of injury in the gray matter within 1.0 mm from 

the injury epicenter. The marginal zone (MZ) is defined as the gray matter area 1.0–2.0 mm 

away from the injury epicenter. 
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図 5. Anti-apoptotic effect of BM-MNC.  

(A–H), Immunoreactivity of cleaved-caspase-3 in the Epicenter zone (EZ) and Marginal zone 

(MZ) of control and BM-MNC-transplanted groups at 3 and 7 days after spinal cord injury. EZ 

(A) and MZ (B) in the control group at 3 DPI. Scale bar = 50 µm. EZ (C) and MZ (D) in the 

BM-MNC-transplanted group at 3 DPI. EZ (E) and MZ (F) in the control group at 7 DPI. EZ 

(G) and MZ (H) in the BM-MNC-transplanted group at 7 DPI. A high-magnification image of a 

cleaved-caspase-3 immunopositive cell marked with a white square is shown in A. The 

immunoreacted cells are shown by white arrowheads in A and C. (I), Comparison of cleaved 

caspase-positive cells between control and BM-MNC group. Number of cleaved-caspase-3 

immunopositive cells is significantly higher in EZ and MZ in the control group than in EZ and 

MZ in the BM-MNC-transplanted group at 3 DPI (*P < 0.05). There is no significant difference 

at 7 DPI. 
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図 6. Evaluation of hindlimb function with BBB scores in the control and 

BM-MNC-transplanted groups at 3 and 7 days after spinal cord injury. The BBB score at 7 DPI 

is significantly higher for the BM-MNC-transplanted group than for the control group (*P < 

0.05). 
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第 4章 

BM-MNCによるHGFのパラクラインを介した神経細胞保護効果  
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4-1	
 小序 

	
 	
 	
 脊髄損傷や脳損傷の急性期では炎症ストレスや低酸素状態によって、神経細胞内で活性酸素

種 (Reactive oxygen species: ROS) の産生が誘導される (Xu et al., 2005; Bains and Hall., 2012)。

ROS はミトコンドリアによって産生されるが、組織に浸潤した好中球による放出も受ける 

(Neirinckx et al., 2014)。外部ストレスによって細胞内に急激にCaイオンが流入すると、ROSの

一種である超酸化物が生成される。超酸化物は酸化還元反応を繰り返し、過酸化水素や毒性の高い

ヒドロキシラジカルを生成する (Bains and Hall., 2012)。細胞質に大量に貯留したROSは細胞に

備わる抗酸化作用を上回ると細胞の脂質やタンパク質を酸化し、ネクローシス性細胞死を誘導する 

(Fiers et al., 1999)。またROSはミトコンドリアからチトクローム cやアポトーシス誘導因子の放

出を促し、カスパーゼ依存性アポトーシスを誘導する (Fiers et al., 1999)。このような背景から、

脊髄損傷や脳損傷の急性期ではメチルプレドニゾロンを始めとした、様々な抗酸化治療が試みられ

ている (Bains and Hall., 2012)。BM-MNC移植療法は脊髄損傷急性期において細胞死を抑制し、

損傷領域の拡大を抑える効果がある。しかし、その詳細な機序は十分に解明されていない。我々は

第 2章において移植した骨髄単核細胞 (bone marrow-derived mononuclear cell: BM-MNC) の高

い肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor: HGF) 産生能を明らかにした。HGFはRAS-related 

C3 botulinus toxin substrate-1 (Rac-1) の活性を抑えて細胞内ROSの産生を抑制し、細胞死抑制

効果をもたらすことが報告されている (Ozaki et al., 2003)。このことからBM-MNC移植療法は

HGF のパラクラインを介した ROS の産生抑制によって神経細胞保護効果をもたらす可能性が推

察された。この仮説に基づいて、本章では神経細胞モデルであるラット褐色細胞腫株 (PC12) を用

いてBM-MNCによる神経細胞保護効果の機序を解析した。 

	
 また、脊髄損傷に対する重要な治療ターゲットとして、細胞保護効果の他に神経軸索の再生促進

効果が挙げられる。BM-MNCは神経細胞保護効果をもたらすことが多数の研究により明らかにさ

れてきたが、軸索再生を促進する効果、特に成体中枢神経系細胞に対する効果は解析されていない。

これまでに、BM-MNCは軸索伸展阻害物質分解酵素の産生能、そして末梢神経に対する軸索伸展

促進効果が報告されている (Coulson-Tomas et al., 2008; Zaverucha-do-Valle et al., 2014)。本章



 41 

では、BM-MNCの脊髄損傷に対する軸索再生効果を明らかにするために、成体由来大脳皮質神経

細胞を用いて中枢神経に対して突起伸展促進効果をもたらすかどうかを解析した。 
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4-2	
 材料と方法 

 

4-2-1	
 PC12細胞の培養と細胞処理 

	
 	
 PC12 細胞株はRIKEN	
 cell	
 bank	
 より購入した。PC12 細胞は10cm	
 dish に播種し、Dalbeco’s	
 

modified	
 eagle	
 medium	
 (DMEM;	
 Sigma)	
 に10%	
 horse	
 serum	
 (Gibco)、5%	
 fetal	
 bovine	
 serum	
 (Sigma)、

および 1%	
 antibiotics-antimycotics	
 (Gibco)	
 を添加した培地で、5%	
 CO2	
 、37℃の加湿環境下で

培養した。細胞密度が80–90%に達したことを確認し、0.05w/v%	
 トリプシン-0.53mmol/l	
 EDTA・4Na

溶液(Wako)で細胞を剥離後、5×104cells/cm2の細胞濃度で継代した。	
 PC12細胞はアポトーシス誘

導前に DMEM	
 (Sigma)に 1%	
 horse	
 serum	
 (Gibco)、0.5%	
 fetal	
 bovine	
 serum	
 (Sigma)、および 1%	
 

antibiotics-antimycotics	
 (Gibco)	
 を添加した低血清培地によって24時間培養した。PC12細胞は

6あるいは96welプレートに播種した。細胞を24時間培養した後、BM-MNC培養上清 (1×105cells、

5×105cells、1×106cells	
 /ml) あるいはネコ組み替え HGF (日本全薬工業; 終濃度 100ng/mlある

いは 500ng/ml) を添加した。HGF/c-Met signaling阻害のために BM-MNC培養上清に c-Met阻害剤

SU11274 (Wako) を終濃度 1μMで添加した。細胞死は塩化コバルト (Wako) を終濃度 500μMで

処理することで誘導した。塩化コバルトは点酸素状態を誘導し、活性酸素の産生量を増加させ、Bcl-2

およびBcl-xlの発現を抑制することでアポトーシスおよびネクローシスを誘導する。陰性対照は塩

化コバルトの処理なしで培養した。陽性対照は塩化コバルト処理のみを行った。 

 

4-2-2	
 成体ラット由来初代大脳皮質神経細胞の分離とBM-MNCとの共培養 

	
 成体ラット由来初代大脳皮質神経細胞は Brewerと Torricelliの報告に従いながら、多少の改良

を加えて実施した (Brewer and Torricelli., 2007)。他の実験 (26S-7; 26S-8) で安楽殺した成体ラ

ット (SD, 雄, 10週齢) の大脳皮質を滅菌下で摘出し、メス刃を用いて髄膜を完全に除去した後、

径 1mm以下に細断した。細断した組織は組織分解液 [6ml HibernateA-Ca (Gibco)、0.2% Papain 

(Worthington)、0.5m MGlutamax (Gibco)]を用いて 30℃で 30分間処理し、酵素処理した。先端

をあぶって丸くしたシリコン製ピペットを用いて、処理した組織を 45秒で 10回出し入れし、さら
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に分解した。約 1分間組織溶解液を静置し、上清を回収した。Optiprep (1.320g/ml) をHibernateA 

(Gibco) / B27 (Invitrogen) で 4段階の濃度に希釈し、これらを重層することで比重勾配を作成した。

酵素処理で融解した成体ラット大脳皮質を作成した比重液に重層し800g、22℃で15分間遠心した。

遠心後、5層に分かれた分画のうち、神経細胞を含んでいる最下層から 2および 3番目の層を回収

した。密度勾配液を除去するために、HibernateA/B27を添加し、200gで 2分間遠心した。沈渣は

NeurobasalA / B27で溶解し、Poly-D-Lysinでコートしたカバースリップ (Mastunami) 上に 2

×104 cells/cm2の細胞密度で播種した。カバースリップは 12wellプレート中で培養し、分離 24時

間後、共培養のために各wellへ cell culture insert (Corning)を挿入した。このインサートは同じ

well 中に別種の細胞を細胞間相互作用なしで共培養することを可能にする。インサート中に

BM-MNC (1×105、1×106) あるいはHGF (終濃度 100、500nM) を添加し、72時間後に突起伸

展長を評価した。 

 

4-2-3	
 BM-MNCの分離と培養上清の作成 

	
 	
 BM-MNCは他の実験 (26S-7; 26S-8) で安楽殺したラットから採材した。BM-MNCは低血清

培地を用いて1×105cells、5×105cells、あるいは1×106cells	
 /mlの細胞濃度に希釈し、3cm	
 dish

を用いて24時間培養した。対照は細胞を含まずに培養した。培養後、上清を回収し孔径0.2μmの

メンブレンフィルターに通してBM-MNC培養上清を得た。培養上清は−30℃で凍結保存した。 

 

4-2-4	
 細胞生存能の解析  

	
 PC12細胞は低血清培地に5×104cells/cm2の細胞濃度で懸濁し、96 wellプレートで 24時間培養

した。細胞を 4-2-1で記述した方法で処理した後、各wellに cell counting kit-8 (Dojin) を 10μlずつ

添加した。インキュベーター内で 2時間呈色反応させた後、マイクロプレートリーダー で 450 nm

の吸光度を測定した。 

 

4-2-5	
 アポトーシスの検出  
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 PC12細胞は低血清培地に5×104cells/cm2の細胞濃度で懸濁し、6 wellプレートで 24時間培養し

た。細胞を 4-2-1で記述した方法で処理した後、0.05w/v% トリプシン-0.53mmol / l EDTA・4Na溶

液 (Wako)を用いて細胞を剥離した。細胞を PBS および Binding buffer で洗浄後、Human-Annexin 

V-FITC を 5μl 添加し室温で 10 分間インキュベートした。Annexin V 陽性細胞は FACS (BD 

FACSCaliber; BD Bioscience) を用いて検出した。 

 

4-2-6	
 ウエスタンブロッティング 

	
 PC12細胞は低血清培地に5×104cells/cm2の細胞濃度で懸濁し、6 wellプレートで 24時間培養し

た。細胞を4-2-1で記述した方法で処理した後、PBSで2回洗浄した。	
 細胞はprotease inhibitor cocktail 

(Cell signaling) を用いて溶解し 12000gで 10分間遠心した。遠心後、上清を回収しDC protein assay kit 

(Bio-Rad) を用いてタンパク質濃度を測定した。タンパク質溶解液に 150mM Dithiothreitol、6% 

sodium dodecyl sulphate、187.5mM Tris-HCL pH 6.8、30% Glycerol、および 0.03% Bromophenol blueを

添加し、95℃で5分間煮沸した。処理したタンパク質は10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) で電気泳動し、polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 (Atto) に転写した。

タンパク質を転写した PVDF 膜は非特異反応を抑えるためにブロッキング試薬 (Ez Block Chemi; 

Atto) を 45分間室温でインキュベートした。Tris buffered saline-tween 20 (TBST) で 2回洗浄後、 一

次抗体としてマウスモノクローナル抗体 [c-Met (1:500; Santa crus)、GAPDH (1:1000, Abcam)] あるい

はウサギポリクローナル抗体 [phospho-Met (1:50; IBL)、HGF (1:50; IBL)、Bcl-2 (1:500; Abcam)、Bcl-xl 

(1:500; Cell signaling)、Bax (1:1000; Abcam) を 4℃で 18時間インキュベートした。TBSTを用いて

PVDF膜を 3回洗浄後、二次抗体としてHorseradish peroxidase (HRP) 標識ヤギ抗マウスあるいはウ

サギ IgG (1:5000) を室温で 30分反応させた。TBSTで PVDF膜を 3回洗浄後、ECL prime western 

blotting detection reagent (GE) を用いてHRPを発色させた。発色させた PVDF膜はLAS 500 (GE) を

用いて撮影した。バンド発色強度は ImageJ software 1.48vを用いて解析し p-Metのリン酸化レベル

は p-Met /Metで算出した。 
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4-2-7	
 Reactive oxygen species産生量の解析  

	
 PC12細胞は低血清培地に5×104cells/cm2の細胞濃度で懸濁し、96 wellプレートで 24時間培養

した。細胞を 4-2-1で記述した方法で 90分間処理した後、各wellをwash buffer で１回洗浄した。

各wellに終濃度 25μMに調整したDichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) を添加し、37℃で

45分間インキュベートした。各wellをwash bufferで 1回洗浄した後、マイクロプレートリーダー

を用いてEx485nm / Em535nmの蛍光強度を測定した。 

 

4-2-8	
 免疫細胞化学 

	
 カバースリップ上で培養した PC12 細胞および大脳皮質神経細胞は各種処理を行った後、PBS

で 2回洗浄後した。細胞は 4%パラホルムアルデヒドを用いて室温で 10分間固定した。細胞は 5%

ヤギ血清 (Dako, Glostrup, Denmark)を 30分間処理して非特異反応をブロッキングした後、一次

抗体としてウサギポリクローナル抗体 microtube associated protein-2 (MAP-2; 1 : 200; Abcam)  

を 4℃で一晩インキュベートした。PBSで 3回洗浄した後、二次抗体 Alexa Fluor 488標識ヤギ抗

ウサギ IgG (1:500; Molecular Probes) を室温で 30分間インキュベートした。カバースリップは

DAPI-Fluoromount-G (SouthernBiotech) で封入し、核染色をした。 陰性コントロールは一次抗体の

代わりに rabbit Ig fraction negative control (Dako) をインキュベートした。大脳皮質神経細胞の

突起伸展長は ImageJ software 1.48vを用いて解析した。 

 

4-2-9  統計 

	
 統計処理は 2 群間の比較の場合、分散分析及び正規性の検定の後、Student t test 法あるいは

Mann-Whiteney U test法を実施した。3群以上の比較の場合は、一元配置分散分析および正規性

の検定後、Turky-Kramer法あるいはSteel-Dwass法を実施した。P値 は 0.05 以下をもって「有

意差あり」とした。全ての統計データは SPSS version 16.0 (IBM) を用いて解析し means ± 

standard errors of the mean (SEMs) で示した。 
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4-3	
 結果 

 

4-3-1	
 BM-MNCのPC12細胞に対する細胞保護効果  

	
 PC12細胞の生存率は塩化コバルト濃度依存性に低下した (図 1A)。塩化コバルト濃度 0μMに

おける細胞生存率を 100とすると、100μM、200μM、300μM、400μM 、および 500μM に

おける細胞生存率はそれぞれ 111.4±2.8%、100.1±3.9%、72.6±1.6%、47.4±0.6%、および 30.5

±0.4%であり 300, 400, および 500μMで無処置に対して有意に低下した (それぞれ p = 0.001, p 

= 0.00005, およびp = 0.00001)。以降の実験には塩化コバルト濃度 500μMを使用した。BM-MNC

培養上清がPC12細胞の増殖活性に与える影響を調べるために、PC12細胞を塩化コバルトの処理

なしでBM-MNC培養上清処理をした。処理 24時間後の対照群の生存率は 197.3±4.8%であった

のに対し、BM-MNC培養上清処理を加えた場合は 204.5±5.7%であり、有意差は認められなかっ

た (図 1B)。BM-MNCの至適濃度を同定するためにBM-MNCの細胞濃度を０, 1×10５cells, 5×

105cells, および 1×106cells / mlに設定し細胞保護効果を比較した。結果、 それぞれの処理による

細胞生存率は処理開始 12時間後では 79.6±2.7, 74.8±2.7, 84.5±1.9, および 93±4.2%、18時間

後は 41.1±2.2, 35.5±2.2, 44.4±2.1, および 55.6±2.7%、24 時間後では 28.5±1.7, 25.7±1.8, 

34.7±2.3, および 47.9±6.7%であった (図 1C)。全ての解析時間 (12,18,および 24h) において 1

×106cells / mlの培養上清でのみ有意な細胞生存率の上昇が観察されたため (12h; p = 0.024, 18h; 

p = 0.003, および 24h; p = 0.024)、以降の実験は細胞濃度 1×106cells / mlの培養上清を用いた。

対照およびBM-MNC培養上清処理による細胞保護効果は c-Met阻害剤SU11274の濃度0μMで

はそれぞれ 22.3±3.9%および 55.6±7.5%、0.1μMでは 34.6±1.5%および 47.6±8.4%、1μMで

は 22.6±3.9%および 31.9±7.2%、10μM では 3.4±1.8%および 4.3±2.2%であった (図 1D)。

BM-MNC培養上清の細胞保護効果は阻害剤濃度1μMおよび10μMで有意に低下した (それぞれ

p = 0.03およびp = 0.00004)。SU11274の濃度10μMでは対照の生存率にも影響を及ぼしたため、

以降の実験はSU11274の濃度 1μMで実施した。 
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4-3-2	
 BM-MNCによるPC12細胞の c-Metのリン酸化 

	
 BM-MNC は培養上清作成過程で HGF を発現していることを確認した (図 2A)。対照および

BM-MNC 培養上清処理による c-Met リン酸化レベルは処理開始時においてそれぞれ 0.52±0.15

および 0.51±0.13であった。処理開始 15分後はそれぞれ 0.48±0.14および 0.75±0.06、処理開

始 30分後はそれぞれ 0.86±0.36および 1.11±0.06、処理開始 90分後はそれぞれ 0.86±0.36およ

び 1.12±0.23であり、開始 15分から 90分後にかけてBM-MNC培養上清処理によって c-Metの

リン酸化レベルが上昇していた。また開始 90分後にBM-MNC培養上清に SU11274を 1μM加

えるとリン酸化レベルは 0.66±0.12まで低下した (図 2B、C)。これらの解析結果からBM-MNC

がHGFをパラクラインしている可能性が示唆されたため、HGF単体の効果と BM-MNC培養上

清の細胞保護効果を比較した。対照、BM-MNC培養上清、HGF100ng/ml、およびHGF500ng/ml

の細胞生存率はそれぞれ 39.7±1.7%、56.3±4.2%、39.4±2.3%、および 46.8±2.3%であり、

BM-MNC培養上清およびHGF500ng/mlの処理によって有意に細胞生存率が上昇することが確認

された (それぞれ p = 0.0009, p = 0.016; 図 2D)。HGF 100ng/mlでは有意な細胞保護効果が得ら

れなかったため、以降の実験はHGF濃度 500ng/mlで実施した。 

 

4-3-3  BM-MNCによるPC12細胞に対する抗アポトーシス効果 

	
 PC12細胞のAnnexin V陽性率は対照群では 68.5±3.5%であったが、BM-MNC培養上清処理

では 42.1±3.0%と有意に低下した (p = 0.042; 図 3A、B)。BM-MNC培養上清にSU11274を添

加するとAnnexin V陽性率は72.9±5.9%とBM-MNC培養上清単独の処理と比較して有意に増加

した (p = 0.002)。対照にSU11274を添加したところ、Annexin V陽性率が 84.8±4.8%と対照よ

りも上昇したが有意差はなかった。PC12細胞におけるAnnexin V陽性率はHGF単体の処理によ

っても 43.2±9.8%と有意に低下した (p = 0.0004)。形態的な変化すなわち核あるいは細胞質の断

片化を呈した細胞を算出し抗アポトーシス効果を評価したところ、アポトーシス形態を示す細胞の

割合は対照群では 67.9±0.7%であったが、BM-MNC培養上清処理では 34.0±9.5%と低下傾向を

示した (図 3C、D)。BM-MNC培養上清による効果は SU11274存在下で 58.1±7.2%と有意に低
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下した。対照にSU11274を添加したが、アポトーシス形態を示す割合は 62.7±1.0%であり、変化

はわずかしかみられなかった。PC12細胞におけるAnnexin V陽性率はHGF単体の処理によって

も 42.8±5.5%と低下傾向を示した。 

 

4-3-4	
 BM-MNCによるPC12細胞に対するReactive oxygen species産生抑制効果およびアポト

ーシス関連タンパク発現への影響 

	
 PC12細胞におけるROS産生相対量は対照群では 3.6±0.4%であったが、BM-MNC培養上清処

理では 2.3±0.3%と有意に低下した (p = 0.048; 図 4A)。BM-MNC 培養上清による効果は

SU11274存在下で3.0±0.3%と有意に低下した (p = 0.042)。対照にSU11274を添加したところ、

ROS産生相対量は 3.5±0.4%と変化がなかった。PC12細胞におけるROS産生相対量はHGF単

体の処理によっても 2.2±0.2%と有意に低下した (p = 0.023)。Bcl-2、Bcl-xl、およびBaxの相対

発現量を解析したところ対照ではそれぞれ 1.0±0.1, 0.9±0.2, および 1.0±0.1であった。一方、

BM-MNC培養上清の処理ではそれぞれ 1.3±0.9, 1.5±0.7,および 1.2±0.2、HGFの処理では 1.2

±0.2, 0.7±0.1,および 1.2±0.5であり、対照よりBcl-2の発現量がわずかに上昇したが有意差は得

られなかった(図 4B、C)。 

 

4-3-5	
 BM-MNCによる神経突起伸展促進効果 

	
 分離した成体ラット由来大脳皮質神経細胞はMAP-2に陽性を示した。分離直後は細胞体からの

突起伸展はみられなかったが、３日後には一部のMAP-2陽性神経細胞において複数の突起伸展が

確認された (図 5A)。培養 3日後において、大脳皮質神経細胞の神経突起長は対照群において 15.9

±1.9μmだったがBM-MNC細胞密度 1×106 cells/mlとの共培養では 28.8±5.3μmと有意に長

く伸展した (p = 0.007; 図5B)。BM-MNC細胞密度1×105 cells/mlでは伸展長14.6±3.2μmと、

対照群に対して有意な差が得られなかった。HGF処理における神経突起伸展長は100ng/mlで26.2

±5.1μm、500ng/mlでは 19.4±2.1μmと若干の伸展促進効果が観察されたが有意差は得られな

かった。大脳皮質神経細胞における神経突起を伸展する最簿の割合は対照群において 21.4±5.3%
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だったがBM-MNC細胞密度 1×106 cells/mlとの共培養では 34.4±5.4%と増加傾向が見られたが

有意差は得られなかった(図 5C)。BM-MNC細胞密度 1×105 cells/mlでは伸展率 24.5±3.7%であ

り、対照とほぼ同じであった。HGF 処理における伸展率は 100ng/ml で 26.4±5.3%、500ng/ml

では 21.6±4.3%であり対照との有意差は得られなかった。 
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4-4	
 考察 

	
 BM-MNCの培養上清は神経細胞モデル PC12細胞に発現するHGFの受容体、c-Metをリン酸

化し、ROS 産生量を減少させることが明らかとなった。これらの効果は c-Met 阻害剤存在下にお

いて抑制され、同時に細胞死抑制効果も低下した。本章の結果からBM-MNCによる神経細胞保護

効果の少なくとも一部は HGF のパラクラインによって HGF/c-Met signalingを活性化し、ROS

産生量を低下させることでもたらされていることが明らかとなった。本章で使用した阻害剤濃度は

PC12 細胞の生存能に影響がない濃度であり、PC12 細胞による HGF のオートクラインの影響は

あってもごくわずかであると考えられた。驚くべきことに、HGF をのぞく多くの成長因子、例え

ばFGF、PDGF、EGF、およびIGF-1はROSの産生を誘導することが報告されている (Sundaresan 

et al., 1995; Bae et al., 1997; Meng et al., 2008)。BM-MNCはこれらの成長因子を産生すると報告

されているが (Leblond et al., 2009)、本検討の結果から、HGFのパラクラインを介して総合的に

はROS産生量を低下させることが可能であると考えられた。脊髄損傷では損傷直後にはROSの産

生が誘導され 2,3日以内に収束する。したがってBM-MNC移植療法は損傷後 2日以内に移植する

ことで最も効果が期待されると考えられた。 

	
 HGFはPI3K-Akt pathwayを介してRac-1の活性化を抑制し、ROS産生量を抑えることに加

え、Bcl-2およびBcl-xlの発現を誘導しアポトーシスを抑制することが知られている (Ozaki et al., 

2003; Funakoshi et al., 2011)。本検討ではアポトーシス関連タンパクの発現量はBM-MNC培養

上清あるいはHGFの処理を受けても変化がみられなかった。詳細な要因は不明であるが、ROSの

産生抑制によってアポトーシスが抑制されたことで、Bcl-2ファミリーの発現を誘導する抗アポト

ーシスシグナルへの入力が低下したのかもしれない。 

	
 BM-MNCは 1×106 cells / ml未満の細胞濃度では有意な細胞保護効果をもたらさなかった。こ

れまでBM-MNCが細胞保護効果をもたらすためにどの程度の細胞が必要か十分に解明されてこな

かったが、本章の解析によって比較的高い細胞密度を要することが明らかとなった。BM-MNCの

脊髄損傷に対する移植方法は脊髄実質、クモ膜下腔、第 4脳質、および静脈投与が報告されてきた

が (Inoue et al., 2003; Yoshihara et al., 2007; Tamura et al., 2015)、急性期における細胞保護効果
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をターゲットとする場合は、損傷部位への細胞供給効率の観点から脊髄実質あるいは脊髄クモ膜下

腔への投与が望ましいと考えられた。 

	
 BM-MNCは成体の大脳皮質神経細胞の突起伸展を促進させることが明らかとなったがHGFの

処理では同様の効果が確認できなかった。HGFは発生時期の神経細胞や末梢神経に対して軸索の

伸展を促進することが報告されているが (Maina et al., 1998; David et al., 2008; Tonges et al., 

2011)、成体の中枢神経細胞に対しては同活性をもたない可能性が示唆された。BM-MNCは視神

経においてNGFのパラクラインを介して軸索再生効果をもたらすことが報告されているが 

(Zaverucha-do Valle et al., 2011; Sarkar et al., 2013) 中枢神経細胞に対しても同様にNGF等の

パラクラインによって軸索伸展促進効果をもたらしている可能性が推察された。 
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4-5 小括 

	
 BM-MNC の急性期脊髄損傷に対する作用機序を明らかにするために、in vitro において

BM-MNCの神経細胞保護効果の機序を解析した。加えて、BM-MNCが成体の中枢神経細胞に対

して軸索伸展促進効果をもたらすかどうかを解析した。結果、BM-MNCはHGFのパラクライン

を介して ROS 産生を抑制し、細胞保護効果をもたらすことが明らかとなった。また、BM-MNC

は成体大脳皮質神経細胞に対して突起伸展促進効果をもたらすことが明らかとなった。このことか

ら、BM-MNC 移植療法は ROS の産生が顕著な甚急性期の脊髄損傷あるいは脳損傷において特に

有効であると考えられた。また成体中枢神経細胞に対する突起伸展促進効果を有すること、さらに

軸索伸展阻害物質分解酵素の産生能が報告されていることから慢性期の治療にも有効である可能

性が示唆された。 
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図 1	
 Influence of CoCl2, BM-MNC conditioned media (CM), and SU11274 on PC12 cells. 

 (A), Influence of CoCl2 treatment for 24 h on PC12 cells. Cell viability is significantly 

decreased in final concentration of CoCl2 exceeds 300µM compared with negative control. (B), 

Influence of BM-MNC CM to proliferation activity of PC 12 cells. BM-MNC CM does not 

affect to proliferation activity of PC12. (C), Influence of BM-MNC CM on survivability of 

PC12 cells. Cell viability of PC12 is increased with increasing the number of BM-MNC. Cell 

viability of PC12 cells is significantly increased with the treatment of BM-MNC CM 

(10×105/ml). (D), Influence of SU11274 treatment for 24 h on the cell protective effect of 

BM-MNC CM. Protective effect of BM-MNC CM is diminished with increasing concentration 

of SU11274. Cell viability of PC12 treated with BM-MNC CM is significantly decreased in 

final concentration of SU11274 exceeds 1µM. Significant difference between control and 

BM-MNC CM is disappeared in the presence of SU11274 at any concentration. ＊: p < 0.05, ＊

＊: p < 0.01 vs. Control. 
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図 2	
 Influence of c-Met phosphorylation on cell protective effect of BM-MNC CM.  

(A), HGF productivity of BM-MNC. BM-MNC expresses HGF in low serum medium. (B, C), 

c-Met phosphorylation by BM-MNC CM. Western blot shows phosphorylation of c-Met kinase 

upon addition of BM-MNC CM. The level of phosphorylation increases with assay time and 

peaks at 30–90 minutes, whereas the level is decreased in presence of SU11274. The level of 

c-Met phosphorylation of control is low compared with BM-MN CM treatment. (D), Influence 

of HGF treatment for 18 h on cell viability of PC12 cells. Cell viability of PC12 treated with 

HGF increases to the same extent of BM-MNC CM.  ＊: p < 0.05 versus positive control, ＊＊: 

p < 0.01 versus positive control, positive control plus SU11274, and BM-MNC CM plus 

SU11274. 
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図 3	
 Anti-apoptotic effect of BM-MNC CM and HGF.  

(A, B), Flowcytometric analysis of apoptosis 18 h after the treatments. Flowcytemetry shows a 

significant decrease of Annexin V-positive cells upon addition of BM-MNC CM or HGF. 

Annexin V-positive cells are increased in presence of SU11274. (C, D), Morphological analysis 

of apoptosis 18 h after the treatments. The rate of cells fragmented nucleus or cytoplasm is 

decreased when treated with BM-MNC CM or HGF. Significant differences are not found. ＊: p 

< 0.05 versus positive control, positive control plus SU11274, and BM-MNC CM plus 

SU11274. Scale bar = 50μm. 
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図 4	
 Influence of BM-MNC CM and HGF on ROS production and Bcl-2 family protein 

expression in PC 12 cells.  

(A), Influence of BM-MNC CM and HGF treatment for 1.5 h on ROS production in PC12 cells. 

ROS production is significantly decreased upon addition of BM-MNC CM or HGF. The effect 

of BM-MNC CM is diminished in the presence of SU11274. (B, C), Influence of BM-MNC 

CM and HGF treatment for 18 h on Bcl-2 family protein expression in PC12 cells. The 

expression level of Bcl-2 family protein does not changed by any treatments. ＊: p < 0.05 versus 

positive control. 
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図 5  BM-MNC regulate neurite outgrowth of adult cortical neuron.  

(A), Immunohistochemical evaluation of adult cortical neurons co-cultured with BM-MNC or 

treated with HGF for 72 h. Part of the neurons extend their cell processes. (B), Morphometric 

analysis of neurite outgrowth. BM-MNC, but not HGF promote neurite outgrowth of cortical 

neuron. The length of neurite is significantly long when co-cultured with BM-MNC. (C), 

Morphometric analysis of neurite bearing cell rate. The rate of neurite bearing neuron is 

increased co-cultured with BM-MNC. Significant difference is not found. ＊: p < 0.05 versus no 

treatment and BM-MNC (1×105/ml). Scale bar = 50μm. 
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第 5章 

急性期脊髄損傷に対するBM-MNCおよびHGFの脊髄実質投与法 

による治療効果の比較  
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5-1	
 小序 

	
 	
 近年、細胞移植療法に代わる新たな急性期脊髄損傷の治療法として成長因子投与療法が盛んに

研究されている。細胞移植療法では細胞分離のために生体を侵襲する必要があるが、成長因子の投

与であればその必要がなく短時間で治療を開始できる。このような観点から成長因子投与療法は特

に脊髄損傷や脳梗塞といった重篤疾患の急性期治療への応用が期待されている。これまでに急性期

脊髄損傷に対してglia-derived neurotrophic factor (GDNF)やneurotrophin (NT) -3といった神経

栄養因子やFGF、EGF、IGF、およびVEGFといった多様な生理活性を有する成長因子が応用さ

れ、治療効果をもたらすことが明らかにされてきた (Harvey et al., 2015)。これらの成長因子の有

効性を評価する上で、作用機序を詳細に明らかにすることは重要であるが治療法の選択肢が増えた

現在、個々の治療法を比較し、より治療効果の高い手法を選別することも急務となっている。これ

までに細胞同士あるいは成長因子同士の治療効果の比較は試みられてきたが、細胞移植療法と成長

因子投与療法の効果は比較されることがなかった。細胞移植および成長因子の投与はそれぞれに長

所短所があり、両者を比較することで適切な治療法の選択が可能になると考えられる。第 4章の結

果、骨髄由来単核球 (bone marrow-derived mononuclear cell: BM-MNC) は肝細胞増殖因子 

(hepatocyte growth factor: HGF) のパラクラインによって治療効果をもたらすこと、そしてHGF

はBM-MNCと同程度の神経細胞保護効果をもたらすことがあきらかとなった。このことからHGF

を BM-MNCの代わりに投与することで、さらに効率的に高い治療効果が得られる可能性が推察さ

れた。HGF 投与療法は、osmic pump による持続投与法と遺伝子導入による投与方法が報告され

ている (Kitamura et al., 2007; Kitamura et al., 2011)。Osmic pompによるくも膜下腔への持続

投与法は治療効果や供給効率の観点から臨床応用への期待が高まっているが、この手法では異物反

応や感染の懸念が伴う。遺伝子による供給法は導入効率や遺伝子投与量制限などの問題が生じる。

そのほかの経路として、他の成長因子投与療法では静脈や皮下投与法が報告されてきたが、HGF

を末梢投与すると肝臓への集積および血液脳関門でのトラップされることで中枢神経への供給効

率が非常に低くなる (Pan et al., 2006)。そこで本章では効率的にHGFを損傷脊髄に供給するため

に脊髄実質単回投与法を試行し、その有効性をBM-MNC移植法と比較しながら解析した。
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5-2	
 材料と方法 

 

5-2-1	
 供試動物と実験デザイン 

	
 	
 健康な雌 Sprague–Dawley (SD) ラット (360–400g, 10 週齢, Tokyo Laboratory 

Animal Science, Tokyo, Japan) 15 匹に脊髄圧挫損傷を施した。損傷直後に脊髄実質に

BM-MNCあるいは HGFを移植し、28日後に安楽殺した。移植細胞は 5匹の雄 SDラット 

(240–260g, 10 週齢, Japan SLC, Shizuoka, Japan) から採材した。全てのラットは室温

26°C、12:12 時間の明暗周期で飼育した。本章の研究は日本獣医生命科学大学の動物実験

委員会によって承認された（Code: 26S-8）。すべての実験動物は日本獣医生命科学大学の

動物実験委員によって規定されたガイドラインに従って扱った。 

 

5-2-2	
  BM-MNCの分離 

	
 	
 BM-MNCは第 2章と同じ手法を用いて分離した。 

 

5-2-3	
 脊髄損傷と BM-MNCおよび HGFの投与法 

	
 	
 脊髄損傷は第 2 章と同じ方法を用いた。損傷の重症度を上げ、後肢完全麻痺モデルを

作成するために NYU impactor のロッドの高さを、12.5mm から 50.0mm に上げた。

BM-MNCの移植は第 2章と同じ手法を用いた。 ネコ組み替え HGF (rfHGF; 日本全薬工

業) は 600ng/mlに調整し、10μl (投与量は 6ng)を脊髄実質に投与した。投与量は HGF遺

伝子導入法で報告された研究結果を参考にした。この研究では損傷を与える 3日前に HGF

遺伝子を脊髄に導入し、HGF濃度を高めておくことで治療効果が得られることが明らかに

されている。そのときの HGF増加量は約 8.5ng/脊髄 1g (脊髄長 13.4cmに相当) であり、

この量を in vivoにおける有効量とした。本研究で使用する脊髄損傷モデルは損傷領域が約

2cmであるため有効量は約 1.2ngであるが、単回のみのため５倍に増量し 6ngを投与した。
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投与方法は第 2章の細胞移植と同じ手法を用いたが、溶媒を DMEMから生理食塩水に変更

した。 

	
  

5-2-4	
  Magnetic resonance imaging (MRI) および Diffusion tensor imaging (DTI) 

	
 脊髄損傷から 3、7、14、28日後、ラットにペントバルビタール (30mg/kg, ip) を用いて

麻酔を施し、3 Tesla MRI scanner (Signa; GE) を用いて T2強調画像および DTIを撮像し

た。麻酔を施したラットは仰臥位で knee coil に固定した。T2 強調画像は Sagital および

Axial像を以下の条件で撮影した。[repetition time: 2600ms, echo time: 120ms, thickness: 

1.5mm, space: 0, field of view: 8, acquisition matrix: 320×224, NEX: 10]。DTIは Axial

像を以下の条件で撮影した。[b value: 1000s/mm2, repetition time: 3500ms, echo time: 

90ms, thickness: 2.4mm, space: 0, field of view: 10, acquisition matrix: 64×64, NEX: 10]。

DTIのデータから FuncTool (GE) を用いて fractional anisotropy (FA) mapを作成し、脊

髄実質に設定した Region of interest内における平均 FA値を算出した。ファイバートラッ

キング画像は FuncTool (GE) を用いて作成し、FA値を合成した。 

 

5-2-5	
 組織の処理と免疫組織化学  

	
 	
 組織の処理および免疫組織化学は第 2 章と同じ手法を用いた。脊髄は損傷を与えた部

位を損傷中心 0とし、そこから DTIの slice厚と同じになるように 2.4mmの分節に分けて評

価した。一次抗体 は以下の抗体を用いた [マウスモノクローナル抗体：Neurofilament (1:200; 

Wako), Rat endothelial cell antigen-1: RECA-1 (1:200; BIO-RAD); ウサギポリクローナル抗体 

[glial fibrillary acidic protein: GFAP (1:500; Dako), Microtube associated protein-2 (MAP-2; 

1 : 200; Abcam)]。二次抗体は以下の抗体を用いた[Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse 

(1:500; Molecular Probes, OR, USA), Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit antibodies 

(1:500; Molecular Probes, OR, USA) ]。切片は DAPI-Fluoromount-G (SouthernBiotech, AL, USA) 
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で封入した。陰性コントロールは第 2章と同じ方法で作成した。 

 

5-2-6	
 運動機能試験 

	
 運動機能は第 2章と同様に BBB scoreを用いて評価した。BBB scoreは脊髄損傷後 3、7、

14、21、および 28日後に評価した。 

	
  

5-2-7  統計 

	
 多群比較のために一元配置分散分析後、Turky-Kramer 法あるいは Steel-Dwass 法を実

施した。 DTI FA値と免疫組織化学の相関性を明らかにするために、ピアソン相関係数を

求めた。P値 は 0.05 以下をもって有意差ありとした。全ての統計データは SPSS version 

16.0 (IBM) を用いて解析し means ± standard errors of the mean (SEMs) で示した。 
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5-3	
 結果 

 

5-3-1	
  T2強調画像における損傷脊髄の経時的変化 

	
 T2 強調画像の経時的変化を図 1 に示した。損傷６時間後の T2 強調画像では、損傷中心

を囲むように瀰漫性の軽度の高信号領域が観察され、損傷 3 日後には同領域が増強した。

損傷 7 日後には全ての群において高信号領域が縮小したが、群間において明瞭な差がなか

った。損傷 14日後では全ての群において高信号領域が縮小したが、HGF群およびBM-MNC

群ではより顕著に縮小していた。損傷 14 日後から 28 日後にかけては、全ての群において

明瞭な変化が認められなかった。 

 

5-3-2	
  DTIにおける損傷脊髄の経時的変化 

	
 	
 DTIの経時的変化を図 2に示した。損傷によって変性した領域は FA mapにおいて低

信号 (寒色)を呈した (図 2A)。損傷 3 および 7 日後では、全ての群において損傷部を中心

に FA値の低下が観察された。HGF群および BM-MNC群の FA値は対照群よりも高値を

維持する傾向が見られたがいずれの領域においても有意差は得られなかった (図 2B,C)。損

傷 14日後では損傷中心より尾側 2.4mmにおけるHGF群および BM-MNC群の FA値 (そ

れぞれ 0.313±0.019 および 0.374±0.018) は、対照群の FA 値 (0.237±0.001) よりも高

値を示した。有意差は対照および BM-MNC群間において認められた(p = 0.014; 図 2D)。

また、尾側 9.6mmにおける HGF群および BM-MNC群の FA値 (それぞれ 0.453±0.028

および 0.433±0.009) は、対照群の FA 値 (0.340±0.028)よりも有意に高値を示した (そ

れぞれ p = 0.012および p = 0.014)。損傷 28日後では損傷中心より尾側 2.4mmにおける

HGF群および BM-MNC群の FA値 (それぞれ 0.255±0.011および 0.303±0.017)は、対

照群の FA値 (0.205±0.010) よりも有意に高値を示した (それぞれ p = 0.012および p = 

0.006; 図 2E)。また尾側 7.2mmにおける HGF群および BM-MNC群の FA値 (それぞれ
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0.388±0.026および 0.407±0.011)は、対照群の FA値 (0.306±0.041)より高値を示したが

有意差は BM-MNC群および対照群の間のみで認められた (p = 0.015)。 

 

5-3-3 	
 免疫組織化学による治療効果の評価 

	
 受傷 28日後において免疫組織化学的に神経系マーカー陽性領域を評価した。結果、対照

群、HGF群、および BM-MNC群全ての群において損傷中心 (0mm)における MAP2の反

応性はわずかしか認められなかった(図 3A)。しかし頭側 2.4mmの脊髄横断領域では HGF

群の MAP2 陽性領域 (1769349±252802μm2) および BM-MNC 群の MAP2 陽性領域 

(1994314±343178μm2) は対照群の陽性領域 (461002±118496μm2) よりも有意に広か

った (それぞれ p = 0.015および p = 0.029)。また、尾側 4.8mmの脊髄横断領域において

は BM-MNC 群の MAP2 陽性領域  (3869308±509638μm2) は対照群の陽性領域 

(2668607±284188μm2)よりも有意に広かった (p = 0.014; 図 3B)。そのほかの脊髄横断領

域において有意差は得られなかったが、ほぼすべての横断領域において BM-MNC 群およ

びHGF群のMAP2陽性領域は対照群よりも広域が維持されている傾向が見られた。また、

BM-MNC群の陽性領域は HGF群の陽性領域よりも広域が維持されている傾向が見られた。

Neurofilamentの反応性は 図 3Cに示した。損傷中心 (0mm) における Neurofilament陽

性領域はHGF群 (508176±35466μm2) およびBM-MNC群 (581859±51995μm2) にお

いて対照群 (338047±28473μm2) よりも有意に広かった (それぞれ p = 0.048および p = 

0.033; 図 3D)。損傷中心領域で認められる Neurofilament陽性の軸索は固有構造と異なり、

あらゆる方向に蛇行していた。損傷中心 (0mm) 以外の脊髄横断領域では有意差は認めら

れなかったがほぼすべての横断領域においてBM-MNC群およびHGF群のNeurofilament

陽性領域は対照群よりも広域が維持されている傾向が見られた。また、BM-MNC群の陽性

領域は HGF群の陽性領域よりもさらに広域が維持されている傾向が見られた。GFAPの反

応性は 図 3Eに示した。多くの脊髄横断領域において BM-MNC群およびHGF群の GFAP
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陽性領域は対照群よりも広域が維持されている傾向がみられたが有意差は得られなかった。

また、BM-MNC群の陽性領域は HGF群の陽性領域よりもさらに広域を維持している傾向

がみられたが、同様に有意差は得られなかった。損傷中心における血管数を評価したとこ

ろ、GFAP 陰性で示される損傷領域では全ての群においてこく少数の血管が散見される程

度であった。しかし損傷領域を囲む損傷周辺領域に注目して観察すると血管が高頻度に観

察された (図 4A)。同領域においては、全ての群で血管の増生が認められたが、BM-MNC

群では対照および HGF群と比較して最も密に血管が観察された (図 4A)。損傷中心 (0mm) 

の脊髄全域における血管密度は BM-MNC 群において最も高値を示したが、有意差は得ら

れなかった  (170.5 ±  23.6 vessels/mm2, 175.3 ±  9.6 vessels/mm2, 197.7 ±  8.9 

vessels/mm2; それぞれ対照、HGF、BM-MNC群の順)。 

 

5-3-4	
  後肢運動機能評価 

	
 各群における運動機能の経時的変化は図 5に示した。対照群、HGF群、および BM-MNC

群における全てのラットは損傷 24時間後の BBBスコアが 0で完全麻痺を呈していた。損

傷 3日後も全ての群の scoreはおおむね 0で群間差は認められなかった (0.2 ± 0.2, 0.0 ± 

0.0, 0.1 ± 0.1; それぞれ対照、HGF、BM-MNC群の順)。 損傷 7日後において、対照群

は BBB scoreがおおむね 0であったのに対して、HGF群および BM-MNC群は上昇し、改

善傾向を認めたが (0.4 ± 0.2, 0.9 ± 0.2, 1.4 ± 0.4; それぞれ対照、HGF、BM-MNC

群の順) 有意差は認められなかった。損傷 14 日後においては、すべての群における BBB 

scoreの上昇が観察されたが、有意差はなかった (2.4 ± 0.6, 3.4 ± 0.8, 3.2 ± 0.8; それ

ぞれ対照、HGF、BM-MNC群の順)。HGFおよび BM-MNC群は損傷 21日	
 (3.4 ± 1.0, 

4.3 ± 0.5, 4.7 ± 0.9; それぞれ対照、HGF、BM-MNC 群の順)および 28 日後	
 (4.5 ± 

1.3, 5.3 ± 0.5, 6.1 ± 0.4; それぞれ対照、HGF、BM-MNC群の順)	
 においても対照群

と比較して高い BBB scoreを呈したが、有意差は認められなかった。 
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5-3-5	
 DTI FA値と免疫組織化学の相関性 

	
 損傷 28 日後の DTI FA 値と免疫組織化学の相関性を解析した。結果、FA 値は

Nurofilament 陽性領域と相関性を示した (R = 0.529, p = 0.004E–05)。また、FA 値は

MAP2 (R = 0.432, p = 0.002E–03)と GFAP(R = 0.501, p = 0.009E–05) の陽性領域とも相

関性を示した。 
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5-4	
 考察 

	
 本章では HGF 脊髄実質単回投与法の効果を BM-MNC 移植療法と比較しながら DTI に

よって経時的に評価したところ、HGF投与群および BM-MNC移植群は、損傷 2週および

4週後に拡散テンソル画像のFA値が対照群よりも有意に高値を示すことが明らかとなった。

また、免疫組織化学的解析の結果、HGF投与群の神経細胞体、軸索およびアストロサイト

陽性領域は対照群よりも有意に広いことが明らかとなったが、BM-MNC移植療法と比較す

るとその効果は限定的であった。詳細な作用機序は解析していないが、損傷直後に単回投

与した HGFが損傷部位で長期間生理活性を及ぼすことは考えにくい。従って甚急性期に投

与した HGFが細胞死などの急性期変化を抑制した結果、それに惹起される炎症等の長期的

に持続する二次損傷が減弱されたものと推察された。HGF単回投与の効果は BM-MNCと

比較すると弱いことが明らかとなったが、その理由として、BM-MNCは HGF以外の複数

の成長因子を傍分泌することで成長因子の作用が相加的に得られている可能性が考えられ

た。また HGFによる c-Metシグナルの活性化は単回投与では不十分で、治療効果をもたら

すためには複数回あるいは持続投与の必要があると考えられた。 

	
 HGFは古くから血管新生因子として認知され、血管内皮細胞に対して増殖、遊走、およ

び管腔形成を促進することが報告されているが (Bussolino et al., 1992)。HGF脊髄実質単

回投与法では血管新生促進効果は認められなった。脊髄損傷急性期では血管新生を含めた

組織の再生を阻害する微小環境が形成され、組織再性が誘導されにくくなる (McDonough 

and Martines-Cerderio, 2012)。例えば、Notch1は損傷後 1週間で急激に発現が上昇し、

血管新生および神経再生を阻害することが知られている (Liu et al., 2006; McDonough 

and Martines-Cerderio, 2012)。脊髄実質単回投与法は、生理活性が投与後一時的にしか作

用しないため、二次損傷カスケードの減弱を目的とする場合は有用であるが、血管新生を

含め組織再生の誘導は脊髄損傷急性期においては困難であると考えられた。 
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 本検討では治療効果の解析に DTIを用いた。これまでいくつかの報告においてラット脊

髄損傷モデルの治療効果の評価に DTIが利用されてきたが、すべては 7tesla以上のMRを

用いた解析であり 3 tesla MRを用いた治療効果の評価は本研究が初めての報告である 

(Zhang et al., 2009; Kelly et al., 2014)。7 teslaのMRIは 3 teslaに比べて約 2.3倍の信号

雑音比を持ち、高解像度の撮像が可能だが日本ではごく限られた施設でしか稼働していな

い。本研究では 3 tesla MRを用いて撮影した DTIの有用性を明らかにするために、DTI

の FA値と免疫組織化学との相関性を解析した。結果、FA値は Neurofilament, MAP2, お

よび GFAP陽性領域と相関性を示すことが明らかとなった。7Tesla MRによって得た FA

値では損傷脊髄のいずれの領域も軸索マーカーneurofilamentと相関を示すことが報告さ

れているが (Kozlowski et al., 2008)、3Tesla MRを用いて得られた FA値でも組織学的変

化を反映した評価が可能であると考えられた。  
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5-5 小括 

	
 HGF脊髄実質単回投与法の急性期脊髄損傷に対する治療効果を明らかにするために、ラ

ット脊髄損傷モデルに対する治療効果を BM-MNC移植療法による効果と比較しながら解

析した。結果、HGF脊髄実質単回投与法は神経細胞の脱落および軸索変性を抑制すること

が明らかとなったが BM-MNC移植療法と比較するとその効果は限定的であることが明ら

かとなった。治療効果をもたらすためには、成長因子単回の供給では不十分であり、持続

的な供給が必要であると考えられた。 
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図 1. T2 weighted images of injured spinal cord received saline (control), HGF, or 

BM-MNC.  

Focal area of spinal cord shows low-intensity at 6 hours after injury. High-intensity 

signal expands around focal area at 3 days post injury (DPI) and thereafter diminishes at 

7 DPI. An apparent difference is not found between groups. The area of high-intensity 

signal continuously diminishes from 7 to 14 DPI. However, the diminished 

high-intensity area seems smaller in HGF and BM-MNC group than control. The 

high-intensity area nearly unchanged from 14 to 28 DPI in all groups. Yellow arrows 

indicate injured site. 
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図 2. FA value of injured spinal cord received saline (control), HGF, or BM-MNC.  

(A), Images of FA mapping of injured spinal cord at 28 DPI. (B), FA value of ROI at 3 

DPI. A decrease of FA value is observed mainly around injured site. Significant 

difference is not observed between the groups. (C), FA value of ROI at 7 DPI.The area 

decreased FA value is widely spread in all the groups. (D), FA value of ROI at 14 DPI. 

A further decrease of FA value is observed. However, FA values at the segment of 

posterior 2.4 and 9.6mm from injured site are significantly large in HGF and BM-MNC 

groups than control. (E), FA value of ROI at 28 DPI. FA value is continuously 

decreased in all the groups. However, FA values at the segment of posterior 2.4, 7.2, 

and 9.6mm from injured site are significantly large in HGF and BM-MNC groups than 

control. ＊: p < 0.05 versus control. 
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図 3. Histopathological changes in the control, HGF, and BM-MNC groups at 
28 DPI.  
(A, B) Immunoreactivity of MAP2 in spinal cord cross-section. MAP2 
immunoreacted area is significantly large in HGF and BM-MNC groups than 
control at anterior 2.4mm and posterior 4.8mm from injured epicenter. (C, D) 
Immunoreactivity of Neurofilament in spinal cord cross-section. 
Neurofilament immunoreacted area is significantly large in HGF and 
BM-MNC groups than control at injured epicenter. (E, F) Immunoreactivity 
of GFAP in spinal cord cross-section. GFAP immunoreacted area is larger in 
HGF and BM-MNC groups than control at injured epicenter, posterior 
2.4mm from injured epicenter, and posterior 4.8mm from injured epicenter. 
Significant dofferences are not found. ＊: p < 0.05 versus control. Scale bar = 2000

μm 
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図 4. Histopathological changes in the control, HGF, and BM-MNC groups at 28 DPI. 

 (A), Immunohistochemical detection of blood vessels. Blood vessels imunoreacted 

with RECA-1 are frequently observed at the area surrounding spared tissue identified as 

GFAP-negative. (B), Comparison of vessel density at the injured epicenter. The vessel 

density in BM-MNC group is higher than others. However significant difference is not 

found. GFAP: Scale bar = 500μm, RECA-1: Scale bar = 500μm. White dotted lines 

indicate a contour of cavity.  
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図 5. Evaluation of hindlimb function with BBB scores in the control, HGF, and 

BM-MNC group. The BBB scores of HGF and BM-MNC are gradually increased after 

3 DPI. The BBB score at 7 DPI is higher for the HGF and BM-MNC group than for the 

control group. The BBB score of control group is gradually increased after 7 DPI. The 

BBB score at 28 DPI is higher for the HGF and BM-MNC group than for the control 

group. However significant differences are not found. 
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図 6. Correlation between FA value and immunoreactivity of neuronal markers in the 

injured spinal cord at 28 DPI. (A), Correlation between FA value and immunoreactivity 

of Neurofilament. FA value significantly correlate with immunoreactivity of 

Neurofilament. (B), Correlation between FA value and immunoreactivity of MAP2. FA 

value significantly correlate with immunoreactivity of MAP2. (C), Correlation between 

FA value and immunoreactivity of GFAP. FA value significantly correlate with 

immunoreactivity of GFAP. 

  



 76 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 6章 

 

総括 
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 脊髄損傷後に機能回復が得られるかどうかは QOL を維持するために重要な課題である。

イヌネコの場合、内科的あるいは外科的治療によって機能回復が得られることが多いが重

症例では回復が得られず QOLの低下をきたす。脊髄損傷の予後を左右する重要な要因の一

つに治療介入時期が挙げられる。これは多くの治療のターゲットである二次損傷が損傷後

早期に進行するためである。骨髄由来単核球 (bone marrow-derived mononuclear cell: 

BM-MNC) は脊髄損傷急性期に利用可能な唯一の移植細胞ソースであり、抗アポトーシス

効果および血管新生効果をもたらすことか報告されている。BM-MNCの治療効果は BMSC

と同様に成長因子のパラクラインによってもたらされると考えられているが、その詳細な

機序は今のところ十分に解明されていない。細胞移植療法はその効果に注目が集まりがち

だが、作用機序を明らかにすることでターゲットが明瞭になり、移植適期も明らかになる

ことが期待される。また主要な作用機序が明確になることでさらに有効な治療法の開発に

つながると考えられる。本研究では BM-MNC の成長因子の産生能および移植後の血管構

成細胞への分化能に着目し、作用機序を明らかにすること、そしてその過程で得られた知

見に基づいた、より低侵襲で効果的な治療方法の開発を目的に研究を行った。 

 

第 2章. 損傷脊髄における BM-MNCの血管構成細胞への分化能 

	
 骨髄細胞は組織が損傷すると病変部に遊走し血管内皮、ペリサイト、あるいは血管周囲

マクロファージといった血管構成細胞へ分化し血管新生に関与することが明らかにされて

いる。同様にして BM-MNC が移植部位でどのような分化動態を示すのかについて、心筋

梗塞や下肢虚血モデルで解析された結果、多くは血管内皮に分化し、血管新生を促進して

いることが明らかにされた。一方脊髄損傷においては移植後の BM-MNC を詳細に解析し

た報告はなく、BM-MNCがどのような細胞動態を示すのかほとんど明らかにされていない。

近年、新生血管由来のプロスタサイクリンが神経の再生を促進することが解明され、中枢

神経疾患において血管新生を促進することの重要性が再認識されている。第 2 章ではラッ
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ト脊髄損傷モデルに対する BM-MNC の血管新生促進効果の機序を明らかにするために、

BM-MNCを緑色蛍光蛋白 (green fluorescent protein: GFP) でトラッキングし、脊髄微小

血管構成細胞への分化能を明らかにした。結果、BM-MNC由来マクロファージが一時的に

血管周囲に局在し、一部血管周囲マクロファージマーカーCD163 に陽性を示すことが明ら

かとなった。血管内皮およびペリサイトへの分化もみられたがごくわずかであった。詳細

な機序は明らかにされていないがマクロファージは血管内皮との相互作用によって血管新

生を促進することが報告されている。脊髄損傷に対する BM-MNC 移植療法でも同様に

BM-MNC 由来マクロファージが血管内皮細胞との相互作用によって血管新生機構に関与

している可能性が推測された。 

 

第 3章. 損傷脊髄における BM-MNCの成長因子産生能 

	
 骨髄細胞は恒常的に高い成長因子産生能を有することが明らかにされている。骨髄細胞

のみでGFPを発現するキメラマウスに人工的に心筋梗塞を発症させると骨髄細胞が損傷部

位に遊走し、種々の成長因子を産生することが報告された。同様の現象はあらゆる疾患モ

デルにおいて確認されており、骨髄細胞は成長因子のパラクラインによって生理的な組織

修復過程に関与していると考えられている。このことから骨髄細胞を主体として構成され

る BM-MNC も同様に成長因子のパラクラインによって治療効果もたらしている可能性が

推察された。第 3 章では BM-MNC が移植部位でどの程度生存し、どのような成長因子を

産生しているのかを解析する目的で、BM-MNC を GFP でトラッキングし、ラット脊髄損

傷モデルに移植した。結果、BM-MNCは移植 7日後においても損傷中心部において多数確

認されたが、移植 3 から 7 日後にかけては減少し、一部は活性型 caspase-3 に陽性を呈し

ていた。BM-MNCは肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor: HGF)、血管内皮増殖因

子、および単球走化性因子-1といった成長因子に陽性を示し、なかでも HGFの発現率が特

に高いことが明らかとなった。BM-MNC による治療効果を検討した結果、損傷 3 日後に
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おいて BM-MNC移植群では、活性型 caspase-3の陽性細胞数が有意に低下していた。本章

の研究の結果、移植した BM-MNCが少なくとも 1週間損傷部位に留まり HGFを主体とし

た成長因子を産生していることが明らかとなった。急性期の損傷脊髄は HGF の受容体

c-Metの発現量に対して、内因性 HGFの産生量が極めて低いことが知られている。このこ

とから BM-MNC は枯渇状態にある HGF を組織に供給することで HGF/c-Met signaling

を活性化させ、抗アポトーシス効果といった治療効果をもたらしている可能性が考えられ

た。 

 

第 4章. BM-MNCによる HGFのパラクラインを介した神経細胞保護効果 

	
 HGFは血管新生、細胞保護を始めとするあらゆる生理活性を有する成長因子として知ら

れている。これまでに肝硬変、腎不全、および多発性硬化症といったあらゆる疾患モデル

で治療効果が確認されている。特にHGFはRac-1の不活性化を介した活性酸素種 (reactive 

oxygen species : ROS) 産生抑制や Bcl-2の発現誘導によって細胞死を強力に抑制すること

が報告されている。我々は第 3 章の結果から BM-MNC の急性期脊髄損傷に対する抗アポ

トーシス効果は HGF のパラクラインによってもたらされているのではないかと仮説した。

そこで第 4 章では神経細胞モデルであるラット褐色細胞腫細胞株 (PC12) に塩化コバルト

で細胞死を誘導し、BM-MNCによる神経細胞保護効果の機序を HGFのパラクラインおよ

び ROS産生に着目して解析した。結果、BM-MNCは HGFのパラクラインによって PC12

細胞の c-Metをリン酸化し、ROS産生および細胞死を有意に抑制することが明らかとなっ

た。ROS産生量および細胞保護効果は c-Met阻害剤存在下で有意に低下した。本章の結果

から BM-MNCは少なくとも一部はHGF/c-Met signalingを介して ROS誘発性細胞死を抑

制していると考えられた。本章で使用した阻害剤濃度は PC12 細胞の生存能に影響がない

濃度であり、PC12細胞による HGFのオートクラインの影響はあってもごくわずかである

と考えられた。脊髄損傷では損傷直後には ROS の産生が誘導され 2–3 日以内に収束する。
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したがって BM-MNC 移植療法は損傷後 2 日以内に移植することで最も高い細胞保護効果

が得られると考えられた。 

 

第 5章. 急性期脊髄損傷に対する BM-MNCおよび HGFの脊髄実質投与法による治療効果

の比較 

	
 	
 第 4章の結果からBM-MNCの細胞保護効果の少なくとも一部はHGFのパラクライン

を介してもたらされることが明らかとなった。このことから HGFを BM-MNCの代わりに

急性期脊髄損傷に投与することで、同等あるいはさらに効率的に治療効果が得られる可能

性が推測された。HGFはすでに脊髄損傷に対して応用され、カテーテルによるくも膜下腔

持続投与および遺伝子導入による投与法か考案されている。本検討ではさらに簡便かつ有

効な手法の開発を目的に、HGFを脊髄実質に単回投与し、その治療効果を BM-MNC移植

療法と比較しながら解析した。結果、HGF投与群および BM-MNC移植群は、損傷 14お

よび 28日後に拡散テンソル画像の Fractional anisotropy値が対照群よりも有意に高値を

示すことが明らかとなった。また、損傷 28日後における免疫組織化学的解析の結果、HGF

投与群の神経細胞体、軸索およびアストロサイト陽性領域は対照群よりも有意に広く、組

織保護効果が確認されたが BM-MNC移植療法と比較するとその効果は限定的であった。

本章の結果から HGF脊髄実質単回投与法は急性期脊髄損傷に対して組織保護効果をもた

らすが、BM-MNCと比較するとその効果は低いことが明らかとなった。HGF単回投与法

では	
 BM-MNCと同程度の効果が得られなかった理由としては長期的な投与が必要であ

った可能性、あるいは複数の成長因子の投与が必要であった可能性などが考えられるが本

研究では明らかにできなかったため、今後の研究課題とした。 

 

 結論として、BM-MNCは損傷部位で HGFを主体とする種々の成長因子を産生し、少な

くとも一部は HGFの受容体 c-Metのリン酸化を介して ROS産生を減少させることによっ
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て細胞死を抑制することが示唆された。また、in vivo における解析の結果、HGF単回投

与法の効果は BM-MNC移植療法と比較すると劣ることが明らかとなったが、組織保護効

果はある程度認められたことから新たな治療法の可能性が示唆された。また BM-MNC由

来マクロファージは一時的ではあるが移植後に血管壁に接着するという特徴的挙動を呈す

ることが明らかとなった。このような細胞挙動は血管新生を誘導することが知られている

ことから、BM-MNC由来のマクロファージは血管との細胞間相互作用により BM-MNC移

植療法の血管新生機構に関与している可能性が推察された。今後さらに詳細に解析するこ

とで血管新生機構の解明や、さらに有効な治療法の開発に繋がることが期待される。 
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