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（マウス脳梗塞および脊髄損傷モデルに対する骨髄問質細胞移植）

学位論文内容の要旨

【研究目的】骨髄問質細胞（Bone marrow stromal cells；BMSCs)は移植した組織特有の細胞に分化する能カを

有し．移植細胞として注目を集めてぃる，また中枢神経再生におぃてBMSCsが生体内および生体外いずれの環

境におぃても神経細胞などへ分化することが明らかになっている．本研究ではマウスの中大脳動脈永久閉塞に

よる脳梗塞モデルおよび脊髄損傷モデルヘBMSCsを移植し移植細胞の病巣への遊走と神経細胞などへの分化

を確認することを目的とした，マウス脳梗塞モデルおよび脊髄損傷モデルに対してマウスBMSCsを移植し中枢

神経再生を確言忍した実験は本研究が初めてである，

【実験方法】

〔マウスBMSCsの採取〕5-8週齢のC57BU6系統マウスからBMSCsを採取した．頚椎脱臼にて安楽死させ

70%アルコ―ルにて消毒した．マウスの大腿骨両端を切断後，骨髄に21ゲ―ジの注射針を挿入し109'0ヘパリン

入り培養液を注入して骨髄を採取した．培養液の交換は週3回行なった．

〔フローサイ卜メトリーによるBMSCsの確認〕初期培養におぃてBMSCsは培養フラスコの底に付着し造血斡

細胞から分離することが可能である．培養細胞がBMSCsであることの確認のためフローサイトメトリ―を行な

いCD34，CD45，CD90およびSca-lに対する表面抗原を調べた．

〔脳梗塞モデルの作製〕イソフルレンにて吸引麻酔を行なぃ十分な麻酔深度に達したことを確認した後，右側

頭骨に約2mmの骨窓を設け手術顕微鏡下でバイボ―ラー摂子にて中大脳動脈を凝固し脳梗塞を作製した．

〔脊髄損傷の作製〕イソフルレンにて吸入麻酔を行なぃ第10胸椎椎弓切除後，ニューマチックインパック卜デ

バイスを用いてインパクターの速度を2m/s，衝撃時のインパクタ―の硬膜からの深さを0．25mmに設定して不

完全脊髄損傷を作製した・

〔マウスBMSCsの移植〕BMSCsの螢光標識のため移植24時間前に1メg/mlのビスベンザマイド(Hoechst 33045)

を培養液に混合した．螢光標識したBMSCsの移植は，脳に対してはブレグマから3mm右に骨窓を設け定位装

置にて頭部を固定し5メ1のハミル卜ンシリンジ針を硬膜から4mmの深さまで挿入し線条体に速度lUl/minで5

)ul (5Xl03個）注入した．また脊髄に対しては脊髄損傷部位から2mm頭側で硬膜からImmの深さに1.5メ1（1.5

xiol個）の細胞液を0,5ルl/minの速度で移植した．対照群（n=2)としてBalb/c系統マウスの正常脳に移植し

多．実験群としてBalb/c系統マウスで作製した脳梗塞マウス（n=4)に脳梗塞24時間後に移植し，C57B L/6系

統マウスで作製した脊髄損傷マウス（n=3）に脊髄損傷7日後に移植した．

〔病理組織学的評価〕BMSCs移植28日目にイソフルレンによる吸入麻酔下に開胸後23ゲージ針を左心室より
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上行大動脈に挿入しヘバリン入り生理食塩水を約20ml点滴した．次に右心房を切開して脱血した後に4%ホル

マリンを約60ml点滴し濯流固定を行なぃ脳および脊髄を採取し-80℃の液体窒素にて凍結固定した，5メmの

厚さで切片を作製し4種類の螢光免疫染色(GFAP．MAP2．NeuN．Doublecortin(DCX))を行なった，

【結果】

〔フローサイ卜メトリーによるBMSCsの確認〕採取時に円形であったBMSCsは2-3回、継代培養した後に均

ーな紡錘形の細胞に変化していた，フロ―サイトメトリ―ではCD34は陰性．CD45は低レベル、CD90および

Sca-Iは高レベルに発現しており培養細胞の大部分が非造血幹細胞以外のBMSCsであることが確齠できた・

〔マウス正常脳に移植したBMSCsの分化〕BMSCs移植4週後の組織学的検査でBMSCsは移植部位である線条

体を中心として生着し移植部位から離れた視床におぃても確認できた．螢光免疫染色では移植したBMSCsの一

部が神経細胞表面マーカ―であるNeuN．MAP2およびDCXで陽性であったがアストロサイトの表面マーカー

であるGFAPでは陰性であった．

〔脳梗塞マウスに移植したBMSCsの分化〕移植4週後の組織学的検査でBMSCsは損傷した大脳皮質および脳

梁に遊走してぃた．螢光免疫染色では遊走していたBMSCsの―部はNeuN．MAP2およびDCXで陽性であっ

たがGFAPでは陰性であった・

〔脊髄損傷マウスに移植したBMSCsの分化〕移植10日目および4週目の組織学的検査でBMSCsは移植音B位

に生着しほとんどの細胞がGFAP陽性であった．

【考察】今回の研究では．脳に移植したBMSCsが神経細胞に分化したことが確認できた．マウスの脳梗塞およ

び脊髄損傷におぃて移植したBMSCsが損傷部位に遊走する要因として損傷を受けた組織に発現するMCP-1の

関与が報告されてぃる．

  成体ラット脊髄由来の神経幹細胞を海馬の歯状回に移植し，それが神経細胞へ分化しするが，脊髄に移植し

た場合はアス卜ロサイトヘ分化したとの報告がある．神経幹細胞を脊髄に移植した場合にアストロサイトヘ分

化した原因は不明であるが，脊髄損傷後にCNTFの発現が増加するとの報告からCNTFが移植細胞をアス卜ロ

サイ卜に分化させる重要な因子であると考えられる，

  移植した細胞を標識する方法としてプ．ロムデオキシブ．リジン(BrdU)，B．ガラクトシダ―ゼ，グリーンフルオ

レセンスプロテイン(GFP)およびYクロモゾ―ムなどがある．BrdUの場合，細胞培養を繰り返し行なうと標

識能が徐々に低下することが知られてぃる，また遺伝子操作によるp・ガラクトシダーゼおよびGFP．またハイ

プ．リダイゼーションによるYクロモゾ―ムによる標識は技術的に容易ではなぃ．その点ビス′ヾンザマイドは細

胞毒性が低く細胞分裂に関与するDNA．RNAおよびクロマチンに悪影響を与えなぃとぃった利点がある，しか

し生体外でのビスベンザマイドの染色パターンと移植後の宿主内での染色パターンは同一ではなっかった．こ

れは移植細胞の分裂，凍結による標本作製およびコンピュ―タ―上での画像処理が影響してぃると考えられた，

  中枢神経系への幹細胞移植に関する多数の幸侵告があるが、移植した細胞の生理学的な機能についての報告は

なぃ．神経機能の回復が移植細胞の神経細胞ヘ分化した結果なのか，または移植された神経組織に対する移植

細胞の神経栄養因子の生産および保護作用によるものなのかは不明である．ただし移植したBMSCsと移植を受

けた中枢神経組織との相互作用が神経栄養因子の生産を誘導しさらに損傷した中枢神経組織の機能回復に関係

してぃると考えられる．BMSCsはインターロイキンなどの様々なサイトカインを分泌する，これらサイトカイ

ンの一部が神経細胞への分化，増殖に重要な役割をしてぃることが明らかとなっておりこれらが中枢神経再生

を促進すると考えられる．

  【結語】マウス脳梗塞モデルおよび脊髄損傷モデルに対するマウスBMSCs移植が中枢神経再生に使用可能であ

ることが確認できた．また移植細胞の標識としてビスベンザマイドは移植細胞の遊走および分化を評価するた

めに非常に簡便で有用な方法であると考えられた，
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  骨髄問質細胞(Bone mal一rowstromalce‖s；BMSCs）は移植細胞として注目されておりBMSCsが生体内外い

ずれの環境におぃても神経細胞などへ分化することが明らかとなってぃる．本研究ではマウス脳梗塞モデルお

よび脊髄損傷モデルヘBMSCsを移植し移植細胞の遊走と神経細胞などへの分化を確認することを目的とした．

  対象および方法は5．8週齢のC57BL／6系統マウスを用いた．大腿骨両端を切断し骨髄腔に注射針を挿入し

BMSCsを採取した，培養液は週3回の交換した．フ口一サイトメ卜リ―にてCD34．CD45．CD90およびSca―

1を測定し培養細胞がBMSCsであることを確認した，マウス脳梗塞モデルは吸入麻酔後右側頭骨に骨窓を設

け双極性電気凝固器にて中大脳動脈を凝固し脳梗塞を作製した．脊髄損傷は吸入麻酔後ニュ―マチックインパ

ク卜デバイスを用いて不完全脊髄損傷を作製した，BMSCsの螢光標識のため移植24時間前にlug／mlのビス

ベンザマイドを培養液に混合した．螢光標識したBMSCsの移植は、脳梗塞に対してはブレグマから3mm右

に骨窓を設けて5ulのハミル卜ンシリンジ針を硬膜から深さ4mmまで挿入し線条体に速度1pl／minで5p（5

X103個）で注入した．脊髄に対しては脊髄損傷部位から2mm頭側で硬膜から深さlmmに1．5uI（1．5X103

個）の細胞液を速度0．5‖1／minで移植した．対照群（n＝2）としてBalb/c系統マウスの正常脳に移植した．実

験群としてBalb／c系統マウスで作製した脳梗塞マウス（n：4）に脳梗塞24時間後に移植しャC57BU6系統マ

ウスで作製した脊髄損傷マウス（n＝3）に損傷7日目に移植した．BMSCs移植28日目に吸入麻酔後．灌流固

定を行い脳および脊髄を採取し液体窒素にて凍結保存した．5umの厚さで切片を作製し4種類の螢光免疫染

色（GFAP、MAP2．NeuN、DOublecortin）を行った．

  結果は、フ口―サイトメトリ―ではCD34は陰性．CD45は低レベル、CD90およびSca‐｜は高発現しており

培養液の大部分がBMSCgであることが確認できた．マウス正常脳におけるBMSCsの分化は移植28日後の病

理学的検査でBMSCsは移植部位である線条体を中心として生着し移植部位から離れた視床におぃても確認で

きた，螢光免疫染色では移植したBMSCsの一部が神経細胞表面マ―カ―であるMAP2．NeuNおよび
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Doublecortinで陽性であったがアストロサイ卜のマ―カ―であるGFAPは陰性であった．脳梗塞マウスにおけ

るBMSCsの分化は移植28日目の病理学的検査でBMSCsは損傷した大脳皮質および脳梁に遊走してぃた．螢

光免疫染色ではMAP2、NcuNおよびDoublccortinで陽性であったがGFAPは陰性であった．脊髄損傷マウスに

おけるBMSCsの分化は移植10日目および28日目の病理学的検査でBMSCsは移植部位に生着しほとんどの

細胞はGFAP陽性であった．

  以上、本研究の結果からマウス脳梗塞モデルおよび脊髄損傷モデルに対するマウスBMSCs移植が中枢神経

再生に使用可能であることが確認できた．また移植細胞の標識としてビスベンザマイドは移植細胞の遊走およ

び分化を評価するために非常に簡便で有用な方法であると考えられた，

  公開発表におぃて佐々木秀直教授から脳梗塞と脊髄損傷で移植時期を変えた理由． BMSCsの最適な移植時

期について等の質問があった．次いで岩崎喜信教授から移植したBMSCsが脳梗塞では神経細胞に，脊髄損傷

ではアストロサイ卜に分化した理由． BMSCs移植群とコン卜ロール群との機能的差について質問があった．

さらに長嶋和郎教授かぢ脳梗塞に移植したBMSCsでNeuN陰性であった細胞について．MAP2陽性であった

細胞について・他の標識方法と比較してビスベンザマイドが有用な点について等の質問があった．またフ口ア

ーから正常脳と脳梗塞での移植細胞の遊走能の違いについて・脊髄損傷での移植細胞の遊走の程度について質

問があった．いずれの質問に関しても申請者は自らの研究に基づく経験や過去の論文の結果を引用し明確に回

答した，

  本研究はマウス脳梗塞モデルおよび脊髄損傷モデルに対してマウスBMSCsを移植し中枢神経再生を確認し

た初めての実験であり、今後の中枢神経再生における基礎的実験として貴重な研究であると考えられた．

  審査員―同はこれらの成果を高く評価し、また研究者として誠実かつ熱心であり申請者が博士（医学）の学

位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した，
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