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研  究  目  的                     
 
  脊髄は放射線反応での遅延反応を生じる代表的な器官であり、悪性腫瘍の放射線照射治

療により、稀ではあるが重大な副作用をもたらすことがある。血管障害は放射線性脊髄炎

での重要なステップであるので、血管新生は治療を考えるうえで重要である。血管内皮成

長因子（VEGF）は脊髄血管新生での有力な治療薬候補で、内皮細胞や造血幹細胞の遊走に

も作用している。 
 しかし、VEGF 投与は少量投与では効果がなく、過量投与では異常な血管新生が生じる

という問題もある。そこで、他の治療法との併用が考えられ、間葉系間質細胞はその候補

である。特に𦜝𦜝帯由来間質細胞は倫理的問題が少なく、効率的な収量が期待できる。我々

は、ヒト𦜝𦜝帯由来間葉細胞（UC-MSCs）を複数回経静脈投与することにより、脊髄の内皮

細胞と毛細血管さらに脊髄血流量が増加することを報告した。今回はこの報告を踏まえ、

UC-MSGs と VEGF を併用投与した場合の相加的効果を検討することを研究目的とした。 
 
材  料  ・  方  法                     
 
 動物実験は NIH および中国軍医学アカデミーの動物実験ガイドラインに従った。

160-200g の雌 Sprague-Dawley (SD)ラットをすべての実験に用いた。 
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 UC-MSCs は倫理委員会の許可を得て、同意を得た妊婦の出産後に𦜝𦜝帯の Wharton のゼ

リーから採取した。UC-MSCs の多能性分化能はアルカリフォスファターゼ染色による骨芽

細胞およびオイルレッド O による脂肪細胞への分化により確認した。UC-MSCs はいった

ん凍結保存し、5X103 細胞/cm2 の密度で培養 24 時間後に 30 ng/ml リコンビナントヒト

VEGF を添加した。細胞は 14 日間培養し、免疫染色により von Willebrand 因子 (vWF)
発現を検討した。 
 
 放射線照射 
 30 匹のラットを 5 匹ずつ 6 群に分けた。（１）正常無処置群、（２）放射線照射無処置群

（NT 群）、（３）放射線照射後 PBS 投与群（PBS 群）、（４）放射線照射後 UC-MSCs 単独

単回投与群（UC 群）、（５）放射線照射後 VEGF 添加培養 UC-MSCs 投与群（iUC 群）、（６）

放射線照射後 VEGF と UC-MSCs 併用投与群（VEGF-UC 群）とした。放射線照射はペン

トバルビタール麻酔後に60Coにより30GyをC2-T2に相当する2cmの範囲で150cGy/min
にて照射を行った。この照射 20 週後に脊髄白質の壊死とともに前肢の麻痺が生じる(1）。
UC 群ラットには尾静脈から 1X106 個の UC-MSCs 細胞を 4 回（照射後 90 日、97 日、104
日、111 日後）注入した。iUC 群ラットには照射後 VEGF 添加培養した UC-MSCs を 4 回

投与した。VEGF-UC 群ラットには UC-MSCs と 200 ng リコンビナントヒト VEGF を同

時に静脈内投与した。ラットは放射線照射後 180 日間生存させた。 
 放射線照射 180 日後に運動機能を測定した。0,両側前肢の完全麻痺；1,片側の前肢麻痺も

しくは両側前肢の不全麻痺；2,異常運動；3,軽い異常運動；4,正常とした。 
 
 脊髄血流量（SCBF）測定 
 SCBF はレーザードップラー法にて測定した。ラットを脊椎固定装置に固定し、レーザー

ドップラーのプローブを脊髄に垂直にマイクロマニピュレーターで固定して血流量を測定

した。放射線照射前を基準とした相対量を用いた。 
 試料採取と組織染色 
 SCBF を測定した後に、心臓から血液を採取し、血清を分離した。C2-T2 の脊髄を採取

して、一部を浸漬固定し、残りの部分を凍結保存した。固定した脊髄からパラフィン切片

を作成した。切片の一部にはニッスル染色し、径 20µm 以上の脊髄前角細胞をカウントし

た。別の切片は vWF およびヒト抗核抗体にて免疫染色を行った。 
 
 ELISA 
 ELISA にて以下の分子を測定した。血清中のインターロイキンー1 （IL-1 ）と tumor 
necrosis fakutor-（TNF-）、脊髄の brain-derived neurotrophic factor (BDNF) およ

び glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF)。 
 内皮細胞と毛細血管定量 
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 核がある vWF 陽性内皮細胞数を脊髄の断面積で除したものを内皮細胞密度とし、毛細血

管断面の数を脊髄の断面積で除したものを毛細血管密度とした。 
 
 統計処理 
 すべての定量データーは平均±SEMで表す。群間の差は one-way ANOVAにより解析し、

タイムポイントにおける差は least significant difference (LSD)にて解析した。p<0.05 を有

意な差とした。 
 
成      績 
 
 UC-MSCs は紡錘形となり、アルカリフォスファターゼ染色と Oil Red O 染色により骨芽

細胞と脂肪細胞に分化することを確認した。また、VEGF 存在下の培養により、内皮細胞

マーカーの vWF の免疫染色性が見られ、内皮細胞への分化能が認められた。 
 放射線照射を行ったラット 6 群の照射 180 日後の行動評価の結果は NT 群と PBS 群に比

べ、UC 群、iUC 群および VEGF-UC 群では麻痺からの回復が認められたが、UC 群、iUC
群および VEGF-UC 群間での有意な差は認められなかった。 
 病理組織学的検討では、UC-MSCs を注入した 3 群でのラットの細胞損傷は PBS 群より

軽減していた。さらに、VEGF-UC 群では細胞質の濃染、著名な増大やニッスル小体の不

鮮明像などは見られず、iUC 群と UC 群より良好な病理像が観察された。脊髄前角の神経

細胞の細胞数には VEGF-UC 群（15.5 ± 0.8/スライド）、iUC 群（15.4 ± 0.7/スライド）

と UC 群 15.6 ± 0.6/スライド）の間には有意な差はなかった。 
 内皮細胞数と毛細血管密度は VEGF-UC 群と iUC 群が UC 群より、有意に大きかった。

（VEGF-UC 群の内皮細胞数: 白質 43.8 ± 2.5/mm2 、灰白質 132.4 ± 5.3/mm2、毛細

血管密度：白質 83.3 ± 5.1/mm2、灰白質 279.1 ± 6.5/mm2 ）、（UC 群の内皮細胞数: 白
質 34.7 ± 2.8/mm2 、灰白質 115.9 ± 6.2/mm2、毛細血管密度：白質 69.9 ± 4.6/mm2、
灰白質 255.2 ± 7.2/mm2 ）。VEGF-UC 群と iUC 群間には有意な差はなかった。照射前

と照射 180 日後の脊髄内の血流量の変化は VEGF-UC 群（92.5 ± 4.4%) と iUC 群（92.3 
± 4.4%）が UC 群（79.0 ± 4.3）より、有意に高かった。 
 脊髄内のUC-MSCs の生着をヒト抗核抗体MAB1281で検討したところ、VEGF-UC群、

iUC 群（92.3 ± 4.4%）および UC 群共に、陽性細胞は認められなかった。 
 血清 IL1 、TNF 、脊髄 BDNF と GDNF の値は UC 群、iUC 群および VEGF-UC 群間

での有意な差は認められなかった。 
 
 
考       案 
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 この研究の目的は放射線性脊髄障害後の UC-MSCs 移植と VEGF 添加による有効性の検

討であった。今回の結果は脊髄内の血流量に関しては、VEGF が UC-MSCs 単独移植に比

べ陽性効果があることを示した。 
 今回の実験では脊髄の神経細胞損傷は生じたが、脱髄は観察されなかった。放射線照射

90 日、97、104、111 日後に UC-MSCs を投与し、前肢麻痺の改善を観察した。VEGF 投

与もしくは細胞前処理により麻痺のさらなる軽減は観察できなかったが、VEGF 投与によ

り、良好な病理学組織像が得られた。今回の我々の研究では、移植した UC-MSCs の生着

は確認できなかった。このことは、移植した UC-MSCs からのサイトカインなどのパラク

ラインによる作用はあったが、生着数は少なかったものと考えられる。以前我々が報告し

た様に、間葉系間質細胞には炎症誘発性サイトカインを減少させ、抗炎症性サイトカイン

を増加させる効果がある。今回も同様の結果を得たが、VEGF による相加効果は認められ

なかった。 
 今回は、UC-MSCs による血管新生効果が認められ、VEGF により増強された。これは、

VEGF により骨髄由来の内皮細胞前駆細胞の遊走を増加させ、分化誘導をしたものと考え

られる。 
 細胞の投与方法や投与時期を含め、今後のさらなる研究が必要である。 
 
結       論 
 放射線照射後にヒト𦜝𦜝帯由来間葉細胞を移植すると放射線性脊髄炎が軽減した。VEGF
は移植の効果の一部を増強した。 
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