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学位論文題目

Transplantation of M2-deviated microglia promotes recovery of 

motor function after spina丄 cord injury in mice.

(M2ミクログリアの移植は脊髄損傷モデルマウスの運動機能回復を促 

進する）

【目的】，

脊髄損傷は予後不良な外傷性疾患であり、効果的な治療法はまだ存在しない。脊髄損傷の予後 

には多くの因子が関与するが、その一つにミクログリアの影響が挙げられる。 ミクログリアは神 

経周囲環境における免疫担当細胞であるが、Ml、M 2 という表現型があり、M lは組織障害性に、M2 

は組織保護的に働くと言われている。今回我々は、M 2 ミクログリアの移植が脊髄損傷の治療法に 

なりうるのではないかという仮説のもとに、脊髄損傷モデルに対するM 2 ミクログリアの移植実験

を行い、その治療効果につき検討した。

【方法】 ; .

1) 初代培養ミクログリアを利用したM 2 ミクログリアへの誘導法の検討：C57BL6/Jマウスの新

生児より、大脳皮質を回収し、混合グリア培養を行った。2 週間培養を行った後に、振盪にてミク 

ログリアを回収し、同細胞をサイトカインなし、またはサイトカインIL-4 (20 n g / m lまたは40 

ng/ml)、 もしくはGM-CSF (20 ng/mlまたは40 ng/ml)の存在下で3 日間培養を行った。培養後の 

同細胞において、増殖能•遊走能.貪食能の評価などを行った。また免疫染色•遺伝子発現解析

も行い、Ml、M 2の表現型が得られているかを解析した。

2) 脊髄損傷モデルマウスの作成およびミクログリア投与による運動機能改善効果の評価：胸腰 

椎移行部の片側脊髄部分切除モデルマウスを作成し、処置直後に切除部位に細胞外マトリクス製 

剤や埋め込みを行った群をコントロールとし、細胞外マトリクス製剤内に1)で検討した組’また 

は M 2 ミクログリアのいずれかを混合したものをそれぞれ移植群とした。同マウスにおいて、運動

機能をBassso mouse scale、後肢反射スケ'— ルにて経時的に測定し、M lもしくはM2 .ミクログリ 

ア投与による治療効果を判定した。また、M 2 ミクログリアによる細胞治療の有用性を示すために、

IL-4 (0.35 ug / Kg)の腹腔内投与(2回/日）群との治療効果を比較検討した。更に、ミクログリ 

アの移植時期による治療効果の変化を検討するために、脊髄損傷直後以外に、3 日後もしくは7 日 

後に M 2 ミクログリアを投与する群をそれぞれ作成し、治療効果の比較検討を行った。

3) 移植ミクロ.グリアの生着および移植時期による生着率への影響の検討：GFP-Tgマウス新生児 

から培養したG F P陽性ミクログリアでの移植を行い、脊髄損傷 1 週、2 週、4 週時点の脊髄標本 

で、同細胞の生着•残存について検討した。

(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方法 •結果 •考察 •結論の順に記載し、 2 千字 
' 程度でタイプ等を用いて印字すること。

2 . ※印の欄には記入しないこと。
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4)移植後マウスにおける脊髄の組織学的.生化学的評価：脊髄損傷 1 か月後の各群マウス（コ 

ントロール群、M l投与群、M 2投与群）において、脊髄の組織学的評価を免疫染色（/3 3tubulin、

GFAP、Iba-1、Ml . M 2マーカー等）にて行い、また遺伝子発現解析（M l • M 2マーカーおよび炎症 

関連分子、成長因子など）を qPCRにより行った。さらに脊髄損傷1 か月後のマウス後肢(ハムス 

トリング）に神経トレ'ーサ'— である Fluoro-rubyを筋肉内注射し、5 日後に同マウスの脊髄を固 

定、脊髄損傷部位頭側•尾側での同マーカー陽性細胞の分布を観察し、軸索輸送（再生）につい 

て検討を加えた。

【結果】

1) ミクログリアをIL-4またはGM-CSF存在下で3 日間培養したところ、ミクログリアの増殖能 

はコントロール群に比べ上昇を認めたが、特に GM-CSF 40 ng/ml群で著明であった。遊走能に関 

してもサイトカイン併用群で増加を認めたが、こちらは濃度に関わらずGM-CSF群で著明であっ'

た。一方、•貪食能に関してはIL-4の併用で低下し、GM-CSFの併用で上昇した。免疫染色、遺伝子 

発現解析を行ったところ、IL-4 40 ng/ml.群にてMrclおよびA r g lといったM 2マーカーの上昇 

を、GM-CSF 40 ng/ml群ではCD86および iNOSといったM lマーカーの上昇を認めた。

2) 方法 1)で得られた結果より、IL-4 40 ng/mlおよびGM-CSF 40 ng/mlで培養したミクログリ 

アをそれぞれM2、M l ミクログリアとして移植実験に用いた。投与後の運動機能をBasso mouse 

scaleおよび後肢反射スケールにて評価したところ、コントロール群と比較して移植群にて有意 

な改善が得られ、さらにこの改善効果はM l投与群よりM 2投与群にて有意に大きかった。また、

M 2 ミクログリア投与による移植効果は、IL-4の全身投与による治療効果に比べ有意に高く、細胞 

治療が成長因子治療より有用であることが観察された。また投与時期による検討では脊髄損傷直1 

後に M 2 ミクログリアを投与した群で最も治療劾果が高く、早期の移植が効果的であると考えられ 

た。

3) G F P陽性ミクログリアの移植後の経時的解析では、投与後 2 週時点まで脊髄に移植ミクログ

リアの残存がみられたが、4 週時点ではほぼ消失していた。 '

4) 投与 1 か月後のマウス脊髄における免疫染色では、神経細胞マーカーである/3 3-tubulin、ア 

ストロサイトマーカーであるGFAPの染色では3 群にて明らかな差を認めなかったが、ミクログリ 

アマーカーであるIba-1に関してはMl、M 2移植群において有意な上昇を認めた。同部位のCD86、 

CD206染色を施，行したところ、コントロールと比較しM 2投与群にて⑶8 6の低下を、またM 2投与 

群に関してCD206の上昇を認めた。同脊髄における遺伝子発現解析では、M 2 投与群にてMrcl、

Arglの上昇を認め、' さらに神経細胞の回復に関わる因子の一つであるIGF-1の上昇を認めた。脊 

髄の神経トレーサーによる解析では、M 2細胞投与群では障害部位頭側におけるFluoro-ruby染色 

陽性細胞が有意に増加しており、軸索輸送の再生が示唆ざれた。
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【考察】

Ml, M 2 ミクログリアの移植は脊髄損傷後マウスに対して治療効果を示し、これはM 2 ミクログ 

リアで優位であった。4 週後の脊髄では投与したミクログリアの生着は認めなかったが、運動機 

能の改善効果は持続しており、適切な時期に移植を行うことによって液性因子を介して治療効果 

を発揮すると考えられた。M l ミクログリアも変性•脱落組織の貪食を通じて組織再生過程に関わ 

っていると言われており、炎症を惹起する側面はあるが、M 2より劣るが、ある程度の治療効果が 

得られた。

【結論】 M 2 ミクログリアの移植は脊髄損傷モデルマウスの運動機能改善を促進する。
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論文審査委員

(学位論文審査の結果の要旨）

本論文では、脊髄損傷の新たな治療法を開拓するため、マウスモデルを用いてM lない 

しM 2型に誘導した脳由来ミクログリアの移植を試み、以下の点を明らかにした。

1) 急性脊髄損傷マウスに対し、GM-CSF誘導性 M lミクログリアないし IL-4誘導性M2 
ミクログリアの移植療法を行った後、4 週間の運動機能を評価した結果、改善度はM2 
ミクログリア群〉M lミクログリア群〉対照群であった。移植の時期については、受 

傷同日移植群が3 日後や7 日後移植群に比して良好な運動機能改善につながった。

2) 受傷，移植部位の組織学的解析の結果、ニューロンやアストロサイトには上記3 群 

間に有意差がなかったが、 ミクログリア数は各ミクログリア移植群で有意に多かっ 

た。また、mRNA発現を定量的に調べると、M 2ミクログリア移植群でM r c lとArgl 
が有意に増加しており、加えてJgfJ増加も伴っていた。

3 ) 受 傷 4 週間後に受傷側ハムストリング筋にトレーサーを注入して逆行性軸索輸送を 

評価した結果、受傷部より近位願側）脊髄内の陽性ニューロンはM 2ミクログリア 

移植群で有意に多く認められ、逆行性軸索輸送の改善が示唆された。

本論文は、急性脊髄損傷に対するミクログリア移植療法の可能性について新たな知見を 

与えたものであり、また最終試験として論文内容に関連した試問を実施したところ合格と 

判断されたので、博 士 （医学）の学位論文に値するものと認められた。

(総 字 数 598字）

(令和2 年 1 月 2 7 日）


