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研究成果の概要（和文）：これまで，ヒト間葉系幹細胞を脳梗塞モデルラットへ移植することで，機能改善が確
認されています。その多くはヒト腸骨由来MSCs（hiMSCs）であるため，ヒト頭蓋骨から樹立したMSCs（hcMSCs）
の細胞学的特徴と脳梗塞モデルラットへの移植効果をhiMSCsと比較検討しました。その結果，神経栄養因子の発
現はhiMSCsに比べhcMSCsで高く，hcMSCsを脳梗塞モデルラットへ早期移植することで，無移植例やhiMSCs移植例
に比べ，良好な機能改善を確認しました。hcMSCsはhiMSCsに比べ高い神経保護効果が期待され，脳梗塞後早期の
投与で効果的な機能改善が見込まれると考えられました。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the cell characteristics, neuroprotective, and transplantation 
effects of human cranial bone-derived mesenchymal stem cells (hcMSCs) in ischemic stroke model rats 
compared with human iliac bone-derived mesenchymal stem cells (hiMSCs). The expressions of 
brain-derived neurotrophic factor and vascular endothelial growth factor were higher in hcMSCs than 
in hiMSCs. HcMSCs transplantation at 3 h after middle cerebral artery occlusion resulted in 
significant functional recovery compared with that in the hiMSCs or control group. The survival 
rates of neuroblastoma × glioma hybrid cells cultured with hcMCSs-conditioned medium after 3 h 
oxidative or inflammatory stress were significantly higher than in the control group. Our results 
suggest that hcMSCs transplantation in the early stage of ischemic stroke suppresses the damage of 
residual cells and leads to functional recovery through the strong expressions of neurotrophic 
factors. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳卒中によって脳にダメージが生じると、重篤な機能障害をきたし、最悪の場合、死に至ることもあります。近
年、薬物療法や血管内治療などの外科的治療の進歩により、機能予後の改善が期待されています。一方、損傷を
うけた脳組織は再生せず、十分な機能改善が見込まれないことも現状です。新たな治療方法として、中枢神経損
傷に対する間葉系幹細胞の機能改善効果が注目されています。我々の研究結果では、腸骨骨髄から樹立されたも
のに比べ頭蓋骨骨髄から樹立した間葉系幹細胞は、脳梗塞モデルラットに対し機能改善が高いことが判明しまし
た。今後は、ヒトを対象にした臨床研究も含めて、実臨床への応用に向け研究をすすめていく予定です。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳卒中によって脳にダメージが生じると、重篤な機能障害をきたし、最悪の場合、死に至るこ
ともある。近年、薬物療法や血管内治療などの外科的治療の進歩に伴い、脳卒中後の機能予後改
善が期待されている。一方、損傷をうけた脳組織は再生せず、十分な機能改善が見込まれないこ
とも現状である。脳卒中や頭部外傷など中枢神経損傷に対する新たな治療法として、間葉系幹細
胞移植による機能改善効果が注目されている。げっ歯類のみならずヒトを含めた哺乳類におい
て、虚血性脳損傷後にヒト間葉系幹細胞 (human mesenchymal stem cells : hMSCs)を移植する
ことで、機能予後の改善が報告されている。MSCs が放出する神経栄養因子が、神経保護効果や
神経再生、血管新生に重要な役割を果たすと考えられている。hMSCs は、腸骨骨髄をはじめ、脂
肪、皮膚、臍帯、胎盤など様々な組織から樹立可能であり、採取する部位により特性が異なると
される。以前我々は、ヒト頭蓋骨由来 MSCs(human cranial bone-derived MSCs:hcMSCs)の樹立
に成功し、ヒト腸骨由来 MSCs(human iliac bone-derived MSCs:hiMSCs)に比べ、神経堤マーカ
ーの発現が高く、神経系細胞へ分化しやすいことを報告している (Shinagawa K、et al. 
Neuroscience Letters、606:161-166、2015)。これまで虚血性脳損傷に対する機能予後改善効果
は、hiMSCs で検討されたものがほとんどであり、hcMSCs での報告はない。中胚葉由来である腸
骨と神経堤由来である頭蓋骨では、細胞学的特徴のみならず、中枢神経損傷に対する機能予後改
善効果も異なる可能性が高い。また、MSCs を移植するタイミングについて、必ずしも明瞭化さ
れていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
虚血性脳損傷に対する hcMSCs 移植による神経予後改善効果を確認するため、hcMSCs の細胞学
的特徴と脳梗塞モデルラットヘの移植効果について、hiMSC と比較検討することとした。また、
脳梗塞モデルラットに対する hcMSCs の早期移植効果についても検討した。 
 
３．研究の方法 
開頭術時に側頭骨、蝶形骨から頭蓋骨を採取し、以前報告したものと同様の方法で hcMSCs を
樹立した。樹立した hcMSCs については、以前報告した論文において、フローサイトメトリーや
多分化能を分析し、MSC の特徴を満たしていることを確認している。hiMSCs は Lonza 社より購入
した。 
以下の 3項目について分析した。 
① 細胞学的特徴を検討するため、神経栄養因子 (BDNF、VEGF)の遺伝子発現を real-time PCR
法を用いて解析した。 
② hMSCs の移植に先立ち、intraluminal thread occlusion method にて、脳梗塞モデルラット
を作成した。具体的には、250-300g のオスの Sprague-Dawley ラットにイソフルラン吸入麻
酔を行い、頚部を切開し、顕微鏡下に右総頚動脈、内頚動脈、外頚動脈を露出した。先端に
シリコンコートをほどこした 4.0 ナイロン糸を、外頚動脈切断断端から内頚動脈へ頭蓋内に
向かって挿入し、中大脳動脈起始部を 2時間閉塞した後、抜去した。hMSCs 移植に先行して、
脳梗塞作成24時間後にMRI撮影や脳切片の2,3,5-triphenyltetrazolium（TTC)染色を行い、
脳梗塞が作成できていることを確認した。ついで、hMSCs の移植効果を確認するべく、脳梗
塞モデルラット作製 3時間もしくは 24 時間後に、1.0×106個の hcMSCs もしくは hiMSCs を
尾静脈から経静脈的に投与し、コントロール群も含め投与後の神経機能を、脳梗塞作成後 28
日目まで評価した。 
③ ln vitro で、模擬脳梗塞モデルを作成するべく、NG108-15(Neuroblastoma×glioma hybrid 
cell)を炎症ストレス（lipopolysaccharide を添加）あるいは酸化ストレス（H2O2を添加）
に曝露した。脳虚血後の神経細胞損傷を確認するため、3時間もしくは 24 時間、酸化もし
くは炎症ストレスに曝露した後、コントロール群も含め、NG108-15 の生存率を確認した。つ
いで、hMSCs の神経保護効果を検討するため、NG108-15 を 3時間もしくは 24 時間、酸化も
しくは炎症ストレスに暴露した後、hcMSCs もしくは hiMSCs の馴化培地を加え、コントロー
ル群も含め、馴化培地投与 24 時間後の NG108-15 生存率を確認した。 
 
４．研究成果 
各々の検討項目についての結果を報告する。 
① 神経栄養因子（BDNF、VEGF）の発現は hiMSCs に比べ hcMSCs で高かった。 
② 脳梗塞モデルラットの神経機能は、脳梗塞 24時間後の投与では、hcMSCs 群、hiMSCs 群とも
にコントロール群と同等であったが、脳梗塞 3 時間後の投与では、hiMSCs 群やコントロー
ル群に比べ、hcMSCs の投与で、脳梗塞後 2日目から 28 日目まで、早期から神経機能が改善
した。 
③ 炎症・酸化ストレス暴露後の NG108-15 生存率は 3時間ストレス群、24時間ストレス群とも
にコントロール群にくらべ低く、炎症・酸化ストレス各々の暴露群間においても、3時間ス
トレス群にくらべ 24時間ストレス群で NG108-15 の生存率は有意に低かった。ストレス暴露
後の NG108-15 に hcMSCs 馴化培地を加えることで、3時間ストレス暴露群では炎症・酸化ス
トレス群で、24 時間ストレス暴露群では炎症ストレス群で生存率が改善した。一方、hiMSCs
馴化培地は、炎症・酸化ストレスの両群で、3時間もしくは 24時間ストレス暴露後の NG108-



15 の生存率をコントロール群と比較し改善させなかった。 
 
今回の検討では、まず hcMSCs と hiMSCs の細胞学的特徴について分析した。以前われわれは、
hcMSCs が hiMSCs にくらべ神経提マーカーの発現が高いことを報告した。今回、さらに神経栄養
因子について検討したが、hiMSCs にくらべ hcMSCs は神経栄養因子の発現が高いことが確認され
た。神経栄養因子は神経保護効果、神経新生、血管新生効果を有し、中枢神経損傷に対する機能
予後改善に重要な因子となることが報告されている。hiMSCs が中胚葉由来である腸骨、hcMSCs
が神経堤由来である頭蓋骨から樹立されたものであるため、由来により特徴が異なり、hcMSCs は
神経栄養因子を豊富に発現することが確認できた。ついで、脳梗塞モデルラットに対する hcMSCs
の移植効果について検討したところ、脳梗塞作成 24 時間後投与では脳梗塞後 28 日目まで全期
間にわたり神経機能の改善は確認されなかったが、3時間後投与では脳梗塞後 2日目の早期から
28 日目までほぼ全期間にわたり神経機能の有意な改善を認めた。脳梗塞後早期に hcMSCs を移植
することで、効果的な神経機能改善が期待できると考えられた。虚血性脳損傷に対する hcMSCs
の早期移植効果を in vitro でも確認するため、まず in vitro での脳梗塞モデルを作成した。
NG108-15 に炎症・酸化ストレスを加え、生存率を分析したところ、ストレス曝露時間に伴い
NG108-15 の生存率は急激に低下し、脳梗塞後早期に急速な神経細胞損傷が生じることが示唆さ
れた。ついで、in vitro で脳梗塞後の hMSCs 移植を再現するため、ストレス暴露後の NG108-15
に、hMSCs の馴化培地を加え、生存率を分析した。hiMSCs の馴化培地は 3時間もしくは 24時間
の炎症・酸化ストレス曝露後の NG108-15 生存率を改善させなかった。hcMSCs の馴化培地は炎
症・酸化ストレス曝露 3時間後の NG108-15 の生存率は改善させたが、神経細胞損傷が進行した
24 時間ストレス暴露後では、生存率の改善は限定的であった。In vitro での分析でも、hiMSCs
は hcMSCs にくらべ脳虚血損傷後の神経保護効果が高く、hcMSCs は神経損傷が進行していない早
期により高い神経保護効果をもたらすことが確認できた。今回の検討では、脳梗塞後早期に 
hcMSCs を移植することで、虚血後の神経細胞死が進行する前に、hcMSCs に由来する豊富な神経
栄養因子が神経細胞の細胞死を予防することで機能改善につながったことが示唆された。 
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