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研究成果の概要：ミニブタ穿通枝脳梗塞モデルを開発して、神経幹細胞移植による脳梗塞治療

法の開発を目指した。白質に限局した脳梗塞が再現性よく作成できた。経時的な組織学的所見

では、梗塞巣は虚血後 7日では拡大することが判明した。軸索が最も脆弱でミエリンやその他

の組織に障害が及ぶことが判明した。血管組織だけは障害から免れ、梗塞巣内でも生き残るこ

とが判明した。また、ミニブタ脳より採取した神経細胞より、自己複製能と多分化能をもつ神

経細胞塊が得られた。これらの細胞を標識し脳内に移植した。移植細胞が、ホスト脳で神経ネ

ットワーク形成やそれに伴い機能改善をもたらしているかについては確認できなかったが、MRI

と病理組織学的にホーミング（生着の前段階と考えられる）までは確認することができた。神

経幹細胞のみの移植ではホスト脳での増殖や神経ネットワーク形成には不十分である。ドラッ

クデリバリーシステムによる栄養因子持続投与の必要性を実感した。そこでラット脳梗塞モデ

ルを用いてドラッグデリバリーシステムによる bFGF 持続投与実験を追加した。bFGF 持続投与

により軸索の伸長が一部確認できたが、bFGF の副作用のためか脳梗塞巣は対照群に比較して脳

浮腫のため大きくなる傾向を示した。栄養因子の種類や組み合わせさらに至適濃度は今後詳細

に検討する必要性がある。神経幹細胞のみでなく血管内皮細胞などと組み合わせた

nuerovasucular signalling を考慮した治療法も期待が持てる。 
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                               （金額単位：円） 
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年度  

年度  

  年度  
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 

キーワード：脳梗塞、再生医学、軸索再生、ミニブタラクナ梗塞モデル、ドラッグデリバリー

システム 
 
１．研究開始当初の背景 

これまでの囓歯類（ラット、マウス：滑脳型

動物）を中心とした脳梗塞モデル研究の結果

から脳虚血障害における白質障害の重要性

と、よりヒト脳（脳溝型脳）に近い実験モデ

ルの必要性が、認識されてきている。基礎か

ら臨床への橋渡しをする研究（トランスレー

ショナルリサーチ）を目的とし大型動物（ミ



ニブタ：脳溝型脳動物）を用い選択的白質梗

塞モデル（ラクナ梗塞モデル）を作成し、脳

梗塞急性期の病態変化を多角的に解明する。

さらに得られた基礎データの蓄積をもとに

神経幹細胞移植を中心に据えた新しい脳梗

塞治療法（成長因子持続投与による神経再生

など）の開発戦略の構築を目指す。 

 

２．研究の目的 

基礎から臨床への橋渡しをする研究(トラン

スレーショナルリサーチ)を目的としてミニ

ブタ脳梗塞モデルを開発し、神経幹細胞自家

移植による脳梗塞治療を試みる。側脳室より

細胞を採取し神経幹細胞をクローニングし

移植する。広範囲に障害される脳梗塞では，

移植する細胞自身の生着・分化の問題と共に，

いかに正確に神経細胞ネットワークを再構

築し脳機能を回復させられるかという難題

がある。そこで，脳梗塞移殖治療法への第一

歩として，本研究テーマでは穿通枝（ラクナ）

梗塞という脳梗塞のなかでも最もシンプル

な病態にターゲットを絞ることとした。つま

り、穿通枝梗塞とは，白質に限定した虚血障

害のために神経細胞体の障害は認められず，

軸索とそれに付随したミエリンとその形成

細胞－オリゴデンドロサイト－が選択的に

障害される病態である。したがって，原理的

には，軸索の再生伸展とミエリン形成がなさ

れれば機能的な回復が期待できる．神経細胞

そのものは再生能力をもっており，再生阻害

的なグリア環境を再生に適した環境に置き

換えることにより再生を促すと考えられて

いる。この実現のためには増殖・分化能の高

い細胞と細胞の分化・増殖を誘導するための

至適な環境（場）が必須と考えられる。しか

しながらこれまで少なくても脳梗塞治療の

ための移植再生研究においては移植細胞（ド

ナー）のみに研究の主眼がおかれレシピエン

トである生体組織（脳梗塞脳）に関してはほ

とんど注目されてこなかった。本申請課題で

は、ミニブタ穿通枝脳梗塞モデルを用いて、

脳梗塞部位の病態・生理（微小環境変化）を

経時的にかつ多角的（神経学的変化、組織学

的変化、電気生理学的変化、画像変化）に評

価し移植再生治療に最適な環境を検索・同定

し、かつ軸索再生に必要な栄養因子を効率よ

く持続的に投与する方法を開発し、軸索再生

医療へ向けた基礎研究を目的とすることで

ある。中枢神経(脳)軸索再生のための基盤と

なる研究を目指している。 

 

３．研究の方法 

(1)ミニブタ穿通枝梗塞モデルの作成と病態

の多角的評価 

① ラクナ脳梗塞モデルの作成 

メキシカンヘアレスミニブタ(体重14～24 kg)

を使用する。イソフルラン全身麻酔下に右前頭

側頭開頭を行い、顕微鏡直視下に内頚動脈より

分岐する穿通枝(前脈絡叢動脈:AchA)を電気凝

固後切離する。大脳皮質や大脳基底核障害を起

こすことなく内包に選択的な梗塞巣を作成す

る。 

② MRI による梗塞巣評価 

 脳梗塞発症 24 時間後、ケタミン筋肉注射

による沈静下(気管挿菅、自発呼吸下)に

MRI(T１、T２、FLAIR、DWI)撮影を行う。DWI、

T２、FLAIR にて内包を中心とする 深部白質

に選択的な高信号領域を確認する。 

③ 運動機能評価：内包と線状体の一部に梗

塞巣を呈することより、直後より運動機能障

害を呈する。以下の基準で障害程度をスコア

リングする。立位(4)、発声(5)、頭位(2)、

前肢(4)、後肢(4)、顔面(1)、歩行(3)＝25 点

の ス コ ア リ ン グ シ ー ト を 用 い 経 時 的

（3,6,12,24,48 時間・3,4,5,6 日・1,2,3,4 

週）に評価する。  

④ 虚血白質障害の病理組織学的評価と

定量 

(2) 移植細胞調製法の確立 

ミニブタ側脳室壁細胞を用いる。 

① ミニブタ側脳室からの神経幹細胞培養条

件の検討 ミニブタ脳の側脳室壁より脳室

下層・上衣層細胞を採取する（約300 mm3）。

側脳室壁より得た神経幹細胞を含む中枢神

経系の細胞をEGEやbFGFを加えた無血清培地

で 浮 遊 培 養 を 行 い 増 殖 さ せ 、 神 経 塊

（neurosphere）を形成する。この細胞群を限

界希釈法で単一培養し、数週間で同様の

neurosphereを形成させる。神経幹細胞のマー

カーで染色され、自己複製能と多分化能（ニ

ューロン、アストロサイト、オリゴデンドロ

サイト）をもつことを証明する。 

② 培養細胞のMRI標識法の開発 培養した

移植細胞を超磁性酸化鉄粒子造影剤（フェル

モキシデス）にて標識し、ミニブタ脳梗塞モ

デルの脳内に移植する。この鉄剤による標識

法の利点としては、細胞障害性が少ないこと

のほかにMRIにて経時的に移植細胞の動態を

確認する(同一個体において空間的・時間的

移植細胞の追跡が可能)と共に、組織標本に

てもPrussian Blueを用いて移植細胞が検出

可能なことがあげられる。 

(3) 定位的細胞移植法と移植後の機能評価

の確立  

脳梗塞モデルへの神経幹細胞塊の移植 

 



細胞補充療法として移植細胞の量的な問題

のほかに、どの部位に移植するとより効率的

な移植効果が得られるかという課題がある。

脳梗塞巣対側あるいは梗塞巣近傍の皮質下

のいずれが良いか見極める必要がある。これ

ら移植細胞の未分化状態の維持と分化の方

向性、ホーミング・遊走・生着のコントロー

ルの問題のほかに移植細胞とホスト脳との

機能的なネットワークの構築を如何に促進

させることができるかが移植治療の成否を

決めると思われる。繰り返し実験（try and 

error）により移植環境の最適化条件の検索

が必要と思われる。 

 

４．研究成果 

【ミニブタラクナ梗塞の病態生理と経時的

な変化】 

MRI(DWI・FLAIR)にて内包後脚に限局した梗

塞が確認された。MRI にて内包に 91.4％

（32/35）の再現率でラクナ梗塞が確認され

た。 

電気生理学的評価：再灌流モデル(n=7)にお

いて閉塞後 6’13”±1’10”にて電気活動

の消失が確認された。血流遮断 10 分間群

（n=3）では血流再開後速やかに MEP の回復

を認めたが、15 分間群(n=4)では血流再開後

30 分間は MEP は消失した状態であった。しか

し 15 分遮断群全例に運動機能障害や MRI、病

理組織で虚血性障害を認めなかった。 

運動機能評価では、AchA 閉塞(AchAO)群では

行動障害が出現し 24 時間で最大障害となる

が 12 日までには機能が回復された。運動機

能評価では sham 群では障害が出現しなかっ

たのに比べ AchAO 群では 10 日まで障害が残

存し両群間に統計学的有意差が認められた。 

梗塞巣経時的な変化を組織学的（Luxol fast 

blue 染色にて）に評価すると： AchAO 発症

24時間から1週間の間に梗塞巣の有意な拡大

をみとめた。1 週から 4 週後の間では梗塞巣

に統計学的有意差はなかった。 

HE 染色にて 24 時間後 Ischemic core 辺縁部

に腫大軸索および著明な細胞間隙浮腫を認

め、抗 APP 抗体により軸索流の停滞が確認さ

れた。梗塞後一週間では辺縁部からの炎症細

胞、macrophage の集簇や抗 GFAP 抗体による

reactive astrocyte が認められた。4週間後

では astrocyte による瘢痕形成の他、梗塞部

の macrophage による占拠および血管の残存

が認められ、さらに皮質下白質において瀰漫

性の軸索障害が認められた。 

脳梗塞巣内の微小血管数においては梗塞後

24 時間、7日、14 日後とも有意な変化は認め

られず、梗塞巣内では血管構築は維持されて

いることが確認できた。 

電子顕微鏡所見では Ischemic Core では軸

索・髄鞘の壊死が認められたが血管周囲では

乏突起膠細胞や星状膠細胞わずかに確認さ

れ、Irreversible damaged area では 24 時間

後に認められた著明な細胞間隙・傍軸索間隙

の浮腫及び軸索の破壊が 1週後には壊死領域

となった。Peri-infarct area では 24 時間後

に軸索は腫大、髄鞘は形態を留めていたが、

1週間後にはmacrophageに貪食されている所

見が得られた。Marginal zone では 1 週間後

には梗塞巣の拡大と軸索変性が認められた。 

 

【ミニブタ神経幹細胞移植】 

ミニブタ側脳室壁（脳室下層・上衣層細胞）

より採取した細胞から自己複製能と多分化

能をもつ神経細胞塊が得られた。これらの

神経細胞塊は鉄剤にて標識した。脳内に移

植した細胞も MRI にて低信号として同定で

きた。組織学的見も鉄染色にて同定できた。

しかし、本研究では、神経幹細胞移植のみ

では、ホーミングがかろうじて認められる

状態（MRI, 組織像）であり生着、遊走、分

化、神経ネットワークの形成にはいたって

いないことが判明した。ミニブタによる神

経幹細胞移植研究から、細胞が増殖・分化

しやすい環境を移植に先駆けて整えておく

必要性（たとえは網細血管）が判明した。

徐放化ゲル(ゼラチン粒子 30μｍ)を用い

て持続的に栄養因子（bEGF/）の局所的投与

を行う手段を確立した。 

 

【ラット内包梗塞モデルにおける神経栄養

因子の持続投与】 

本研究では、ラットを用いて、定位的に

Endothelin-1 を注入し内包に限局したラク

ナ脳梗塞モデルを作成した。脳梗塞発症７日

後に同部位に bFGF を吸着したゼラチンマイ

クロスフェア（生体吸収性材料）を注入し、

bFGF 持続的投与を行い、軸索再生に及ぼす効

果について検証した。注入 7－10 日後の免疫

組織標本では、同部位にマイクロスフェアが

確認できた。その周囲はコンドロイチン硫酸

プロテオグリカン(ChSPGs)に満たされたグ

リア瘢痕を認めた。ニューロフィラメント抗

体にて neuronal sprouting は確認すること

ができたが、グリア瘢痕の境界を越えて軸索

が伸長する所見は認めなかった。bFGF の副作

用のためか脳梗塞巣は対照群に比較して脳

浮腫のため大きくなる傾向を示した。栄養因

子の種類や組み合わせさらに至適濃度は今

後詳細に検討する必要性がある。神経幹細胞

のみでなく血管内皮細胞などと組み合わせ



た nuerovasucular signalling を考慮した治

療法も期待が持てる。 
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