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研究成果の概要（和文）：心停止方法を窒息にすることで安定した蘇生後脳症ラットモデルを作成することがで
きた。成人骨髄由来の間葉系幹細胞SB623を脳室内に移植し、投与後8週までのRotarod、Y-mazeによる運動機
能、空間認知機能について評価した。
control群4匹、Sham群6匹、SB623群6匹を作成したが、Rota-Rod、Y-Maze test、いずれも統計学的な有意差はで
なかった。Rota-Rodでは投与後5-6週にかけてSB623群がsham群より高値となったが、8週後にはsham群と差はな
かった。

研究成果の概要（英文）：We were able to create a stable post-resuscitation encephalopathy rat model 
by inducing cardiac arrest through asphyxiation. Adult bone marrow-derived mesenchymal stem cells 
(SB623) were transplanted into the ventricles, and motor function and spatial cognitive function 
were evaluated using the Rotarod and Y-maze tests up to 8 weeks post-administration.
Four control rats, six sham rats, and six SB623 rats were created, but no statistically significant 
differences were observed in either the Rotarod or Y-maze tests. In the Rotarod test, the SB623 
group showed higher values than the sham group at 5-6 weeks post-administration, but no difference 
was observed between the two groups at 8 weeks.

研究分野：救急医学

キーワード： 蘇生後脳症　心停止　幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蘇生後脳症のラットモデルを作成することに成功し、今後様々な研究に応用できる基礎を築くことができた。成
人骨髄由来の間葉系幹細胞SB623による明らかな効果は示されなかったが、投与5-6週の運動協調性を改善する傾
向が見られ、投与量、投与回数、投与期間、神経栄養因子の投与によっては更に改善する可能性が考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

我が国の高齢化社会の膨化に伴い、心肺停止（以下 CPA）患者搬送数は急激に増加している（1991

年院外心停止患者搬送数：31,216 人→2015 年 123,554 人）。心肺蘇生の普及により、CPA患者
の生命転帰は 10年前に比して改善を示しているものの、社会復帰し得る症例は依然 1割に満た
ない（図 1）。 

心 停止後症候群（Post Cardiac Arrest 

Syndrome：PCAS）は循環停止再灌流後に起
こる各種病態を含み、低酸素性虚血性脳損
傷・心停止後心筋不全・全身性虚血再灌流障
害（多臓器不全）を併せ持つ症候群である。
PCAS 患者の多くは、心拍再開後の体温管理
療法や心肺補助デバイスなどによる重厚な
集中治療を施行されるにも関わらず、その多
くが植物症・重度意識障害に陥り介護介 

助を要する結果となっている。PCAS 患者を 

支える生産年齢人口への経済的・人的負担も大きく、我が国の高齢化問題を更に助長する由々し
き問題となっている。 

PCAS 患者の蘇生後脳症治療は従来、体温管理療法（脳低温療法）が中心となってきた。しかし
近年、脳低温療法と平温治療ではその有効性に差異が無いとの報告もあり、治療のブレークスル
ーが喫緊に求められている。 

多くの研究で有効性を示せない要因として、二次
性脳損傷予防を中心としてきた従来の治療には限
界があるためであるといえる。即ち、従来の神経集
中治療は、心停止による低酸素性脳損傷である「一
次性脳損傷」自体の治療は理論上治療のターゲッ
トにはなりえず、その後の付加的増悪因子により
進行する「二次性脳損傷」の予防・軽減を図ること
を目的としていた。しかし長い脳虚血時間により
一次性脳損傷自体が重篤になると、二次性脳損傷
を最小限に抑制し得たとしても良好な転帰には繋
がらない（図 2）。 

一次的脳損傷による脳組織破壊自体を修復すべ
く、脳障害治療における再生医療の応用が期待さ
れている所以であるが、PCAS における虚血低酸
素脳症に対し再生医療を応用した研究は皆無であ
る。 

再生医療を応用した神経損傷治療戦略の確立を目指し、我々の研究チームも日米共同で基礎研
究を続けている。我々は銃弾損傷モデル Penetrating Ballistic Brain Injury（PBBI）や急性硬
膜下血腫（ASDH）ラットモデルを作成し、米国FDA で認可されたヒト神経幹細胞NSI-566を
投与し、その生着および、行動実験での神経学的機能改善を確認している（図 3、図４） 

 

 

 

 

 

 

図 2 PCAS における脳損傷の病態と治療  

図 1 一般市民が目撃した心原性 PCAS患者の 1 ヵ月後社会復帰率 

図 3 ： ラッ ト ASDH モデルにおけるヒト 神経幹 細胞の生着： Green 

Fluorocent Protein: GFP 導入移植細胞が樹状様に発光し長い神経軸索

を作っている。Scale bar 20µm。 

図 4:Morris watermaze による逃避時間の比較。移植群

（Transplant）は非移植治療群（Vehicle）に比して有意に

空間認知・運動機能が改善している 



上記の如く、我々の複数の研究では、確固とした細胞の生着を見ているものの、移植細胞の生着
率は依然満足のいくものではなく、現時点では神経細胞への迅速な分化誘導と生着率の向上が
求められている。 

 

２．研究の目的 

本研究はラット蘇生後脳症モデルを作成し、神経幹細胞（NSI-566）を移植ののち、新規神経栄
養物質（NSI-189）を Boost Therapy としてラットに投与することで生着率向上と神経細胞へ
の迅速な分化誘導が得られるか検討するものである。 

NSI-566 は米国 FDAにて認可をうけたヒト胎児由来神経幹細胞である。すでに霊長類脊髄損傷
の運動機能回復が実証され、脳卒中および慢性脊髄損傷での臨床治験が開始されている。商業化
されつつある細胞種を使用することで、基礎から臨床応用までの橋渡しも短縮される。  

NSI-189 は、神経栄養因子（SCF、BDNF、VEGF、GDNF）を Upregulate する作用をもつ小
分子であり、米国ではうつ病の治療薬として臨床治験が開始されている。すでに PhaseⅠで人体
への安全性は確認されており、本研究の成果により、頭部外傷診療における新規治療開発がさら
に推進される。 

上記によりPCAS 患者における再生医療を効率化・適正化し、実臨床への応用を目指す。また、
我が国が世界に先駆けて主導している再生医療の恩恵を、治療が立ち遅れ重篤な後遺症に苦し
む蘇生後脳症の患者にも享受させ、広く国民の健康に資することを最終的な目標としている。  

 

３．研究の方法 

本研究の具体的目標は以下の二つである 
(1)蘇生後脳症モデルにおいて神経幹細胞（NSI-566）移植の有効性を検討する 
(2)蘇生後脳症における神経幹細胞移植後の神経栄養因子（NSI-189）の Boost Therapyの有効性
を明確にする。 
【フェーズ 1：蘇生後脳症ラットモデル作成準備と評価トレーニング(2019 年度前半-2019 年度
後半)】 
各研究協力者（林田・横堀・佐々木・山田）の指導のもと、プロトコールを確認し、研究計画を
倫理委員会および日本医大 IACUC に申請する。 
[ラット蘇生後脳症モデル作成（担当：研究代表者阪本・研究分担者横堀・佐々木・林田）]  
①Sprague-Dawley ラット（8週齢 雄 300－350g）を用い、麻酔科に気管挿管および人工呼吸管
理（0.65ml/100g Weight）を行う。tail artery cannulationを行い連続動脈圧モニタリング、
内頸静脈に PE50 チューブを留置、針電極による心電図モニタリングを行う。 
②第 4 肋間胸骨左縁より電気刺激リードを経皮的に穿刺し、経胸壁に心外膜に留置した電極を
用い単発複数回電位刺激し（Isostim A320RC, WPI Inc, USA, Delay 100ms, 50Hz, intensity 
１ｍA）、心室細 
動（VF）を惹起する。 
③VF 導入 6 分後、200 回/分の用手的胸部圧迫と人工呼吸を開始、CPR 開始と同時にアドレナリ
ン(2 μg/100 g) と 0.1 mL の 8.4%重炭酸ナトリウムを経静脈的に投与する。胸部圧迫より 3
分後に VFが継続している場合、直流単相２Jの強度にて除細動を行う。除細動に失敗した場合、
蘇生術を継続し、1 分後に除細動を再試行する。 
④心拍再開を平均動脈圧>50 mmHg以上、5分以上継続するものと定義し、6分以上の蘇生術で改
善しない場合は蘇生不可と判断する。コントロール群のラットは②以降を行わないものとする。
期間内に、蘇生後脳症ラットモデル作成に加え幹細胞調整トレーニング、行動実験トレーニング、
免疫組織染色トレーニングを行い、実験が滞りなく進むことを確認する。 
[NSI-566 Transplantation（研究分担者：横堀・須田）] 
蘇生後脳症作成一週間後、麻酔下に頭皮を正中切開し、頭蓋骨表面を露出しデンタルドリルにて
穿頭する。ヒト神経幹細胞 NSI-566を 400,000 /µl に調整ののち、Stereotactic flameを用い
て両側海馬に 0.5ml ずつマイクロインジェクタを用いて注入する。海馬の局在は Rat brain 
atlasを参考とし、Bregma より 3.3mm 後方かつ正中より 2mm 両側方、深さは 3mm とする。 
また神経細胞移植後より 1 週間毎 8週間、神経栄養因子 NSI-189 を 30 mg/kg 経口投与する。 
[行動実験トレーニング（Rotarod・Y-maze）（研究分担者：山田）] 
モデル作成１週間前よりトレーニングさせ、安定した行動評価を可能とする。移植後 8週までの
Rotarod、Y-maze による運動機能、空間認知機能について評価する。 
[免疫組織染色および評価トレーニング（研究分担者阪本・佐々木・横堀）]  
20μm で切片作成し、GFPの発光と NeuN, DCX 染色を確認することで、移植神経幹細胞 NSI-566
の成熟神経への分化を確認する。また GFAP 染色および Olig-2染色を併用することで、グリア細
胞系への非分化を確認する。Stereology method（StereoInvestigator 7.50.1 software) にて、
全スライス GFP＋FJB の発光細胞をカウントすることで移植細胞の生着を定量化する。 
以上、フェーズ 1 で 5 匹のパイロットモデルを作成し、組織学的評価にて細胞の生着を確認の
後、以下フェーズ 2 に移行する。 
【フェーズ 2：本試験と各種評価（2019 年度後半‐2021 年度前半）】 
上記フェーズ 1 のトレーニングにて安定した実験系を確立したのち本試験に移る。下記４実験
群×15匹（Controlは 5匹）の実験群を作成する（以前の基礎研究[5]を勘案し個体数を算出）



（図 6）。 
①コントロール群：蘇生後脳症を作成せず、NSI-566の Hibernate mediaのみを両側海馬に移植、
NSI-189 の溶解液（生食）のみをプラセボとし経口摂取させる。 
②無移植・無投与群：蘇生後脳症を作成後、NSI-566の Hibernate mediaのみを両側海馬に移植、
NSI-189 の溶解液（生食）のみをプラセボとし経口摂取させる。 
③移植・無投与群：蘇生後脳症を作成後、NSI-566を両側海馬に移植し、NSI-189の溶解液（生
食）のみをプラセボとし経口摂取させる。 
④移植・投与群：蘇生後脳症を作成後、NSI-566を両側海馬に移植し、NSI-189溶液を経口摂取
させる。 
以上 4 群において行動実験、脳波測定、組織学的評価を行い、群間比較する。 
データ記述を Mean±SEM あるいは Median(IQR)とし、群間比較に Kruskal-Wallis test を用い
る。p＜0.05 を有意とする。 
【フェーズ3：研究総括および研究成果発信】上記フェーズ 2までで得られたデータを解析する。
米国脳損傷研究の Key Opinion Leaderである米国マイアミ大学 Ross Bullock教授を招き、外
部からの評価も加えたうえで、厳正な評価を加える。国内、海外での論文発表、および国際誌へ
の投稿を行う。また、本データをもとに米国 Neuralstem社との連携のもと、更なる前臨床試験
遂行すべく、グラント申請への基礎データを集約する。 
 
４．研究成果 
【蘇生後脳症ラットモデル作成】 
ラットを心停止させ蘇生させることに難渋したため、電気刺激で VFを惹起させて心停止にする
モデルから、窒息で心停止にするモデルに変更した。また心停止を tail arteryの連続動脈圧モ
ニタリングにて収縮期血圧 40mmHg 以下と定義した。 
(1)Sprague-Dawley ラット（8週齢 雄 300－350g）を用い、Bio Machinery Co. SMALL ANIMAL 
ANESTHETIZER: TK-36を用いてイソフルラン 1.0%-1.5%で吸入麻酔、抱水クロラール 360mg/kg
を腹腔内投与の麻酔下にサーフロー24G で tail artery cannulationを行い連続動脈圧モニタ
リングした。内頸静脈に夏目製作所 PE45 チューブを 3cm 挿入、留置した。Labchart7 を用い
て針電極による心電図モニタリングを行った。喉頭鏡を用いて内径 1.2mm、外形 2.0mmポリエ
チレンチューブで気管挿管、9cm で固定した。 

(2)気管チューブをクランプし窒息させ心停止とした。心停止から 3分経過後に心肺蘇生処置を    
開始した。200回/分の用手的胸部圧迫、UGO BASILE RODENT VENTILATORを用いて人工呼吸管   
理（1回換気量 0.65ml/100g Weight、分時換気量 100/分）、アドレナリン(2 μg/100 g)の経
静脈的投与を行った。心肺蘇生処置開始から自己心拍が再開するまで 4 分毎にアドレナリン
投与を行った。 

(3)心拍再開を平均動脈圧>50 mmHg以上と定義し、9分以上の蘇生術で改善しない場合は蘇生不   
可と判断した。 

(4)血圧の安定、自発呼吸の回復を待って気管チューブを抜去した。 
(5)蘇生後脳症作成 1週間後、麻酔下に頭皮を正中切開し、頭蓋骨表面を露出し、Bregmaから後  

方 1mm、側方 2mm の位置で脳表から 3.5mm の側脳室に、Stereotactic flame を用いて細胞数
1.0×104個に調整した間葉系神経幹細胞 SB623をマイクロインジェクタを用いて注入した。 
当初はNeuralstem社のヒト胎児由来NSI-566を用いる予定だったが、入手困難になったため、   
サンバイオ社の成人骨髄由来の間葉系幹細胞 SB623 を用いることとした。 
神経栄養因子も同様に入手困難になったが代替品がなく、神経栄養因子の投与は断念した。 
 

[行動実験トレーニング（Rotarod・Y-maze）] 
モデル作成１週間前よりトレーニングさせ、安定した行動評価を可能とする。移植後 8週までの
Rotarod、Y-maze による運動機能、空間認知機能について評価した。 
 
［心停止時間］ 
心停止に至ってから蘇生処置を開始するまでの時間、つまり no flow timeを 1分、3分で control
と比較すると、3分の方が Rota-Rodで強く障害が表れており、モデルとして相応しいと判断し、
モデルとして no flow time3 分を採用した（図５）。 
 

 
 
 
 
 



 
図５ no flow time による Rota-Rod の比較 

 
 
【SB623 の効果】 
 
control 群 4 匹、Sham 群 6 匹、SB623 群 6匹を作成し、投与後 8 週まで Rota-Rod、Y-maze で行
動実験を行った。 
 
Rota-Rod の結果はいずれも統計学的な有意差はでなかったが、投与後 5-6 週にかけて SB623 群
が sham 群より高値となったが、8 週後には sham 群と差はなかった（図６）。 
 

 
 
 
 
 

 
図６ sham 群と SB623 群の Rota-Rod の比較 
 
Y-Maze testの結果は図７の通りで、いずれも統計学的な有意差はでなかったが、投与後 4-5週、
7 週にかけて SB623 群が sham 群より低値となったが、8 週後には sham 群と差はなかった（図
７）。 
 

sham 群と SB623 群の Y-Maze test の比較 図７SA% 図８entry 数 
 
ただ、sham 群および SB625 投与群では極端に動かずないものがいたため、自発行動量 

を評価するために割合の SA%ではなく entry 数で解析してみた（図８）。自発行動量は 
同じ挙動を示し差は無かった。 

 
【結果】 

蘇生後脳症のラットモデルを作成することに成功した。間葉系幹細胞 SB623 による明らかな効

果は示されなかったが、投与 5-6週の運動協調性を改善する傾向が見られ、投与量、投与回数、
投与期間、神経栄養因子の投与によっては更に改善する可能性が考えられた。 

0

100

200

300

pre 1 2 3 4 5 6 7 8

秒

週数

Rota-Rod 

control sham SB623



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計0件

〔学会発表〕　計0件

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

研
究
分
担
者

山田　真吏奈

(Yamada Marina)

(70508621)

日本体育大学・保健医療学部・准教授

(32672)

研
究
分
担
者

林田　敬

(Hayashida Kei)

(20445258)

慶應義塾大学・医学部（信濃町）・講師（非常勤）

(32612)

研
究
分
担
者

須田　智

(Suda Satoshi)

(00366733)

埼玉医科大学・医学部・教授

(32409)

研
究
分
担
者

佐々木　和馬

(Sasaki Kazuma)

(30832266)

獨協医科大学・医学部・助教

(32203)

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

研
究
分
担
者

横堀　将司

(Yokobori Shoji)

(70449271)

日本医科大学・医学部・准教授

(32666)



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


