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研究成果の概要（和文）：各種脳梗塞実験モデルを応用して、総合的な基礎研究を行った。神経幹細

胞移植による軸索再生、炎症反応の病態解明、低酸素負荷による虚血耐性メカニズムの解明を行っ

た。移植では、軸索再生は確認できなかったが、移植細胞がホーミングする状態までは確認できた。

炎症に関しては、サイクロフィリン C 関連タンパク（CyCAP）がマクロファージの活性化に、重要な役割

を果たすことが分かった。虚血耐性に関しては、低酸素応答による微小血管網の発達が一因子である

ことを示した。 

研究成果の概要（英文）：By applying variety of experimental stroke models for the basic research, we 

have exerted the comprehensive analysis of neuronal regeneration, inflammation and ischemic tolerance  

after ischemic insult. For the possibility of axonal regeneration treated by the cell transplantion, the small 

number of the transplanted cells remain in the lesion, appearing just homing, neither proliferation nor 

rewiring. In terms of the immunoreactions to ischemic insult of the brain, Cyclophilin C-associated 

protein (CyCAP), via stimulating calcineurin phosphatase activity, plays a pivotal role for activation of 

macrophage. The phenomenon of ischemic tolerance may link hypoxic preconditioning with vascular 

remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 
当教室から報告された、遅発性神経細胞死

後において成長因子投与による神経再生現象
の発見が、国際的にも注目されている
（Nakatomi H et al. Cell 110: 429-41, 2002）。そ
のノウハウを応用した、次世代型の脳神経外科
治療法の開発の基礎研究として、脳虚血後の神
経再生現象はこの分野の研究の主流となってい
る。 

神経障害の回復・機能再建のための有力な
治療法として、内因性幹細胞の誘導とともに、移
植細胞治療の開発研究も重要である。神経由
来多能性幹細胞、胚性幹細胞、骨髄由来の多
能性幹細胞が報告され、中枢神経への移植実
験において神経系細胞への分化を認めている
が、細胞採取の困難さや免疫抑制剤の使用な
ど、倫理的・臨床的に大きな問題をかかえてい
る。 
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これまでの脳虚血研究では神経細胞の細胞
死メカニズムや再生研究が精力的に行われてき
たが、全脳梗塞の 1/3 をしめるラクナ梗塞にお
いては、軸索とそれに付随したミエリン、オリゴデ
ンドロサイトが選択的に障害される病態であり、
脳梗塞のなかでも病態を異にする。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点が、これまでとは全く
異なる新しいアプローチ開発の可能性を秘めて
いる。我々は最近ミニブタラクナ梗塞モデルを開
発し、この問題にアプローチする手段を獲得し
ている (Tanaka et al., Stroke 2008 
39:205-212) 。 
移植再生医療に限らず最近の brain-machine 

interfaceの開発や遺伝子治療法の開発が注目
を浴びているが、これらの治療に共通する問題
点は異物の挿入による炎症反応であり、
microgliaの遊走や様々なサイトカインの放出や
プロテアーゼの活性化がおこることが知られてい
る。この様な炎症反応は、脳虚血後の神経再生
では炎症細胞の誘導と細胞応答システムを共有
していることが考えられており、また虚血耐性現
象と強く関連していることが疑われる。研究代表
者の齊藤は、cyclosporinなどの免疫抑制剤の
ligandであるCyCAPが脳虚血後に activateされ
ることを見いだし、脳虚血後の炎症反応につい
て分子レベルでの独自の切り口を見いだしてい
る(Shimizu T et al. J Cereb Blood Flow Metab 
25:325-337,2005)。また、CyCAPが分泌タンパ
ク質であり、microgliaなどの炎症細胞で発現し
ていることがわかっている。 
我々の用いるヘルペスウイルスベクターは脳

腫瘍に対するヘルペスウィルス療法の開発の過
程で作成されたものである。ヘルペスは神経系
のウイルスであり、神経系への感染効率の良さ
が期待される。 
 
２．研究の目的 
(1)  ミニブタラクナ脳梗塞モデルにおける細胞
移植療法の開発。 
幹細胞を、損傷した脳に移植した場合、生着す
るかどうか、また、生着した場合、神経系の細胞
に分化するかどうかという課題に対して、ミニブタ
ラクナ梗塞モデルを用いて検証する。大型動物
に移行する前にラットの白質損傷モデルを用い
て予備実験を行っておく。 
(2)  脳虚血後海馬 CA1 細胞の遅発性神経細
胞死モデルでプロテオミクス解析を行い、脳虚
血後および虚血耐性獲得後の炎症関連タンパ
クの動態を網羅的に解析し、神経幹細胞や炎症
細胞の誘導を促進する分子メカニズムの切り口
を探索する。また、低酸素状態の細胞における
重要な転写調節因子である HIF1 のトランスジェ
ニックラットを入手している。このHIF-1トランスジ
ェニックラットをもちいて、梗塞縮小効果や神経
再生効果、虚血耐性増強効果を確認し、プロテ
オミクス解析を行って HIF-1 の役割について解

析する。 
(3)  新型ヘルペスウィルスベクターが神経系へ
の遺伝子導入方法として優れていることを明ら
かにし、治療目的ベクターとして使用可能か検
討する。さらに、ヘルペスウィルスを用いた
EGF/FGF 遺伝子導入により、遅発性神経細胞
死後の神経再生を促進することができるか検討
する。 
 
３．研究の方法 
(1)ミニブタラクナ脳梗塞モデルを用いた幹細胞
移植療法の開発 

(a) 選択的白質梗塞（ミニブタ前脈絡叢動脈

閉塞）モデル作成  

【方法】specific pathologen free のミニブタ(体重

14～24kg)を使用する。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)を同定し、ミニクリップにて血流

を遮断する。 

 (b)移植細胞の調整 

【方法】ミニブタ側脳室壁（脳室下層・上衣層細

胞）より細胞を採取し、神経栄養因子を加えた無

血清培地で浮遊培養し、増殖する細胞が塊を

確認する。 

  (c)標識した神経細胞塊の移植 

【方法】神経細胞塊は鉄剤にて標識した。 

移植細胞の経時的＆空間的に追跡するための

工夫：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、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。 

《この研究結果を踏まえて最適条件検索のた

めの、いわゆる試行錯誤(trial&error)研究の必

要性迫られた。多くの個体を要するため、ミニブ

タラクナ梗塞を用いることは実験動物倫理上ま

た物理的にも現実性が乏しいためラット内包モ

デルを開発し代用した。》 

 (d)ラット内包障害モデルの作成:ラット大脳白

質(内包)へ定位的にエンドセリンを注入し(血管

収縮により)再現性のよい白質梗塞を作成する。 

(e)ラット脳からの移植細胞調整（神経幹細胞

と血管内皮細胞） 

ホスト脳細胞と移植細胞とを厳密に区別する

ために、GFP（green fluorescence protein）のラッ

トから移植細胞の調整を行った。  

  神経幹細胞：GFP ラット側脳質壁から細胞を

採取し、神経栄養因子を加えた無血清培地で

浮遊培養し、増殖する細胞が塊を確認する。 

  脳血管内皮細胞：脳血管内皮細胞の初代培

養を構築し、移植治療に用いる 



 

 

 

 (f)内包梗塞部位への定位的細胞移植 

血管内皮細胞の細胞移植により、障害部位での

生着が確認された（GFP によりホスト脳細胞と移

植細胞が厳密に区別できた）。 

(2)  

(a)脳虚血後海馬神経細胞におけるプロテオミ

クス解析 (リピドミクス解析) 

遅発性神経細胞死は 5 分程度の一時的な全

脳虚血により海馬 CA1 領域の神経細胞が選択

的に数日間かけて緩やかに死滅に至る現象で

ある。新たなアプローチとして質量顕微鏡法を

用いた分子 imagingにて、一過性全脳虚血後の

ラット海馬における分子動態変化の解析を行っ

た。 

【方法】SD ラット(300-360g male)を用いて全脳

虚血モデルを作成した（6 分間の全脳虚血）。凍

結切片を作成し、病理組織学的評価と質量顕

微鏡法による解析を行った。 

(b) 炎症関連タンパク CyCAPの機能の解明 

CyclophilinCに結合する内在性ligandの

CyclophilinC associated protein（CyCAP）に注

目した。 

【方法】CyCAP に対するポリクローナル抗体を

作成する。ラット中大脳閉塞モデルによる in 

vivo 研究とマクロファージである Raw264.7 細

胞を用いた in vitro 研究で、貪食能と CyCAP

の発現について検討した。 

(c) HIF-1関連トランスジェニックラット 

HRE :Hypoxia response element トランスジェニ

ックラットを用いた虚血耐性に関する研究 

本研究では、低酸素によって誘導される脳虚

血耐性現象について、HRE過剰発現

（transgenic）ラットを用いることで、HREの果たす

役割と脳血管構築の変化（血管新生）に着目し

て検討することを目的とした。                      

【方法】実験にはHRE過剰発現ラットおよびそ

の wild type である wistar ラット（雄，300-330g）

用いた。動物実験用高圧タンク（P-5100S ）を

使用して 1気圧 のまま，7％酸素濃度で 2時間

の負荷を加えて低酸素負荷（hypoxic 

preconditioning ; HP）とした。また，局所脳虚血

として，開頭し顕微鏡下に電気凝固によるラット

の中大脳動脈閉塞モデル（MCAO）を作成した。        

次の4群に分けた。A：対照のwistarラット群（W），

B：低酸素負荷を加えたwistarラット群（W+HP），

C：対照の HRE transgenic ラット群（HRE），D：低

酸素負荷を加えた HRE ransgenic ラット群

（HRE+HP）。B及び D群では，HPは MCAO作

成の 14日前に加えた。MCAOの 24時間後に

梗塞巣を評価した。また，微小血管の染色及び

計測のため，fluorescein-isothiocyanate 

(FITC)-conjugated lycopersicon esculentum 

agglutinin(LEA)を静脈注射し，脳組織を評価し

た。B及び D群では HP後の 24時間での脳組

織を取り出し，proliferating cell nuclear 

antigen(PTCA)および CD68(ED1)抗体にて染色

し，A及び C群のそれと比較検討した。さらに，

in vivoでの検討として，各群の血管内皮細胞を

初代培養し（B と Dでは HP後 1時間で採取），

その増殖速度や western blot analysisによる

VEGF等の低酸素応答因子の発現を調べた。  

 

(3) ヘルペスウイルスベクターによる神経再生

誘導研究 

虚血後の神経再生を促進するために、遺伝

子導入による増殖因子の発現の効果の検討

を行なう。発現遺伝子としては、組換えタン

パクの持続投与による効果が報告されてい

る EGF と IGF を候補とする。遺伝子導入に

よる治療分子の発現の場合は、目的分子が局

所で持続的に長期に産生され効果を示すた

め、組換えタンパクの投与に比し、常に活性

のある分子の供給が可能であるという利点

がある。ベクターとしては、単純ヘルペスウ

イルス 1 型（HSV-1）を使用する。当研究室

で開発された Bacterial Artificial Chromosome 

(BAC)を用いた遺伝子組み換え HSV-1作製シ

ステムは、治療遺伝子を発現する組換えウイ

ルスをプラズミド操作と同様の簡便な遺伝

子組み換え操作によって作出することが可

能で、比較的短期間の作業で意図するベクタ

ーを作製することが可能である。また、目的

の発現遺伝子のほかにマーカーとして LacZ

遺伝子が組み込まれており、ベクターの導入

された細胞を X-gal 染色により簡便かつ高感

度に検出することが可能である 

 

４．研究成果 

(1)  ミニブタラクナ脳梗塞モデルにおける細胞
移植療法の開発。 

【結果 1】前脈絡叢動脈を永久閉塞した場合に

は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が作成された。病理組

織学＆MRI(DWI・FLAIR)で内包後脚に限局し

た梗塞が確認された。91.4％（32/35）の再現率

でラクナ梗塞が確認された。 (Tanaka et al., 

Stroke 2008 39:205-212)。 

【結果 2】脳内に移植した細胞は MRI にて低信

号として同定することができたが、ダイナミックな

ふるまいをすることは確認できなかった。病理組

織学には鉄染色にて移植細胞が同定できた。し

かし、確認された移植細胞の数はわずかであっ

た。本研究から、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。 

⇒大型動物（ミニブタ）における移植研究は時期

早尚と判断し、小動物（ラット等げっし類）による

移植研究の最適化条件の検証の必要を痛感し、

ラット内包障害モデルを開発し同様な移植研究

を行った。 

【結果 3】ラット大脳白質(内包)へ定位的にエンド

セリンを注入し(血管収縮により)再現性のよい白

質梗塞を作成することができた。このモデルを用

いて、血管内皮細胞の細胞移植により、障害部

位での生着が確認された（GFP によりホスト脳細

胞と移植細胞が厳密に区別できた）。神経所見

も麻痺症状の軽減を認め治療効果を示した。病

理組織学的には、移植細胞により、梗塞部位に

新たな血管構築をみとめ、ホスト脳血管との

interaction が示唆された。ミエリンの再生も惹起

されていることとマイクログリアの浸潤が抑制され

た。 

(論文：投稿中)  

 

(2)  (a)脳虚血後海馬神経細胞におけるプロテ

オミクス解析 (リピドミクス解析) 

【結果】虚血後の CA1領域の神経細胞死、グリ

オーシス、炎症等の病理組織学的変化を時系

列で評価・解析を行った。それに対比する方法

として質量顕微鏡法による分子 imagingにて時

系列でのリン脂質の分子動態変化を解析した。

Posphatidylcholine(PC)および

Sphingomyelin(SM)が分子種の違いにより異なる

解剖学的分布・時系列的変化を示すことが明ら

かなった。全脳虚血後で組織学的変化が起きる

前の変化に着目したところ、アラキドン酸（20:4）

やドコサヘキサエン酸（22:6）などの多価不飽和

脂肪酸を含有するPCが day1において海馬およ

び歯状核の神経細胞体層で増加していた。 

細胞死の過程で細胞膜の主要構成成分であ

るリン脂質の生理活性がアポトーシスや炎症反

応等に関与することが示唆された。その中でも

不飽和脂肪酸を含有するリン脂質の動態は神

経細胞の虚血ストレスに対する反応やアポトー

シスの初期的変化を反映すると考えられた。 

質量顕微鏡法により神経細胞死における分子

動態解析が可能となる。(論文: 投稿準備中)。 

(b) 炎症関連タンパク CyCAPの機能の解明 

【結果】ポリクローナル抗体は 77kDa を示し

CyCAP蛋白を特異的に認識し、Cyclophilin C

と細胞内で結合している事が示された。 In  

vivo ではラット中大脳動脈閉塞モデルを用い

た。CyCAP の発現は梗塞中心部ではマイクロ

グリアに、梗塞周辺部から遠位部にかけては

神経細胞に発現を認めた。Western blotting

では患側で 7日以降の発現量の増加を認め、

ED1 陽性細胞の分布拡大からマクロファージ

の浸潤を反映していると考えられた。In vitro
では、マクロファージ由来の培養細胞である、

RAW264.7 細胞を用いた。Raw 細胞が活性化

されると CyCAP の発現量は上昇した。CsA の

存在下では貪食能の亢進が見られ、CyCAP、

NFATc1 、 IL-2 の発現上昇が見 ら れ 、

apoptosis も抑制された。RAW 細胞にラテック

スビーズを貪食させると CyCAPの発現量が増

加し、下流の転写因子である NFATc1 の発現

量も増加した。サイクロフィリンのターゲットであ

るカルシニューリンは、NFATc1を脱リン酸化さ

せ、核へ移行させる。最終的には IL-2 を発現

させ、細胞に保護的に働かせる役割をもつ。

そこで、RAW細胞にCyCAPを過剰発現させ、

細胞を NFAT で染色させると核での発現が増

加し、脱リン酸化 NFATc1 が増加していること

が示された。さらに、カルシニュリンと IL-2の発

現は貪食の時間経過とともに増加し、細胞の

生存率も改善された。つまり、CyCAPはNFAT

と、結果として生じる IL-2 産生を増加させるこ

とにでマクロファージの貪食と生存を制御して

いると考えられる。また、CyCAPマクロファージ

由来の RAW細胞で CyCAP-GFP とサイクロフ

ィリン C-FLAG の免疫沈降実験を行うと、

CyCAPと CyPCはカルシニューリンと NFATc1

により複合体を作ることがわかった。 

 CyCAP過剰発現状態でホスファターゼ阻害薬

を投与すると、NFATはRAW細胞で細胞質に留

まり、そして、ラテックス・ビーズの貪食作用は著

しく減少した。CyCAPの過剰発現は貪食時に細

胞保護的に働き、貪食そのものを亢進させると

考えられる。CyCAPはカルシニューリンに対して

働き、カルシニューリンが阻害されると生物学的

な効果は発揮されない。 

CyCAPはCsAと競合的な立場にあると考えら

れていたが、CsA のシグナルを受けて CyCAP、

またはその下流にあるタンパクの発現が増加し

た。脳虚血慢性期ではCyCAPの発現によりマク

ロファージの活性化が起こり、組織再建の一端

を担っていると考えられた。CyCAP は CyPC の

内在性リガンドであるが、CsA とは異なり、むしろ、

カルシニューリンに対しては促進的に働くことと

考えられる(Yamaguchi et al., Brain Res. 2011 

23:55-65.)。 

 

(c) HIF-1関連トランスジェニックラット 

HRE :Hypoxia response element トランスジェニッ

クラットを用いた虚血耐性に関する研究 

【結果】低酸素負荷群（B及び D）では，対照群

（A,C）に比べて有意に脳梗塞巣の縮小を認めた。

更に，HPを加えた群同士を比較すると

HRE+HP(D) 群はW+HP(B)群に比べ，有意に梗

塞巣の縮小を認めた（P<0.05）。これらの傾向は



 

 

白質でも皮質と同様に認められた。また、単位面

積あたりの微小血管数の比較検討では，D群の

み有意に増加していることが認められた。免疫組

織学的評価では，PCNA及び ED1 ともに D群が

他の群に比較し有意に増加していた）。血管内

皮細胞の初代培養による増殖速度は，HP群（B

及び D）では，対照群（A,C）に比べておよそ 2倍

の増殖速度を認めた。また，western blot analysis

でも HP群で VEGFや HIFの増加がみられ，特

に HRE過剰発現ラットの方がより増加していた。 

今回実験結果では，低酸素負荷群では脳梗塞

の縮小を認め，さらにこの現象が HRE 過剰発現

群でより強力に進められることを確認した。これま

でにも，虚血あるいは低酸素負荷に対する耐性

現象に HIF-1の発現が関与していることを示唆

する報告はいくつかなされていたが 1），HRE過剰

発現ラットにて検討したものは我々の狩猟し得た

範囲では本研究が唯一のものである。なお

HIF-1α遺伝子破壊マウスは血管構築の異常を

はじめ多くの形態異常を呈し，胎生致死である。

さらに本研究では，HRE過剰発現ラットに低酸素

負荷を加えた群において，脳毛細血管数の増加

が確認された。脳虚血耐性現象はこれまで，ラッ

ト，マウスの局所脳虚血モデル，培養神経細胞

の低酸素負荷モデルでも同様の現象の存在が

確認されている。また，その分子機構の関与に

ついても様々な研究が発展し，当初注目された

ストレス蛋白質発現との関連だけでなく，プロトオ

ンコジーン遺伝子，抗酸化酵素，アポトーシス，

サイトカイン，タンパク質リン酸化など種々のメカ

ニズムが提唱されてきた。ただし，虚血耐性現象

の獲得において脳血管構築の変化（血管新生）

が関与しているかどうかは不明な点が多い。その

点で，本研究は HRE 過剰発現ラットという特殊

な被検体を用いてはいるが，実際に虚血耐性が

より強力に得られた群で有意に毛細血管数が増

殖していたという得られた結果は，虚血耐性現象

の獲得において血管新生が果たした一定の役

割を示唆させるものである。また，血管内皮細胞

の培養増殖速度の増加や，血管内皮細胞の増

殖を示す PCNAの増加は，その仮説を補強する

ものであろう。In vivoでの VEGFや PCNAの発

現増加も認めることからも明らかである。したがっ

て，本研究においては，低酸素に暴露された

HRE過剰発現ラットの脳組織は，その強力な

HRE発現と VEGFの作用を介してダイナミックな

vascular remodeling を生じて，毛細血管網を発

達させることにより虚血耐性を獲得したものと考

えられた。虚血耐性がすべてこの作用機序で説

明しうるわけではないが、虚血耐性獲得の一つ

のメカニズムを示している可能性はある。

（Kagoshima et al., Kitakanto Med J）                             

(3) ヘルペスウィルスベクターによる神経

再生誘導研究 ウイルス療法用として開発さ

れた異伝子組換え HSV-1は、正常神経細胞に

は感染するのみで細胞障害性は示さず、しか

も導入遺伝子を持続的に発現することが可能

であると予想される。このことを確認するた

め、まず、LacZ遺伝子をマーカー遺伝子とし

て使用した。Blab/c nu/nuマウスの大脳基底

殻部にウイルス(約 5x105 pfu)を注入し、２日

後に脳を摘出して抗 beta-galactositase抗

体にて免疫組織染色を行い、LacZ遺伝子の発

現を確認した。次に、ルシフェラーゼ発現型

HSV-1を作成し、in vivo imagingを行ってマ
ーカー遺伝子の発現の時間的推移を観察した。

同じく、マウス脳内にベクターを投与し、ル

シフェリン代謝による発光を経時的に観察し

たところ、この方法で検出されるマーカー遺

伝子の発現は１～２日後に比較的すみやかに

減衰した。外来遺伝子の導入効率は良好と考

えられたが、持続的発現のためには使用する

プロモータの選択に工夫が必要を考察された。 
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