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研究成果の概要（和文）：虚血によるペリサイトの幹細胞化は抗酸化因子Nrf2が発現することが鍵であることが
明らかとなった。まず、梗塞脳に免疫蛍光染色を施したところ、虚血領域のペリサイトにて活性酸素種やNrf2の
増加がみられた。そこで、正常マウスの大脳皮質より単離したペリサイトと、虚血脳から単離した多能性幹細胞
（iSC）においてNrf2の発現を比較したところ、iSCの核内にてNrf2が高発現していた。さらに、正常脳ペリサイ
トにNrf2を過剰発現させ、浮遊培養にて培養するとスフェロイドの形成が促進され、Tuj1陽性神経細胞への分化
がみられた。これらの成果については原著論文として発表した（Stem Cells, 2022）。

研究成果の概要（英文）：We herein isolated nPCs from the cortex of C.B-17 mice, and compared the 
traits of iPCs and nPCs. The results obtained showed that nPCs and iPCs shared common pericytic 
markers. Furthermore, intercellular levels of reactive oxygen species and the nuclear accumulation 
of nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2), a key player in antioxidant defenses, were 
higher in iPCs than in nPCs. OGD/Reoxygenation and a treatment with tBHQ, a Nrf2 inducer, increased 
nestin levels in nPCs. Moreover, epithelial marker levels, including nestin, Sox2, and CDH1 
(E-cadherin) mRNAs, were elevated in Nrf2-overexpressing PCs, which formed neurosphere-like cell 
clusters that differentiated into Tuj1-positive neurons.
The present results demonstrate that oxidative stress and Nrf2 are required for the generation of 
stem cells after stroke, and will contribute to the development of novel therapeutic strategies for 
ischemic stroke. 

研究分野： 分子再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者はマウスだけでなくヒトの梗塞巣内にも幹細胞が誘導されていることをつきとめている。本研究成果は将
来脳梗塞患者を対象とした新規薬の開発にも直結する可能性を秘めており、幹細胞の分野において高い国際競争
力を持つと考えられる。
虚血によって組織が再生する例は他の虚血性疾患でも報告されている。例えば、心筋梗塞では、マウスの損傷し
た心臓に低酸素応答系の鍵因子であるHIF-1αを発現させることで傷害部位が再生した報告があることから、他
の組織でも酸素濃度依存因子と再生機構は密接に関与している。今後の課題として、脳梗塞モデルと心筋梗塞モ
デルの両者にて発現が変動する遺伝子を突き止め、知見を得ることが挙げられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年、幹細胞を用いた再生医療は、難治性疾患に対する画期的治療法として強く求められて
いる。幹細胞を利用した移植療法としては、神経幹細胞や間葉系幹細胞が使用されているが、移
植しても傷害部位に生着せず、治療効果が不十分であることが問題点として挙げられている。ま
た、近年注目されている多能性幹細胞として、iPS 細胞、ES 細胞が実用化に向けて開発が進めら
れているが、遺伝子導入による癌化リスク、拒絶反応が問題になっている。 

そこで、内在性に存在するとされる幹細胞を利用した治療法が注目を浴びている。申請者は、
これまでに C.B-17 系統マウス脳梗塞モデルを使用した研究において、梗塞領域から特異的に多
能性幹細胞（iSCs：ischemia-induced multipotent stem cells）が産生されることを報告して
いる。近年、脳梗塞患者に骨髄単核球細胞移植が奏功を成しているが、その要因の一つとして、
梗塞周囲にて内皮細胞と神経幹細胞が増殖していたことから、造血幹細胞を移植することで血
管内皮細胞を足場として幹細胞が生着し、神経再生を促すと考えられていた。しかしながら、梗
塞巣に存在するとされる幹細胞はどこから産生されているのかは不明であった。そこで、梗塞周
囲や梗塞巣から組織を採取し培養したところ、梗塞巣からのみ細胞凝集塊（スフェロイド）の形
成が見られ、その後の研究で、梗塞巣から産生される神経幹細胞の起源は血管周皮細胞（ペリサ
イト）であることが発見された。脳ペリサイトは普段は血流量の調節や脳の恒常性を維持する役
割を担っているが、発生学的には神経堤由来であり、神経堤から多能性幹細胞に変換されること
から、iSCs は虚血応答によりペリサイトがリプログラミングされ幹細胞化した産物であると考
えられる。iSCs は、山中４因子のうち Oct3/4 を発現しておらず、腫瘍化の恐れがない（参考文
献１）。また、iSCs は内在的に産生される幹細胞であることから拒絶反応が起こる確率が極めて
低い。iSCs はこれまでに神経系、中胚葉系に分化することが判明しており（参考文献２）、ヒト
の梗塞巣内でも存在していることをつきとめている（参考文献３,４）。これらのことから、ペリ
サイトのリプログラミングに関与する虚血負荷の分子レベルでのメカニズムを解明することは、
iSCs を含め自然発生的に形成される幹細胞の研究基盤を築くことに繋がると考えている。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、正常脳ペリサイトを iSCs が産生される虚血環境に近づけ、多分化能の獲
得に関与する遺伝子を明らかにすることで、正常脳ペリサイトのリプログラミング現象を分子
レベルにて解明することを試みる。申請者は正常ペリサイト株のリプログラミングには低酸素
無糖条件（OGD; Oxygen-Glucose Deprivation）が関与していることを突き止めており（参考文
献２）、永久閉塞モデルの梗塞巣では神経再生が起こるはずである。しかしながら、実際の生体
内（in vivo）では、梗塞巣では神経幹細胞の産生は起こるものの神経系の分化には至っていな
い。一方で、一過性脳虚血モデルでは新生神経マーカーである DCX 陽性細胞への分化が見られて
いる（参考文献５）。そこで永久梗塞モデルと一過性脳虚血モデルの相違点を比較したところ、
前者では血流を止めているので低酸素状態に陥ったままであるが、後者では一旦血流を止めた
のち血流が再開しているので、一旦低酸素状態に陥ったのち酸素濃度の回復が見られることに
なる。 

実際に、永久閉塞モデルの大脳皮質において様々なタンパク質の発現を経時的に検討した
実験でも次のような結果を得ている。大脳皮質内に産生される nestin 陽性 iSCsは脳梗塞後 3 日
目を境に血管から乖離し、慢性期に進むにつれてその数の減少が見られている。また、PDGFRβ
陽性細胞が梗塞巣内に網状に張り巡らされており、血管新生が進んでいるデータを得ている。さ
らに慢性期に進むと、再び脳梗塞巣内に nestin 陽性 iSCs が増加し、Tuj1 陽性の神経様細胞が
発現するという結果を得ている。これらの結果は、血管が新生することで酸素が再び供給され、
神経系への分化が進んだと考えると辻褄が合う。そこで本研究では、梗塞後に産生される iSCs
の生存、分化細胞と梗塞巣内の酸素濃度の変化に着目し、解析した。 
 
３．研究の方法 

Ⅰ．梗塞巣における抗酸化因子の検出 

申請者は上記に記載したように、梗塞巣内の血管系、神経系のマーカー検討を中心に行って
いるが、梗塞巣内における組織上の経時的な酸素濃度の変化に関しては未検討である。そこで、
活性酸素、抗酸化因子に関わるマーカーを梗塞脳にて染色し、組織内でのペリサイトや幹細胞の
局在と相関があるかどうかを検討した。 

 

Ⅱ．iSCs 及びペリサイト幹細胞化へ受ける影響の検討 
C.B-17 マウスにおける正常脳ペリサイトの単離法を確立し、iSCs と幹細胞マーカー、抗酸

化因子に関わる発現遺伝子、活性酸素量を比較した。 
 
Ⅲ．ペリサイトが酸化ストレスから受ける影響 

先行研究では、正常脳ペリサイトに低酸素無糖負荷を加えたところ、Sox2 については発現
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図１ 

が増加したものの、nestinについては発現がみられなかった（参考文献２）。そこで、正常脳ペ
リサイトに低酸素無糖負荷に続けて再酸素負荷（Reoxygenation）を加えた。そして、ペリサイ
ト、OGD 負荷ペリサイト、OGD 負荷—再酸素化ペリサイトについて、それぞれ幹細胞化マーカー及
び抗酸化因子に関わる遺伝子を比較解析した。 
 
Ⅳ．ペリサイトの多能性獲得の分子機構の解明 

クロロゲン酸やレスベラトロール類の添加により抗酸化因子を増加させることで神経再生
を促す報告がされている（参考文献６）ことから、ペリサイトに抗酸化因子の発現を増加させる
ことで、ペリサイトの脱分化に影響を与えると考えた。そこで、抗酸化因子がペリサイトの幹細
胞化、分化能の増加に要する目的遺伝子であるのかどうかを検討するため、effecten（QIAGEN）
を用いて過剰発現させた。 
 
４．研究成果 
A．梗塞巣及び反対側における iSCs マーカーと Nrf2発現検討 

脳梗塞モデルマウスにおいて灌流固定を行い梗塞脳を取り出し、梗塞巣と反対側について
ペリサイトと幹細胞マーカー、活性酸素（ROS）と抗酸化作用に関わる Nrf2 （nuclear factor 
erythroid-2-related factor 2）の発現について比較検討した。その結果、ペリサイトから ROS
が産生し Nrf2 が発現している様子が観察された（図 1A,B）。また、これら２つのマーカーは
nestin と共発現がみられた（図 1C,D）。これらの結果から、梗塞後に産生される ROS によって、
ペリサイトから幹細胞化が引き起こされることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B．iSCs において Nrf2 と Nrf2 関連遺伝子が増加していた 
  図 2A の方法により正常大脳皮質よりペリサイトを単離した。そして、このペリサイトには
血管内皮細胞の混入がないことを確認した（図 2B）。そして、正常脳ペリサイトと iSCs におい
て RT-PCR にて発現遺伝子を解析したところ、幹細胞マーカーである nestin, Sox2 が増加して
おり（図 2C,D）、CA9、COX-2 が高発現していることが判明した（図 2E,F）。さらに、免疫組織化
学染色と western blottingにて、iSCsにおいて Nrf2が発現していることが判明した（図 2G,H）。
CA9 の上流域には ARE（抗酸化応答配列）が存在すること、COX-2 は炎症時だけでなく抗炎症時
にも発現が増加する報告が存在している（参考文献７）。加えて、活性酸素量についても正常脳
ペリサイトよりも iSCs にて高検出されていた（図 2I）ことから、活性酸素の放出により酸化ス
トレスが発生し、抗酸化因子 Nrf2 が発現することが幹細胞化のトリガーではないかと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A                           B            

C               D               E                F 
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C．ペリサイトの幹細胞化には酸化ストレスが関与していた 
  正常脳ペリサイトに OGD 負荷に続けて再酸素化（Reoxygenation）を行い、酸化ストレスを
与えたところ、OGD/Reoxy条件下において幹細胞マーカー（図 3A,B）、及び COX-2(図 3C)の増加
がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D．Nrf2 過剰発現によるペリサイトの脱分化検討 

 正常脳ペリサイトに Nrf2 を過剰発現させたところ、CA9、COX-2 だけでなく、nestin や E-
カドヘリン（CDH1）の発現上昇がみられた（図 4A-D）。また、mock 及び Nrf2 過剰発現ペリサイ
トからスフェロイドを形成させ、７日目培養後のスフェロイド（図 4E,F）を神経誘導培地に移
して７日間培養したところ、Nrf2 過剰発現スフェロイドのみ神経細胞への分化がみられた（図
4G,H）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果から、虚血によるペリサイトの幹細胞化には、虚血に伴いペリサイトから活性酸
素が産生され酸化ストレスが発生し、抗酸化作用に寄与する因子 Nrf2 が増加することが鍵であ
ることが判明した（Stem cells, 2022）。 
 

次の目標は、ペリサイト幹細胞化に関わる Nrf2 活性化経路を特定し、将来的に新規治療法
を開発するための基礎的なデータを得ることである。最終年度（令和４年度）は兵庫医科大学へ
異動したことから、実験の立ち上げと再現性の確認を行いながらデータの収集に専念した。脳梗
塞モデルマウスを作製し、梗塞内に幹細胞マーカーが高発現する３日目までに ROS、リン酸化
Nrf2 の発現変化を経時的に観察したところ、梗塞後 12 時間から ROS が産生され、１日目から脳
軟膜にリン酸化 Nrf2 が強発現することが判明した。また、ペリサイトと iSCs の比較において、
iSCs の核内にリン酸化 Nrf2 が強く発現していた。これらの結果から、Nrf2 活性化経路にはリン
酸化が関わっていることが考えられる。今後、Nrf2 リン酸化経路に絞りペリサイト幹細胞化分
子メカニズムの解明を進める予定である。 
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