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研究成果の概要（和文）：脳虚血モデルラットに，低酸素低糖刺激をした末梢血単核球（OGD-PBMC）を投与する
と，投与21日後にラット脳内のミクログリアでのVEGF発現が，対照群に比し有意に増加していることを明らかに
した．神経細胞や血管内皮細胞ではこの差は認めなかった．TGF-βについても同様に，OGD-PBMC投与群でミクロ
グリアでの発現が増加していることを明らかにした．
さらに，OGD-PBMCは虚血再灌流後低酸素領域に移行し，治療効果を発揮することを，組織学的に明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that the administration of peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) preconditioned by oxygen-glucose deprivation (OGD) to rats with a cerebral ischemia 
model significantly increased VEGF expression in microglia within the rat brain at 21 days 
post-administration compared to the control group. This difference was not observed in neurons or 
vascular endothelial cells. Similarly, we found that TGF-β expression in microglia was increased in
 the OGD-PBMC administered group. 
Furthermore, histological analysis revealed that OGD-PBMCs migrate to hypoxic regions after 
ischemia-reperfusion and exert therapeutic effects.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
OGD-PBMCを用いた細胞療法は，従来の細胞療法に比し，安全かつ低コストな脳梗塞治療を実現しうるものと期待
できる．現在，当研究室では同技術の臨床応用を目指した研究を進めている．本研究では，同技術の作用機序の
一部を明らかにすることにより，臨床応用実現に一歩近づくことができたと考える．

※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 
脳血管障害は 65 歳以上の要介護の原因疾患の 17.2%と最多であり，重度の後遺症が生じるこ
とから，脳梗塞後遺症の機能回復療法の開発が望まれている． 
 脳梗塞後遺症に対し，骨髄由来の細胞を用いた細胞移植療法の有効性が報告されている．しか
し，脳梗塞の再発予防として，抗血栓療法が実施される患者に対し，骨髄穿刺を実施して細胞を
回収することは，安全面での懸念が生じる．また，取得できる細胞数が少なく，有効な細胞数に
増やすため，専用の細胞調整センターで，数週間の培養期間が必要である．また，ES細胞を用
いた細胞療法は倫理面での問題，iPS細胞や遺伝子組み換え技術を用いた細胞療法は癌化の懸念
もあり，細胞療法が一般に普及するためには，簡便・安全で，有効な数を容易に準備できる自己
由来の細胞を用いた細胞療法が望ましい． 
 申請者らは，これまでミクログリアに低酸素低糖（oxygen-glucose deprivation, OGD）刺激
を加えることにより，ミクログリアが保護的な極性に変わることを報告した．また OGD刺激を
したミクログリアを脳梗塞モデルラットに投与することにより，脳梗塞後遺症が改善すること
を報告した（Kanazawa, Hatakeyama et al. Sci Rep 2017）． 
 しかし，ミクログリアはヒト成体から分離することが困難である．そこで，申請者らは同技術
のさらなる臨床応用を目指して，より簡便・安全に取得できる細胞として末梢血単核球
（peripheral blood mononuclear cells, PBMC）に着目した．単球・マクロファージなどを含む
PBMCはミクログリア類似の性質を持ち，脳梗塞後の病態に関与することが知られている． 
 申請者らはこれまで，①PBMCに OGD刺激を加えることにより，PBMCが保護的極性に変
化し，血管内皮増殖因子（VEGF）などの組織保護因子を分泌すること，②OGD刺激を加えた
PBMC（OGD-PBMC）を脳梗塞 7日後のラットに投与すると，投与 3日後の時点で PBMCが
脳内に移行していること，③OGD-PBMC投与 21日後のラットの脳内で，VEGFの発現が亢進
すること，④OGD-PBMC 投与 21 日後のラットの脳内で軸索伸展，血管新生が亢進すること， 
⑤OGD-PBMCを投与したラットで脳梗塞後遺症が改善することを示した（Hatakeyama et al. 
Sci Rep, 2019）． 
 その一方で，実際に投与した PBMC は，機能改善が認められた脳梗塞 28 日後（投与 21 日
後）の時点で，脳内から消失していることを確認している．すなわち，OGD-PBMCは何らかの
パラクライン作用により周囲の組織を保護的に変化させた後，自身は組織から排除されたと予
想されるが，その詳細は未解明である． 
 
 
２．研究の目的 
申請者らの先行研究では，①OGD-PBMC 投与 21 日後にラットの脳内で発現が亢進していた

VEGFが，どのような細胞から分泌されているのか，また②投与した OGD-PBMCは，具体的
に脳のどの部位に作用するのか，不明であった．本研究では以上の 2点を明らかにし，本技術の
作用機序をより詳細に解明することにより，本技術の基礎研究から臨床応用までの一貫した研
究基盤を確立する．  
 
 
 
３．研究の方法 
ラットの中大脳動脈に塞栓糸を挿入し，一過性に虚血を誘導する局所脳梗塞モデルを作成する．
ラット及びヒトの末梢血から，フィコールを用いて PBMC を遠心分離し，OGD 刺激を加えたのち，
脳梗塞 7日後のラットに経動脈的に投与する．対照として，PBS を投与した群を用いる．  
 
 本モデルを用いて以下の検討を行う． 
① PBMC 投与後の脳における組織修復因子発現の局在の探索 
PBMC 投与 3日後，および 21 日後にラットを安楽死させパラフィン標本を作成する．同標本を用
いて，VEGF，トランスフォーミング増殖因子β（TGF-β）などの組織修復因子と細胞種特異的マ
ーカーとの二重免疫染色を行う．二光子顕微鏡で観察を行い，組織修復因子を発現している細胞
種を同定し，その時間的・空間的変化を明らかにする． 
 
 
② PBMC 投与後の脳における PBMC 作用部位の検討 
申請者らはこれまで，虚血後の脳における低酸素領域の存在が，血管新生・神経再生に重要であ
ると考えていた（Hatakeyama et al. Neural Regen Res. 2019）．そこで，OGD-PBMC による細胞
療法はこの低酸素領域に作用する，という仮説を立てた． 
これを検証するために，ヒト PBMC 投与 3日後，および 21 日後のラット，および対照群に低酸素
マーカーであるピモニダゾールを投与し標本を作成する．抗ピモニダゾール抗体と，ヒト細胞質



特異抗体（STEM121）を用いた二重染色を行い，低酸素領域と投与細胞との位置関係を明らかに
する．また，ピモニダゾール陽性細胞数を測定し，OGD-PBMC 投与が低酸素状態に影響するか検
討する．  
 
 
 
４．研究成果 
① 
VEGF と TMEM119（ミクログリア特異抗体）に対する二重染色において，VEGF・TMEM119 共陽性の
細胞は，OGD-PBMC 投与群において対照群に比し，有意に増加していた．VEGF と MAP2（神経細胞
マーカー），VEGF と von Willbrand 因子（血管内皮マーカー）の二重染色においては，共陽性細
胞数は，２群間で差はなかった． 
TGF-βと TMEM119 についても同様に二重染色を行い，TGF-β・TMEM119 共陽性の細胞は，OGD-
PBMC 投与群において対照群に比し，有意に増加していた． 
以上から，OGD-PBMC 投与により，ミクログリアからの VEGF，TGF-β発現が増加していることが
確認できた． 
以上の内容は，Otsu, Hatakeyama, et al. Neurotherapeutics. 2023 において報告した． 
 
② 
OGD-PBMC 投与 3 日後の標本において，STEM121 陽性細胞はいずれも，ピモニダゾール陽性領域
（低酸素領域）に移行していた．OGD-PBMC 投与 21 日後の標本において，STEM121 陽性細胞は認
めなかった． 
OGD-PBMC 投与 21 日後の標本において，虚血中心部でのピモニダゾール陽性細胞数は，対照群に
比し，有意に減少していた．虚血辺縁部においては，二群間でピモニダゾール陽性細胞数に差は
なかった． 
以上から，OGD-PBMC は虚血後低酸素領域に移行し，虚血状態の細胞を減少させると考えた． 
以上の内容は，現在論文投稿中である． 
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