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研究成果の概要（和文）：本研究は、新生血管を含む幹細胞ニッチに焦点を当て、傷害誘導性神

経幹細胞に関する知見の収集を行うことを目的とする。その結果、リンパ球等の炎症細胞が神

経再生を左右することが明らかになった(J Neurosci Res 2010)。また、内皮細胞増殖抑制因子

やアンギオテンシンが内皮細胞増殖を抑制して神経幹細胞増殖・分化を抑制すること、骨髄単

核球が FGF, EGF, IGF, PDGF の産生を亢進させ幹細胞維持に関わることなどを明らかにした。

さらに、骨髄単核球の投与により、大脳皮質血流が有意に増加し、脳機能改善に貢献すること

も判明した (Stem Cells 2010)。また、Pericyte が神経幹細胞の起源であり (Stem Cell Dev 

2011)、活性化リンパ球が神経幹細胞の細胞死を招くこと (Cell Death Differ 2011)から、脳

梗塞後の血管内皮細胞の維持が内因性神経再生を介した神経機能改善に関与することを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we attributed to explore the characteristics of the 
induced-neural stem/progenitor cells (iNSPCs) with focusing on the newly generated 
vascular cells as stem cell niche. We demonstrated that inflammatory cells including 
lymphocytes affected the post-stroke neurogenesis (J Neurosci Res 2010), and 
proliferation of iNSPCs was suppressed by endostatin or angiotensin. Bone-marrow 
derived mononuclear cells (BMMCs) promoted proliferation of endothelial cells with 
increasing generation of FGF, EGF, IGF and PDGF, suggesting the role on the 
maintenance of endothelial cells. In addition, BMMCs transplantation increased 
cerebral blood flow and improved brain function (Stem Cells 2010). Since iNSPCs are 
originated from the vascular pericytes (Stem Cell Dev 2011) and iNSPCs undergoes 
apoptosis by the activated lymphocytes (Cell Death Differ 2011), it is hypothesized that 
iNSPCs are influenced by inflammatory cells. These findings suggest that endothelial 
cells have an important role on the post-stroke neurogenesis and functional repair.   
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１．研究開始当初の背景 

虚血性脳血管障害やそれに伴う認知症に
対する治療法として種々の幹細胞を用いた
再生医療的手法が注目されているが、我々は
すでに脳梗塞後の骨髄系幹細胞投与に関す
る基礎的検討と脳血管障害患者における末
梢血中骨髄造血系幹細胞の検討から、骨髄造
血系幹細胞が脳組織修復に関与することを
示してきた。これらの知見をもとに国立循環
器病センターと共同で“心原性脳塞栓症患者
に対する自己骨髄単核球移植に関する臨床
試験”を開始している。しかし、脳修復機序の
詳細はさらに検討する必要がある。 

我々は、マウス脳梗塞モデルを用い、造血
系幹細胞投与が梗塞脳の血管新生を介して
神経再生を促進することを報告し、血管が神
経再生の鍵を握ることを示してきた。一方、
成体脳の神経幹細胞は脳室下帯や海馬のみ
ならず大脳皮質でも存在し、脳梗塞などの脳
障害では神経再生が活性化することが示さ
れている。我々も、マウス梗塞脳より神経幹
細胞の分離培養に成功している。また、血管
と神経幹細胞に関しては、成体脳における神
経再生は血管新生と並行して起こり、生体脳
では神経幹細胞は血管壁に接していること
が報告されている。幹細胞ニッチは FGF や
TGF-βなどの幹細胞維持の制御に関わって
いるパラクライン因子や、隣接細胞からのシ
グナル伝達やギャップ結合からの接着刺激
を介して神経幹細胞の維持や分化誘導の制
御に携わっており、神経幹細胞の運命を決定
する重要な役割を担っていると考えられて
いるが、脳では血管壁細胞やアストロサイト
が神経幹細胞ニッチとして注目されてきて
いる。実際、神経幹細胞は血管内皮細胞との
共培養により増殖を示す。脳虚血は脳組織に
炎症を起こすことはよく知られているが、脳
障害を起こすと同時に幹細胞ニッチを含む
脳微小環境に影響を与えて神経再生を活性
化する可能性もあると思われる。近年、骨
髄・造血系幹細胞や間葉系幹細胞投与が脳障
害を軽減することが報告されているが、その
機序として新生血管、投与幹細胞、ミクログ
リアなどから分泌される栄養因子による障
害抑制効果や、リンパ球を介した炎症の抑制
効果などが報告されている。 

我々は、脳梗塞などの病態時には、全身の
臓器の機能維持に大きな役割を持つ造血系
幹細胞や炎症細胞が新生血管網を中心とし
た幹細胞ニッチの変化と密接に関連してお
り、投与された骨髄系幹細胞の効果が障害脳
の幹細胞ニッチを介して生じている可能性
が極めて高いと考えている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、我々が独自に開発した再現性

の高いマウス脳梗塞モデルを用い、脳のみな
らず末梢血中の免疫・炎症細胞をも対象とし
た骨髄系幹細胞投与の効果を、分子生物学的、
形態学的、生理学的などさまざまな方向から
明らかにすることで、脳梗塞に対する有効な
治療法を考案するための知見の獲得を行う。
また、血管細胞と神経幹細胞の関連に関して
は、in vivo および in vitro の系を用いて、骨
髄系幹細胞が幹細胞ニッチと梗塞脳の神経
幹細胞にいかに影響を与えるかを明らかに
する。 

 
３．研究の方法 
 (1) 脳梗塞モデルマウスの作成 
我々は細胞治療の効果を厳密に評価する

ために非常に再現性の高い脳梗塞モデルマ
ウスを確立した。本モデルで作成された脳梗
塞は大脳皮質の中大脳動脈皮質枝領域に限
局しているため、各測定諸量の再現性も高い
ことが期待される。本研究においては、骨髄
造血系幹細胞の脳梗塞後の投与を行い、脳循
環動態測定を行うとともに、組織再生促進効
果および神経機能改善効果に関する評価を
行う。 
(2) 梗塞脳での幹細胞ニッチの動態検討 
 脳梗塞作成後、経時的に免疫組織化学を施
行し、アストロサイトをはじめ、他のグリア
細胞や血管内皮細胞 (CD31)、周囲細胞 
(pericyte) マーカー (NG2, PDGFR-βなど) 
を用いて、幹細胞ニッチの動態および機能解
析を行う。 
(3) 脳梗塞後の脳内サイトカイン・神経栄養

因子の網羅的検討 
Bio-Plex, Cytokine Assay Kit (BioRad) 

を用いて、脳および血清中のサイトカイン、
ケモカイン、および幹細胞維持の制御に関わ
っているパラクライン因子 (FGF, TGF-βな
ど)を経時的に測定し、幹細胞ニッチを中心
とした脳微小環境の動態を解析する。 
(4) 脳循環動態の測定 

二次元レーザー血流計（ニューロサイエン
ス）を用いて脳梗塞作成後の大脳皮質血流を
経時的に測定し、骨髄造血系幹細胞が梗塞脳
に及ぼす影響を解析する。 
(5) 神経機能評価（行動テスト） 

マウスの神経活動性の評価として open 
field test を用いて、30 分間の明条件、お
よびそれに続く 30 分間の暗条件における
rearingおよびlocomotion等の自発運動量と
その変化量に関する検討による学習機能評
価などを行い、骨髄造血系幹細胞が梗塞後の
神経機能回復に及ぼす影響を解析する。 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 骨髄幹細胞投与の治療効果のメカニズ

ム 
骨髄幹細胞投与の治療効果が幹細胞ニッ

チを介しているかどうかを検証する目的で、
血管血球系幹細胞を多く含む骨髄単核球を
マウス脳梗塞モデルに投与し、幹細胞ニッチ
（血管内皮細胞）動態および障害誘導性神経
幹細胞発現に及ぼす影響をin vivo, in vitro
で検討した。その結果、梗塞作成 2 日後に投
与した骨髄単核球は、大脳皮質の梗塞領域と
周辺領域に局在し、この領域では血管内皮細
胞の増殖がみられ、多くの神経幹細胞は血管
内皮細胞に接して存在することが観察され
た。これらのことから神経幹細胞の生存維持
には血管内皮細胞の存在が影響しているが、
骨髄単核球はこの血管内皮細胞の増殖に関
与することで神経再生を制御していると考
えられた。 
(2) 投与骨髄幹細胞と神経幹細胞および幹

細胞ニッチとの相互関連 
傷害誘導性幹細胞を用いて骨髄単核球と

血管内皮細胞、神経幹細胞間の分子機構を明
らかにするとともに、脳生理学的指標に及ぼ
す効果も検討した。その結果、in vivo 神経
再生評価系を用いた解析では、内皮細胞増殖
抑制因子やアンギオテンシンが内皮細胞増
殖を抑制して内因性神経幹細胞増殖・分化を
抑制すること、in vitro 神経再生評価系を
用いた解析では、骨髄単核球が血管内皮細胞
由来の FGF, EGF, IGF, PDGF の産生を亢進さ
せ幹細胞維持の制御に関わることなどを明
らかにした(図１)。さらに、骨髄単核球の投
与により、脳梗塞作成後の大脳皮質血流が有
意に増加し、脳機能改善に貢献することも判
明した (Stem Cells, 2010)。以上のことか
ら、骨髄単核球を脳梗塞後に投与すると、脳
梗塞部位の血管内皮細胞の増殖・活性化を介
して内因性神経再生が亢進し、結果として神
経機能が改善することが示唆された。 
(3) 炎症細胞が神経幹細胞および幹細胞ニ

ッチに及ぼす影響 
脳梗塞後傷害誘導性神経幹細胞の起源が

血管周囲に存在する Pericyte であることを
見出し (Stem Cell Dev 2011)、血管内皮細
胞障害にともない脳梗塞領域に浸潤する活
性化リンパ球が内皮細胞と接する神経幹細
胞の細胞死を招くこと（図２） (Cell Death 
Differ 2011)から、脳梗塞部位の血管内皮細
胞の増殖・活性化が内因性神経再生を亢進さ
せ、結果として脳梗塞後の神経機能が改善す
ることが示唆された。 
(4) 考察 
 本研究により、骨髄単核球の治療効果のメ
カニズムが明らかにされたことより、本治療
法の臨床応用への妥当性・有用性が証明され
たものと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１．BMMCs が血管内皮細胞に及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．GITR 陽性 T細胞が傷害誘導性神経幹細

胞に及ぼす影響 
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