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研究成果の概要（和文）：脳梗塞モデルマウスに、神経提細胞由来の幹細胞を移植した後、レー

ザー光スキャン共焦点顕微鏡を用いて、単一細胞レベルで細胞を生きたまま長期間に亘り反復画

像化可能であることが確かめられた。移植した幹細胞が虚血および虚血周辺領域へと移動（

migration）、分裂（differentiation）、分化（proliferation）し得ることが示された。マウス脳
梗塞モデルにて、細胞移植後、生きたまま個々の細胞レベルまで長期間反復観察できる実験系を

確立したことは、今後の研究発展に寄与することと考えている。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of the study was to monitor in vivo and noninvasively the fate of 

neural crest cells transplanted into the ischemic brain of unirradiated mice. In vivo imaging was 

performed through a closed cranial window following cell transplantation, using laser-scanning confocal 

fluorescence microscopy. Repeated in vivo imaging revealed that transplanted cells survived within the 

ischemic and peri-ischemic cortex, migrated significantly towards the lesion, proliferated. This study 

indicates that confocal fluorescence microscopy is a reliable and unique tool to repeatedly assess with 

cellular resolution the in vivo dynamic fate of fluorescent cells transplanted into a mouse brain.  
  

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2011年度 800,000 240,000 1,040,000 

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・神経内科学 
キーワード：神経堤細胞 脳梗塞 Ｃonfocal顕微鏡  Matlab software 
 
１．研究開始当初の背景 
血栓溶解療法（tPA）を除くと脳梗塞に対
する完全に有効な治療法はいまだ存在せず、
さらなる基礎研究の進歩が期待されている。
近年、再生医療として脳虚血後の骨髄幹細胞
移植による治療効果が注目され、国内外で盛

んに研究されているが、未だにその移植後の
動態、有用性に関しては不明なままである。
また、移植する幹細胞の種類（分化・未分化）、
移植のタイミング、投与方法などさまざまな
課題が残されている。 
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２．研究の目的 
頭窓を有する wild type マウスに中大脳動
脈閉塞モデルを作成、その翌日骨髄由来神経
堤細胞を stereotaxicに移植し、その後の移植
細胞の動態を頭窓を通して、confocal顕微鏡
を用いて同一動物、同一部位にて長期間反復 
in vivo 観察する。同時に微小循環動態、血管
のリモデリングへの影響を詳細に解析する。
また梗塞体積の測定、組織学的検索をする。
これらの過程を通し、骨髄由来神経堤細胞を
脳虚血マウスに移植することが、治療効果を
有しているか否かを検討する。 
 
３．研究の方法 
イソフルレン麻酔下 wild type マウスの左
頭頂側頭部に慢性的頭窓を開け FITC ラベル
赤血球投与下で stereotaxic apparatusにて頭部
を固定し、脳表を観察する。頭窓作成1週間
後、中大脳動脈遠位虚血モデル、あるいは古
典的中大脳動脈近位閉塞モデル、虚血なしの
3 群を作成する。移植する細胞は、神経堤細
胞を GFP で標識する P0-Cre/Floxed-EGFP マ
ウスの骨髄より、フローサイトメトリーを用
いて GFP 陽性の神経堤由来細胞を回収する。
得られた神経堤由来細胞を stereotaxicに脳表
より 1mm の深さに移植する。その後、レー
ザー光（488 nm）スキャン共焦点顕微鏡によ
り頭窓を通して移植細胞のその後の動態を
移植 2-4 週間まで詳細に in vivo 観察し、
migration、proliferation、differentiation の経過
を検討する。また FITC ラベルした赤血球を
全身投与することにより、この頭窓を通した
微小循環動態を confocal顕微鏡を用いて長期
間、虚血前、直後、1週、2週、3週、4週の
各時期において in vivo観察する。具体的には、
脳皮質毛細血管豊富な部分を選び出し、高速
(500枚/秒)カメラレーザー光（488 nm）スキ
ャン共焦点顕微鏡により FITC ラベル赤血球
の動きをビデオ画像として取り込み保存す
る。得られた膨大な数の赤血球の変化を
Matlab 応用ソフト (KEIO-IS1＆2) を用いて
数値化し、血流速度を定量的に詳細に測定、
統計計算を行う。また、Rhodamine-Dextran
を注入し血管構造の変化、リモデリング・血
管新生の有無につき検討する。組織酸素分圧
測定は白金酸素電極を用いて脳表の酸素分
圧を測定する。以上によりマウス虚血脳にお
ける新生毛細血管網と赤血球密度/速度・酸
素分圧を観察する。 
上記各群の神経学的所見、行動学的所見の
差異について比較検討する。さらに動物実験
用の高解像度MRIを用いて、梗塞体積を各群
で比較検討する。In vivo実験後、ホルマリン
にて還流固定、作成した脳切片を組織、免疫
組織学的手法を用いた検討（NeuN、GFAP、
Iba-1、CD31 など）を行う。これらにより局
所脳虚血モデルへの神経堤由来細胞移植の

効果を多角的に検討する。 
また、他の細胞を移植した場合と比較検討
する。 
 
４．研究成果 
当実験系において、脳梗塞モデルマウスに

green fluorescent protein (GFP) を発現する遺
伝子改変マウスから得られた新鮮幹細胞など

を移植した後、レーザー光（488 nm）スキャン共
焦点顕微鏡を用いて、単一細胞レベルで細胞

を生きたまま長期間に亘り反復画像化可能で

あることが確かめられた。移植した幹細胞が

虚血および虚血周辺領域へと移動（migration
）、分裂（differentiation）、分化（proliferation
）することが明瞭に示された。 

一方、神経堤細胞をGFPで標識する
P0-Cre/Floxed-EGFPマウスの骨髄より、フロー
サイトメトリーを用いてGFP陽性の神経堤由
来細胞を回収し、得られた神経堤由来細胞を

同様に脳梗塞モデルマウスに脳表より1mmの
深さに移植した場合には、共焦点顕微鏡により

頭窓を通して移植細胞のその後の動態を観察し

ても、必ずしも個々の細胞レベルまでは移動、分

裂、分化の動態が明瞭には観察されないケー

スもあった。採取され得る移植細胞の数が極

端に少ない点が今後の課題として浮かび上が

った。また、共焦点顕微鏡では、脳皮質より約

100μmの深さまでの観察が可能であるが、よ
り脳深部における細胞の挙動を観察する実験

系を今後確立し、さらに詳細に比較検討して

いく必要性が示唆された。 
血栓溶解療法を除くと脳梗塞に対する完全

に有効な治療法はいまだ存在せず、さらなる

基礎研究の進歩が期待され、近年、再生医療

として脳虚血後の骨髄幹細胞移植による治療

効果が注目されている。移植する幹細胞の種

類（分化・未分化）、数、移植の時期、投与方

法などさまざまな課題が残されているが、今

回マウス脳梗塞モデルにて、細胞移植後、生

きたまま個々の細胞レベルまで長期間反復観

察できる実験系を完全に確立したことは、今

後の研究発展に大きく寄与していくことと考

えている。 
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