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研究成果の概要（和文）：ラット大脳白質(内包)へ定位的にエンドセリンを注入し選択的な白質

梗塞モデルを作成した。梗塞部位は MRI画像と病理組織学にて病態を評価 した。質量顕微鏡に

より分子レベル（リン脂質）での変化を網羅的に可視化し、新たな知見をえた。 

細胞移植による治療法の開発研究においては、脳血管内皮細胞の初代培養系を確立した後、

内包梗塞部位に定位的に移植しところ、神経症状の改善を認めた。細胞移植による新たな（白

質）脳梗塞治療法の可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）： Sprague-Dawley rats were used. Under general anesthesia 
endothelin-1(ET-1:0.5μg/μl) was stereotactically injected into unilateral internal 
capsule to induce selective white matter damage. Selective white matter injury was 
evaluated by MRI, and particularly axonal injury was confirmed by specific APP 
immunoreactivity. The increased immunoreactivitiy for ED1 was observed in the lesion from 
3 days to 2 weeks after injection showing the activated microglia migrated and occupied 
the lesion of white matter injury. Imaging mass spectrometry (IMS) revealed the dynamic 
change of phosphatidylcholines comprehensively IMS has tremendous potentials to provide 
the new insight in terms of the dynamic molecular changes invisible under conventional 
modality. 
The microvascular endothelial cells (MVECs) were prepared from rat cerebra for the cell 

transplantation. MVECs were transplanted into the ischemic lesion of internal capsule. 
MVEC transplantation improved the behavioral outcome and induced remyelination. Also the 
inflammatory response was repressed by MVEC transplantation. Elucidation of the 
mechanisms by which MVECs ameliorate ischemic damage of the white matter may provide 
important information for the development of effective therapies for white matter 
ischemia.                            
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１．研究開始当初の背景 

近年 iPS 細胞（人工多能性幹細胞）の樹立
により幹細胞による再生研究が注目を集め
ている。しかし、実際の臨床への応用には動
物モデルによる有効性と安全性の実証が不
可欠である。中枢神経系の再生においてはそ
の実験モデルによる治療効果の実証が極め
て重要であるといえる。今回、選択的白質障
害モデルを用いて細胞生物学と生体細胞工
学を応用して移植による軸索再生のための
基盤研究を行う。応募者は、これまでに大型
動物であるミニブタを用いて、選択的白質梗
塞モデルを提唱し、神経軸索再生研究に取り
組んできた。現実的には、試行錯誤研究であ
るため相当数の実験動物が必要とされ、汎用
性があるラットによる選択的白質梗塞モデ
ルでの研究を今回は選択した。大脳白質障害
は脳梗塞をはじめとして、脳腫瘍、外傷など
脳外科的疾患と密接な関係がある。さらに近
年、アルツハイマー病、多発性硬化症、老人
性痴呆症などの変性疾患との関連も指摘さ
れ、ますますその重要性が認識されてきてい
る。 

脳虚血研究において、我々は、大脳白質の
重要性に早くから注目した。囓歯類脳梗塞モ
デルにおける白質の評価法の開発(H Imai et 

al., Stroke 2001 32:2149-2156, H Imai et al., 

J Cereb Blood Flow and Metab 2002 22: 

1080-1089.)と、それを利用しての脳梗塞治療
薬の評価を行ってきた(H Imai et al., Free 

Radical Biology and Medicine (2003) 

34:56-63, H Imai et al., European Journal 

of Neuroscience (2002) 15:1929-1936)。さら
によりヒト脳に近い形での白質障害の病態
解明をおこなうべく、大型動物ミニブタ脳梗
塞モデルを開発した(H Imai et al., J 

Neurosurg  2006 104: 123-132)。それを発
展させた選択的白質障害モデルによりラク
ナ梗塞の病態解明を行った( Y Tanaka et al., 

Stroke 2008 39:205-212)。 

これらの研究結果から、白質障害の根本的
な治療は、軸索の再生によるところが大きい
と実感している。中枢神経と末梢神経との違
いは末梢神経においては軸索再生がなされ
る一方で、中枢神経に関しては通常は軸索再
生がなされることはない。一つの仮説として、
中枢神経は再生機能をあえて抑制する機能
があるのではないかと考えられている。他の
仮説として、軸索再生を促すのに必要な神経
栄養因子が枯渇しており軸索の再生が進ま
ないのではないかと考えられている。 

これまで、我々の基礎研究で、白質脳梗塞
部位にbFGFを吸着したゼラチンマイクロス
フェア（生体吸収性材料）を注入して、bFGF

持続的投与を行った後、軸索再生に及ぼす効
果について検証した。免疫組織標本では、同

部位にマイクロスフェアが確認できた。その
周囲はコンドロイチン硫酸プロテオグリカ
ンに満たされたグリア瘢痕を認めた。一部の
軸索再生は確認することができたが、グリア
瘢痕の境界を越えて軸索が伸長する所見は
なかった。一方、脳梗塞巣に関しては bFGF

の副作用のためか対照群に比較して脳浮腫
のため大きくなる傾向を示した。栄養因子の
種類や組み合わせさらに至適濃度は今後詳
細に検討する必要性を実感した。中枢神経系
においては現在の人工的投与法では、至適濃
度よりはるかに高濃度のbFGFを投与してし
まう可能性がある。そこで環境に応じて、相
応に神経栄養因子を分泌する可能性が知ら
れている血管内皮細胞に注目した。神経幹細
胞のみでなく血管内皮細胞などと組み合わ
せた、神経細胞、グリア細胞と血管内皮細胞
の相互作用(nuero-glio-vasucular signaling)

を考慮した治療法が期待される。 

 

２．研究の目的 

虚血白質障害に関する多角的病態解析と軸
索再生のための基礎的研究を目的とする。 

(1) 実験動物モデルを用いて虚血による選択
的白質障害を多角的に検証して大脳白質
障害の機序を明らかにする。 

(2) 細胞生物学および生体細胞工学を応用し
て神経軸索再生のために必要は微小環境
の整備と神経栄養因子投与による軸索再
生のための基礎的研究を行う。 

(3) 軸索再生に関与する分子機構を網羅的に
解析して同定する。 

 

３．研究の方法 

(1) ラット白質選択的（内包）梗塞モデルを
作成する。 
(2) 脳白質梗塞巣を経時的に多角的評価を
おこなう（神経脱落症状、神経放射線学、形
態組織学、生化学・電気生理学的評価をおこ
なう。さらに質量顕微鏡によりリン脂質の動
的な変化を網羅的に解析し同定する。）。 
(3) 移植再生研究：細胞生物学的治療による
軸索再生の効果を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）白質梗塞（ラット白質脳梗塞）モデル
作成と多角的病態評価              図１ 
成 獣 ラ ッ ト
（12 週齢）の
内包にエンド
セリン 1μg/
μl を定位的
に注入して、
選択的白質梗
塞モデルを作
成した。ター



ゲットポイントの検証を行い最適条件をみ
つけた 
(図１)。 
    
内包選択的に白質虚血ラットモデルが作

成できたことを MR（T2）にて確認した（図 2）。 

図 2 
 
組織学的に、軸索・ミエリンの障害を確認

した。APP 抗体により急性期の軸索障害を確
認した（図 3）。 

 

図 3 
 
慢性期においては、同部には ED-1 抗体で

陽性を示すミクログリアが集簇しており炎
症所見を確認した（図 4）。 

 

図４ 
 
さらに、病態解析を目的に、質量顕微鏡法

により、リン脂質の分子動態を網羅的解析し
可視化できた（図 5）。 
白質梗塞の炎症期のミクログリア集簇部

位 で は フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン PC 
(16:0/20:4)等のアラキドン酸(AA)を含む
PCs(AA-PCs)とリゾフォスファチジルコリン
(LPCs)の上昇を認めた。虚血白質障害に関す
る多角的病態解析により新たな知見を得た。 

 
 
 

図 5 
 
白質梗塞モデルにおいては、行動解析では明
らかな運動麻痺等の症状は認めなかったが
軽微は左右差が示唆された。 
 
 
(2) 大脳白質障害に対する細胞移植による
治療法の開発研究においては、まず移植細胞
を選定した。血管内皮細胞を内包障害部位に
移 植 す る こ と と し た 。 GFP(green 
fluorescence protein)ラット大脳から微小
血管およびその内皮細胞の分離をし、培養す
ることに成功した  (脳血管内皮細胞の初
代培養系を確立した)。 
 
GFP ラットからの移植細胞調整脳血管内皮細
胞：GFP ラット大脳から Percoll 密度勾配法
によって微小血管およびその内皮細胞を分
離し、得られたフラクションを Fetal bovine 
serum、Epidermal growth factor 存在下で培
養すると形態組織学的に血管内皮細胞であ
ることを確認した。（図６） 

（図 6） 
 
 
これらの細胞を内包梗塞部位に定位的に移
植して、経時的に白質障害を評価した。GFP



（緑）標識血管内皮細胞が、内包障害部位に
移植されていることが確認できた（移植細胞
が生着していることを確認した）。（図７） 

図 7 
 
白質障害治療効果の検証する再生の評価を
おこない細胞移植治療による効果を確認し
た。移植細胞治療により白質（軸索）再生お
よび脳機能障害の改善を評価した。神経所見
では、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、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）。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。（図８） 
 

 
図８ 
 
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ていること
が判明した（図 9）。 
 
 

 

 
 

 
 

 
 
図 9 

以上のように病理組織学的な所見と神経所
見と、麻痺症状の軽減を認め治療効果を示し
たことから、血管内皮細胞移植による（白質）
新たな脳梗塞治療法の可能性を示した。 
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