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研究成果の概要（和文）：移植されたヒト神経幹細胞がホストの内在性修復機構を促進するという仮説を基に機能回復
の内在性修復メカニズムを検証した。
ヌードラットに中大脳動脈脳梗塞モデルを作成し, 1週間後にヒト神経幹細胞を同側皮質に定位移植した。機能回復は
移植4週間後でみられた。独自に開発した高解像度イメージングを駆使したarray tomographyにて, シナプスの定量化
を行い, 皮質第5層に興奮性シナプスが増加することが明らかとなった。神経幹細胞移植に伴うシナプスの変化をin vi
voで捉え, synaptogenesisが機能回復に一致して起こることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Vehicle or human neural progenitor cells (hNPCs) derived from fetal cortex were 
transplanted into the ischemic cortex of Nude rats at 7 days after distal middle cerebral artery 
occlusion. Transplantation of hNPCs significantly improved behavioral recovery after stroke compared to 
vehicle-treated rats at 4 weeks post-transplantation.hNPC-treated rats had a higher density of 
glutamatergic synapses in layer 5 at 4 weeks post-transplantation, compared to vehicle-treated rats.
These results provide novel new information about the organization of synaptic circuitry and its 
plasticity after stem cell therapy. These data suggest that stem cells alter the synaptic remodeling of 
glutamatergic synapses after stroke and this is coincident with stem cell-induced functional recovery.

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)これまでの脳梗塞研究においては、発症急
性期における血栓溶解療法(t-PA)静注による
再開通療法やエダラボンによる脳保護療法
に焦点が置かれてきた。しかしながら現状で
は急性期脳梗塞治療にて恩恵を受ける患者
はあくまで一部であり、今後は慢性期患者へ
の治療のアプローチが必要とされる。そこで
再生医療はブレイクスルーとして非常に期
待されている。 
 
(2)申請者のグループを含み、いくつかのグル
ープから、動物脳梗塞モデルにおける機能障
害への幹細胞移植の有効性が報告されてい
る。臨床応用としては脳梗塞患者に外来性に
神経幹細胞を移植し神経学的予後の改善が
見られたと報告しており、現在 10 を超える
clinical trial が進行中である。申請者らのグ
ループは脳梗塞モデル動物に対しヒト神経
幹細胞移植を行い、angiogenesis、axonal 
sprouting、dendritic plasticity について報告
した。脳梗塞に幹細胞移植が有効な治療であ
ることに疑いの余地はないが、移植された幹
細胞がどのように機能回復を図るのか、特に
ホスト側脳にどのような分子シグナルが機
能変化を来すのか、メカニズムに言及した報
告はほとんどなされていない。 
 
２．研究の目的 
本邦においては、高齢化に伴い、脳梗塞によ
る寝たきり患者は増加の一途であるが、慢性
期の有効な治療法はなく、医療財政を圧迫す
る大きな要因となっている。そのような状況
下で脳梗塞に対する再生医療の基礎的研究
は精力的に進められ、近年では神経幹細胞の
臨床治験により human での機能回復の可能
性が言われている。しかし幹細胞による治療
効果は多彩な作用メカニズムが時間的にも
空間的にも多段階的に作用するため、未解決
の問題も数多く残されている。脳梗塞に対す
る再生医療の内在性修復メカニズムを解明
し、慢性期脳梗塞に対する再生医療の将来的
な臨床応用を目指す。 
神経幹細胞移植における内在性修復メカニ
ズム, 特にシナプスの関与に着目した。シナ
プスは前シナプスである軸索と後シナプス
である樹状突起の接続部位であり, シグナル
伝達などの極めて重要な神経活動に関わり, 
脳の高次機能と密接に関連している。興奮性
シナプスであるグルタミン酸シナプスと抑
制性シナプスである GABA シナプスに分け
られる。脳梗塞発症直後から数日の間, 梗塞
周辺部ではニューロンは生存するものの樹
状突起の棘突起は失われシナプス活性は障
害される。1-4 週間の間で growth-promoting 
process が上昇し樹状突起の棘突起のターン
オーバーが起こり 4-8 週にシナプスの結合が
増強する。このように脳梗塞後には梗塞周辺
部でシナプスの劇的な変化を認めることが
報告されている。シナプスはコネクトソーム

の機能的なユニットであるため, 脳梗塞後の
機能回復にはシナプスの可塑性の変化が大
きく影響している。 
その中でも脳梗塞におけるグルタミン酸シ
ナプスの役割には時期により２面性がある。
脳梗塞発症直後の hyperexcitability は神経
細胞死を誘導し有害であるものの, 一方で機
能回復である慢性期には hyperexcitability
は Brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) シグナルを増強させ機能回復に有
効に作用する。 
本研究では神経幹細胞移植における内在性
修復メカニズム, 特にシナプスの関与を検証
した。 
３．研究の方法および結果 
ヌードラットを用いて distal MCA occlusion
モデルを作成し, 梗塞 1週間後にヒト神経幹
細胞を患側大脳皮質に定位移植(1×105 
cells/site, 3-4 sites)し, cylinder test, 
whisker-paw test, modified neurological 
severity score test にて 1 週毎に機能評価
を行った。定位移植 3週-4 週間後に細胞移植
群で機能回復を来した(図 1)。 

梗塞周辺部において著明に血管新生が亢進
し移植後 2週目にピークがあった。ヒト VEGF
中和抗体Avastinを移植同日から隔日で投与
を行うと細胞移植群にてAvastin投与群では
血管新生が抑制された。また Avastin 投与に
より機能回復がブロックされ, 機能回復に
は VEGF による血管新生が寄与していること
を示した。同側においては移植後２週, ４週
で 皮 質 第 ５ 層 の 錐 体 細 胞 の dendrite 
branching の亢進を認めた。一方, 対側では
２週後に亢進はみられたものの４週後には
正常化した。axonal sprouting については, 
脳梗塞後には axon の伸長が亢進し, 皮質脊
髄路の再構築がなされるとの報告されてい
る。移植 4 週間後に anterograde tracer で
ある biotin dextran amine (BDA)を対側皮質
に注入したのち, 2 週後に評価した。幹細胞
移植は障害側の皮質への axonal sprouting
を 増 強 さ せ た 。 ま た 対 側 に も axonal 
sprouting が起こった。移植した幹細胞は４
週間後においても生存しており, 一部は脳
梗塞の周辺部位まで遊走した。生着した幹細
胞は, 成熟した神経細胞であるのは一部で, 
多くがアストロサイトあるいは未熟な神経



細胞であり, このことは幹細胞からの栄養
因子により内在性修復機構が増幅される機
序を示唆する。 
 
４．研究成果 
独自に開発した高解像度イメージングであ
る array tomography にて, Z stack を著明に
改善させることで 個々のシナプスを三次元
的に構築し, シナプスの定量化を可能とし
た。前シナプスマーカーと後シナプスマーカ
ーの colocalization のあるものをシナプス
と定義しグルタミン酸シナプスと GABA シナ
プスの定量化を行った。synapsin と PSD の
colocalization のあるものをグルタミン酸 
シナプスと定義した。 

移植後４週間後に梗塞周辺部のシナプスの
定量化を行い, グルタミン酸シナプスの増
加を認めた。一方で GABA シナプスは増加し
ていなかった。この変化は移植 1週間後には
認めなかった。機能回復が得られる移植 4週
間後にグルタミン酸シナプスの増加を認め, 
グルタミン酸シナプスが機能回復に寄与し
ていることが示唆された。 
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