
兵庫医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４５１９

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

ヒト脂肪組織由来幹細胞移植による脳梗塞再生療法の臨床応用のための研究

human Adipose-derived stem cell therapy for cerebral ischemia

４０２４０３５３研究者番号：

吉村　紳一（Shinichi, Yoshimura）

研究期間：

１５Ｋ１０３２１

年 月 日現在３１   ３ １２

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、まずヒト脂肪組織から幹細胞を分離する方法を確立し、その細胞が間葉
系幹細胞であること、良好な増殖能を持つこと、多分化能を有すること、ならびに神経分化可能であることを示
した。その上で、ヒト脂肪組織由来幹細胞の投与が、脳梗塞による神経行動学的な悪化を改善し得るかどうかを
検討した。結果、脳梗塞モデルマウスに対し、ヒト脂肪組織由来幹細胞の急性期における静脈内投与により、脳
梗塞後の神経障害が改善することが示された。
今後、臨床応用を目指した安全試験などが必要である。

研究成果の概要（英文）：First, we confirmed the method to obtain the stem cells from human adipose 
tissue. We demonstrated human adipose-derived stem cells (hADSC) had a good proliferation ability, 
multi-potency, and an ability to differentiate into neurons. The efficacy for neurological findings 
after cerebral infarction was evaluated using mouse model of cerebral infarction. The neulogical 
findings were improved at chronic stage after cerebral ischemia by transvenous delivery of hADSC. 
For the clinical application in the future, safety testing will be needed.
 

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
脳卒中の診療現場においては、アルテプラ
ーゼ静注療法や脳血管内治療による脳虚血 
超急性期治療が注目されているが、脳梗塞や
脳内出血などにより損傷された脳機能を回
復させることは困難とされている。同様に、
頭部外傷や脊髄損傷などによる脳神経傷害
に対しても現時点で有効といえる治療法は
存在しない。このような背景から、世界的に
新たな再生医療の開発を目指して脳神経傷
害モデルにおける種々の幹細胞を用いた研
究が行われており、内在性幹細胞活性化、外
来性幹細胞移植という２つのアプローチに
ついて研究されている。その中で脳虚血後の
幹細胞移植は様々な実験系で効果が示され
ており、有望視されている。 
我輪はこれまで一貫して神経再生および
幹細胞移植に関する研究を行ってきた。内因
性 神 経 幹 細 胞 に よ る 神 経 再 生 療 法
（Yoshimura S, Proc Natl Acad Sci USA 
2001; J Clin Invest 2003）、神経幹細胞（前
駆細胞）の分化誘導（Yoshimura S, Mol Cell 
Neurosci 2003; Kitajima H, J Neurosci Res 
2005）、間葉系幹細胞移植による実験的脳虚
血治療（Ikegame Y, Cytotherapy 2011）な
どである。この中で脂肪由来幹細胞（ADSC） 
移植による治療効果に特に注力しており、治
療効果のメカニズムとして、移植された幹細
胞の分化による再生のみならず、幹細胞から
の分泌因子による神経保護や内在性幹細胞
の活性化が関与する可能性を示してきた
（Egashira Y, Brain Res 2012）。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト ADSC 移植の臨床応用
を見据え、その分離培養法の至適条件決定と
前臨床試験での有効性の検討を目的とする。 

 
３．研究の方法 
本研究においてはまずヒト ADSC 培養と移
植の至適条件を決定する。具体的には、 
1) ADSC 培養における血清の有無や濃度によ
る増殖の違いを検討する。 
2) 脳梗塞後の時期と細胞の量を比較する。 
 ヒト ADSC の分離・培養を行い、血清の有
無や濃度による増殖速度の違い、得られる細
胞量の違いを検討する。また細胞移植時に培
養上清濃縮液を併用することの有無による
生着の差異を確認する。 
次に、マウス脳梗塞モデルを作成し、投与
時期や投与法の至適化についての解析を行
う。また細胞移植に培養上清濃縮液を併用す
ることによる細胞生着度の確認を行う。最終
的には決定された投与量とタイミングでの
神経機能改善を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)臨床応用のためのヒト脂肪由来間葉系幹
細胞の分離培養法確立。臨床応用を視野に入
れ、以下の項目を検討した。 

・添加する血清の検討：自己血清および無血
清培養にて細胞培養を開始し、両者を比較し
た。自己血清培養では培養効率は良好であっ
たが、静脈内投与に必要な細胞数の確保のた
めに必要な血清量が多量となるため、現実的
には自己血清培地での培養は困難であった。
無血清培地では 5〜6 継代にて、静脈内投与
に必要な細胞数の確保が可能であった。この
結果より、本研究では無血清培地を使用する
ことに決定した。 
・分離酵素の検討：リベラーゼ、コラゲナー
ゼを使用したそれぞれの分離・培養効率の検
討ではリベラーゼの効率が優れていた。よっ
て、分離酵素にはリベラーゼを採用した。上
記検討を加味し、ヒト脂肪由来幹細胞の培養
プロトコールを完成した。 
・脂肪由来幹細胞であることの確認：FACS を
用いて細胞表面マーカーを評価し、脂肪組織
由来幹細胞が間葉系幹細胞であることを確
認した。また脂肪由来幹細胞の骨、脂肪、神
経への３分化を確認した。 
・幹細胞能の確認 
脂肪由来幹細胞を別の条件（浮遊培養）にて
培養したところ、神経幹細胞塊（ニューロス
フィア）を形成することを確認した。また免
疫染色にて、神経幹細胞マーカー（nestin）
および神経マーカー（Tuj-1）の発現を確認
し、神経への分化能を改めて確認した。 
・凍結・解凍による細胞生存率の確認：凍結
による細胞保存による細胞生存率を確認し、
凍結・解凍による細胞への障害が軽度である
ことを確認した。 
(2) 前臨床試験にて安全性と有効性の
確認を行った。 
・脳梗塞モデルマウスにおけるヒト脂肪由来
幹細胞の有効性 
永久閉塞脳梗塞モデルマウス（CB17♂ 8±1
週）を用い、脳梗塞誘導 24 時間後にヒト脂
肪由来幹細胞の静脈内投与を行った。 
神経行動学的評価の結果 
オープンフィールドテスト（活動性・衝動
性・記憶）、オープンスペース水泳テスト（活
動性、運動機能）、受動的回避学習試験（記
憶、学習）の改善を認めた。 
・脳梗塞モデルマウスにおけるヒト脂肪由来
幹細胞の有効性 
MCAO群と比較してhADSC群にて行動学的試験
の改善効果を認めた。脳萎縮評価では MCAO
群と比較して hADSC 群において、脳萎縮の減
少を認めた。 
・脳梗塞モデルマウスにおけるヒト脂肪由来
幹細胞の効果機序 
血清サイトカイン評価では MCAO 群、hADSC
群間に明らかな差異を見出せなかったが、脳
梗塞半球の FACS 評価では CD11b+CD45high を
macrophage として評価し、hADSC 群における
Day4 における macrophage の増加、及び Day8
における macrophage の減少を認めた。 
またマクロファージの機能的亜群である
CD11b+CD86+M1 マクロファージ（炎症誘導性



マクロファージ）、CD11b+CD163+M2 マクロフ
ァージ（炎症抑制性マクロファージ）の FACS
評価では hADSC は Day4での M2マクロファー
ジの増加に関与している可能性が考えられ
た。一方単球のリザーバーとされる脾臓での
FACS評価では CD11b+単球の Day4における減
少、及び Day8 における増加を認めた。 
 
我々は hADSC の無血清培養法を確立し、培
養した細胞が間葉系幹細胞の基準を満たす
ことを確認した。マウス MCAO モデルにヒト
脂肪由来幹細胞を静脈注射したところ、慢性
期における神経学的改善効果と、脳萎縮の抑
制効果を認めた。これまでの先行論文では炎
症環境下で脾臓より誘導された単球細胞は、
M1 マクロファージもしくは M2 マクロファー
ジに分化するとされている。M1マクロファー
ジは各種炎症性サイトカインを放出し、局所
の炎症を促進する。一方 M2 マクロファージ
は細胞増殖と組織修復を促進する。間葉系幹
細胞と単球を共培養した先行研究では M2 マ
クロファージへの分化促進がなされたとの
報告がある。我々の結果では hADSC が急性期
に脾臓からの単球遊走を促し、M2 マクロファ
ージの脳梗塞周辺領域における分化を促進
することで、早期の炎症の沈静を促し、亜急
性期におけるマクロファージの梗塞巣への
浸潤を減少させたものと考えた。hADSC の経
静脈的投与は脳梗塞におけるマクロファー
ジの脳梗塞周辺領域への集積、M2 マクロファ
ージへの分化に影響し、神経保護効果を発揮
すると考えられた。 
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