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研究成果の概要（和文）：外因性末梢血単核球を低酸素低糖刺激（OGD)にて，保護的に極性を変化させ，脳虚血
後，後遺症を有するラットに投与したところ，血管新生，神経軸索の進展を確認し，細胞投与21日後（虚血28日
後）に，運動感覚機能が有意に改善することを示した．
　臨床応用を目指し，閉鎖系でOGD刺激を行えるバックを開発し，その効果をヒト由来の細胞でも検証した．OGD
刺激にて，バッグ内の酸素濃度を目的とする1%未満に低下させ，刺激後に末梢血単核球は，刺激前には認めなか
った多能性幹細胞マーカーSSEA3陽性単核球が増加することも確認した．また，このバッグで刺激した細胞でも
治療効果を認めることを示し，特許出願を行った．

研究成果の概要（英文）：When exogenous peripheral blood mononuclear cells preconditioned by oxygen 
glucose-deprivation (OGD) were administered to rats with post-ischemic sequelae, angiogenesis and 
neuronal axonal outgrowth were confirmed, and motor-sensory functions were significantly improved 21
 days after cell administration (28 days after ischemia).
　We developed a bag that can perform OGD stimulation in a closed system for clinical application, 
and verified the effect of OGD stimulation on human-derived cells. We also confirmed that the number
 of SSEA3-positive mononuclear cells, a pluripotent stem cell marker, increased after stimulation. 
We also showed that cells stimulated with this bag also showed therapeutic effects, and we have 
applied for a patent.

研究分野： 脳血管障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により，脳梗塞後の血管新生，組織修復の機序が明らかとなり，慢性期の脳梗塞治療への応用が検討でき
る．
 末梢血を用いることから，細胞確保が容易で，一般病院にも普及する技術になる．さらに発展させることで，
脳梗塞患者の機能回復と予後改善が期待され国民医療費の軽減にもつながる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳卒中は寝たきりの原因の第１位，医療費の約 1 割を使用している．脳梗塞は脳卒中の 7 割を占

め，機能回復を促し，予後を改善する治療が社会的に求められている．脳梗塞発症数日以後の亜

急性期～慢性期の内科的治療は再発予防しかこれまでない．機能回復を促進する治療の開発は

喫緊の課題である． 

脳梗塞慢性期にも効果が期待されるものとして，成長因子投与の臨床治験が行われてきたが，

有効性は示されていない．中枢神経には薬剤を到達させない血液脳関門 BBB が存在する．これ

までのほとんどすべての脳梗塞治療の薬剤は，このバリアーのため，脳実質に薬剤が到達しない

ことも有効性を見いだせなかった理由の一つである．成長因子や薬剤投与による機能回復を目

指す脳梗塞治療は極めて困難である． 

 実験レベルで iPS 細胞を含めて，脳梗塞に対する幹細胞療法の検討がされている．骨髄間葉系

幹細胞を用いた細胞療法は有望であるが，その普及を妨げる欠点として，１．得られる細胞数が

少なく，専用の細胞プロセッシングセンター（CPC）で培養に 2 週間以上が必要であるため，ご

く一部の専門病院でしか行うことができないこと，２．iPS 細胞は，癌化の危険性（Kawai, 

JCBFM2010），３．BBB を超えにくいこと（Seto, Ann Neurol 2001）があり，臨床応用の妨げとな

っている．つまり，幹細胞の脳梗塞に対する治療応用は未だに困難である．その一方，単核球は

BBB を超えて病変部に移行しやすいこと，保護的な成長因子を刺激により分泌することから，

細胞療法として有利な性質を有している（総説 Kanazawa, IJMS2017）． 

これまでの研究で，保護的ミクログリアによる脳保護作用に着目し，初代培養ミクログリア

を OGD 刺激することで保護的なタイプに修飾する

方法を発明した（科学技術振興機構の支援を受けて

国内・国際特許を出願．特願 2016-168543 ，

PCT/JP2017/031246）．この細胞の経動脈的投与は，ラ

ット一過性虚血モデルにて，脳虚血後の機能回復を

有意に促進することを確認した（右図）．その作用機

序として，ミクログリアの脳梗塞巣へ遊走と，成長因

子等を介した血管新生と軸索伸長作用を明らかにした． 

また，近年，ミクログリアや末梢血単核球は，骨髄・末梢血と脳のあいだで行き来しうること

が明らかになっている．そこで，OGD 刺激をラット末梢血単核球分画に対して行い，前述のモ

デルにて評価したところ，脳梗塞後 28 日目の機能回復が有意に促進されることを確認し，上記

特許に含めて出願した（日本医師会医学奨励賞）． 
 
２．研究の目的 
本研究の学術的な「問い」は，“OGD 刺激末梢血単核球（OGD-OBMC）投与は，脳梗塞の機能

回復を促進する治療法となるか？”である．また，以下のことを明らかにする． 

（a）末梢血由来血球による細胞療法でどの細胞が慢性期の修復を促進するかを明らかにする． 

（b）OGD 刺激末梢血単核球よる細胞療法が慢性期の修復の機序(血管新生，神経軸策進展，シ

ナプス形成)を明らかにする． 

 
 
 
３．研究の方法 



脳虚血後，外因性単核球投与にて脳実質内に移行するか，局在を確認し，血管新生，シナプス形成

を明らかにする． 

 ラット塞栓糸脳梗塞再還流モデルを使用する． 

 慢性期の運動機能として，３０度の角にラットを置き，どちらに回るかを評価するコーナー

テスト(右図)(運動麻痺および視空間認知障害，感覚障害を反映する)で評価し，虚血前，虚

血１日，３日，７日，１４日，２１日，２８日の

運動機能を評価する．  

 無刺激，OGD 刺激を加えた単核球細胞を，虚血

１週間後に頸動脈に投与し，その後 3 週間症状

の差を検討する． 

 投与単核球の局在を明らかにするため GFP マウ

ス由来の初代細胞を準備し，動脈投与する．その後 3 日後，１，２，３週間後に免疫染色サ

ンプルを作成し，各種細胞マーカーとの二重染色を行い，脳内の局在を共焦点レーザー顕微

鏡で観察する． 

 治療に用いる血液細胞の調整は，ラットやマウス

末梢血をフィコールにて分離する（図左；楕円部

位に単核球が分離される）． 

 虚血28日後に，血管新生マーカーCD31を用いて

血管新生，軸索マーカーSMI31を用いて神経軸索

の伸展を，共焦点レーザー顕微鏡にて評価する

（3D 解析ソフト IMARIS で定量する）．血管新生，

軸策進展を促進する VEGF，TGF-βの発現を免疫

染色で評価する． 

機能回復を促進する細胞分画の解明と再生機序の解明，臨床応用を目指す閉鎖系の開発 

 単核球分画を，単球マーカーであるCD11bのマイクロ磁気ビーズを用いて分離し（右上

図），単球分画と非単球単核球分画にわける．  

 得た細胞分画を，CD11b，CD14を用いたフローサイトメトリー，および免疫染色にて純度

を確認する．その後，間葉系幹細胞 CD105，造血幹細胞 CD34，幹細胞マーカーSSEA3/4の

FACS，免疫染色にて調べる．投与後の脳組織変化も各種マーカーを用いた免疫染色，ウエ

スタンブロットで評価する． 

 培地の VEGF，TGFβなど血管新生，神軽進展作用を有する増殖因子を ELISA で評価する． 

 臨床応用を目指し，閉鎖系で OGD 刺激を行えるバックを開発し，その効果を検証する．実

際のヒトの採血にて，細胞回収と，バック内で刺激が十分に行えるかを，血液中のサイトカ

インの ELISA で評価する． 

 
４．研究成果 

 単核球に低酸素・低糖刺激を与えたところ，細胞培養培地の ELISA、ウエスタンブロットで、

VEGFや TGF-が，多く分泌されることがわかった。一方、単球に分離したのちの細胞では、

VEGF や TGF-は検出されなかった。これらの因子の分泌促進は，核蛋白 peroxisome 

proliferator-activated receptor (PPAR-γ)の発現増加によると考えられているが，細胞



上清を用いたウエスタンブロッティングを行ったところ，OGD 刺激で PBMC 中の PPAR-γの

発現が刺激前と比べて，有意に増加することも明らかとなった。 

 OGD 刺激前後の FACS の解析で、OGD 刺激後 PBMC に多能性幹細胞マーカーSSEA3 陽性細胞数

が増加することも示した。 

 OGD刺激後の保護的 PBMCが血液脳関門を通過し，脳梗塞病変の辺縁に集まるかを検討するため，

GFP マウス由来の初代 PBMC を OGD 刺激後に投与したところ，脳梗塞病変周辺に GFP の蛍光をみ

とめ，脳内に移行していることがわかった．一方，OGD刺激していない GFPマウス由来の PBMC投与

では，脳内への移行を認めなかった．さらに，OGD 刺激後の保護的 PBMC 投与により，脳内で保護

的極性を維持されているかを確認するため，この細胞が分泌するリモデリング因子である VEGF，

TGF-の脳内発現を免疫染色で検討した．虚血 28 日後，投与なし群では，これらの発現を認めな

かったが，OGD刺激後の保護的 PBMCを投与した群では，虚血域における VEGF，TGF-の発現を認
めた． 

 血管新生や軸索伸展効果に

ついて，新生血管マーカー

CD31 ，神経軸索マーカー

SMI31 を用いた免疫染色を行

い，評価した．OGD 刺激後の

保護的 PBMC 投与群では，無

治療と比べて，さらに細胞数

依存性に，虚血 28 日後の血

管新生を認めた．さらに，虚血

域周辺の虚血ペナンブラで神

経軸索の有意な伸展を認め

た（右図）．運動感覚機能に関しても，OGD 刺激後の保護的 PBMC 投与群では，無治療と比べて，

虚血 28 日後の麻痺感覚障害の有意な改善を認めた（下図）．なお，肉眼的出血の合併は認めず，

無治療群と同様の生存率であった．なお，PBMC 中の単球・マクロファージに分離した群の投与で

は，治療効果を認めておらず，その他の細胞との相乗効果が治療効果には必要と考えている． 

 バックの開発に関しては，データ取得後特許出願した。 
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