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研究成果の概要（和文）：　移植神経幹細胞を生体内で追跡可能となるメージングシステムの構築を目指して、細胞マ
ーカー発現ラットならびに正常スナネズミを由来とする幹細胞の樹立と脳虚血障害モデルを用いた治療効果を検証した
。その結果、神経幹細胞の候補として骨髄間葉系幹細胞（BMSC）の樹立に成功した。移植BMSCは、障害部位に早期に集
積し、神経細胞死を軽減した。細胞標識技術とバイオイメージングシステムの組合せは、移植神経幹細胞の有効な追跡
ツールとなることが判明した。

研究成果の概要（英文）：To establish the bio-imaging system for detecting neural stem cell after 
transplantation, we isolated cell marker expressed transgenic rats and normal gerbils mesenchymal stem 
cells (MSCs) cell from each bone marrows. We also evaluated the neuroprotective effects of labeled MSCs 
using the transient cerebral ischemia gerbil model. This result demonstrated that MSCs can accumulate in 
injured areas presumably due to chemokine activities and contribute to neuroprotection. Bio-imaging 
system with cell marker labeling by quantum dots and transgenic animal technology is very useful tool for 
detecting neural stem cell.

研究分野： 神経病理
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１．研究開始当初の背景 

幹細胞を利用した再生医療が注目される

中、神経再生に利用可能な幹細胞には、中枢

神経組織由来の神経幹細胞あるいは神経前

駆細胞、更には ES 細胞ならびに iPS 細胞な

どがある。加えて、損傷組織の自己修復を補

填する細胞として、骨髄細胞を由来とする間

葉系細胞（MSC）あるいは単核球細胞も幹細

胞として期待されている。しかし、幹細胞を

利用した再生医療が一般治療として定着す

るには、その有効性ならびに安全性の確認が

重要である。申請者は、動物モデルを用いた

脳虚血障害の病態解析の研究により、神経細

胞死の原因が神経細胞の代謝異常に加え、神

経細胞周囲のグリア細胞ならびにそれらに

酸素と栄養を供給する毛細血管の血流障害

が神経細胞死に重要であることを明らかに

してきた。同時に、発生工学的手法を駆使し

て、移植細胞の分化、増殖ならびに遊走を非

侵襲的に追跡可能なバイオイメージングに

利用可能な細胞マーカータンパク（GFP, 

Luciferase）発現トランスジェニックラット

（Tg ラット）を精力的に作製してきた。Tg

ラット由来の幹細胞は分化、増殖しても、そ

のマーカー発現を指標に追跡可能となる。今

回、Tg ラット由来の幹細胞を樹立し、臨床応

用を目指した基盤研究として、幹細胞の特性

解析と脳虚血障害に対する治療効果を検証

することとした。 

 

２．研究の目的 

 これまで損傷を受けた神経組織は二度と

回復しないと長く信じられてきたが、胚性幹

細胞（ES 細胞）の発見を機に多分化能を有

する幹細胞を利用した臓器再生が期待され

るようになった。さらに、山中博士らの樹立

した iPS 細胞は ES 細胞に代わる幹細胞とし

て医療や創薬での利用が期待されている。

2012 年、米国ではヒト ES 細胞由来の神経幹

細胞を用いた移植再生医療のための臨床試

験が承認された。しかし、移植後の神経幹細

胞の動態にはいまだ不明な点が多く、臨床応

用するためにはその基盤となる研究が必須

である。特に、これら幹細胞の生体内におけ

るバリデーションを評価するには、再現性の

高い疾患モデルを用いて、移植幹細胞を時空

間的に追跡するシステムが必要である本研

究目的は、脳虚血障害に対する神経幹細胞の

治療効果を実証するために移植幹細胞を非

侵襲的に長期に追跡可能なバイオイメージ

ングシステムを構築し、そのシステムの有効

性を実証することである。 

 

３．研究の方法 

（１）神経幹細胞の樹立と特性解析：再生医

療に利用可能となる幹細胞の候補には複数

存在するが、既に臨床試験が全国の複数の病

院で実施され、最も臨床応用に近いと考えら

れている骨髄間葉系幹細胞（BMSCs）に焦

点を絞って、脳虚血研究に多用されているラ

ットとスナネズミの骨髄から細胞を採取し、

BMSCs の樹立と特性解析を行った。 

（２）脳虚血障害に対する BMSCs の治療効

果：生体における幹細胞の治療効果を評価す

る上で、疾患モデルの選択は極めて重要であ

る。実験には、脳虚血障害が再現性よく誘導

出来るスナネズミを用いた。スナネズミの両

側総頸動脈を一過性に繰返し閉塞し、大脳皮

質に脳虚血を誘導し、血流再開後の神経細胞

数を定量した。本モデルを用いて、MSC の

神経保護作用を検証すると共に、他の幹細胞

との特性比較として、骨髄細胞（BMC）によ

る神経保護作用を検証した。移植ルートによ

る有用性の相違の有無を検証するために、

BMSCs を動脈および静脈投与し、神経細胞

数を計測した。 

（３）間葉系幹細胞の生体に移植後の動態： 

移植した細胞の体内動態を検証するため、ナ

ノ色素 QD655 で標識した MSC を血流再開

48 時間目に左側総頚動脈から移植し、局在を



検証した。 

 

４．研究成果 

（１）神経幹細胞の樹立と特性解析 

バイオイメージングシステムで高い実績

のある細胞マーカータンパクである蛍光タ

ン パ ク の GFP (Green Fluorescence 

Protein )およびルミネッセンス発光を持つ

Luc（Luciferase）Tgラット同士を交配して、

GFP/LucTg ラットの作出に成功した。成熟

Tg ラットの骨髄から定法に従って間葉系幹

細胞(BMSC)の分離培養を行い、得られた細

胞をリアルタイム PCR、免疫染色および分化

誘導実験により特性解析を行った。さらに、

ラットに加え、脳虚血実験に多用されるスナ

ネズミの骨髄から同様に MSC の樹立に成功

した。スナネズミの BMSCs は動物種を超え

て、ヒト、ラットおよびマウス骨髄由来の

MSC 特性と共通性が高いことを明らかにな

った。一方で、分化能や形態学的特徴は動物

種ごとに異なることも明らかになった。 

 

 

図 1 移植方法・幹細胞種の違いによる大脳

皮質神経細胞数の比較 

（２）脳虚血障害に対する間葉系幹細胞の治

療効果：スナネズミの一過性脳虚血モデルを

用いて、虚血負荷後 48 時間目に自家 BMSCs

を動脈内投与（IA-MSC）すると、虚血負荷

後 7日目の大脳皮質の神経細胞数の減少を有

意に防ぐことを明らかにした（図 1）。その効

果は、静脈内投与（IV-MSC）あるいは骨髄

細胞の動脈移植（BMC）では認められなかっ

た。 

（３）生体移植後の BMSCs の動態： 

Tg ラット由来 BMSC の移植後のレシピエ

ント内の動態を in vivo イメージングシステ

ム(IVIS)を用いた追跡実験を行った。Tg ラッ

ト細胞（肝細胞、骨髄細胞、MSC）を利用し

たラット間の同種異系細胞移植では、移植細

胞は移植後 1週間以上追跡可能であるのに対

し、スナネズミへの異種移植では 1 週間以内

に検出限界以下になり、何らかの免疫抑制が

必要であることが判明した。今回は、免疫抑

制剤シクロスポリンと放射線照射の併用に

対する移植細胞の動態を検討し、その延長を

確認した。新たに正常スナネズミ MSC の移

植後のレシピエント内の動態を追跡するシ

ステムの構築を目指して、蛍光色素細胞ラベ

ルキットを用いて BMSC を標識し、移植後

の細胞追跡システムの構築を目指した。ナノ

蛍光色素でラベルした MSCs を移植すると、

虚血障害部位に速やかに集積するが、移植後

5 日目には障害部位には存在しなかった。

MSCsの脳虚血障害に対する邦語効果の詳細

は不明であるが、障害急性期における MSCs

の治療効果は MSCs の神経組織への分化あ

るいは組織置換ではなく、MSCs の分泌する

各種の保護因子によるものと考えられる。今

回の研究では、ルミネッセンス発光や蛍光タ

ンパクである GFP を用いたバイオイメージ

ングシステムの構築を目指し、両形質を発現

するトランスジェニックラットを由来とす

る MSCs を樹立したが、スナネズミ移植後の

体内消失が極めて早く、長期の観察が困難で

あった。当初、幹細胞の抗原性によるものと

想定していたが、移植後の MSCs の体内動態

は移植のタイミングや移植細胞数あるいは

移植ルートにより大きく変動する可能性が

あり、今後の課題である。バイオイメージン

グシステムの構築を目指す上で、さらなる検

討が必要である。細胞マーカーを利用したバ

イオイメージングシステムは生体内におけ

る神経幹細胞追跡のためのよいツールとな



ることが判明した。 
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