
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

骨髄由来ペリサイト前駆細胞の解析と脳梗塞細胞治療への応用

Analysis of bone marrow-derived progenitor pericytes and their therapeutic 
application for cerebral infarction

１０２１９５２９研究者番号：

松山　知弘（Matsuyama, Tomohiro）

研究期間：

１５Ｋ０９３２９

平成 年 月 日現在３０   ６ １５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：脳血管障害後の神経機能回復を目的として、種々の幹細胞を用いた再生医療的手法が
注目されている。我々は脳梗塞の細胞治療に有効な細胞分画の候補として、Neurovascular unitを構成する血管
周皮細胞（ペリサイト）に分化しうる血管周皮細胞前駆細胞が、骨髄細胞内にあるCD45low/CD44(-)の
Hemangioblast様の分画であるという研究成果を得た。本細胞はペリサイトのみならず血管内皮細胞にも分化す
るため、脳梗塞の血管再生を目指した細胞治療に役立つ細胞であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Stem cell-based regenerative medicine has been well documented to improve 
the neurological outcome of post-stroke patients. We recently have found a new candidate of stem 
cells from the post-infarct bone marrow (BM), which can differentiate into pericytes forming 
neurovascular unit in the brain. The current study was performed to analyze the BM-derived 
progenitor pericytes (PPCs) and their therapeutic application for cerebral infarction was noted. 
FACS analysis revealed that the PPCs were divided into two subclasses, CD45high/CD44(+) and 
CD45low/CD44(-), both of which differentiated into blood cells and vascular cells showing capillary 
formation under specific culture medium. However, the latter showed the tube formation, the 
primitive vascular lumen. These findings suggest that CD45low/CD44(-) subclass are 
hemangioblast-like cells differentiating into both endothelial and pericytes, which may accomplish 
therapeutic angiogenesis for stroke.

研究分野：再生医学
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1. 研究開始当初の背景 
 
我々は、動物モデルを用いた脳梗塞の
細胞治療の検討に際して、骨髄中の
CD34 陽性細胞分画が有効であることを
報告しているが、CD34 陰性分画にも十
分な治療効果をもつ細胞群が存在するこ
と も 示 し て い る ［ J Clin Invest 
2004;114:330］。一方、我々がヒトの細胞
治療に用いている骨髄単核球細胞は骨髄
細胞を単純に比重遠心法で分離したもの
であり、有効な分画の詳細は検討されて
いない。さらに、骨髄細胞と内因性神経
再生との関わりも不明である。 
内因性の神経幹細胞に関しては、我々
は、脳梗塞後に特異的に産生される傷害
誘導性神経幹細胞 (injury-induced Neural 
Stem/Progenitor Cell: iNSPC) を発見して
おり、その後これが脳血管内皮細胞に接
する血管周皮細胞 (Pericyte)を起源とす
る多能性幹細胞 (ischemic injury-induced 
multipotent stem cell: iSC) であることが
判明した  [Stem Cell Dev 2011;20:2037. 
Stem Cells Dev 2012;21:2350]。 

Pericyte は血液脳関門の構成細胞で、
Neurovascular unitの維持や機能発揮に
重要な働きを果たしている。一方
Pericyte が多分化能をもつ間葉系幹細胞 
(Mesenchymal Stem Cell: MSC) のひと
つで、骨髄細胞から分化するとの報告が
ある［Nature 2010;468:557］。また、脳
血管障害後に投与された骨髄細胞が
Pericyte に分化するとの報告もある
［Stroke 2010;41:2938］。従って、骨髄
細胞中のある分画は、まず Pericyteとし
て脳に生着し、Neurovascular unitの構
成細胞として神経障害を抑制し、脳梗塞
治療効果に関与すると推測される。また、
この Pericyte を起源とする iNSPC が神
経再生に関与する可能性も考えられる。 
我々は、iNSPCと脳梗塞病態下におけ
る骨髄細胞の解析から、Pericyte に分化
する細胞分画を同定した。本研究では、
骨髄細胞の MSC 分画のうち、iNSPC 産
生に関わる血管周皮細胞前駆細胞が脳修
復の鍵を握る幹細胞ではないかと考え、
その解析と治療細胞としての有効性を検
討する。 
 
2. 研究の目的 

 
脳梗塞の細胞治療に有効な細胞分画の
候補として、Neurovascular unitを構成
する血管周皮細胞（ペリサイト）に分化
しうる前駆細胞分画が骨髄細胞内にある
ことを見いだした。当初、この前駆細胞
はPericyteにのみ分化すると考えていた
が、血管系としては内皮細胞と Pericyte
双方に分化する Hemangioblast 様の細
胞であることが判明したので、本研究で

はこの分画の特性をより詳細に解析して、
脳梗塞の細胞治療に応用することを目的
とした。 

 
3. 研究の方法 
 
（１）ペリサイト前駆細胞の特性解析 
脳梗塞マウスの骨髄細胞を神経幹細胞
の調整法（特許第 4905719号）に準拠し
て2%FBS/FGF/EGFを含むDMEM培地
で 培 養 す る こ と で 幹 細 胞 特 有 の
Spheroid が得られる。これらに関して、
gene tipで発現蛋白を網羅的に検討する
とともに、FACS や免疫組織化学、PCR
などで細胞の特性を解析し、成熟
PericyteやMSCとの異同を検討した。 
（２）ペリサイト前駆細胞の分化能解析 
(in vitro) 
培養条件を変えることにより、いかな
る細胞に分化するかを検討した。候補細
胞 を 、 コ ロ ニ ー ア ッ セ イ 培 地
（MethoCult) あるいはMatrigel培地で
分化させ、血管・血球系の細胞への分化
を検討した。分化細胞を CD31あるいは
PDGFRに対する免疫組織化学にて血
管内皮細胞か Pericyteかを鑑別した。 
 
4. 研究成果 

 
脳 梗 塞 マ ウ ス の 骨 髄 細 胞 を

2%FBS/FGF/EGFを含むDMEM培地で
培養することで Hemangioblast 様の細
胞が得られた。この細胞の特性解析およ
び機能解析の目的で FACS 解析すると、
CD45 陽性/CD44 陽性～陰性/CD105 陰
性/ PDGFR陰性の細胞でありFlk1陽性
の造血幹細胞の特性を持つ細胞集団であ
ることがわかった。しかし、その後の検
討 で 、 CD45 陽 性 分 画 は さ ら に
CD45high/CD44(+)とCD45low/CD44(-)
分画に区別できることが判明した。この
両 分 画 を コ ロ ニ ー ア ッ セ イ 培 地
（MethoCult) で培養すると双方ともコ
ロニー形成を示して好中球、マクロファ
ージを含む血球細胞に分化し、Matrigel
培 地 で 分 化 さ せ る と 、 Capillary 
formation （管腔形成）して CD31陽性
血管内皮細胞あるいは PDGFR陽性の
ペリサイトになるが、より新生血管に近
い Tube formation を 示 す の は
CD45low/CD44(-)分画の方であった。以
上のことより、本研究の主目的である骨
髄中の血管新生にかかわる血管周皮細胞
前 駆 細 胞 は 、 CD45low/CD44(-) の
Hemangioblast 様の分画にあるという
研究成果を得た。本細胞はペリサイトの
みならず血管内皮細胞にも分化するため、
脳梗塞の血管再生を目指した細胞治療に
役立つ細胞であることが示唆された。 
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