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研究成果の概要（和文）：再灌流療法においては出血性合併症への注意が必要である。本研究では、MSCによっ
てrtPAによる出血性合併症を抑制することを示した。中大脳動脈閉塞による一過性閉塞モデル（tMCAO）ラット
を作製し、①生食+vehicle、②rtPA+vehicle、③生食+MSC、④rtPA+ MSCの4群に分けた。②④群において、出血
性合併症は抑制された。③④群は、行動学的機能を改善したが、④群のほうがより改善していた。②④群の脳血
流は、再灌流直後ではほぼ同じであったが、①③群よりも高かった。MSC投与により、血管内皮機能の破綻が抑
制により出血性合併症を減少させ、運動機能の改善に貢献することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Reperfusion therapy with rtPA is the standard therapy for stroke. However, 
hemorrhagic complications can result. Intravenous infusion of MSCs provides therapeutic efficacy. 
One suggested mechanism is inhibition of endothelial dysfunction. Four groups were studied: 1) NS+
vehicle, 2) rtPA+vehicle, 3) NS+MSCs, 4) rtPA+MSCs. The MSC-treated groups (3,4) experienced a 
greater reduction in the incidence rate of intracerebral hemorrhage and hemorrhagic volume after 
tMCAO even if rtPA was received. Behavioral testing indicated that MSC-infused groups had greater 
improvement, but rtPA+MSCs provided greater improvement than MSCs alone. The rCBF ratio of rtPA 
groups (2,4) was similar at 2 hours after reperfusion of tMCAO, but both were greater than that in 
non-rtPA groups. Infused MSCs may inhibit endothelial dysfunction to suppress hemorrhagic events and
 facilitate functional outcome. Combined therapy MSCs and rtPA facilitated early behavioral 
recovery.

研究分野：脳神経外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
虚血性脳血管障害に対する近年の血栓溶解療法や脳血管内治療の急速な進歩により、再灌流障害への対応は、急
いで対応すべき課題となっている。本研究では、MSC治療により、血管内皮機能の破綻が抑制により出血性合併
症を減少させ、運動機能の改善に貢献することを明らかにした。さらに、本研究では、MSC療法とリハビリテー
ションの併用、新しい治療メカニズムの解明のほかに、慢性期脳梗塞、脳幹梗塞、脳小血管病、低酸素性虚血性
脳症に対するMSC療法の展開に関しても研究を行い、良好な結果を報告している。以上より、MSC治療の今後の臨
床における有用性を考慮した際の社会的意義は高いものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳主幹動脈閉塞による急性期脳梗塞においては、閉塞血管の灌流領域の脳代謝および機能は
低下し、脳実質や脳血管は脆弱化している。一方、近年、血栓溶解療法や脳血管内治療の急速な
進歩により、閉塞血管の再開通率は 80-90%に至っている。このため、脆弱化した脳実質組織や
毛細血管に対して、急速に血流が再開されることよって、脳細胞障害や出血性合併症等を引き起
こす再灌流障害は、極めて重要な病態となってきており、急いで対応すべき課題となっている。 
我々はこれまで、脳梗塞動物モデル（完全閉塞モデル）を用いた基礎研究で、骨髄幹細胞
(mesenchymal stem cell: MSC)の静脈からの全身投与が治療効果を有することを多数報告してき
た（業績参照）。さらに、ヒトを対象として臨床試験を行った結果（業績参照）、良好な結果が得
られたため、現在、札幌医科大学では、医師主導治験を行っている。これまでの臨床試験から、
神経症候、ADL 障害、機能障害の改善に関して、強い治療効果が期待されている（業績参照）。 
治療効果のメカニズムとして、①神経栄養因子を介した神経栄養・保護作用、②サイトカイ
ンによる抗炎症作用、③脱髄軸索の再有髄化、④損傷軸索の再生、⑤軸索の Sprouting、⑥血管
新生による血流増加、⑦神経系細胞への分化による脳細胞の再生、⑧免疫調節作用などが、多段
階に作用することが判明している（業績参照）。更に近年、これらの作用メカニズムに加え、⑨
血管内皮細胞やペリサイトを再生させ、血液脳関門(blood brain barrier: BBB)を修復する治療
メカニズムも報告している（業績参照）。 
 
２．研究の目的 
これらの背景から、本申請では、一過性中大脳動脈閉塞モデル(tMCAO)ラットを用いて、脳局
所に再灌流障害を誘導し、MSC を移植することで、再灌流障害の抑制効果の有無と作用メカニズ
ムを更に詳細に科学的に解明することを主目的とした。 
さらに、MSC 療法とリハビリテーションの併用、新しい治療メカニズムの解明のほかに、慢性
期脳梗塞、脳幹梗塞、脳小血管病、低酸素性虚血性脳症に対する MSC 療法の展開に関しても研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
 脳梗塞モデルは中大脳動脈永久閉塞（Middle Cerebral Artery Occlusion : MCAO）モデルを
使用した。先端を炙り丸くしたナイロン製の糸を、深麻酔下にした SDラット（メス、250g−300g）
の外頸動脈から内頚動脈へと侵入させて、中大脳動脈を閉塞した。 
 
４．研究成果 
(1) t-PA との併用 
脳梗塞に対する再灌流療法はすでにスタンダードな治療法として確立してきたが、出血性合併症
への注意が必要である。本研究では、MSC 治療によって rtPA による出血性合併症を抑制するこ
とを示した。方法は、中大脳動脈 90分閉塞による一過性閉塞モデル（transient middle cerebral 
artery occlusion : tMCAO）ラットを作製し、動物用 MRI(DWI)で一定の脳梗塞巣を確認した後
に、①生理食塩水+vehicle 投与群、②rtPA+vehicle 投与群、③生理食塩水+MSC 投与群、④rtPA+ 
MSC 投与群の 4群に分け、90 分の再灌流直後に rtPA（または生理食塩水）を投与し、その 30分
後に MSC（または vehicle）を大腿静脈から投与した。MSC の投与群において、rtPA の有無に関
わらず出血性合併症は抑制された。rtPA の投与は、MMP-9 活性を賦活化したが、MSC は MMP-9 の
活性を抑制した。MSC 投与群は、非 MSC 投与群に比べて、行動学的機能を改善したが、rtPA+MSC
群のほうがより改善していた。rtPA 投与群の脳血流は、再灌流直後ではほぼ同じであったが、
非 rtPA 投与群よりも高かった。以上のことから、脳梗塞に対する rtPA による再灌流療法におい
ては、MSC 投与により、血管内皮機能の破綻が抑制されることで、出血性合併症を減少させ、運
動機能の改善に貢献することが示唆された。 
 
(2) 慢性期脳梗塞〜 
これまでに行われた MSC の治療効果を検証する研究は、実験的脳梗塞作製後、比較的急性期に行
われている。しかし、実臨床においては、急性期治療を終えて後遺症の残存した慢性期脳梗塞の
患者が圧倒的に多く、リハビリテーション以外の治療法が限られているのが現状である。我々は、
中大脳動脈永久閉塞による脳梗塞モデル（MCAO）作製後 8週目の脳梗塞慢性期に MSC を経静脈的
に投与し、治療効果を検証した結果、MSC 投与群は、vehicle 群に比べて、動物用 MRI による脳
梗塞巣の体積は双方に違いはないものの運動機能の改善が得られることが判明した。この治療効
果を生じるメカニズムとして、血液脳関門機能の改善があることを、エバンスブルーの血管外漏
出、免疫組織学染色による血管内皮細胞、周細胞の解析により明らかにしている。したがって、
MSC の経静脈的投与は、慢性期脳梗塞に対しても治療効果を発揮する可能性があることがわかっ
た。 



 
(3) リハビリテーションとの併用 
MSC とリハビリテーションの相乗効果について検討した研究は少なく、また、臨床においてもリ
ハビリテーションの有無を検討することは倫理的に困難である。しかし、今後の細胞療法の進歩
にはリハビリテーションとの関与は不可欠と考えられる。我々は脳梗塞モデルラットを使用し、
相乗効果の検討を行った。方法は、MCAO ラットを、①コントロール群、②リハビリテーション
群、③MSC 投与群、④併用群の 4群に分け、MSC は脳梗塞作成 6時間後に大腿静脈から投与した。
リハビリテーションとして運動を付加する群には、MCAO 作成 1 日後よりトレッドミル走行を毎
日行った。運動強度は毎分 3m から開始し、１週ごとに毎分 3m増加するプロトコールで進めた。
治療効果の検討は、四肢機能評価として Limb placement test を継時的に行った。また、画像診
断学的評価として脳梗塞体積の継時的定量と脳梁の厚さの定量、組織学的評価として脳梗塞周辺
領域のシナプス数の定量を行った。 運動機能では、併用群において最大の改善を認めた。その
改善は、MCAO 作成 35 日後において MSC 投与群と比較し、優位な改善を示す結果が得られた。脳
梗塞体積においても、併用群において最も脳梗塞体積の減少を認め、MCAO 作成 35 日後には MSC
投与群よりも優位に減少していることが判明した。また、脳梗塞周辺領域のシナプスを免疫組織
学的に検討した結果、MCAO 作成 50日後におけるシナプスが併用群においての増加していること
を認めた。さらに、興味深いことに、脳梁の厚さも増加していることを認められ、シナプス数や
脳梁の厚さは、運動機能の改善と高い相関を示していた。MSC の経静脈的投与にリハビリテーシ
ョンを併用することで、運動機能をさらに改善させる相乗効果があることが判明した。この運動
機能の改善には、脳梗塞体積の減少とシナプス新生による神経可塑性の亢進が関与していること
が推測され、新たな治療方法におけるリハビリの重要性が示唆された。これらの結果からも、MSC
治療は、再生医療においてリハビリテーションは益々重要な役割を担ってくると考えられた。 
 
(4) 脳幹梗塞 
過去にげっ歯類を用いた脳梗塞モデルによって検証された多くの脳梗塞治療薬が臨床で良い結
果が得られなかった原因として、脳における白質/灰白質の割合の違いが挙げられる。ヒトの脳
には白質部分が多く含まれるが、げっ歯類の脳は灰白質が多いため、げっ歯類での治療効果をヒ
トにトランスレーションした際に、治療効果に差異が生じた可能性があった。我々は、脳幹には
白質が多く含まれていることに注目し、脳底動脈の近位側を 4点結紮閉塞することで、脳幹梗塞
モデルを作製した。これまでに、再現性の高いラットの脳幹梗塞モデルはほとんどなかったが、
この脳幹梗塞モデルは、再現性が高く、同モデルに対する MSC の経静脈的投与を行った結果、MSC
投与群では、脳梗塞巣の体積の縮小、運動機能の改善を認めた。以上より、MSC の経静脈的投与
により、脳幹梗塞に対しても治療効果を得られる可能性があり、MSC の経静脈投与がヒトにおい
ても治療効果をもたらすメカニズムに白質に対する治療効果があることが示唆された。 
 
(5) 脳小血管病 
脳小血管病は脳卒中の原因として近年注目を集めている病態であるのみならず、認知症の原因と
しても知られるようになっている。脳小血管病により血管内皮細胞や周細胞にダメージが加わっ
た結果、血液脳関門の機能不全が生じ、神経の損傷が生じる。さらに、血液脳関門は、血液脳関
門のトランスポートシステムによるアミロイドβタンパクのクリアランスにも関与しているた
め、血液脳関門の機能低下により、脳内のアミロイドβタンパクの沈着が誘導されることも明
らかになっている。我々は、認知機能が低下する脳小血管病モデル動物に対して、MSC を経静脈
的投与した結果、認知機能の低下が抑制されることを見出した。その治療メカニズムとして、MSC
は、血液脳関門の機能の安定化に寄与し、その分子基盤として TGFβ-アンジオポイエチン 1 シ
グナル伝達系が、微小血管系の再構築に強く関与することを明らかにした。MSC の静脈的投与に
より、脳血液関門の機能が回復されることにより、アミロイドβタンパクの沈着・神経細胞死・
脳の萎縮を抑制し、認知機能の低下が抑制されることを示した。したがって、MSC は、脳小血管
病を基盤とした血管性認知症のみならずアルツハイマー病に対しても新しい治療法となりうる
ことが示唆された。 
 
(6) 低酸素性虚血性脳症 
新生児期における低酸素性虚血性脳症は脳性麻痺の原因となりうる。これまでも、低酸素性虚血
性脳症に対するさまざまな治療法が試みられてきたが、有効な治療法は限られており、効果も限
定的である。我々は、生後 7日目のラットに対し、左総頸動脈の結紮後、低酸素に暴露し、低酸
素性虚血性脳症モデルラットを作製した。同モデルに対して、MSC を経静脈的に投与し、治療効
果を検証した結果、MSC 投与群は、vehicle 群に比べて、運動機能の改善が得られることを見出
した。興味深いことに、動物用 MRI で全脳体積、健側脳の体積、残存脳の体積を測定した結果、
全脳体積、健側脳の体積、残存脳の体積の増大を認めた。さらに、組織学的解析により、健側脳



の NeuN 陽性細胞の増加やシナプス数の増加が観察されたことから、神経可塑性の亢進が関与し
ていることが推測された。また、脳梁の厚さの増大も観察されたことから、運動機能の改善には、
健側脳の代償による神経回路の再構築が多大に貢献していると推測された。 
 
(7) 新しい治療メカニズムと実用化におけるモニタリングの問題 
脳梗塞においては、脳梁を介した大脳半球間の繊維連絡が機能回復に重要な役割を果たすことが
知られている。MSC は、神経保護効果、血液脳関門機能の回復、抗炎症効果、神経回路の再構築、
再有髄化、神経系細胞への分化、神経可塑性の亢進などの多彩な治療メカニズムにより、喪失し
た神経機能の回復に貢献することが明らかになっているが、特に本研究において、MSC の経静脈
的投与は、脳梁を介した大脳半球間の繊維連絡による神経回路の再構築に強く関与し、治療効果
の発現に寄与することを、MRI の Diffusion Tensor Imaging (DTI)と神経トレーサーを用いて示
した。また、静脈内に投与された MSC の活性をモニタリングするためには、血漿中の BDNF 濃度
が有効である可能性を見出しており、実臨床における検証が待たれる。 
以上より、補助金は適切に使用された。 
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