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研究成果の概要：マウスに一過性脳虚血を作成し、血流再開の直後に経動脈的に別のマウスか

ら採取した骨髄単核球を移植した。急性期に移植細胞はレシピエントマウスの脳内で確認でき

なかったが、慢性期では、非移植群に比して移植群において虚血巣の血管新生が有意に促進し

ていた。新生された血管の血管内皮細胞はドナーマウス由来の細胞ではなく、レシピエントマ

ウス由来であることが確認された。しかしながら、移植群で行動学的に有意な改善は得られな

かった。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・救急医学 
キーワード：脳虚血、血管発生、動脈内投与、神経機能回復 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 脳梗塞は生命を脅かす疾患であり、機能
予後へも大きな影響を及ぼす重篤な疾患
の一つである。 
 

(2) 脳梗塞超急性期における血管溶解療法に
よる機能回復が試みられ、組織プラスミ
ノーゲン活性化因子（tPA）の経静脈的投
与が発症 3時間に以内の症例において認
められるようになった。 

 

(3) 一方で発症 6時間以内の症例において海
外では経動脈的局所血栓溶解療法の有用
性が報告されている。 

 

(4) 近年、血管内皮前駆細胞の存在が明らか
となり、これが骨髄由来の細胞として末
梢血中に存在し、重症虚血部位の血管形
成に関与することが発見された。 

 

(5) 脳血管においても骨髄由来の血管内皮前
駆細胞が血管発生に関与しているとの報
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告があり、さらに脳血管は脳細胞に対す
る血流供給のみならず、神経新生に対し
て促進的な微小環境を提供するとの報告
もある。 

 
 
２． 研究の目的 

 
(1) 脳虚血状態のマウスに血管内皮前駆細胞
を移植することにより、脳内での血管発
生が促進されるか、否かを検討する。 
 

(2) 血管新生が促進された場合に、移植細胞
自体が血管内皮細胞に分化しているのか、
内在性の細胞を起源としているのかを検
討する。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウスに一過性脳虚血を作成する。 

① 全身吸入麻酔下にマウスの右頸部
を切開し、頸動脈を露出する。外頸
動脈の遠位を結紮し反転し尾側に
転回する。 

② ナイロン糸で作成した塞栓子を外
頸動脈から挿入し、中大脳動脈の起
始部まで挿入し、一過性の脳虚血を
作成する。レーザードップラーで、
体表から血流の低下を確認する。 

③ 30分の閉塞後、塞栓子を抜去し、血
流を再還流させる。 

 

(2) 骨髄単核球を移植する。 
① 別のマウスから採取した骨髄単核

球を、塞栓子抜去後に経動脈的に投
与する。 

② 非移植群に関しては同量の溶媒の
みを注入する。 
 

(3) 血管新生を評価する。 
① 術後早期（30分）の時点で屠殺して

移植細胞が脳内にとどまっている
か評価する。対象として脾臓・肝
臓・肺を同時に評価する。 

② 術後慢性期（6週間）の時点で血管
新生の有無を血管内皮細胞に特異
的な抗原（CD31）を用いて評価する。 

 
(4) 新生血管の血管内皮細胞の由来を検討す
る。 
① ドナーとして、Green Fluorescent 

Protein (GFP)を発現するトランス
ジェニックマウス（CAG-GFPマウス）
を用いて検討する。虚血・再還流用
のマウス（レシピエント）と移植細
胞を採取するマウス（ドナー）とに

おいて、CAG-GFPマウスと野生型マ
ウスとを組み合わせ、同様の実験を
行う。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) 移植の有無による血管新生の促進 
 非移植群では、血管新生は梗塞巣表
面にしか見られなかったのに対して、移
植群においては、梗塞巣の内部を貫くよ
うに血管新生が認められた（下図）。 
 

 
 
 またCD31抗体を用いた、移植群と
非移植群における単位面積当たりの血
管内皮細胞の面積は、移植群において促
進されていた。統計学的にも有意差が確
認された（下図、p<0.05）。 

 
 

 
 
 



(2) 新生血管の由来 
① ドナーマウスをCAG-GFPマウスにす

ることによって、移植細胞を標識し、
血管内皮細胞をCD31で免疫染織し
たが、血管内皮細胞にはGFPの標識
を認めなかった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② 逆に、レシピエントマウスを
CAG-GFPマウスにした場合、CD31陽
性の血管内皮細胞は、GFPとの二重
陽性を示した（下図）。以上より、
新生された血管内皮細胞はレシピ
エントマウス由来の細胞であるこ
とが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 今後の展望 
① 移植細胞の具体的関与 

 骨髄単核球の移植により、脳虚血
巣の血管新生が促進されることが
示されたが、移植細胞は投与後30
分の時点ですでに脳内にとどまっ
ていなかった。移植細胞が関与した
液性因子の影響が寄与していると
考えられたが、どのような因子が関
与しているか判明していない。 
 また経動脈内投与を行ったが、細
胞が脳内にとどまらないのであれ
ば、経静脈投与でも十分な効果が得
られる可能性があり、この検討は必
要である。 
 今回は、細胞移植を脳梗塞の血流
再開直後に行ったが、この時期に関
しても検討を要する。 
 

② 新生血管内皮細胞の由来 
 血管内皮細胞がレシピエントの
細胞由来であることが判明したが、
この細胞の由来が骨髄細胞由来な
のか、脳表の細胞由来なのかは判明
していない。骨髄置換マウスなどを
用いてレシピエントマウスの骨髄
細胞の関与を検討する必要がある。 
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