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研究成果の概要（和文）：骨髄間質細胞から単離した多能性幹細胞（Muse cell）を3種の動物脳疾患モデルに複
数のルートから移植してその治療効果を様々な角度から検証した。（1）脳梗塞モデル：Muse cellを経静脈的あ
るいは経鼻的に移植した。運動機能の回復が有意に改善した。（2）脳挫傷モデル：Muse cellを経静脈的に移植
した。運動機能の回復が有意に改善した。（3）アルツハイマー病モデル：Muse cellを経鼻的に移植した。認知
機能の悪化が有意に抑制された。今後、これらの知見に基づいて、Muse cell由来のEVを用いた実験に展開する
予定である。

研究成果の概要（英文）：Pluripotent stem cells (Muse cells) isolated from bone marrow stromal cells 
were transplanted into three animal models of brain diseases via multiple routes, and their 
therapeutic effects were examined from various angles. (1) Cerebral infarction model: Muse cells 
were transplanted transvenously or intranasally, and the recovery of motor function was 
significantly enhanced. (2) Cerebral contusion model: Muse cells were transplanted intravenously, 
and the recovery of motor function was significantly enhanced. (3) Alzheimer's disease model: 
Transplantation of Muse cells intranasally significantly suppressed the deterioration of cognitive 
function. Based on these findings, we plan to expand the study to experiments using EVs derived from
 Muse cells. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって人生100年時代、健康寿命延伸時代においても患者QOLに大きく影響を及ぼす脳梗塞、脳挫傷、ア
ルツハイマー病に対して、従来の薬物療法、リハビリテーションなどの治療よりも治療効果の高い細胞療法の開
発に目処がついた。しかも本研究では、細胞の静注のみならず経鼻移植という非侵襲的な移植ルートの効果を示
した点で、患者負担の軽い再生療法として画期的な成果が得られた。今後はMuse cellから分離できるEVsの研究
を展開するとともに、細胞そのものを用いた臨床研究に発展させる予定である。

※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 
 
脳卒中はわが国の主要疾病の一つであり、なかでも最も高頻度の脳梗塞は、その後遺症のために
多くの国民の日常生活に重大な支障を及ぼすとともに国民医療費の増加に拍車をかけている。
一方、幹細胞を利用した再生医療は、脳梗塞による後遺症を改善させる新たな治療法として期待
されて久しい。なかでも、骨髄間質細胞（bone marrow stromal cell; BMSC）は、患者自身の骨髄
から採取・培養が可能で、ES 細胞や iPS 細胞などに比べると生命倫理や免疫反応、腫瘍形成な
どの問題がない点も臨床応用を考える上で有利である。申請者らは、この 19年間、患者骨髄か
ら分離できる BMSC が脳梗塞後遺症の改善に有効であることを、細胞ラベリング、免疫染色、
フローサイトメトリー、光イメージング、核磁気共鳴法(MRI)、オートラジオグラフィ、DNAマ
イクロアレイ、共焦点顕微鏡、共培養システムなどを用いた、数多くの非臨床試験の知見を国内
外で発表してきた（英文原著 50 編以上）。これらの非臨床試験を経て、申請者らは、2012 年以
降、厚生労働省の『革新的医薬品・医療機器・再生医療製品実用化促進事業』の実施機関の一員
として臨床試験の準備を進め、2017 年から北海道大学病院にて第一相医師主導治験を実施中で
ある。しかしながら、脳梗塞の急性期に患者本人から骨髄液を採取して BMSC を培養するには
多大な時間とコストを要するため、今後、この手法を広く一般臨床にトランスレートして数多く
の脳梗塞患者に提供する点で不利であることも判明しつつある。 
 一方、ごく最近の研究によって、アポトーシス細胞のみならず健康な細胞からも恒常的に細胞
外小胞（extracellular vesicle; EV）が放出されていること、EVはタンパク質、核酸（mRNA、miRNA
など）を有しており細胞間コミュニケーションに大きく寄与していること、BMSCからも EVが
放出されていることが判明している。EVは、細胞そのものとは異なり、生物学的に安定してい
ることから製剤としての作成、搬送、保管が容易で、多くの細胞治療が単回投与で実施されてい
る反面、EV は繰り返し投与することも可能と考えられる。したがって、EV は従来の幹細胞よ
りもさらに安全かつ効率的な再生医療を日常の臨床の場で実現できる可能性が高い。 
 以上の経緯に基づいて本研究では、BMSC由来の EV（以下、BMSC-EV）を用いた、急性期お
よび慢性期の脳梗塞に対する再生医療の基礎研究、トランスレーショナル研究を提唱すること
とした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は新たに発見された BMSC-EV が中枢神経の再生にどのような役割を果たしているの
かを、非臨床試験、臨床試験を通して多角的に検証する世界で初めてのものである。非臨床試験
では、ラット脳梗塞モデルに BMSC-EV をさまざまな投与量、タイミング、投与ルートで投与
することで、脳梗塞に対する再生治療の新たなドナーとなり得るかどうかを検証する。また、ボ
ランティア、脳梗塞患者を対象とした臨床試験では、ヒト末梢血中における BMSC-EV の動態
を解析することで、人体に備わった自己修復機能に BMSC-EV がどのような役割を果たしてい
るかを明らかにして、将来的には、自己修復機能を強化するための創薬や、BMSC-EVを用いた
再生治療の開発に発展させることを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
３年間の研究により以下の点を解明することで、新たな概念のドナーである BMSC-EV の脳梗
塞に対する再生医療における意義を明らかとする。具体的には、 
(1)ヒト BMSC-EVの中枢神経における生物学的特性を明らかとする 
 ヒト BMSCを 24時間培養した上清を 10分間、2500xgで遠心する。その上清をさらに 45分
間、14000xgで遠心して得られる pelletを BMSC-EVとして単離する。細胞数あたりの重量を
定量する。この BMSC-EVに含まれているタンパク質を 2次元電気泳動＋プロテオーム解析に
より同定する。特に、神経保護効果や血管新生効果を有するサイトカインや栄養因子にターゲッ
トを設定する。また、BMSC-EV から RNA を抽出して RT-PCR にて BMSC-EV に含まれる
miRNAを同定する。 
(2)ヒト BMSC-EVの神経保護効果を明らかとする 
 神経細胞の一次培養を実施し、神経細胞に興奮性アミノ酸であるグルタミン酸を暴露してア
ポトーシスを誘導する。同時に蛍光標識物質（Mito-Tracker など）を用いてミトコンドリア膜
電位の変化を測定する。グルタミン酸暴露後に上記 a) の手法で単離したヒト BMSC-EV を培
養液に加えて、ヒト BMSC-EV が神経細胞のミトコンドリア膜電位の喪失、アポトーシスを抑



制するかどうかを検証する。有効なヒト BMSC-EVの投与濃度、タイミングを検証する。 
(3)ヒト BMSC-EVのマウス脳梗塞モデルの治療効果を明らかとする 
 顕微鏡下にマウスの中大脳動脈を閉塞して脳梗塞モデルを作成する。Bedersonのスコア、水
迷路試験を用いて神経症状を客観的に評価する。各実験の適切なタイミングでマウスを安楽死
させて HE 染色で脳梗塞の体積を測定する。蛍光標識したヒト BMSC-EV (50〜200 g/rat)の
懸濁液を脳梗塞作成後、3日後、7日後、30日後、6ヶ月後に異なる 3つのルート（尾静脈、頚
動脈、側脳室）から投与する。各群におけるマウスの運動機能、高次脳機能を経時的に定量解析
するほか、投与 1ヶ月後に組織学的評価を加えて、ヒト BMSC-EVの全身分布、脳への生着、
神経幹細胞の増殖に与える影響などを詳細に検討する。 
(4)ヒト BMSC-EVのマウス慢性脳虚血モデルの治療効果を明らかとする 
 顕微鏡下にマイクロ・スプリングを用いてマウス両側総頚動脈に高度狭窄を発生させて、慢性
脳虚血モデルを作成する。自験例（未公表データ）では、このモデルでは脳血流量はコントロー
ル値の約 60％に低下する。モデル作成 7、あるいは 30日後にヒトBMSC-EVを(50〜200 g/rat)
の懸濁液を尾静脈から投与する。水迷路試験を用いて、各群におけるマウスの高次脳機能を経時
的に定量解析するほか、投与 1ヶ月後にマウスを安楽死させて組織学的評価を加え、ヒトBMSC-
EVの全身分布、脳への生着、側副血行路の形成に与える影響などを詳細に検討する。 
(5)脳梗塞急性期における末梢血中 BMSC-EVの動態、生物学的特性 
 剖検から得られたヒト骨髄の標本を用いて、BMSC に特異的な細胞表面マーカー（CD90 な
ど）に対する抗体を用いて蛍光免疫染色を実施する。骨髄中における BMSCがどの程度の割合
で EVを放出しているのか、さらにその生物学的特性を明らかとすることで、脳梗塞急性期に患
者骨髄から BMSC-EVを動員させるための創薬に結びつけるための知見を明らかとする。 
 各年齢群の健常ボランティア 50人から末梢血をサンプリングして、血漿を遠心することで健
常な環境下で末梢血中に存在している BMSC-EV を定量する。年齢による差異の有無について
検証する。この実験を通してヒト BMSC-EVの体内における動態を検証する。 
 さらに、脳梗塞を発症した患者 50人を対象に、発症 1日後、3日後、7日後、30日後に経時
的に採血して末梢血をサンプリングする。上記と同様に遠心器を用いて、末梢血中の BMSC-EV
量を定量的に解析する。また、血漿中のケモカイン（SDF-1など）の濃度を ELISAを用いて測
定する。この研究を通して、脳梗塞の発症によって BMSC-EV がどのようなタイミングで骨髄
から末梢血に動員されて、損傷脳に遊走するのか？そのメカニズムとして、ヒトにおいてもケモ
カイン・システムが大きな役割を果たしているのか？を明らかとする。 
 
 
 
４．研究成果 
 
骨髄間質細胞から単離した多能性幹細胞（Muse cell）を 3種の動物脳疾患モデルに複数のルー
トから移植してその治療効果を様々な角度から検証した。 
（1）脳梗塞モデル：Muse cell を経静脈的あるいは経鼻的に移植した。Muse cell を除去した骨
髄間質細胞あるいは vehicle を移植した群よりもそれぞれ運動機能の回復が有意に改善した。 
（2）脳挫傷モデル：Muse cell を経静脈的に移植した。Muse cell を除去した骨髄間質細胞ある
いは vehicle を移植した群よりもそれぞれ運動機能の回復が有意に改善した。 
（3）アルツハイマー病モデル：Muse cell を経鼻的に移植した。Muse cell を除去した骨髄間質
細胞あるいは vehicle を移植した群よりもそれぞれ認知機能の悪化が有意に抑制された。 
また、脳梗塞急性期の患者から血液を採取して、Muse cell の動態を検証した。 
今後、これらの知見に基づいて、Muse cell 由来の EVを用いた実験に展開する予定である。 
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