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研究成果の概要（和文）：慢性期脳梗塞モデルラットに対するリハビリテーションと骨髄間葉系幹細胞 
(mesenchymal stem cell: MSC) の経静脈内投与 (MSC治療) の併用療法による治療メカニズムを検討した。併用
療法が、MSC治療やリハビリテーション単独と比較して行動機能の回復を促進した。また、併用療法では組織学
的解析およびDTI解析より神経可塑性が亢進していた。これらの知見により、リハビリテーションとMSCの静脈内
投与の併用療法によって回復が促進されることを示唆しており、今後の臨床プロトコール開発の基礎となる可能
性がある。

研究成果の概要（英文）：We investigated induced neural plasticity following combination of 
intravenous infusion of mesenchymal stem cells (MSCs) and rehabilitation after chronic phase of 
cerebral ischemia in rats. Combination therapy facilitated recovery of behavioural function compared
 to MSCs treatment or rehabilitation alone. The combination therapy is associated with enhanced 
neural plasticity shown with histological analysis and MRI diffusion tensor imaging. These findings 
provide behavioral evidence for enhanced recovery by combined therapy with rehabilitation and 
intravenous infusion of MSCs, and may form the basis for the development of clinical protocols in 
the future.

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療におけるリハビリの重要性は高く、治療効果を最大限に引き出すリハビリプロトコールの確率は非常に
重要である。2019年より、脊髄損傷の後遺症に対する再生医療等製品として自己骨髄間葉系幹細胞（ステミラッ
ク注）の期限・条件付き承認承認を受け、実用化が開始された。今後、ステミラック注を用いた再生医療の対象
疾患は、脊髄損傷だけではなく脳梗塞などの疾患にも拡大していくことが推測される。MSC治療の治療効果を最
大限に引き出すため、リハビリプロトコールの確立は、大きな役割を果たすと推測される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、骨髄間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell: MSC）を用いた細胞療法は、再生医療の分

野で脳梗塞などに対する新しい治療方法として期待されている。我々は、既に急性期脳梗塞モデ
ルに対する MSC 治療にリハビリテーション（リハビリ）を併用すると、リハビリ単独群や MSC 治
療単独群よりも、脳の可塑性の亢進を惹起し、さらに高い運動機能の回復が得られることを報告
した (Sasaki et al., 2016)。また、我々は慢性期脳梗塞モデルに対しても MSC 治療を行い、運
動機能の改善が認められることを報告した (Namioka et al., 2018,Takemura et al., 2021)。
急性期と慢性期では病態は異なるものの、MSC の有する多彩な治療メカニズムを考えると、慢性
期に MSC 移植とリハビリを併用することでさらなる治療効果が期待できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
先行研究において、慢性期脳梗塞モデルラットに対する MSC 治療が、治療効果をもたらすこと

を報告した(Namioka et al., 2018, Takemura et al., 2021)。リハビリテーションは、経静脈
的に投与された MSC によって誘導された神経可塑性の亢進をさらに増強するとともに、適切な
方向に神経可塑性を導く可能性がある。本研究では、慢性期脳梗塞モデルラットに MSC 治療とリ
ハビリテーションを併用し、その治療効果とメカニズムについて検討した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）MSC の培養 
 SD ラットの大腿骨から骨髄を採取・培養を行なった。3継代目の MSC を投与に使用した。 
 
（2）慢性期脳梗塞モデル 
 Intraluminal thread method を用いて中大脳動脈永久閉塞(middle cerebral artery 
occlusion: MCAO)を作製した。ナイロン製の糸を、深麻酔下にした SD ラット（メス、250-300
ｇ）の外頸動脈から内頸動脈へと侵入させて、中大脳動脈を閉塞した。MCAO 作製 8 週間後に、
①対照群、②リハビリ群、③MSC 群、④併用群の実験群にランダムに分けた。 
 
（3）リハビリテーション 
 リハビリテーションを行う 2 群（②リハビリ群、④併用群）には、MCAO 作製 8 週後より毎日
20 分間のトレッドミル走行を 8週間行なった。運動強度は 18m/min、傾斜は 20°に設定した。 
 
（4）MSC の投与方法 
 MSC を投与する 2群（③MSC 群、④併用群）には、MCAO 作製 8週後に、大腿静脈から MSC（1.0
×106個/1ml）を投与した。また、vehicle 投与を行う 2群（①vehicle 群、②リハビリ群）には、
MCAO 作製 8週後に、DMEM を 1ml 大腿静脈より投与した。 
 
 
（5）MRI 解析 
 動物用 7T MRI を使用して、深麻酔下にしたラットの脳の T2 協調画像を撮影し、脳梗塞の体
積を評価した。評価日は MCAO 作製 8週、12 週、16 週後とした。 
 また、MCAO 作製１6 週後に、深麻酔下にしたラットを脱血、灌流固定し、脳組織を採取した。
採取した脳を、動物用 7T MRI を使用して、ex vivo MRI(diffusion tensor imaging: DTI) 解
析を行ない、脳梁を通る神経繊維数を評価した。 
 
（6）組織学的解析 
 DTI 解析後の脳組織を使用し、ニッスル染色を行い、光学顕微鏡を用いて脳梁の厚さを計測し
た。 
 
（7）行動学的解析 
 行動学的解析では Treadmill stress test、Limb placement test (LPT)、modified 
Neurological Severity Score (mNSS)、Beam balance test を用いて評価した。評価日は MCAO
作製 8 週から 16 週まで毎週評価した。 
 
４．研究成果 
（1）脳梗塞体積の経時的変化 
MRI 解析によって経時的に脳梗塞の体積を評価した結果、MCAO 作製 8週、12 週、16 週後に各群
における脳梗塞の体積はほぼ変化せず、各実験群間に有意な差はみられなかった。 
 



 
（2）行動学的解析 
行動学的解析では Treadmill stress test、Limb placement test (LPT)、modified Neurological 
Severity Score (mNSS)、Beam balance test を用いて評価した。それぞれの評価方法において、
MCAO 作製 8週後では各実験群間に有意な差はみられなかった。Treadmill stress test では、
④併用群は MCAO 作製後 11 週目から 16 週目まで一貫して最高走行速度を示し、他の 3群と比較
して行動機能の改善を示した。LPT、mNSS、Beam balance test の結果からも、④併用群は他の 3
群に比べ、特に投与後しばらく経過してから(13～16 週)、行動機能が改善したことが示された。
これらのことは、MSC とリハビリテーションの併用が MCAO 後の行動機能回復に強く関与したこ
とを示唆している。また、行動学的解析によって観察された改善時期の相違は、本研究で用いら
れた個々の行動評価方法の特性に起因していると考えられた。 

 
（3）DTI 解析 
DTI 解析では脳梁を通る神経繊維数を評価した。脳梁を通る神経繊維数は④併用群が最も多く、
次いで③MSC 群、②リハビリ群、①対照群の順で多くなっていた。 

図 1 脳梗塞体積の経時的変化 
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図 3 神経繊維数は③MSC 群と比較して④

併用群でさらに増加 

(Yamashita T. et al., Brain Res, 2024) 



（4）組織学的解析 
組織学的解析ではニッスル染色を行い、光学顕微鏡を用いて脳梁の厚さを計測した。④併用群は

実験群の中で最も脳梁が厚く、次いで③MSC 群、②リハビリ群、①対照群の順で厚くなっていた。 
 
（5）相関分析 
Treadmill stress test における最高速度と、DTI 解析での神経繊維数および脳梁の厚さの両方
に正の相関があることがわかった。このことは、運動機能が高いほど、神経繊維の数が多く、脳
梁の厚みが増す可能性を示している。また、DTI 解析での神経繊維数と脳梁の厚さにも正の相関
があった。このことは、脳梁の構造変化が神経線維数に関連しているということを示唆している。
これらの結果は脳梁が最も厚く、脳梁を通る神経繊維数が最も多かった④併用群が、今回の実験
群の群間で最大の行動機能の改善をもたらしたことと一致していると考えられた。 

 
 
以上より、慢性期脳梗塞モデルラットに対する MSC 治療とリハビリテーションの併用療法が、
MSC 治療やリハビリテーション単独と比較して行動機能の回復を促進した。また、併用療法を受
けた動物モデルラットは、組織学解析では最も脳梁が厚く、DTI 解析では脳梁を通る神経繊維数
の増加を認めた。これらの所見は、慢性脳梗塞に対する MSC 治療とリハビリテーションの併用療
法には、最も運動機能の改善をもたらす可能性があり、さらに脳の構造的変化が機能回復に強く
関連するという考え方を支持するものであると考えられた。 

図 4 脳梁は③MSC 

群と比較して④併用群でさらに肥厚 

(Yamashita T. et al., Brain Res, 2024) 

図 5 Treadmill stress test における最高速度と神経繊維数および脳梁の厚さの両方に

正の相関があり、神経繊維数と脳梁の厚さにも正の相関がみられた。 

(Yamashita T. et al., Brain Res, 2024) 
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