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研究成果の概要（和文）：軸索髄鞘化が期待されるシュワン細胞移植と薬理的エピジェネテイクス制御が脳出血
後の機能回復に与える効果を検証するため、シュワン細胞を対象とするin vitro実験、脳出血モデルラットを対
象とするin vivo実験を実施した。シュワン細胞に対する薬理的エピジェネテイクス制御によりミエリン関連因
子、成長因子等の発現が持続的に増強され、シュワン細胞の機能化を促進する可能性が示唆された。薬理的エピ
ジェネテイクス制御とリハビリテーションを併用により、脳出血モデルラットにおける巧緻的運動機能が相乗的
に回復することを示した。損傷域へのシュワン細胞移植により脳梁白質域において生着し、髄鞘化を示唆する所
見を得た。

研究成果の概要（英文）：We performed in vitro study using Schwann cell and in vivo study using model
 rat for intracerebral hemorrhage (ICH) to elucidate the therapeutic effects of Schwann cell 
transplantation and epigenetic regulation using histone deacetylase (HDAC) on rehabilitation 
following ICH. Pharmacological treatment with HDAC inhibitor enhanced the expression of myelin 
marker and growth factors sustainably, which could suggest the function of Schwann cells. Combined 
therapy of HDAC inhibition and rehabilitation recovered the impairment of  skilled motor function in
 a synergic manner in ICH model rats. Schwann cells transplanted to brain legion survived in the 
white matter, specifically in the corpus callous and possibly suggested myelination.

研究分野： リハビリテーション科学

キーワード： リハビリテーション　再生医学　脳卒中　エピジェネティクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医学の進歩に伴い、脳卒中の運動機能回復を目的とする再生リハビリテーション（リハ）の発展が期待され
ている。本研究は細胞移植に基づく脳卒中再生リハに対して薬理的エピジェネテイクス制御を併用することを最
終的に還元することを目的とする研究であり、エピジェネテイクス制御によるリハビリテーション効果の促進と
移植細胞の遺伝子発現修飾についての基礎的所見を得た。更に軸索再生阻害因子を発現することなく髄鞘化に寄
与するシュワン細胞の脳における生着を確認した。将来的にこれらの所見に基づく併用療法が臨床応用され、更
なる機能回復が期待される新たな脳卒中リハビリテーションへ貢献が期待される。

※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 
 再生医学の進歩に伴い、脳卒中の運動機能回復を目的とする再生リハビリテーション（リハ）
の発展が期待されている。再生リハにおいて、移植細胞が残存細胞と相互作用して機能性を獲得
するために、単に細胞移植に留まらず、運動療法等のリハビリテーションによる言わば「移植細
胞の教育」が必要となる。そのためには、再生リハ効果を最大限に惹起するための「細胞の教育
環境」とも云うべき脳内環境の制御が期待される。そこで本研究では、今日、遺伝子発現の調整
機構として注目されるエピジェネティクスをこの脳内環境制御に応用が期待された。 
代表的なエピジェネティクス制御として、遺伝子情報 DNA が核内で梱包されるヒストンのア

セチル化は、DNA のヒストンへの巻き付きを緩ませ、転写因子等の DNA 転写領域へのアクセ
スを容易にし、遺伝子発現を総じて促進させる。これ促すヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）
阻害薬の投与によるヒストンのアセチル化は遺伝子発現の応答性を亢進し、各種遺伝子発現を
増強する。そこで、本研究ではこのエピジェネティクス制御に基づき、HDAC 阻害剤投与によ
り遺伝子発現が増強される可塑的脳内環境を再生リハに対して提供する。 
中枢神経の軸索における髄鞘はオリゴデンドロサイトにより形成される。一方、中枢神経損傷

に伴う軸索損傷においてオリゴデンドロサイトは Nogo をはじめとする軸索再生阻害因子を発
現し、このことが中枢神経における軸索再生を阻害する大きな要因となっている。一方、シュワ
ン細胞は軸索伸長阻害因子を発現することはなく、脊髄・脳における移植後の髄鞘形成も確認さ
れている（Plant GW et al, Brain Res 1995）。また、オリゴデンドロサイトの入手・培養の困難
さに比べて、シュワン細胞の分離、培養は容易であり、中枢神経系への代用的移植が期待されて
いる。 
 
２．本研究の目的 
本研究では、内包、線条体出血片麻痺モデルの損傷域にシュワン細胞を移植し、HDAC 阻害

による脳内環境制御のもとで機能回復のための運動療法を実施し、軸索再生を伴う機能回復効
果の可能性を模索することを目標とした。そのための基礎研究として、以下の培養シュワン細胞
を用いた in vitro レベルの検証から、脳出血モデルラットを用いた in vivo 実験に関して以下の
検証を行うことを目的とした。 

 
（１）in vitro レベルでのラットシュワン細胞への HDAC 阻害薬投与効果の検証：中枢神経系 
(CNS) 損傷に対するシュワン細胞移植は, 軸索リモデリング、ミエリン化を伴う機能回復が期
待される。酪酸ナトリウム (sodium butyrate, NaB) に代表する HDAC 阻害薬は神経栄養因子
の発現増強やミエリン化を促す一方、アポトーシスを誘引する可能性が懸念された。そこで、
NaB 投与量に依存したシュワン細胞の細胞生存、神経栄養因子、ミエリン関連因子、アポトー
シスマーカーの遺伝子発現に及ぼす影響について培養シュワン細胞を用いて検証することを目
的とした。 

 
（２）in vivo における脳出血モデルラットを対象とする HDAC 阻害薬とリハビリテーションの
併用効果の検証：内包・線条体出血モデルラットを対象に、麻痺前肢を用いた餌把持訓練による
リハビリテーション（skilled reaching training）と薬理的エピジェネティクス制御の複合療法
による前肢巧緻運動機能回復への効果とその背景因子となる損傷側運動野の可塑的機能修飾に
ついて検証することを目的とした。 
 
（３）脳出血損傷域における移植シュワン細胞の生着性の検証：蛍光マーカーGFP を遺伝子導
入したラットシュワン細胞を脳出血モデルラットの脳損傷域に細胞移植し、その生着性と機能
性を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro レベルでのラットシュワン細胞への HDAC 阻害薬投与効果の検証： 
ラットシュワン細胞の培養細胞を対象に、複数濃度 (0 (Control)、0.1、1.0、5.0、10.0、50.0 

mM) の NaB を培地に添加し 24 時間の培養を実施した。 細胞生存率は、 NaB 添加 24 時間後にテ
トラゾリウム塩を用いた比色法により計測した。同時に mRNA 相対発現量の計測を目的に NaB 添
加 24 時間後に細胞を回収、mRNA を抽出し, リアルタイム PCR 法を用いて、アポトーシス関連因
子である caspase-3、神経栄養因子である脳由来神経栄養因子 (BDNF)、グリア細胞株由来神経
栄養因子 (GDNF)、インスリン様成長因子 1 (IGF-1)、ミエリン関連因子であるミエリン塩基性
タンパク (MBP) の mRNA 発現量を相対定量した。更に NaB 投与による上記修飾の持続性を検証
するため、NaB 添加培養 24 時間後に NaB 無添加培地に交換し、更に 24 時間培養した際の細胞生
存率および各 mRNA 発現の定量を実施した。各 NaB 濃度群の群間差について一元配置分散分析法
と事後検定により検証した。 
 



（２）in vivo における脳出血モデルラットを対象とする HDAC 阻害薬とリハビリテーションの
併用効果の検証： 
雄性 Wistar ラットを脳出血（intracerebral hemorrhage, ICH）術施行後、NaB 投与および麻

痺前肢の skilled reach training を用いたリハビリテーション（Rehab）の各要因により、雄性
Wistar ラットを①Sham 群（n=8）、②ICH 群（n=8）、③ICH+NaB（n=8）、④ICH+Rehab（n=9）、⑤
ICH+NaB+Rehab（n=9）の５群に群分けした。ICH 術としてステレオタキシックシステムにより線
条体・内包部へのコラゲナーゼをマイクロインジェクションし、脳出血片麻痺モデルを作成した。
ICH 術後４日目より週５日４週間の NaB 投与とリハビリテーションを実施した。ICH+NaB, 
ICH+Rehab+NaB 群に対して HDAC 阻害薬 NaB(300mg/kg)をリハビリテーション施行 15 分前に投与
した。ICH+Rehab 群および ICH+NaB+Rehab 群においては、麻痺側前肢による 15 分内のペレット
把持練習（single pellet reaching task, SPRT）を実施した。 
経時的な行動評価として神経学的評価である modified neurological severity score (mNSS)

試験とともに、SPRT を評価した。SPRT 評価の指標として Total success rate および First trial 
success rate を用いた。Total success rate =100%×（total success）/trials、First success 
trial rate = 100%×(first try success)/trials  
４週間の介入後、全脳を採取して 2mm 切片を作成し、bregma より前方 4-6mm に位置する切片

より両側大脳皮質運動野を単離し、生化学、分子生物学的解析に用いた。大脳皮質運動野を対象
に脳由来神経栄養因子 BDNF とその受容体 TrkB、前シナプスマーカーである Synaptophysin、後
シナプスマーカーである PSD95 の mRNA 発現について RT-PCR に基づくリアルタイム PCR 法によ
り定量解析した。また、ヒストンのアセチル化レベルの検証として total histone H4 のアセチ
ル化について ELISA 法に基づき定量解析した。 
 
（３）脳出血損傷域における移植シュワン細胞の生着性の検証： 
 移植細胞の作成として、ラットシュワン細胞に対してレンチウィルスベクターを用いてクラ
ゲ蛍光 GFP 遺伝子および Hygromycine 耐性遺伝子を遺伝子導入した。培地への Hygromycine B の
添加した培地によるGFP陽性細胞のセレクションを進め、その後、Hygromycine除去培地で培養、
継代して細胞を凍結保存した。移植準備として、凍結保存したシュワン細胞を解凍し、総数が 3.5
×10６の細胞を 24-well plate (蛍光確認用)と 60mm dish (5.0×10５cells/dish) へ播種、培養
し、移植日に約 7.0×10６cells を回収した。7.0×10６cells を 70µlの生理食塩水にて溶解し 1.0
×10５cells/µl の細胞懸濁液を作成した。 
ラットの ICH 術としてステレオタキシックシステムを用いたコラゲナーゼの線条体、内内包

域へのマイクロインジェクションにより ICH を誘導した。ICH 術後、細胞移植前に前述（２）同
様の mNSS による行動評価により片麻痺を確認し、細胞移植に処した。 
 ICH術７日後にICH術同様のステレオタキシックシステムを用いて脳損傷域にGFP陽性シュワ
ン細胞（1.0×10５cells/µl、10µl）をマイクロインジェクション移植した。ラットを３群に群分
けし、移植後３日、７日、１４日において潅流固定後に全脳を採取し、組織化学的解析に用いた。
脳切片を対象に GFP 抗体、アストロサイトマーカーGFAP 抗体を用いた免疫染色を行い、シュワ
ン細胞の生着と併せてアストロサイトの動態について検証した。 
  
４．研究成果 
（１）in vitro レベルでのラットシュワン細胞への HDAC 阻害薬投与効果の検証： 
細胞生存率に関しては、一元配置分散分析における有意な群間差が認められ、多重比較の結果、

Control 群と比較して、10 mM 群を除く 0.1 mM、1.0 mM、5.0 mM および 50.0 mM 群において細胞
生存率が有意に減少していた。Caspase-3 mRNA 発現量に関しては、 一元配置分散分析における
有意な群間差が認められ、 多重比較の結果、Control 群と比較して、10.0 mM および 50.0 mM 群
において caspase-3 mRNA 発現が Control 群と比較して有意に増強していた。 
 BDNF mRNA 発現量についても、有意な群間差が認められ、多重比較の結果、Control 群と比較
して、50 mM 群において BDNF mRNA 発現が有意に増強した。 GDNF mRNA 発現量についても有意
な群間差が認められ、多重比較の結果、Control 群と比較して 1.0 mM, 5.0 mM および 10.0 mM
群において GDNF mRNA 発現が有意に増強していた。IGF-1 mRNA 発現量に関しては、有意な群間
差が認められ、多重比較の結果、Control 群と比較して, 5.0 mM, 10.0 mM および 50.0 mM 群に
おいて IGF-1 mRNA 発現が有意に増強していた。 
 MBP mRNA 発現量に関しては、一元配置分散分析における有意な群間差が認められ、多重比較
の結果, Control 群と比較して、1.0 mM, 5.0 mM および 10.0 mM 群において MBP mRNA 発現が有
意に増強していた 。 
 以上の所見より、細胞生存について、細胞生存率と caspase-3 mRNA 発現の間に相同性は示さ
れず、NaB 処理は casapase 非依存性の細胞死を誘引することが示唆された。神経栄養因子につ
いては、NaB 処理により神経栄養因子が発現しやすい状態に制御することが示唆された。更に軸
索再生におけるシュワン細胞の主要な機能として期待されるミエリン化に関して、1.0～10.0mM
の NaB 添加によりミエリン関連因子の遺伝子発現が増強したことから、NaB がシュワン細胞によ
るミエリン化を促進的に制御することが示唆された。  
 そこで、24 時間の 0, 1.0 mM、10.0 mM の NaB 添加後において NaB 無添加培地に交換し、24 時
間培養後の各 mRNA 発現を定量した。細胞生存率は 1.0 mM 群、10.0 mM 群において低下していた



が、1.0 mM 群、10.0 mM 群の両群間の有意差は認められなかった。BDNF は３群間の差は認めら
れなかった。GDNF は 1.0 mM、10.0 mM の NaB 添加により増強するが、1.0 mM、10.0 mM の両群間
での差は認められなかった。IGF1 は 10mM の NaB 添加により増強したが、1.0 mM の NaB 添加に
よる発現増強を認められなかった。ミエリン関連蛋白 MBP の発現は 10mM の NaB 添加により増強
したが、1.0mM 添加による発現増強は認められなかった。以上より、NaB 投与により細胞生存率
の低下が生じる一方で、10.0 mM の NaB 投与により栄養因子 GDNF、成長因子 IGF-１に加えてミ
エリン関連因子 MBP の発現が持続的に増強されることが確認された。 
 以上の所見は in vivo におけるシュワン細胞移植前後の NaB 投与後のリハビリテーションの
therapeutic time window を検討する基礎データとしての有用性とともに、移植前におけるシュ
ワン細胞における HDAC 阻害薬による薬理的エピジェネティクス制御の有用性を示唆する所見で
もある。 
 
（２）in vivo における脳出血モデルラットを対象とする HDAC 阻害薬とリハビリテーションの
併用効果の検証： 
 ICH 後介入前における行動評価として mNSS および SPRT 評価の何れにおいても Sham 群に対し
て ICH 術施行４群において有意な機能低下が認められ、ICH 施行４群間における有意差は認めら
れなかった。従って、ICH術により４群において同程度の機能低下とICH術の再現性を確認した。
４週間に渡る介入後、SPRT 評価の Total success rate において、ICH+NaB+Rehab のみが ICH 群
と比較して有意な機能改善を示し、Sham 群との有意差は認められない改善を示した。一方、
ICH+NaB 群、ICH+Rehab 群は ICH 群と比較して有意な機能差は認められなかった。更に First 
trial success rate においても、ICH+NaB+Rehab のみが ICH 群と比較して機能改善の傾向を示
し、Sham 群との有意差は認められなかった。従って、NaB 投与およびリハビリテーション単独で
の脳出血後の前肢の巧緻的機能に対する効果は乏しいが、NaB 投与とリハビリテーションを併用
した介入においてのみ巧緻的機能回復が確認された。以上の所見から、薬理的エピジェネティク
ス制御を併用したリハビリテーションは脳出血後の巧緻的運動学習を促進し、相乗的に機能回
復を促進することが示唆された。 
 介入４週後の大脳皮質運動野における mRNA 発現に関して、非損傷側における各遺伝子発現の
群間差は認められなかった。一方、麻痺側において前シナプスマーカーである synaptophysin の
発現に特色的な発現修飾を確認した。ICH 群における synaptophysin 発現は Sham 群、
ICH+NaB+Rehab 群の２群よりも低下していた。即ち、ICH により synaptophysin の発現は低下し、
NaB 投与とリハビリテーションの併用により Sham 群レベルまで回復しており、ICH 後の併用療
法によりシナプス増強が示唆される所見であった。 
 ヒストンのアセチル化の所見として、損傷側において ICH+NaB 群は Sham 群および ICH+NaB 群
と比較してアセチル化レベルが低下していた。即ち、NaB 投与によるアセチル化の低下を示す所
見が確認された。先行研究における time course study において、NaB によるヒストンアセチル
化レベルの増強は投与後３０分程度で投与前に戻り、その後１２時間においてはより投与前よ
り低いレベルを持続すると報告されている（Wang T. Epigenetics 2018）。本研究における所見
もこれに准ずる現象である可能性が推察され、行動評価、ｍRNA 発現所見における Na 投与とリ
ハビリテーションの相乗的効果を鑑みると、リハビリテーション実施時の運動学習時において
はアセチル化の増強が生じていた可能性が推察される。 
  
（３）脳出血損傷域における移植シュワン細胞の生着性の検証： 
 ICH 後３日目において ICH 周辺領域において GFAP の反応の増加しており組織損傷が確認され
た。損傷域における GFP 反応は乏しく、一部 GFP 反応が確認されたが、シュワン細胞の伸長を示
す線維状の形態は認められなかった。損傷域においてはほとんどの移植細胞は流出し、一部残存
した細胞においても変性の進行が示唆された。一方、興味深いことに、より皮質に近縁した脳梁
部において GFP 反応が認められ、シュワン細胞に特徴的な線維状に伸長した形態を観察した。脳
梁部における移植シュワン細胞の生着と残存軸索に沿った伸長が示唆された。 
 その後の ICH 後 14 日目においても同様に、脳梁部において GFP 反応としてシュワン細胞に特
徴的な線維状に伸長した形態が観察された。一方、損傷域周囲においては一部で顆粒状の GFP 反
応が確認され、死滅した GFP 陽性シュワン細胞の核の残存が示唆される所見であった。 
 以上より、移植シュワン細胞は脳出血損傷を呈す線条体、内包域周辺での生着は困難である一
方、より皮質近縁の脳梁部に生着し、機能化する可能性が示唆された。脳梁白質域における軸索
が残存する領域において移植シュワン細胞が生着する可能性が高く、今後、シュワン細胞による
ミエリン化や既存細胞の保護と可塑的修飾を期待するうえで、移植領域の検討に対して有用な
所見を得た。即ち、移植域としてより皮質近縁部の白質域へシュワン細胞を移植することにより、
残存軸索のミエリン化を促し、軸索再生の促進とその皮質神経細胞の保護、可塑的機能促進に働
く可能性が期待された。 
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