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研究成果の概要（和文）：磁気共鳴画像(MRI)を用いて、マンガン標識単核球の移植後の動態を

追跡し、同時に脳虚血の治療効果を判定する方法の確立を目指した。脳移植した標識細胞は、

MRI で追跡すると、22時間後には、対照群では同心円状に広がるが、脳虚血群では虚血部方向

への広がりが早かった。移植後に、脳虚血群では、血圧が移植後 2週間に比べ 3週間で有意に

上昇し、対照群レベルとなった。移植細胞の種類の選定や移植条件の検討、治療効果の判定に

有用と期待された。 

 
研究成果の概要（英文）：In-vivo tracking of transplanted Mn2+-labeled cells with Magnetic 
Resonance Imaging (MRI) was attempted to visualize the localization of migrated cells 
at high spatial resolution in stroke model rat and the long term regenerative therapeutic 
effects. Repeat measurement of MRI showed that transplanted peripheral mononuclear cells 
(MNCs) spread actively and concentrically in sham-operated rats. However, MNCs spread 
in ellipse and move faster to ischemic lesion in stroke model rats. In addition, stroke 
model rats revealed higher blood pressure in 3 weeks than in 2 weeks after cell 
transplantation. Mn2+-labeling and MRI are useful for cell selection, cell delivery, and 
assessment of therapeutic effect. 
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１．研究開始当初の背景 
脳塞栓は心臓内の大きな血栓が脳動脈に

詰まる病態で、脳虚血の範囲が大きく命にか
かわることも多く、助かっても片麻痺などが
残る重篤な疾患である。しかも、急性期の治
療が脳出血を引き起こし、更に状態を悪くす
るため、緊急手術の適応がなく、医学的には
治療が困難である。 

一方、国内では、自家骨髄由来の間葉系幹
細胞（mesenchymal stem cell: MSC）を 1×

108 個まで培養したドナー細胞を脳虚血患者
に静脈内投与する臨床研究がすすみ、自己安
全性と治療効果が確認された(Brain 2011)。
この手法を応用、発展させることにより、治
療効果が改善することが期待される。 
千葉大学では、自家血を用いた末梢血単核

球による血管再生治療に関する基礎研究を
独自に進め、その効果が骨髄単核球を用いる
方法と同等であることを示し、2002 年より、
重症虚血肢をもつ症例に対して臨床研究を
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開始し（Lancet 2002）、有効性が確認された
（Circ Res 2006、Circ Cardiovasc Interv 
2009）。移植した単核球がどのような動態を
示し、どのようなメカニズムで血管新生に関
与しているか解明の糸口を提供し、より効果
のある血管再生治療の開発に寄与するため
には、特に、移植細胞の動態を検証すること
が非常に重要である。 
磁 気 共 鳴 画 像 装 置 (MRI ： Magnetic 

Resonance Imaging)は、生体内のプロトン原
子核の共鳴現象を利用し、体外から、体内の
断層像をとることができる装置で、空間分解
能に優れ非侵襲的である。頻回の撮影も生体
機能に影響を及ぼさないため、経時的な評価
にも適し、臨床では小規模病院においても装
置が幅広く普及し、高磁場実験機も世界的に
急速に普及してきている。 

放射線医学総合研究所の青木伊知男チー
ムリーダーと研究代表者は、良好な MRI造影
剤であり細胞内に取り込まれて一定期間保
持されるという Mn2+の性質に注目し、末梢血
単核球をマンガン造影剤で標識し、ラットの
下肢動脈閉塞モデルに移植し、世界に先駆け
て、MRI による in vivo での可視化と動態評
価に成功した（PLoS ONE 2011）。さらに、心
筋梗塞モデルラットの場合には、心臓局所に
移植した細胞が、脾臓に約４倍の濃度にまで、
遊走してしまうことを報告した（米国心臓学
会 2010）。放射線医学総合研究所に設置され
ている大口径実験用７テスラ MRIは数十から
数百μm レベルの高い空間分解能であるが、
臨床で汎用される磁場強度の 1.5 テスラ MRI
でも撮像し、細胞造影が良好に行えることを
立証する必要があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
MRI の新しい造影剤である塩化マンガンで

移植細胞として単核球を標識し、これまで用
いてきた心筋梗塞モデルから、細胞のネット
ワークがより複雑で、治療方法の開発が望ま
れる脳塞栓・脳虚血モデルに変更し、細胞移
植治療する。細胞移植経路として、尾静脈投
与と脳局所（線条体）投与を行う。細胞造影
の効果を MRIにて非侵襲的に生体イメージン
グを繰り返し撮像し、移植細胞の動態を追跡
するとともに脳障害部位の状態を経時的か
つ三次元的に評価する。予定通りの細胞移植
が行われたか確認することができ、移植細胞
数が予定通りでも細胞が予想外に遊走して
局所から消失してしまう場合と治療効果の
関連など、これまでにない詳細な評価方法を
提案する。さらに脳機能、生理機能の変化も
評価し、判定法を確立することを目的とする。
マンガン造影法による細胞標識の有効性や
安全性の評価、臨床応用の際の条件の最適化
など研究の広がりが期待される。 

これまで用いられてきた酸化鉄微粒子を

利用した標識よりも、内因性の沈着がみられ
ず、詳細にかつ簡便に評価でき、マンガン標
識細胞の非臨床試験データとして、今後の細
胞移植の臨床研究への橋渡しとなる。 
 
３．研究の方法 

マンガン標識単核球作製、Wistarラット 4
匹をペントバルビタール麻酔(0.15 ml/100g
腹腔内投与、濃度 50 mg/ml)し、開腹した。
まず、塞栓（血餅）作製のため、下大静脈に
20Gサーフロー針を留置し、10 cm の PE10チ
ューブに血液を満たし、室温で 2時間放置し
た後、更に 4℃で 4 時間以上放置した(Brain 
Res 1997)。一方、単核球採取のため、予め
ヘパリン 0.4 mlを吸っておいた 5 mlシリン
ジで下大静脈から採血した。ドナーラットは
ペントバルビタールで深麻酔(0.3ml/100g、
濃度 50mg/ml腹腔内投与)し、屠殺した。 

採取した血液 10ml を遠心分離し、単核球
を分離した。塩化マンガン造影剤にて標識し、
蛍光免疫染色(DiI)にても標識の後、2回の遠
心分離にてマンガン標識単核球 1匹分を得た。
脳塞栓モデルラット（レシピエントラット）
作製のため、原則として無菌下で手術した。
イソフルラン持続吸入麻酔 2%の自発呼吸下
にて頚部切開し、外頚動脈より内頚動脈まで
長さ PE50 のチューブを挿入した。2.5 cm に
切り分けた塞栓入り PE10チューブを接続し、
生理食塩水にて塞栓を注入する。30 分後に、
マンガン標識単核球を 3分間以上かけて内頚
動脈に投与した。チューブを引き抜き、外頚
動脈を結紮し、頚部切開部を縫合し、モデル
完成とした。また、標識単核球を穿頭孔から
移植する場合は、イソフルラン持続吸入麻酔
2%を継続し定位脳手術台に固定し、頭部切開、
穿頭孔作製の後、26G 注射針を線条体または
脳室に挿入し、マイクロインジェクションポ
ンプで 2 uLの単核球を 10分間かけて注入し
た。さらに、10分間移植部位に細胞が定着す
るのを待ち、抜針した。穿頭孔をデンタルセ
メントで埋め、頭部切開部を縫合した。なお、
この間、恒温パッドを用いてラットの直腸温
を約 37℃に保った。必要であれば抗生剤の投
与を行った。 
脳虚血モデルラット作製には、定位脳手術

装置を用い、中大脳動脈を塞栓子で 30 分間
虚血した。穿頭孔を作製し 26G穿刺針から標
識単核球 2μLを線条体部に注射した。 

小動物用 1.5-T MRI と solenoid MRI コイ
ルを用い、持続吸入麻酔下に撮像を行った。
2D Spin echo（SE）法による T1強調画像（T1W; 
TR/TE = 500/9 ms, FA 90°, matrix = 128
×256, voxel size = 0.234×0.234×1.0 mm, 
NEX 8, 16 枚）にて冠状断面と水平断面を得
た。移植直後、12 時間後、22 時間後に撮像
した。また、移植直前に 2D multi slice(MS)
法による T2強調画像（T2W; TR/TE = 2500/69 



ms, FA 90°, matrix = 128×256, voxel size 
= 0.234×0.234×1.0 mm, NEX 4, 16 枚）に
て冠状断面を得た。 

1 週間毎に、脳機能の回復をみるために運
動麻痺スコアを、生理機能の評価として血圧
と脈拍を測定した。さらに、脳を摘出し、凍
結切片作製後、免疫染色にて組織学的に評価
した。 
 
４．研究成果 
まず、脳塞栓モデルラットにマンガン標識

単核球を尾静脈投与する群を作製したが、術
後 24 時間以内に死亡する例が続いた。死後
の解剖により脳出血によるものではないこ
とが確認されたため、脳圧亢進が原因と予想
し、手術の前にマンニトールを静脈投与して
みた。しかし、死亡が続いた。脳塞栓症は致
死率が高く、重篤な疾患であり、全身管理が
最優先・最重要であることが再認識された。 
そこで、脳虚血モデルとして中大脳動脈虚

血再灌流ラットを作製し、穿頭孔から線条体
部に末梢血単核球移植を行った。経時的に
MRI で撮像することにより動態追跡を行った。
良好な画像が得られ、脳病変においても、マ
ンガン標識単核球の動態を経時的に評価す
ることができた。移植直後は投与部に集簇し
ている標識細胞を 22 時間後に観察すると、
対照群では同心円状に広がるが、脳虚血群で
は脳虚血部方向への広がりが早いことが画
像評価できた。 

移植後の行動観察を 1週間毎に行うと、運
動麻痺スコアに関しては、対照群と脳虚血群
で有意差がみられなかった。移植後の生理機
能として、血圧と脈拍を測定したところ、脳
虚血群では、収縮期血圧・拡張期血圧が移植
後 2週間に比べ 3週間で有意に上昇した。移
植 29日後に脳を摘出し、HE, KB, CD31, TUNEL, 
抗テネイシン C抗体にて評価することができ
た。 
MRI は高い解像度と再現性により、脳疾患

には必須の検査となっている。脳障害部位の
大きさや形状の評価の信頼性も高い。動物実
験では、モデルにより作製された病変部位や
大きさにばらつきがあるが、MRI で評価する
ことにより、群分けし、より微小な変化も統
計学的に解析、判定が可能となる。移植細胞
の動態の違いによって、脳機能改善効果が異
なることなど、詳細な検討が可能となると考
えられる。 
使用したマンガンの投与量では、有害事象

はみられなかった。微量で行えるマンガン標
識は、動物実験のみならず、安全性を確立し
た後には臨床にも有用と期待された。 

単核球を用いたマンガン標識は、造影効果
領域の定量性に優れ、かつ安定していること
が特長で、今後広く用いられることが予想さ
れる。Stanford大学ではヒトの臍帯血幹細胞

をマンガン標識し、虚血下肢モデルに注射し
た実験を行っているが、長期の造影効果が得
られていない可能性があり、研究代表者が先
んじている。今後、マンガン標識対象を、単
核球から幹細胞に変更することで、脳細胞移
植治療の可能性を広げるとともに、さらなる
条件の改善も提案できるようになる。また、
標識に用いられるマンガンの影響は、移植細
胞に対してと細胞を受けるレシピエントに
対しての両面から評価されるべきと考えら
れる。細胞移植方法についても、流出や細胞
死の割合の高い直接注入法から、細胞シート
移植法をはじめとした今後開発される新規
の移植法に変更する際には、マンガン標識
MRI が必須の評価となることが期待される。
脳内での移植細胞のダイナミックな動態を
評価すると、移植細胞だけではなく健常部か
らの細胞遊走も推定でき、脳の治療には病変
だけではなく健常部も含めたネットワーク
としての評価・検討が必要であることを提案
していきたい。 

脳虚血疾患は、致命率も高く、救命されて
も運動麻痺や言語障害が残るなど、重篤な疾
患である。さらに、脳機能障害に対する効果
的な治療は未開発である。将来、脳に神経細
胞移植が行われることを見越して、今回、移
植細胞の動態を追跡し、同時に脳虚血の病態
変化の評価を試みた。特に重篤な脳塞栓症に
関しては、さらなる臨床研究や治療データを
検討し、動物モデル作製方法の改良が必要と
考えられた。 
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