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研究成果の概要（和文）：一過性脳虚血/再灌流モデルを用い，致死的虚血負荷閾値を明確にすることで,神経産
生メカニズム，新生神経細胞の起源の解明を試みた．その結果，30分間以上の致死的虚血傷害下において,神経
産生能をもつ神経幹細胞が誘導されることが明らかとなった. 
15分間の非致死的虚血傷害下においても細胞数は少ないものの神経幹細胞の誘導を認め，その起源は,虚血負荷
にて刺激を受けた脳ペリサイトであると考えられた．

研究成果の概要（英文）：Using a mouse model of transient ischemia/reperfusion injury, we 
investigated the threshold of ischemic periods. In addition, we examined the origin of 
injury-induced neural stem cells: iNSCs and their possible contribution to neurogenesis under such 
pathologic conditions. Although iNSCs were induced following not only lethal ischemic injury by more
 than 30-min ischemia but also non-lethal ischemic injury by 15-min ischemia, the numbers of iNSCs 
were fewer under 15-min ischemic conditions compared with those observed under 30-min ischemic 
conditions. We also found that iNSCs are likely derived from brain pericytes stimulated by ischemic 
insult and that they had an activity of producing neuronal cells. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、脳梗塞の急性期治療において血栓
溶解剤や血管内手術などを用いた血流再
開療法が大きく進歩している。とりわけ
虚血性脳卒中の治療においては、１．一
過性脳血管閉塞による非致死的虚血/再
灌流傷害、２．一過性脳血管閉塞による
致死的虚血/再灌流傷害、３．永久的脳血
管閉塞による致死的虚血傷害、を含む少
なくとも３つの主な病態を考慮する必要
がある。我々は、内在性神経幹細胞をタ
ーゲットとした神経再生療法の観点から、
こ れ ま で 傷 害 誘 導 性 神 経 幹 細 胞 
(injury-induced neural stem cells; 
iNSCs) は永久的脳血管閉塞による致死
的な虚血傷害後に誘導されることを報告
し、これらの細胞の起源は、脳血管周囲
に存在するペリサイトであることを示し
てきた。しかし、一過性脳虚血/再灌流傷
害後の病態下における iNSCsの誘導・産
生については明確でない。 
最近、一過性脳虚血負荷後にもニューロ
ンが新生されることが報告されている。
その起源は GFAP/nestin 陽性の反応性
アストロサイトとされているが、ペリサ
イト由来の iNSCsである可能性もある。 
 
２．研究の目的 
一過性脳虚血/再灌流モデルを用い、致死
的・非致死的虚血/再灌流傷害後において
も永久閉塞時と同様に iNSCs が誘導さ
れニューロンを産生するかを検討し、ペ
リサイトが血流再開療法後における神経
再生療法の標的になるかどうかを評価し
た。 
 
３．研究の方法 
我々はこれまで、CB-17系統マウス中大
脳動脈を凝固させることで再現性よく大
脳皮質に梗塞を作成できるモデルを用い
て研究を行ってきた。本研究では、この
モデルを改変することで一過性脳虚血/
再灌流を行い、虚血時間を変えて再灌流
を行い、3, 5, 7日後に TTC染色にて梗
塞巣の局在と大きさを観察した。さらに、
一過性虚血負荷再灌流後の神経幹細胞の
発現とその起源、さらには、神経再生能
メカニズムについて免疫組織染色、免疫
電子顕微鏡観察および，RT-PCR 法を用い
て評価した。 
 
４．研究成果 
15分間虚血負荷では、再灌流後に梗塞巣
は認められなかったが、20分間虚血負荷
では再灌流 3 日後、5 日後に梗塞巣が観
察されるマウスが散見され、30分間虚血
負荷では再灌流 3, 5日後はすべてのマウ
スで梗塞巣が観察された。20 分間、30
分間の一過性致死的虚血負荷後の梗塞範
囲については、再灌流後の時間経過の影

響はみられず、30分間虚血負荷後の梗塞
領域は永久閉塞時とほぼ同様であった。 
このことからマウス一過性虚血/再灌流
傷害モデルにおいて、15分間の虚血負荷
は比較的軽度な非致死的負荷であり、虚
血領域の神経細胞がほぼ死に至る 30 分
以上の脳虚血負荷は致死的虚血負荷と考
えられた。(Fig.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        (Fig.1) 
 15,20,30分間の一過性脳虚血/再灌流3
日後の神経細胞の変化を免疫組織染色に
て評価すると、非致死的な 15 分間虚血/
再灌流後では明らかな梗塞はみられなか
ったが、虚血領域においてMAP2陽性成
熟神経細胞の減少がみられた。神経細胞
死は 20 分間の虚血負荷ではさらに明ら
かとなり、30分間虚血負荷後ではMAP2
陽性成熟神経細胞はほとんど観察されな
かった。GFAP 陽性細胞は 15 分間虚血
負荷により虚血中心領域とペナンブラに
おいて反応性が増加し、30分間虚血負荷
ではペナンブラでわずかにGFAP陽性細
胞が観察されたものの虚血中心領域では
みられなかった。従って、30分間の一過
性虚血は永久閉塞による脳梗塞とほぼ同
様の細胞死を引き起こす負荷であると考
えられた。 
 非致死的な一過性虚血後の脳では
nestin は PDGFR陽性ペリサイトと
GFAP陽性アストロサイトの両方に発現
していた。この虚血領域を bFGF、EGF
添加培地で培養すると iNSCs が誘導さ
れたが、この iNSCs の一部は GFAP 陽
性アストロサイト由来であるかもしれな
い。しかし、非致死的虚血脳から抽出し
た iNSCs は GFAP 陰性であり、反応性
アストロサイトは致死的な一過性虚血/
再灌流傷害においてはほとんど観察され
なかった。それにもかかわらず、虚血領
域から抽出・培養した iNSCs数は致死的
虚血負荷後のほうが、非致死的負荷後よ
り多かったことから、反応性アストロサ
イト以外の細胞（PDGFRb陽性ペリサイ
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ト）が iNSCsの本質的な起源であると推
察された。また、非致死的、致死的にか
かわらず、一過性虚血/再灌流傷害で誘導
される iNSCsは、我々がすでに発見した
永久的虚血後に誘導される iNSCs と同
様であり、一過性脳虚血状態下において
も iNSCs が治療のターゲットとなりう
ると考えられた。 
 免疫電子顕微鏡観察では脳微小血管の
ペリサイトは血管内皮細胞と基底層をは
さんで接しているが、15 分間虚血/再灌
流 3日後のペリサイトは核の電子密度が
低下し、基底層も多様な薄い層を形成す
るなど形態的外観に顕著な変化を示した。
このペリサイトは PDGFR陽性でかつ
nestin陽性であるため、iNSCsと考えら
れる。この所見より、一過性脳虚血/再灌
流傷害においても微小血管周囲のペリサ
イトが iNSCs に変化することが証明さ
れた。 
 ペリサイト由来 iNSCs の生体脳にお
ける分化能については不明である。一方、
非致死的虚血/再灌流傷害後の脳では幼
弱なニューロンである DCX 陽性細胞の
産生が血管周囲にみられ、一部の細胞は
同時にペリサイトのマーカーである
PDGFRを発現していた。(Fig.2) 
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免疫電子顕微鏡観察でも血管内皮細胞
に隣接する DCX 陽性細胞の存在が確認
され、ペリサイト由来 iNSCsが DCX陽
性細胞に分化したことを示唆している。 
(Fig.3) 
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しかし、これら DCX 陽性の幼弱ニュ
ーロンは永久的虚血負荷と似た病態と考
えられる致死的虚血/再灌流傷害７日後
ではほとんど観察されなかった。このこ
とは、強度の虚血状態下では、iNSCs由
来幼弱ニューロンは致死的虚血状態下で
は生存できない可能性が考えられた。今
後は、虚血状態下における iNSCs の生
存・分化環境としての Neurovascular 
Unit の動的な役割を解明することが重
要である。 
 iNSCs は脳動脈の閉塞による非致死
的虚血/再灌流傷害の病態下でも誘導さ
れることが明らかとなった。さらに、こ
のような病態下において誘導される
iNSCs は脳ペリサイトを起源とし、in 
vivo、in vitro においてニューロンを産
生する能力を持っていることがわかった。
脳 血 管 ペ リ サ イ ト は
BBB/neurovascular unit の構成細胞と
して正常脳の機能維持に重要な役割を果
たしている細胞であるが、ひとたび虚血
に陥ると内在性神経幹細胞として脳の再
生起点に働く細胞となり、脳梗塞の再生
療法に大いに活用できる細胞であると考
えられる。 
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