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研究成果の概要（和文）：脳梗塞急性期の血栓溶解療法は全体の10％しか対象にならず、神経保護や血管再生を
標的とした根本的治療法が急務である。我々は新規培養法による血管再生能に優れた血管内皮前駆細胞を含有す
る単核球群（Quality and quantity mononuclear cells: QQ-MNCs）をマウス中大脳動脈永久閉塞モデルに局所
動注し、血管再生・梗塞巣縮小効果を評価した。中大脳動脈閉塞後翌日にQQ-MNCsを動注するとコントロールと
比較して梗塞後7日目、21日目ともに梗塞巣の減少を認めた。さらに、IL10やVEGFなどの抗炎症作用を伴う血管
再生因子の増加を認めた。

研究成果の概要（英文）：Quality and quantity-controlled culture system enriched in endothelial 
progenitor cells (EPCs) from unfractionated mononuclear cells (QQ-MNCs), which we developed, have a 
potential to activate anti-inflammatory cytokines and expanding vasculogenic EPCs. QQMNCs injected 
to mice at 1-day after occlusion of middle cerebral artery (MCA) reduced the rate of ischemic stroke
 volume compared with PBS. The immunohistochemistry showed the increase of positive cells reacted 
with VEGF and IL-10 after 7 and 21-days in QQ-MNCs-treated mice. These findings reveal that QQ-MNCs 
might promote repair and regeneration of neurovascular units after acute focal ischemic stroke.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 単核球培養　血管内皮前駆細胞　脳梗塞
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１．研究開始当初の背景	

脳卒中は日本人の死因の第 4 位、寝たきり

になる疾患の第 1 位、心筋梗塞の 3〜10 倍の

発症率を来す重大な国民病である。特に食生

活の欧米化で脂質異常症や糖尿病の合併頻度

が高まり、当科の検討でもアテローム血栓性

脳梗塞の割合が 49%を占めている。高齢化に

伴い心原性脳塞栓症も 28％に増加している。

この両病型が全体の 8 割を占めており、重篤

な脳梗塞の割合が増加している(下図)。	

	

	

脳梗塞の急性期治療として発症 4.5 時間以

内は血栓溶解療法、8 時間以内は血管内治療

が適応となるが、実際の臨床現場では脳梗塞

全体の 10％以下しか加療されていない。すな

わち、90％以上の脳梗塞患者は、再発予防を

目的とした抗血栓薬投与やリハビリテーショ

ンに頼らざる終えない。また rt-PA 静注療法

を施行できても、3 ヶ月後の完全自立者

（modified	Rankin	Scale：mRS	で0または1）

は 40％以下に留まっている(Stroke,2010)。こ

うした現状を打開すべく、我々は神経細胞の

保護・再生とともに栄養血管新生による血行

改善が最も重要であると考える。そこで血管

再 生 能 力 の 高 い 血 管 内 皮 前 駆 細 胞

(Endothelial	 Progenitor	 Cell:	 EPC)	

(Asahara	T,	et	al.,	Science,	1997)を用い

て脳梗塞の根治療法を目指すこととした。こ

れまで EPC は多くの分野で臨床応用に向けて

研究が展開されており脳梗塞を対象とした実

験的研究はいくつか散見されるが、現時点で

は EPC の有用性については明確な結論には至

っていない。	

	

２．研究の目的	

我々は血管再生能力の高い EPC を用いて脳

梗塞の根治療法を目指すという unmet	

medical	 needs を視野に入れ、従来の EPC 治

療とは異なる質的・量的に優れた分化能をも

つ EPC を安全かつ効率的に投与する研究を立

案した。すなわち、我々は下図のごとく新規

の培養法を確立してコロニー定量化による

EPC 分化動態及び血管再生・修復能の高い細

胞を選び出すことに成功した（quality	 and	

quantity-controlled	 mononuclear	 cells	

(QQ-MNCs)）(Masuda	H,	Circ	Res,	2011)。こ

の QQ-MNCs を用いてマウス中大脳動脈永久閉

塞モデルに動注することにより、梗塞巣への

改善効果を検討することを研究目的とした。	

	

３．研究の方法	

(1) マウス中大脳動脈永久閉塞モデルの作成	

生後10週齢の雄マウス（C57BL/6J）（23-25g）

（n=60）を用いて、4%	 イソフルラン/66%	

N2O/30%	O2麻酔下で、左側頭骨にドリルにて穴

を明け、左中大脳動脈（MCA）を露出後に、結

紮し、さらに電気メスにて血管を焼いて中大

脳動脈永久閉塞モデルを作成した。その後、

手術創部を縫合し、ケージにマウスを戻し翌

日に頸部を正中切開し、左側総頚動脈よりマ

イクロシリンジ（50μl）を用いて、QQ-MNCs

（1X104~5）、MNCs（1X104~5）、sham群としてPBS

を動注した。	

	

(2) Quality	and	quantity-controlled	

mononuclear	cells	(QQ-MNCs)培養	
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マウス左心室より末梢血を採取（800μl/匹）

し、リンパ球分離溶液（ナカライテスク、京都）

を用いて単核球を分離した。分離した単核球

からCD34陽性細胞、CD34陰性細胞を抗体ビー

ズ法によるAuto	MACSを用いて採取した。同定

されたCD34陽性細胞内未分化EPC分画を分離

し、SCF、TPO、Flt-3リガンド、VEGF、IL-6の

5種類の因子を加えた EPC分化増幅培養

(Masuda,	2012)	を5日間行い、5X105細胞/500

μlの濃度で培養した単核球細胞群をこの実

験に使用した（QQ-MNCs培養）。	

	

(3) 行動解析	

マウスの神経学的所見として、中大脳動脈

閉塞後7日目の時点で神経症候(Bederson	

score、Rotor	Rod試験)の評価を行った。	

	

(4) タンパク質発現の検討	

マウス中大脳動脈閉塞後7日目において、PB-

MNCs群（1X104個）、QQ-MNCs群（1X104個）とコ

ントロールとしてPBS動注群のマウスから麻酔

下で脳を摘出し、左右の大脳半球に分離した。

ホモジェナイジングバッファーにてホモジェ

ナイズし、3000rpmで遠心した後に、上清を採

取して、以後の実験に用いた。タンパク質定量

キット（BioRadプロテインアッセイキット）を

用い1レーンが20μgになるようにタンパク質

を定量し、loading	bufferを加えて、4-12%の

グラディエント・ゲルを用いて電気泳動を行っ

た。その後PVDF膜に転写し、室温で2時間３％

スキムミルクを含むPBS-T（Tween	20）溶液で

ブロッキングを行い、その後一次抗体として抗

マウスiNOS抗体（Stress	Gene,	USA）、抗goat	

VEGF（R&D,	MN,	USA）、抗ラットIL-10（Abcam,	

Cambridge,	UK）をPBS-T溶液で1000倍に希釈し

て、4℃にて一昼夜反応させた。一次抗体反応

後は、PBS-Tで3回洗浄し、二次抗体を反応させ

て、ECLキットにて発色させた。発色させたメ

ンブレンを画像解析装置にて取り込み、検出さ

れる目的のバンドにつきoptical	densityを測

定した。内因性のコントロールとして一次抗体

に抗ラビットβアクチン抗体を用いた。	

	

(5) 免疫組織学的検討	

マウスを麻酔下で開胸し、左心室よりPBSを

注入して脱血し、4%パラホルムアルデヒド

（PFA）にて灌流固定を行った。その後にマウ

ス脳を摘出し、4%PFA溶液に脳を浸漬し、

sucroseにて脱水を行った。脳はOCTコンパウ

ンドにて包埋して、-80℃保存とした。クリオ

スタットにて10μmの脳切片を作成し、後固定

として4%PFAに10分間インキュベーションし、

内因性ペルオキシダーゼ除去のために5mMの

H2O2溶液に10分間、室温でインキュベーション

した。5%	normal	goat	serum（NGS）、10分間

切片をブロッキングした後に、一次抗体とし

て抗goat	VEGF（R&D,	MN,	USA）、抗ラットIL-

10（Abcam,	Cambridge,	UK）をそれぞれ50倍

と100倍に5%	 NGSを含む溶液で、4℃、一昼夜

反応させた。その後、3回PBSにて洗浄し、室温

にて1時間二次抗体と反応させた。さらにPBS

で3回洗浄しABC法にてDABで発色させた。	

	

(6) 新生血管の評価	

QQ-MNCs動注による梗塞部位の新生血管の

形成を評価するために、中大脳動脈閉塞後7日

目の時点で、マウスを麻酔下で開胸し、右心

耳を切開して、静脈血を排出し、左心室より

2mlの生理食塩水を注入した。その後、50	

μL/mL	black	pigmented	ink	(Hitohada	gel,	

Exseal	Co.,Ltd.	Japan)を含む0.5mlのwhite	

urethane	 resinを注入した。その後脳を摘出

し、大脳表面をCCDカメラで撮影して、大脳皮

質表面の血管像を撮影した。測定には、中大

脳動脈閉塞大脳半球側で、中大脳動脈と前大

脳動脈の境界を中心に両側0.6mm幅の領域に

存在する血管の数をPBS動注群とQQ-MNCs	

1X104群で比較検討した。	

	

４．研究成果	



(1) QQ-MNCs動注により梗塞巣の減少	

梗塞範囲の検討では、大脳半球に占める梗

塞巣の割合（%）が、PBS動注群と比較して、梗

塞後7日と21日後において、PB-MNCs群（1X104

個、1X105個）、QQ-MNCs群（1X104個、1X105個）

ともに減少傾向にあったが、特にQQ-MNCs	

1X104個群において有意に梗塞巣の減少を認

めた（p<0.05）（下図）。行動解析や神経学的所

見では、PBS動注群とPB-MNCs群、QQ-MNCs群間

では明らかな変化を認めなかった。	

	

(2) 梗塞周囲（ペナンブラ）でVEGFおよびIL-

10陽性細胞の増加	

梗塞周囲部（ペナンブラ）の3か所（0.62mm2）

（拡大倍率X400）において、全体の細胞数に

対するVEGFおよびIL-10陽性細胞の割合を調

べた結果、PBS動注群（コントロール）と比較

して、PB-MNCs群（1X104個、1X105個）、QQ-MNCs

群（1X104個、1X105個）ともにVEGF、IL-10で陽

性細胞数が増加していた。さらにVEGF陽性細

胞では、動脈閉塞後7日目ではPBS動注群と比

較して、PB-MNCs群（1X104個）、QQ-MNCs群（1X104

個、1X105個）で有意差を認めた。また、閉塞

後21日後では、PBS動注群と比較してQQ-MNCs

群（1X105個）のみ有意差をもって陽性細胞が

増加していた。	

IL-10陽性細胞においては、PBS動注群と比

較して、閉塞後7日目でQQ-MNCs群（1X104個、

1X105個）で有意に陽性細胞の増加を認めたが、

21日目では有意な増加を認めなかった。	

	

(3) ペナンブラ領域での新生血管の増加	

ペナンブラ領域の新生血管数はPBS動注群と

比較して、QQ-MNCs群（1X104個）において有意

に増加しており、QQ-MNCsの血管新生能が示さ

れた(下図)。	

	

本研究は、自己再生細胞を用いて脳梗塞の

治癒を目指した研究である。現在までに様々

な脳梗塞治療薬が報告されてきているが、実

臨床に使用できる薬剤はほんの一部であり、

また、多くの動物実験モデルに投与されてい

る薬剤は、脳梗塞前に投与して梗塞巣の減少

が見られたとするものが多く現実的ではなか

った。本研究はそれらの研究とは異なり、脳

梗塞後に治療を開始するというリアルワール

ドの臨床に沿った形での治療を目指すもので

ある。今回の動物実験（マウス）での結果よ

り、中大脳動脈閉塞後1日で、QQ-MNCs	1X104で

の動注が最も梗塞巣を減少させることが明ら

かとなった。さらに、血管新生に重要な因子

であるVEGFとIL-10が、QQ-MNCs群（1X104個）

動注群の7日目でコントロール群（PBS動注群）

と比較して有意に上昇していたことより、こ

の時期に血管新生もしくは、抗炎症作用が強

く働くことが重要と考えられる。	

本研究の血管再生能に富み良質なEPCとと

もに抗炎症型マクロファージや制御性T細胞

の増加による抗炎症効果・免疫寛容効果を併

せ持つQQ-MNCs培養は世界で初めて開発した

技術であり、我々のみが成し得る独創的研究

である。特に、この細胞移植は、1)	培養開始

後1週間で移植可能となること、2)採血量が少

ないこと、3)	自己細胞なので免疫拒絶反応の

危険が少ないこと、4)	培養に際し特別な機器

や施設を必要としないことなど多くの臨床応

用上の利点を有する。	
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