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研究成果の概要（和文）：虚血性脳血管障害に対して、神経再生療法が有効かどうかを検討するために、マウス
ES細胞から分化誘導して作成した大脳皮質前駆細胞をマウス脳虚血領域に移植し、その効果を検討した。その結
果open fieldを用いた行動評価では、未治療群に比して治療群で有意な改善効果を認めた。さらに組織学的検討
で障害半球における視床での神経の虚血性２次変性が治療群では有意に改善した。この結果は移植したES細胞由
来神経幹細胞が、脳血管障害のモデル動物での神経障害を改善することを示唆しており、虚血性神経細胞障害に
対するES細胞を用いた神経再生療法の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Stroke is the leading cause of disability and the third cause of death in 
the world. Despite intense investigations, no therapy that prevents stroke-induced brain damage and 
neurological dysfunction has emerged. Recently a growing number of evidence supports regenerative 
medicine is working to restore structure and function of damaged brain tissues. In this study, we 
investigated the effects of transplantation of the neural stem cell derived from ES cells on 
cerebral ischemia. Consequently we have demonstrated that neural stem cells derived from embryonic 
stem cells have shown protective effects on ischemic insults. Our results have suggested that stem 
cell therapy has proven effective in promoting functional recovery and protecting secondary 
degeneration of the thalamus in animal models of cerebral ischemia and therefore represents a 
hopeful therapy for this unmet medical condition, although further investigations must be required 
to clarify their repair mechanisms in the brain.

研究分野：神経科学
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  １版



１．研究開始当初の背景 

 近年再生医学の進歩はめざましく、胚性

幹細胞（ES 細胞）、人工多能性幹細胞（iPS

細胞）、更には組織幹細胞（＝神経幹細胞

など）を用いた再生医療が試みられている。

幹細胞は自己増殖能と多分化能を持ち、多

種多様な組織になりうる潜在能力を有する

細胞である。同時に、幹細胞は様々な栄養

因子を分泌することも知られている

(Neurology 13 Suppl 1: S207-12, 2012)。 

 幹細胞の自己増殖能と多分化能、栄養因

子分泌能などの機能は、虚血性脳血管障害

の治療に有用と考えられている。例えば ES

細胞や神経幹細胞の脳梗塞巣への移植が脳

虚血障害の治療に有効（Brain 129:3238-48, 

2006）であることが報告されている。また

脳虚血により、内在性の神経幹細胞が活性

化し、増殖すること（Mol Cell Neurosci, 

23,292-301, 2003）も知られている。各種

幹細胞のなかで、ES 細胞や iPS 細胞は発癌

性という問題を抱えているが、組織幹細胞

とは異なり、十分な量を確保することが可

能である。従って、ES 細胞や iPS 細胞から

神経前駆細胞（= NP）への分化誘導を確実

に行い、発癌性を完全に制御することが可

能になれば、両者は臨床上きわめて有用な

幹細胞と考えられる。 

 
２．研究の目的 

 最近特殊コートをした培養プレートで

ES 細胞を培養すると、浮遊した ES 細胞同

士が凝集して浮遊 ES 細胞塊（= EB）を形成

し、約８割の細胞が NP に分化することが見

い だ さ れ た 。 こ の 手 法 は SFEB 法

(serum-free floating culture of embryoid 

body-like aggregate)と名付けられている

(Nature Neurosci. 8:283-296, 2005)。ま

た Nodal シグナルや Wnt シグナルは初期の

神経分化に対して抑制的に働くことが知ら

れているので、SFEB 法を用いて作成した EB

での Nodal および Wnt シグナルを Lefty-A

及び DKK(Dickkopf)-1 にて阻害してやると、

ほぼ全ての ES 細胞を NP へ分化誘導できる

ことが明らかとなった(PNAS USA 105: 

11796-801, 2008)。 

 
 一方 Foxg1 は終脳（＝大脳）の region 
specific marker( = 胎生期に Foxg1 が発現
するすると大脳へ移動するマーカー)とし
て知られている（Curr Opin Genet Dev. 22: 
323-30, 2012）。そしてこの FoxG1 を発現
しているNPをFACS sorterにて選別するこ
とで、ES 由来の NP のうち、大脳皮質にな
ることが運命づけられた大脳皮質神経前駆
細胞（＝CNP）を単離し、腫瘍化する可能性
のある未分化細胞を完全に除去することが
可能となった(Dev Growth Differ 54: 
349-57, 2012)。 
 

 そこで本研究は、上記改良型 SFEB 法を用

いて作製した大脳皮質になることが運命づ

けられた CNP を、大脳皮質のみに脳梗塞を

起こす脳虚血モデルマウスに移植し、その

脳虚血保護効果を詳細に検討することで、

脳血管障害に対する革新的な神経再生療法

を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
１）動物： 
本実験には 16週齢の SCID マウス（CB17/Icr- 
Prkdcscid/CrlCrlj: 日本チャールスリバー）
を使用した。実験動物を一定の明暗サイクル
及び温度（22±1℃）条件下に飼育し、餌と
水は自由摂取とした。 
 
２）マウスＥＳ細胞から神経幹細胞への分
化誘導： 
Wataya 等の方法(PNAS USA.105: 11796-801, 
2008)に従い、SFEB(serum-free floating 
culture of embryoid body-like aggregate)
法にてマウスＥＳ細胞(BF1:: venus)から
神幹細胞への分化誘導を行なった。 
 



３）大脳皮質特異的神経幹細胞の単離と未
分化細胞の除去： 
Eiraku 等の方法(Cell Stem Cell 3:519-32, 
2008)に従い、大脳に特異的な regional 
markerである FoxG1遺伝子座にVenus遺伝
子をレポーター遺伝子としてノックインし
たES細胞株(FoxG1::venus株)をSFEB法で
神経幹細胞に分化させた後、FoxG1 遺伝子
を発現し Venus の蛍光（緑色）を発してい
る細胞を FACS Sorter にて分離した。 
 
４）右中大脳動脈の永久閉塞 
ナイロン栓子法により右中大脳動脈起始部
を閉塞させた。手術中は直腸温を 37.0±
0.2℃に保った。その後麻酔から覚醒してい
ることを確認後、室温の飼育ケージに戻した。 
 
５）大脳皮質特異的神経幹細胞の移植 
右中大脳動脈閉塞後３日目に、上記２－３）
の方法により作成した約 100 万個の大脳皮
質特異的神経幹細胞を、開頭後、脳梗塞部
周辺に注入した。 
 
６）行動評価： 
空間認知障害の程度を検討するために、大
脳皮質特異的神経幹細胞注入後４週目に
Open field 試験を施行した。60cmx60cm 四
方のアクリル箱に 60 分間マウスを入れ環
境に順化させた。そして引き続き 30 分の間
マウスの活動性を 5cm 間隔で配置した赤外
線センサーにて計測した。その後照明を
off として暗室とし同様に活動性を検討し
た。 
 
７）免疫染色： 
行動評価終了後、マウスをペントバルビタ
ールにて深麻酔し、4％のバラフォルムアル
デヒドを含む 0.1M リン酸緩衝液で経心的
に灌流固定した。その後 4℃で一晩、同固
定液に浸漬した。その後パウダードライア
イスで急速凍結後、Oct compound に包埋し、
cryostat にて厚さ８ミクロンの冠状断切
片を作成した。そして caudate-putamen の
うち Ventroposterior (VP) nucleus を含む
断面を用いて以下の免疫染色を行った。 
まず、10%正常ヤギ血清にて３０分間インキ
ュベートした後、一次抗体として抗 MAP2
抗体（mouse monoclonal Ab: Sternberger）
を用いて２時間インキュベートした。次い
で二次抗体として Biotinylated horse 

anti-mouse IgG を用い 30 分間インキュベ
ートした。最後に Vectastain ABC 試薬で
30 分間インキュベートした後、peroxidase 
substrate solution で 15 分インキュベー
トした。 
 
８）統計的処理： 
各分析データは One way analysis of 
variance followed by Bonferroni’s 
multiple comparison test にて評価し、p
値が 0.05 以下を有意とした。全てのデータ
は mean±SD にて表記した 
 
４．研究成果 
１）行動評価： 
図１に示す様に、大脳皮質特異的神経幹細
胞移植群(MCAO+ES 群)は非移植群（MCAO 群）
に比して有意に、明室での自発運動活性の
抑制が改善した（** P < 0.01: * p< 0.05）。
sham: sham-operation 群 
 
図１：昼夜の自発運動活性比： 

 
２）線条体における神経障害 
図２に示す様に、移植後 1ヶ月目に線条体
での神経細胞数を MAP2 染色にて確認した。
その結果大脳皮質特異的神経幹細胞移植群
(MCAO+ES 群)は非移植群（MCAO 群）に比し
て明らかに神経細胞傷害が軽減しているこ
とが明らかとなった。scale bar = 50μm 
sham: sham-operated control 群 
 

 



図２：caudate-putamen における MAP2 染色 

 
更に図３に示す様に、残存神経細胞密度を
検討すると、大脳皮質特異的神経幹細胞移
植群(MCAO+ES 群)は非移植群（MCAO 群）に
比して、有意に神経細胞密度比の改善を認
めた。sham: sham-operated control 群 
 
図３：caudate-putamen における神経密度 

 

３）結語： 
脳血管障害における再生医療の可能性を検
討するために、局所性脳虚血モデルマウス
にマウス ES 細胞から分化誘導した大脳皮
質特異的神経幹細胞を移植した。その結果
治療群では非治療群に比して、有意に自発
運動活性が改善し、脳虚血による２次性神
経細胞死が抑制された。以上の結果は虚血
性脳血管障害に対して、神経幹細胞を用い
た再生医療法が有用であることが示唆され
た。さらに ES 細胞または iPS 細胞から分化
誘導した大脳皮質特異的神経幹細胞を用い
ることにより、大量の神経幹細胞を用意す
ることが可能となり、臨床応用が可能であ
ることが示唆された。。 
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