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【研究の背景】

脳卒中は寝たきり原因の第 1 位、医療費の約 1 割を費やす重要な克服すべき疾患である。脳梗塞は脳卒中の 7 割を占

め、機能予後を改善する治療の開発が社会的に求められている。脳梗塞の治療として、急性期の治療は、血栓溶解薬組織

プラスミノーゲンアクチベーター（tPA）療法や血管内治療による再灌流療法が確立している。一方、亜急性期・慢性期の内

科的治療は、再発予防のみである。さらに、再灌流療法は短い治療可能時間、特別なデバイスが必要であるため、全体の

10％までしか行えず、仮に再灌流できても、半数以上が後遺症を有する 1)。つまり、脳梗塞慢性期の機能回復を促進する新

しい治療法の検討は、喫緊の課題である。 

近年、脳梗塞に対して、iPS 細胞を含めて様々な幹細胞療法が検討されている。しかし、１．幹細胞は数が少なく、時間を

かけて特殊な培養で細胞数を増やす必要があること、２．癌化の危険性があること、３．条件付き先駆け承認されたステミラッ

ク注も含めて非常に高額であり、幅広く応用するのは今だ困難である 2)。その一方、ミクログリア、末梢血単核球（PBMC）は

病変部に集簇しやすいこと、刺激によっては保護的な成長因子を分泌することから、細胞療法として有利な性質を有してい

る。申請者は、初代ミクログリアや PBMC に軽い虚血刺激（低酸素低糖刺激;OGD）を加えることで、保護的な細胞に極性を

かえる技術を開発した 3,4)。急性期に十分な治療が行われず、後遺症が見られるラットの慢性期に細胞を投与することで、投

与細胞は、脳梗塞病変に集簇し、血管内皮増殖因子（VEGF）、トランスフォーミング増殖因子（TGF）-β分泌による、血管新

生、神経軸索伸展を促進し、機能予後を著明に回復させることを示した。OGD で組織保護的に極性を変化させたこれらの

細胞の作用機序として、投与した細胞が脳梗塞病巣へ遊走することも報告している。さらに血管新生、軸索伸展に関しては、

1．成長因子等や細胞自体を介した血管新生が軸索伸展をガイドする作用、2．細胞自体の転換によることを考えている 2,5)。

つまり、PBMC を用いて性質変換することで、一般病院でも脳梗塞後の機能回復を目指した細胞療法を行える可能性を示し

ている。 

 

【目 的】

OGD-PBMC投与後の脳梗塞期の回復の作用機序の解明を行う。具体的には、１．ヒト由来 OGD-PBMCによる細胞療法

でも脳内修復促進における血管新生、神経軸索伸展を認めるかを検証する、さらに、２．OGD-PBMC による細胞修飾の細

胞間連絡シグナルの解明を行う。 

 

【方 法】

ラット塞栓糸モデルを用いて、in vivoの検討を行った 3)。PBMCの分離は、フィコール分離により実施した 4)。 

１． 投与後の血管新生、神経軸索伸展を共焦点レーザー顕微鏡で観察し、３D解析 IMARISで評価した。  

２． OGD 前後の転写因子の検討で、Hif-1αを標的とする一次抗体と細胞抽出液、培養馴化培地を用いたウェスタン

ブロッティングを行った。さらに、miRNA（miR）の阻害薬を投与し、その下流のHif-1α発現をウェスタンブロッテ

ィング、VEGF分泌は培養馴化培地を Luminexアッセイにて検討した。 
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【結 果】

１．ヒト OGD-PBMC投与は、血管を新生し、神経軸索を進展させる 

脳虚血 28日後（細胞移植 21日後）の脳サンプルを用いて、免疫蛍光染色で検証した。細胞投与後、虚血辺縁部にお

ける血管新生マーカーCD31の免疫反応性は、PBS投与群に比し、OGD-PBMC投与群で増加していた。また、同部位に

おける軸索マーカーSMI31の免疫反応性は、PBS投与群に比し、OGD-PBMC投与群で増加していた。 

２．OGD刺激によって PBMCにおいて Hif-1αが誘導される 

OGD 刺激後、Hif-1αを定性的に評価するために、培養馴化培地と細胞抽出液のウェスタンブロッティングを行った。

通常培養では、培養馴化培地と細胞抽出液から Hif-1αのシグナルは検出されなかったが、OGD 刺激後には細胞抽出

液でのみ Hif-1αのシグナルが検出された。 

３．miR阻害配列により、OGD-PBMC中の Hif-1α誘導は亢進する 

OGD 刺激を行う際、miR の特異配列を添加した。これより、転写因子 Hif-1 の発現が変化するのか、さらに変化するの

であればその下流に位置する VEGF 分泌が変化するのかを検証した。コントロール配列に比して、miR の阻害で、Hif-1

の発現は増加した。さらに、VEGFの分泌能の変化を培養馴化培地の Luminexアッセイで評価したところ増加していた。 

 

【考 察】

OGD 刺激後の保護的 PBMC 投与は、亜急性期から慢性期脳梗塞の機能回復を促進する新しい治療法として有望であ

る可能性を示している 4)。今回、この細胞療法の作用機序を検討した。OGDによる PBMCの保護効果獲得機序は、１．OGD

刺激で、PBMCは転写因子 Hif-1αの発現が増加した。また、Hif-1の発現は miR阻害により増加し、さらに VEGF分泌も増

加させることを見出した。Hif-1のメッセンジャーRNAに、miRが作用することで Hif-1は発現が調節されている 5)。さらに Hif-

1は VEGF発現を促進させる転写因子であり、miR-Hif-1-VEGFの系が OGD-PBMCの極性変化に関与していると考えた。 

VEGF は、血管新生や神経軸索の進展を誘導する 6,7)。実際に、OGD 刺激 PBMC を脳梗塞ラットに投与すると、脳内で

VEGF が増加することを示しているが 4)、今回、ヒト由来細胞投与でも血管新生・軸索進展の促進を来すことが異なる細胞種

でも検証できた。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】

本技術は、採血のみで投与細胞を採取でき、閉鎖系でこれを行うことができれば、一般病院でも治療可能なスキームとな

ると考えている。現在、臨床応用を目指して、投与を簡便に行うスキームを確立すべく、産学官連携の研究が進行している。  
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