
学位論文内容の要旨

博士の専攻分野の名称 博士（医 学） 氏 名 川堀 真人

学 位 論 文 題 名

Intracerebral, but not intravenous, transplantation of bone marrow stromal cells
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(骨髄間質細胞の頭蓋内直接投与は静脈投与に比較し、脳梗塞ラットの運動機能等を優位に

改善する)

【背景と目的】近年の多くの研究により、脳梗塞をはじめとした中枢神経疾患に対して、

骨髄間質細胞（bone marrow stromal cells; BMSC）移植による再生治療は失われた運動機

能等を改善しうると報告されている。しかしながら実際の臨床応用に向けて未解決の問題

も依然多く残されており、最適な移植細胞投与経路もその一つである。そこで本研究は、

ラット脳梗塞モデルに対して発症 1 週間後に BMSC を直接投与する方法と静脈投与する方法

を比較し運動機能改善等の治療効果を比較した。

【材料と方法】BMSC 採取は 8-10 週令のオスの SDラットより行った。吸入麻酔下で安楽死

させたのちに両側大腿骨を採取し内腔に存在する骨髄を Dulbecco's modified Eagle’s

medium（DMEM）で洗浄し骨髄細胞を採取した。その後 24 時間培養フラスコに入れ、浮遊細

胞を除去したのちに接着している細胞を継代 P1として使用した。3 回継代したもの（P3）

を実験に使用した。BMSC のラベリングには QD800（Invitrogen, USA）を使用した。100 万

個の細胞に対して 2nmol の QD800 を共培養しすべての細胞に取り込まれていることを確認

した。中大脳動脈永久閉塞モデルラットは 8週のオス SD ラットを用いて作成した。吸入麻

酔下で右側頭部を切開し開頭した。中大脳動脈を末梢部で確認し、分岐部で結紮・切離し

た。その後両側内頸動脈を 1 時間閉塞し、麻酔覚醒後に重度の麻痺症状が確認できたもの

を使用した。BMSC 投与はともに脳梗塞発症後一週間後に施行した。細胞投与量に関しては、

直接投与群は 100 万個、静脈投与群は 300 万個とした。直接投与は吸入麻酔下で前頭部を

正中切開し、Bregmaから3mm外側にburr holeを開け、脳表より6mm内側にHamilton syringe

を用いて自動注射器で 5分間かけて 20ul に溶解した BMSC を投与した。静脈投与群は吸入

麻酔科に尾静脈を切開し 27 ゲージのカテーテルを挿入し 3 分間で 1ml に溶解した BMSC を

投与した。運動機能評価はローターロッド検査を、脳梗塞前・脳梗塞後 1, 2, 3, 4, 5 週

目に施行した。移植した BMSC の遊走能を確認するために IVIS2000 imaging system (Xenogen,

USA)を使用し体外からの蛍光観察検査を行った。吸入麻酔下にラットを IVIS に安置し、上

方から 710nm の励起光を照射し頭蓋表面から出る蛍光を半定量的に測定した。QD800 原液が

おかれた Eppendorf tube を reference とし、rat の右頭頂部に 4mm の関心領域（Region of

interest; ROI）をおいて以下の計算式で示される Total efficiency を測定した。



Total efficiency (%)total emission light (photons / seconds)/ total excitation light(photons / seconds)

病理学的検討は脳梗塞５週後に施行した。4%パラホルムアルデヒド潅流を行った後に、脳を摘出し、

パラフィン包埋を作成した。4umのcoronal sliceを作成しQD800の分布とBMSCの分化について検討し

た。分化についてはグリア細胞に陽性となるGFAPと、神経細胞に陽性となるNeuNを選択し免疫組織

学的検査を施行した。

【結果】運動機能評価に関しては直接投与群が静脈投与群および Vehicle 群に比較し投与

後 2 週間後より優位に運動機能の改善を認めた。運動機能改善はその後 3, 4, 5 週目でも

同様の結果であった。蛍光 imaging による体外からの細胞観察に関しても直接投与群のみ

で投与後 2週目と 3週目で静脈投与群に比較し優位に強い蛍光を観察し、直接投与した細

胞が脳表の脳梗塞巣に遊走してきているのが確認された。病理標本による細胞分布に関し

て直接投与群では先の体外蛍光検査でも示されていたが、多くの BMSC が脳梗塞周囲に遊走

していた。一方静脈投与群においてはごくわずかな細胞が脳内に散在しているのが確認さ

れた。また直接投与された BMSC の一部は神経細胞やグリア細胞の表現型を獲得し NeuN,

GFAP が陽性となっていた。

【考察】脳梗塞に対する BMSC の有用性は過去に多くの報告がなされているが、それらの多

くは脳梗塞後 24 時間以内に静脈投与されているもので、亜急性期から慢性期にかけての静

脈投与の治療効果に関しての報告は少ない。その理由として BMSC の静脈投与による神経機

能回復のメカニズムは Neuro-protective theory と評されるように、BMSC から分泌される

多くの神経保護サイトカイン（BDNF や PDNF など）が傷ついている神経細胞に保護的に作用

することで損傷を軽くするといったものであるからと考えられる。実際 BMSC の静脈投与で

は過去の報告でそのほとんどが脾臓・肺にトラップされ脳内にほとんど細胞が確認されな

かったにもかかわらず運動機能改善をもたらしたとの報告が多く存在する。しかし実際の

臨床応用を考えた場合、患者本人の骨髄から BMSC を採取・培養するため現在の技術では早

期の細胞培養は難しく急性期の治療は不可能であり、亜急性期～慢性期での投与となって

しまうが、亜急性期～慢性期での静脈投与の報告は少なく、脳神経が不可逆的に損傷され

た後に静脈投与がどの程度神経機能回復をもたらすかは不明であったが、今回の我々の実

験で脳内に投与された BMSC はほとんど存在せず、十分な機能改善を得ることはできなかっ

たことが示された。一方直接投与は新たな脳損傷の危険性があるものの、十分量の BMSC を

脳内に送ることができることが利点であった。Neuro-restorative theory と評される、投

与された BMSC が梗塞巣に遊走し、神経細胞が失われた場所において、神経細胞の表現型を

獲得し新たな network を構築することが今回の我々に実験でも実証された。

【結論】本研究は脳梗塞 1 週間後に BMSC を投与する際に直接投与した方が静脈投与するよ

りも運動機能を優位に改善させることを初めて報告したものである。また実際、脳内に生

着・分化した細胞も直接投与群の方がより多いことが証明され、体外からの in-vivo 蛍光

検査でもそれを証明した。




