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要 旨

当研究室では， これまでミクログリアに軽度の脳梗塞類似の刺激， すなわち低酸索低糖刺激
(OGD) を加えることにより， ミクログリアを保護的な極性に変える技術を開発した また，

OGD ミクログリアを， 脳梗塞 7日後に後遺症を有するラットに， 動脈投与することで機能予
後を著明に回復させることを示した． しかしながら， ミクログリアは成体から分離することが
困難である． そこで， 同技術のさらなる臨床応用を目指して， ミクログリアに類似した性質を
持ち， 簡便に取得できる末梢血単核球 (PBMC) に着Hした. OGD 刺激を加えた PBMC が，
ミクログリア同様， 脳梗塞治療効果を有するかを検討した．

ラット末梢血からフイコ ー ルを用いて， PBMC を遠心分離し， 18 時間 OGD 刺激 (OGD­

PBMC), あるいは 18 時間通常培養 (Normoxic-PBMC) を行った． 保護的極性の評価として，
培養培地を用いて， 強力に血管新生， 軸索進展を誘導する血管内皮増殖因子 VEGF のウエス
タンブロ ッ テ ィ ン グを行った． 次に一過性局所脳梗塞モデルラットを作成し， 脳梗塞7日後に
OGD-PBMC, あるいは Normoxic-PBMC を投与した 細胞投与 21 B 後の標本で VEGF の免
疫染色を行った． また， 血管内皮のマ ー カ ー である CD31, 神経軸索のマ ー カ ー である SMI31

についても同様に免疫染色を行い， 血管新生， 軸索伸展の定量的評価を行った． さらに， コ ー

ナ ー テストを用いて， 細胞投与後のラットの神経学的機能評価を行った. VEGF のウェスタン
ブロッティングでは， OGD-PBMC では VEGF の分泌が認められたのに対し， Normoxic-PBMC 
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では認められなかった また免疫染色では，Normoxic-PBMC 投与群に比し，OGD-PBMC 投
与群では虚血中心部辺縁で，VEGF の発現が充進していた (p < 0.001). また，Normoxic­

PBMC 投与群に比し， OGD-PBMC 投与群では虚血中心部辺縁・ペナンブラにおける血管新生，
およびペナンブラにおける軸索進展が九進していた（各 p <0.001). コ ー ナー テストでは， 細胞投

与 21 日後に， OGD-PBMC 投与群は対照群に比し，機能回復が認められた (p = 0.020). 

以上から，18 時間の OGD 刺激は， PBMC を保護的な極性に変え，OGD-PBMC 投与は，血

管新生，神経軸索進展を介して，脳梗塞後の機能回復を促進する可能性が示唆された．

キ ー ワ ー ド：脳梗塞， 細胞移植療法， 末梢血単核球， 低酸素 低糖刺激， 血管新生， 軸索

進展

緒 言

脳血管障害は国内の死亡原因の第3位であり，

8.2% を占める（厚生労働省 平成29 年人口動態

統計（確定数）の概況より）. 65 歳以上の要介護

の 原因疾患の17.2% と最多であり（内閣府 平成

29 年版高齢社会白書（全体版）より）， 救命でき

たとしても重度の後遺症が生じる． 現在， 脳梗塞

後遺症の機能回復療法として確立された ものは，

リハビリテ ー ションのみであり， さ らなる機能回

復療法の開発が望まれている．

骨髄 由来の細胞を用いた細胞移植療法が， 脳梗

塞後遺症の回復に有効であることが報告されてい

る凡 しかし， 脳梗塞の再発予防治療として， 抗

血小板療法や抗凝固療法が実施 される患者に対

し， 骨髄穿刺を実施して細胞を回収することは，

安全面での 懸念が生じる． また ，ES 細胞を用い

た 幹細胞療法は， 倫理 面での問題， iPS 細胞を用

いた細胞療法は癌化の懸念もあり， 細胞療法が一

般に普及するた めには， 安全かつ簡便で， 自己 由

来の細胞療法が望ましい．

当研究室 ではこれまで， 軽度の脳梗塞類似の

刺激 すなわち低酸索低糖 (oxygen-glucose

deprivation, OGD) 刺激を加えることにより， ミ

クログリアを保護的な極性に変える技術を開発し

た 2). ミクログリアには， 大別して炎症誘発性の

ミクログリアと， 組織保護的に働く抗炎症性ミク

ロ グリアの2つの極性が存在する叱 このうち抗

炎症性保護的ミクロ グリアは血管内皮増殖因子

(VEGF), プログ ラニュリンなどの組織修復因子

を分泌し， 血管新生や神経軸索進展を促すなど組

織保護的に作用することが知られているり 当研

究室 では， ミクロ グリアに18 時間 OGD 刺激を

加えることにより， ミクロ グリアからのVEGF

分泌が充進することを示した また ， OGD 刺激

を加えたミクログリアを， 脳梗塞後遺症を有する

ラットに， 脳梗塞 7日後に動脈投与することで機

能予後を著明に回復させることを示した 叫

しかしながら， ミクログリアはヒトの成体から

分離することが困難である． 同技術の さ らなる臨

床応用を目指して， より簡便かつ安全に取得でき

る 細 胞 と し て末 梢 血単核球 (peripheral blood 

mononuclear cells, PBMC) に着Hした 単球・

マクロファ ー ジなどを含む PBMC は， ミクロ グ

リア類似の性質を持ち， 脳梗塞後の病態に関与す

ることが知られている叫 そ こ で， 本研究では

OGD 刺激を加えたPBMC が，ミクログリア同様

脳梗塞治療効果を有するかを検討した ．

材料と方法

本研究は， 新潟大学動物実験倫理 委員会の承

認を受け (# SD00931), 新潟大学動物実験指針

および ARRIVE (Animal Research: Reporting In 

vivo Experiments) ガイド ラインに従って実施した6).

1. 初代細胞培養

体甫 290 ~ 320g の雄性Sprague-Dawley (SD) 

ラットを使用した ． イソフル ラン吸人で麻酔を維

持し， 開胸下に心腔穿刺を行い， 末梢血を採取し

た. Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare, 

17 -5446-02) を用いて，PBMC を遠心分離した ．
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通常培養条件では， 分離した PBMC をグルコ
ー ス濃度4500 mg/L の培地 (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium, Sigma Aldrich) を用いて37℃で

19 時間培養した．

OGD 条件では，PBMC とグルコー ス濃度1000
mg/L の培 地 を 低 酸索 チ ャ ンバ ー (Billups­
Rothenburg, Del Mar, CA, USA) 内に静置した．

95% 窒素 ， 5% 二酸化炭素 の混合ガス を1 時間充

填した後密封し37℃で18 時間培養した． この

刺激で， 4 時間 後にはチャンバ ー 内は伍濃度

0.1-0.4% に低下することが示されている凡

2. ウェスタンブロッティング

OGD 刺激を加えた PBMC (OGD-PBMC) お

よ び ， 通 常 培 養を 行 っ た PBMC (Normoxic­
PBMC) の培地 を採取し， 2-メルカプトエタノ ー ル

を加えて煮沸した. Tris-glycine SDS-PAGE で

電気泳動し， そ の後PVDF 膜に転写し， 5% スキ

ム ミルクと0.1% Tween-20 でブロッキングした． 一

次 抗体 は ウサギポリクロ ー ナル抗VEGF 抗体

(Abeam, ab46154, 1000 倍希釈）を用いて， 4℃で

一晩反応させた. PBS で洗浄 後， horseradish

peroxidese (HRP) 標識抗ウサギ抗体を室温で1
時 間反応させ， Enhanced Chemiluminescence 
(GE Healthcare) を用いて， VEGF の蛋白バンド

を ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Life 
Science) で撮影した． 内部コントロ ー ル として，

トランスフェリンを使用し， ImageJ (National 

Institute of Health, Bethesda, MD, USA) を用い

て， トランスフェリン に対 するVEGF の発現強

度を半定量 した．

3 .  一過性局所脳梗塞モデル

体重 290 ~ 320g の雄性SD ラ ットを イソフ

ルラン吸入で麻酔を維 持し， 手術を実施した． 手

術中， 深部 体温 を経直腸的 に測定し， 37.0士

0.5℃に維 持した 手術 用顕微鏡 の直視下に前頸

部を正中切開後， 左総頸動脈 ・ 外頸動脈 ・ 内頸動

脈 を露出した． 外頸動脈 を結紫し， 切断した． そ

の後，外頸動脈断端にナ イロン糸 （径 0.148mm)
を挿入し， 中大 脳動脈 を閉塞した. 90 分 後にナ

イロン糸 を引き 抜き ， 血流 の再 開 通 を行った 8).

4. 細胞移植

5Xl炉個 のOGD-PBMC およ び ， Normoxic­
PBMC をそ れぞ れPBS 200µ1 で懸濁した． 脳梗

塞を 作 成 し たラ ッ ト を無作為に3 群 (OGD­
PBMC 投与群， Normoxic-PBMC 投与群， PBS

投与群）に割りつけた． 脳梗奎 7B 後に左外頸動

脈断端から， 細胞 懸濁液 ， あるいはPBS を緩徐

に注入した． 全ての群で同量 のPBS を用いた．

5. GFPマウス

大阪大学遺伝情報実験センター で作成され， 新

潟大学脳研究所動物資源開発研究分野にて飼育さ

れたgreen fluorescent protein (GFP) マウス を

用いて， ラ ット 同様にPBMC を遠心分離した．

GFP マウス 由来のPBMC を18 時間 OGD 刺激，

あるいは通常培簑した． 脳梗塞7 日後に， ラ ット

の 左外頸動脈断端からGFP マウス 由来のOGD­
PBMC, Normoxic-PBMC を緩徐に注人した． 脳

梗塞10 B 後（細胞移植3 日後）のラットをイソフ

ルラン過剰 投与で安楽死させた後， 4℃生理食塩

水， および 4% パラホルムアルデヒド ・ リン酸緩衝

液 を用いて灌流 後， 脳を摘出した． 摘出した脳を

free-float 法で50µm 原に薄切し7\ 二光子 顕微鏡

(LSM710; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) 

で観察 を行った．

6. 免疫染色

脳梗塞28 B 後（ラ ット由来PBMC 移植21 日

後）のラットをイソフルラン過剰投与で安楽死さ

せた後， 4℃生理食塩水， および 4% パラホルム

アルデヒ ド ・ リン酸緩衝液 を用いて灌流 後， 脳を

摘出した． 摘出した脳 をパ ラフィン で包埋し，

4µm 原に薄切した． パラフィン標本を， メタ ノ ー

ル で処理後， オ ー トクレ ー ブ (121℃, 10 分間 ）

による抗原賦活 を行っ た. 1% ウシ血清アル ブ ミ

ン— PBS で30 分 ブロ ッキ ングした後， 一次抗体

はウサギポリ クロ ー ナル抗VEGF 抗体 (Santa
Cruz, sc-152, 200 倍希釈）， マウスモノクロー ナル

抗MAP-2 抗 体 (Sigma Aldrich, M9942, 250 
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倍希釈）を用いて 4℃で 一 晩反応させた 蛍光標

識された二次抗体(Alexa Fluor)を100倍希釈

し， 室温で1時間反応させ， Vectashield 4', 6'­

diamidino-2-ph enylindole  (DAPI) (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA)で封入した

同様に， 血管内皮のマー カ ーであるCD31, 神

経軸索のマー カ ーであるSMl31 についても， 一

次抗体としてマウスモノクロ ー ナル抗CD31抗体

(Dianova, DIA-310, 20倍希釈）， マウスモノク

ロ ー ナ ル 抗SMI31抗 体(BioLegend, 801601, 

500倍希釈）を用いて， MAP2と の免疫二重染色

を行った

MAP2陰性の領域を虚 血 中 心， そ の辺縁の

MAP2陽性の領域を ペ ナンブラと定義し， 二光

子顕微鏡(LSM710; Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany)で観察を行った

630倍の強拡大にて， 虚血中心， ペ ナンブラ の

各領域につき， 1サンプル あたり重複のない7視

野を観察した デ ー タ は0.03-m而の関心領域

(ROI)から定位的に取得した. z 軸方向に0.15

µm間隔でデー タを取得し， 3次元画像を再構成

し た!MARIS imaging software (BitplaneAG, 

Zurich, Switzerland)を用いて， 盲検的にデー タ

の定量的評価を行った砂

7. 神経学的機能評価

脳梗塞前及び，脳梗塞後 0日， 1日， 4日， 7 日，

10 B (細胞移植3日後），14日（細胞移植7日後），

21日（細胞移植14日後）， 28日 （細胞移植21日

後） の段階で， コー ナー テストを用いた運動・感

覚機能の評価を行った 10). 治療効果の評価は盲

検的に実施した

8. 統計学的評価

全ての デー タは平均士標準偏差で表記した2

群間の比較には， 対応のないt検定を用い， 3群

間以上の比較には1元あるいは2元配置分散分析

を用いた その 後， ダネット あるいはボンフェロー

二のポストホック解析を行った 統計学的処理に

はSPSS(ver. 25.0. Armonk, NY, USA)を用い

た.P値が0.05未満の ものを統計学的有意とした
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VEGFに対するウェスタンブロッティング. PBMC: 
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glucose deprivation, VEGF: vascular endothelial 
growth factor. 
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たのに対し， Normoxic-PBMCでは認められなかっ
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図2 OGD-PBMCの脳内への移行
脳梗塞7日 後の ラットに， GFPマウス由来の

Normoxic-PBMCあるいはOGD-PBMCを移植し， 脳
梗塞10日後 （細胞移植3日後）にVEGFに対する免疫
染色を行った. OGD-PBMC投与群ではGFP陽性細胞
が認められたのに対し， Normoxic-PBMC投与群ではみ

とめられなかった. GFP: g reen fluorescent protein, 
PBMC: peripheral blood mononuclear cells, OGD: 
oxygen-glucose deprivation (N = 3). 
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図3 PBMCを移植したラットの脳のVEGFの発現， 血管新生 ・ 軸索伸展

A)脳梗塞7日後のラットにNormoxic PBMCあるいはOGD-PBMCを移植し， 脳梗塞28日後 （細胞移植21日後）

に VEGFに対 する免疫染色を行った . PBMC: peripheral blo o d  mononuclear cells, OGD: oxygen-glucose 

deprivation, VEGF: vascular endothelial growth factor. 

B)脳梗塞28日後，OGD-PBMC投与群では， Normoxic-PBMC投与群に比し， 有意に虚血中心辺縁部でのVEGFの

発現が充進していた("p< 0.001). N = 28. 

C)脳梗塞7日後のラットにNormoxic-PBMCあるいはOGD-PBMCを移植し，脳梗塞28日後（細胞移植21日後）に

CD31に対する免疫染色を行った． 虚血中心辺縁部， ペ ナンブラにおけるCD31の免疫反応性は， Normoxic­

PBMC投与群に 比 し， OGD-PBMC投与群で有意に大きかった（各'p < 0.01). N = 28. CD31: cluster of 

differentiation 31. 

D)同様に， 脳梗塞28日後（細胞移植21日後）にSMI31に対する免疫染色を行った ペ ナンプラにおけるSM131の

免疫反応性は， Normoxic-PBMC投与群に比し， OGD- PBMC投与群で有意に大きかった('p< 0.01). N = 28. 
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結 果

1. OGD-PBMC では VEGF が分泌される

ラット由来のPBMC の 保護的極性への変 化を

定量的に評価するた めに， VEGF のウェスタンプ

ロッテ ィングを行った. OGD-PBMC ではVEGF

の分泌が認められたのに対 し， Normoxic-PBMC

では認められなかった (P = 0.029) (図 I A, B). 

2. OGD-PBMC は細胞移植後， 脳梗塞後のラッ

トの脳内に移行する

脳梗塞モデル ラット に投与したPBMC が， ラ

ットの脳 内に移 行するかについて，GFP マウス

由来のPBMC を用いて検討した ． 脳梗塞10日後

（細胞移植3 日後） に，OGD-PBMC 投与群では，

虚血中心とペナンブラの境界にGFP 陽性細胞が

認められた の に対 し， Normoxic-PBMC 投与群

では認められなかった（図2).

3. OGD-PBMC を移植したラットでは， 脳内の

VEGF 発現を認める

次 に， 脳梗塞モデル ラット に ラット由来の

OGD-PBMC を移植した後， 脳 内でVEGF の発

現を認めるかもしくは増加 するのかを免疫蛍光染

色で検証した．偽手術を行った ラットの脳内では，

VEGF が認められなかったのに対 し， 脳梗塞28

日後（細胞移植21 日後）の ラットでは， 虚血中

心 辺 縁 部 でVEGF を認 め た． さ らに， OGD­

PBMC 投与群では， Normoxic-PBMC 投与群に

比 し，VEGF の発現が増加 していた (p < 0.001, 

図3A, B). 

4. OGD-PBMC を移植したラットでは血管新生

が充進する

当研究室ではこれまで， 18 時間 OGD 刺激を加

えたミクログ リアを， 脳梗塞モデル ラットに移植

することで， ラットの虚血中心辺縁部 で血管新生

が充進することを報告した 叫 そ こでミクログ リ

ア同様に， ラット由来のOGD-PBMC を移植し

た脳梗塞モデル ラットで脳 内の血管新生が充進す

るかについて， 免疫蛍光染色で検証した． 血管内

皮のマー カー であるCD31 に対 する抗体を用いた

免疫蛍光染色で血管新生を定量的に評価した 2).

悩梗塞28 B 後（細胞移植21 日後）， 虚血中心辺

縁部 におけるCD31 の免疫反応性は， Normoxic­

PBMC 投与群に比し， OGD-PBMC 投与群で大き

かった(p<O. Dl, 図 3C 上段）． また， ペ ナンプラ

におけるCD31 の 免 疫反応 性 も， Normoxic­

PBMC 投与群に比し， OGD-PBMC 投与群で大き

かった(p <0.01, 図3C 下段）．

5. OGD-PBMC を移植したラットでは軸索伸展

も生じる

次 にラット由来のOGD-PBMC を移植したラット

の脳 内で軸索伸展が生じるか免疫蛍光染色で検証

した ． 軸索のマーカー であるSMI31 に対 する抗体

を用いた免疫蛍光染色で， 軸索伸展を定量的に評

価した 2). 脳 梗 塞28 日後（ 細 胞移植21 日後），

ペナンブラにおけるSMI31 の免 疫反応性 は，

Normoxic-PBMC 投与群に比し， OGD-PBMC 投

与群で増加していた(p <0.01, 図3D).

6. OGD-PBMC を移植したラットでは， 脳梗塞

後の機能が著明に改善する

最後に， OGD-PBMC 細胞移植療法が脳梗塞

後の運動・感覚機能障害を改善させるかコー ナー

テストを用いて検証した ． 脳梗塞28 日後（細胞移

植21 日後） に，OGD-PBMC 投与群では， PBS

投与群に比し， 有意に運動・ 惑覚機能障害が改善

した (p = 0.020). 一方， Normoxic-PBMC 群と

PBS 投与群の間 に運動・ 感覚機能障害に有意差

はなかった (p = 0. 77) (図4).
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図4 コ ー ナ ー テストを用いた運動 ・ 惑覚機能評価
脳梗塞 28 日後（細胞移植 21 8後）に，OGD-PBMC

投与群では，PBS 投与群に比し，有意に運動 ・ 感覚機
能障害が改善した(#p = 0.020). 
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考 察

今 回 ， OGD 刺 激 を PBMC に 加 え る こ と に よ り ，

PBMC か ら の VEGF 分泌が 生 じ ， PBMC が組織

保護 的 な 極性 に 変 わ る こ と を 示 し た （ 図 1 ) . 当

研究室 で は こ れ ま で， 18 時 間 の OGD 刺激 を 脳 内

炎症性細胞 ミ ク ロ グ リ ア に 加 え る こ と に よ り ， ミ

ク ロ グ リ ア が 保護 的 な 極性 に 変わ る こ と を 報告 し

た 2 ) . 本 研 究 に お い て も ， ミ ク ロ グ リ ア 同 様

OGD 刺 激 に よ り PBMC か ら VEGF 分 泌 が 充 進

し ， 組織保護 的 な極性 に 変化 し た 可能性 が 考 え ら

れ た . PBMC 中 に は マ ク ロ フ ァ ー ジ が 存 在 し ，

マ ク ロ フ ァ ー ジ は低 酸 素刺 激 に よ り VEGF を 分

泌 す る こ と が 報 告 さ れ て お り n ) _ OGD - PBMC 

か ら VEGF が 分 泌 さ れ る 機 序 の 一 つ と 考 え る ．

今後， OGD 剌 激 に よ る PBMC の 保護 的極性への

変化 の機序 に 関 し て 検討す る 必要 が あ る ．

さ ら に OGD - PBMC を 投 与 す る こ と に よ り ，

脳梗塞後 の ラ ッ ト の 脳 内 に PBMC が 移行 し （ 図

2 ) , 脳 内 の VEGF の 発現が充進 し （図 3 A, B) , 

血管新生 ・ 軸索伸展 が充進す る こ と を 示 し た （図

3 C, D) . こ れ は， 投与 し た OGD - PBMC が ， 脳

内 で 組織修復 因 子 で あ る VEGF を 分泌 し ， 血管

新 生 や 軸 索 伸 展 を 充 進 さ せ た た め と 考 え る ．

VEGF は 血管 新 生 の み な ら ず， 軸 索 伸 展 に も 寄

与す る こ と が 報告 さ れ て お り 1 2) , 軸 索 伸 展 の 一

部 は VEGF の 作 用 に よ る も の と 考 え る . VEGF 

の他 に ， プ ロ グ ラ ニ ュ リ ン な ど も 脳梗塞後 に 組織

保 護 的 な 作 用 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ て お り 1 1 ) ,

今 後 OGD - PBMC に お け る こ れ ら の 因 子 の 関 与

に つ い て も ， 検討す る 必要 が あ る ．

最 後 に ， O G D - PB M C の 投与 に よ り ， ラ ッ ト の

脳 梗 塞 後 の 機 能 が 著 明 に 改 善 す る こ と を 示 し た

（ 図 4 ) . PBMC は 比 較 的 簡 便 に 採 取 で き る 細 胞

であ る こ と か ら ， 今後 は 臨床応用 を 目 指 して 行 く と

と も に ， さ ら な る 機序 の 解 明 を 進 め る 方針であ る ．

結 論

1 8 時 間 の OGD 刺 激 に よ り ， PBMC が 保 護 的

な 極 性 に 変化 し ， 血管新生 ・ 軸索伸展 を 介 し て ，

脳 梗 塞 後 の 機 能 回 復 を 促 進 す る 可能性 が 考 え ら

れ た ．
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