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緒言 
さまざまな幹細胞を利用した細胞移植療法は、脳梗塞に対する新たな治療法

として現実のものとなりつつある。この背景には、幹細胞に関する知見が急速

に増加することと平行して、脳梗塞による後遺症は日常生活に重大な支障を及

ぼしており、失われた神経機能をなんとか回復させようとする気運が国内外で

高まってきたためと考えられる。なかでも、間葉系幹細胞の一種である骨髄間

質細胞（bone marrow stromal cells; BMSC）は、本来、中胚葉由来の細胞では

あるものの、骨・軟骨・脂肪などの中胚葉系細胞ばかりでなく、胚葉を超えて

神経細胞へも分化しうることが 1998 年に報告されてから注目を集めるように

なった細胞と言える 1,2。 
これには、他の幹細胞と比べて BMSC の利点が、自己骨髄から採取可能であ

り、ドナー細胞の移植にあたって倫理的・免疫学的な障壁が少ないこと。また、

移植片の腫瘍形成の危険性が、現時点での ES 細胞や induced pluripotent stem 
cell (iPS 細胞)に比べて少ない点にある。このため、臨床応用を考慮した場合に、

他の幹細胞と比べて安全性と実現可能性の高いドナー細胞であると考えられる

1-4。 
これまで動物実験（主に齧歯類の脳梗塞モデル）において、移植された BMSC

は、ホスト脳内に生着し病変部に向かって遊走することや、移植後に脳内で活

発に増殖すること、神経細胞やグリア細胞の表現型を獲得しうること、損傷組

織の保護や修復効果をもつ数多くの液性因子を分泌することなどが明らかにさ

れている。すなわち、移植された BMSC はさまざまなメカニズムを介して、障

害された神経機能の改善を促進し得る 3,4。このような基礎研究の成果から、す

でに国内外で小規模ながら臨床試験が開始され、実際の脳梗塞の患者に対して、

自己 BMSC を移植し、その成果を報告している 5-7。 
 しかしながら、本治療法を厳格な臨床試験を経て患者へ応用するためには、

未だいくつかの課題が残されている。すなわち最適な移植時期・移植細胞数・

移植経路や、移植による治療効果をいつどのように判定すべきかなど不明な点

が多いのが現状である。（ヒト）BMSC を安全かつ効率的に培養するための手法

を確立することも、脳梗塞治療への臨床応用に向けて残された重要な課題のひ

とつである。まず第１に、ドナー細胞の厳正な品質管理を行わなければならな

い。細胞培養の際の添加物の観点から BMSC の培養は、ほとんどの全ての基礎

研究や、いくつかの臨床試験でさえも、ウシ胎仔血清（Fetal calf serum；FCS）
を含んだ培養液で培養されている 5,6,8-10。FCS などの動物由来物質を使用した

細胞培養は、プリオン感染や人畜共通感染症、アレルギー反応などのリスクが

あるため、安全性の観点から、FCS を利用した BMSC の培養法をそのまま臨床
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応用することは受け入れ難い 11。 
こうした問題意識から、われわれはヒト血小板濃厚液 （human platelet 

lysate；PL）を、従来の FCS に対する代替物として注目してきた。PL を用い

て培養したヒト BMSC（hBMSC）は、培養効率・細胞表面抗原・培養液上清中

の栄養因子・神経系細胞分化において、FCS を用いたものと同等以上の結果を

得ている 12-14。また、ラット脳梗塞モデルに移植後の細胞生着や遊走・神経系

細胞への分化・ホストの運動機能回復においても、FCS を用いて培養した場合

と同等の結果であることを報告してきた 14。 
このなかで今後の解決するべき課題の１つとして、脳梗塞後の適切な時期

（therapeutic time window）に、ドナー細胞の移植治療を行うことは重要な問

題である 15。ヒトの脳梗塞におけるBMSC移植治療の therapeutic time window
は明らかにされていないが、動物実験での運動機能改善に関する報告の多くは、

虚血 24 時間～7 日後の投与である 15。しかし、過去の臨床試験において自己

BMSC 移植を行った際にも、最低 4-6 週間の細胞培養の期間を要している 5,6。

また、脳梗塞患者の多くは高齢者であるため、BMSC を含めた幹細胞は加齢に

よる影響を受けて、自己複製能や分化能が低下する懸念がある 16。このため、

自己 BMSC の性質を変えずに細胞増殖（培養効率）を促進する手法が望まれる。 
そこで我々は細胞増殖因子であり、血液病などに対して実際にヒトへの臨床

応用が行われている、顆粒球コロニー刺激因子（granulocyte-colony stimulating 
factor；G-CSF）に着目した 16,17。 
これまでにヒト BMSC に対して G-CSF を添加した細胞培養を行い、細胞増

殖を促進する試みは報告されていない。 
本研究では、臨床応用が可能な安全でより効率的なヒト BMSC の培養法を確

立する目的で、PL および G-CSF（PL/G-CSF）を用いた培養法が、BMSC の

増殖を促進することが可能であるか検証する。次にラット脳梗塞モデルへの移

植治療効果と、この新たな培養法においても BMSC の細胞特性が維持させてい

るかを検証するために組織学的検討を行った。 
そのため、第一章では PL/G-CSF を用いた、hBMSC の増殖能（培養効率）

を in vitro で検討した。第二章では、PL および PL/G-CSF を用いて培養した

hBMSC のラット脳梗塞モデルへの移植と、移植後の運動機能評価および組織学

的検討を行った。 
本研究によって、PL/G-CSF を用いた培養法が、ヒト BMSC の増殖を安全に

促進して、脳梗塞発症から細胞移植治療までの期間を短縮できる有用な方法で

あると考えここに報告する。 
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略語表 
AS：autologous serum 

MEM：alpha minimum essential medium 
bFGF：basic fibroblast growth factor 
BMSC：bone marrow stromal cell 
CCAs：common carotid arteries 
DMEM：Dulbecco's modified Eagle’s medium  
ES cell：embryonic stem cell 
IGF-1：insulin like growth factor -1 
iPS cell：induced pluripotent stem cell 
FCS：fetal calf serum  
G-CSF：granulocyte-colony stimulating factor 
GFAP：glial fibrillary acidic protein   
MCA：middle cerebral artery 
NeuN：neuronal nuclear antigen 
PBS：phosphate buffered saline 
PDGF：platelet derived growth factor 
PL：platelet lysate 
ROI：region of interest 
SD rat：Sprague-Dawley rat 
TGF- ：transforming growth factor -  
TTC：2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 
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第一章 ヒト BMSC の培養効率の検討 
 

本章では、ヒト BMSC を従来の FCS を用いた培養液と、FCS の代替物とし

てPLを用いる培養液、さらにPL培養液にG-CSFを添加した培養液（PL/G-CSF）
でヒト BMSC を培養して、細胞形態や細胞増殖能に差がみられるかを明らかに

する。 
 
【実験方法】 
１）ヒト BMSC の培養 
以下の hBMSC を用いた基礎実験については、北海道大学動物実験に関する

規定に従い実施した。本実験では hBMSC を LONZA 社（Lonza Walkersville 
Inc.）から購入して行った。ドナー細胞の背景を Table 1 に示す。 

 
Age Gender Race 
25 M Hispanic 
22   M Black   
25 F Black   

Table 1  The human BMSC samples used in this study. 
 
臨床応用を考慮して、培養フラスコはコラーゲンコーティングなどを施して

いない、プラスチィック製フラスコ（75cm2）（EasyFlask 159910；Nunc）を

使用した。後述する培養液条件において、フラスコに培養液を 10ml 加えて、

1,500 cells/cm2 の条件で細胞播種して、37℃、5％CO2 の環境下で培養開始し

た。フラスコ底面に接着している細胞が 90% confluent に達したところで継代

を行い、これを hBMSC の P1 と定義した。細胞継代は 90-80% confluent 状態

のところで、0.05% Trypsin-EDTA (Gibco)、37℃、5％CO2、5 分間の条件で培

養して、フラスコ底面から浮遊させて回収した。その際に、すみやかに顕微鏡

下で細胞数をカウントしたのち、再度、1,500 cells/cm2 の条件で細胞播種を行

い、継代培養した。P4 で回収した hBMSC-PL、hBMSC-PL/G-CSF を、第二

章のラット脳梗塞モデルへの移植細胞として使用した。 
 
２）培養液 
 本実験では、3 種類の培養液を用いてヒト BMSC を培養した。FCS 培養液は、

Dulbecco’s modified Eagle medium/ low glucose (DMEM/LG, D6046; 
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Sigma-Aldrich)、1% penicillin/ streptomycin (P/S; Sigma-Aldrich)および、10% 
FCS (Fetal Bovine Serum Qualified; Gibco)から成る。PL 培養液は、alpha 
minimum essential medium (α-MEM, M0894; Sigma-Aldrich)、1%PS、2 IU/ml 
heparin (Mochida Pharmaceutical Co.)および、5% PL から成る。PL/G-CSF
培養液は、過去のマウスおよびラット BMSC に対する培養実験の結果から、PL
に 0.1µM G-CSF を添加すると最も効率よく細胞増殖を促進させた結果から、同

じ濃度（0.1µM）の G-CSF を PL 培養液に添加したものを使用した 16,17。 
 
３）ヒト BMSC の増殖能（培養効率）の評価 
 細胞増殖能の評価は、P2 から P4 まで継代培養した期間とした。細胞継代す

る際に、顕微鏡下に計算盤で細胞数をカウントした 10。細胞増殖能の指標をと

して、doubling time（days）を使用した。 
 
計算式：doubling time = (t2 - t1)×ln (n2) / ln (n2/n1) 

     t2 - t1 = 細胞培養期間（days） 
     n1：細胞播種時の細胞数、n2：細胞継代時の細胞数 
 
４）統計学的解析 
データは平均値 ± 標準偏差で示した。3 群間の差の検定には one-factor 

ANOVA（Bonferroni’s）検定を行い、p<0.05 の場合に統計学的に有意と判定し

た。 
 
【結果】 
ヒト BMSC（3 名、22-25 歳）を、3 種類の培養液(FCS、PL、PL/G-CSF)で

培養を行った。P2 から P4 までの継代培養期間について、hBMSC の累積細胞

数および、細胞増殖能は Doubling Time を算出して比較した。 
その結果、細胞形態はいずれの培養液で培養した hBMSC も紡錘状の細長い

細胞形態を示していた。細胞培養にて獲得できた累積細胞数（cumulative cell 
number）は P4 継代時において、hBMSC-PL は、2/3 名で hBMSC-FCS より

有意に多かった。さらに hBMSC-PL/G-CSF は 3/3 名で hBMSC-FCS および、

hBMSC-PL より有意に多かった。 
 

doubling time（DT）は、P3 および P4 での培養期間と細胞数から算出した。

hBMSC-PL は 2/3 名で hBMSC-FCS と同等（有意差なし）、1/3 名で細胞増殖

が促進された。さらに hBMSC-PL/G-CSF は、3/3 名のいずれの hBMSC-FCS
および、2/3 名の hBMSC-PL より細胞増殖の促進を示した。以上より、doubling 
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time から評価した hBMSC 増殖能は、hBMSC-PL/G-CSF において有意に細胞

増殖が促進され、hBMSC-PL と-FCS は同等の結果であった。 
 
【小括】 
本研究において、3 種類（FCS、PL、PL/G-CSF）の培養液条件での比較をし

た結果、いずれの hBMSC も紡錘状の細胞形態であり、プラスティック接着性

など BMSC としての性質を保持していた。PL が FCS の代替物となりうる同等

の hBMSC の増殖能を示し、PL/G-CSF によって有意に増殖能が促進された。 
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第二章 無血清培養したヒト BMSC（-PL, -PL/G-CSF）

のラット脳梗塞モデルへの定位的直接移植と 

移植治療効果および病理組織学的検討 
 
本研究では、hBMSC-PL と hBMSC-PL/G-CSF を、ラット脳梗塞（永久中大

脳動脈閉塞）モデルに定位的直接移植を行い、その治療効果を vehicle 群と比較

する。また、移植細胞がホスト脳内でどのような変化をとげているか組織学的

に検討を行った。 
 
【実験方法】 
１）ラット脳梗塞(永久中大脳動脈閉塞)モデルの作成 
 以下の全ての動物実験は、北海道大学動物実験に関する規定に従い実施した。

ラット中大脳動脈永久閉塞モデル 18,19を改良して、皮膚や頭蓋骨欠損を軽減し、

脳皮質に限局した脳梗塞病変を作成した（n=27）12,20。8 週齢の SD ラット（雄）

を購入（CLEA Japan, Inc.）。頚部腹側に正中切開を行い、両側の総頚動脈（CCAs）
を露出・確保した。続いて、右眼および右耳の間に垂直に 1.5cm の皮膚切開を

行い、手術用顕微鏡下に側頭筋を側頭骨から剥離翻転し、5×5mm の側頭開頭を

行った。硬膜を損傷しないようにしながら骨弁を外し、右中大脳動脈（MCA）

を硬膜上から、10-0 nylon 糸で結紮し、顕微鏡下で MCA 血流が途絶したこと

を確認する。続いて、両側の CCA を surgical microclip を用いて 1 時間遮断し

た。最後に骨弁を骨窓に戻して、側頭筋と頭部の皮膚を 6-0 nylon 糸で縫合閉創

する。1 時間の両側 CCA 遮断を解除した後、surgical microclip をはずして頚部

の皮膚も同様に縫合閉創して手術終了とした。麻酔覚醒後に Bederson grade 3
であったものを、本実験での使用するラットとした 18。 
 
２）ヒト BMSC の線条体への定位的直接移植 
 第 1 章の実験で培養した、hBMSC-PL と hBMSC-PL/G-CSF を、MCA 閉塞

モデル作成後 7 日目に、同側（右側）の線条体に定位的に移植を行った（各群

n=9）。前述と同様の方法で全身麻酔を行い、頭頂部正中に皮膚切開をおき、

bregma から右側へ 3mm に dental drill を用いて burr hole を作成する。

Hamilton シリンジを硬膜から脳内へ 6mm 挿入し、PBS で調整した細胞懸濁液

10µl（5×105cells）を、automatic microinjection pump を用いて 5 分かけて注

入（移植）した。移植後 5 分間の静置をしてから、髄液漏や移植細胞の漏出を

C D 
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防止するために、burr hole は骨膜で覆い、皮膚は 6-0 nylon で縫合した。 
 
３）運動機能の評価 
運動機能は半定量的評価手法として、Rota-Rod treadmill（Muromachi, 

Japan）を行った 21。テストは加速度モード（4 to 40 rpm for 3 minutes）での

条件下で行い、実験で使用した全てのラットは、脳梗塞作成前の 3 日間に練習

期間を設けた。脳梗塞を作成してから、術翌日（day1）、BMSC 移植日（day7）
として、その後、1 週間毎に移植後 7 週目（day56）まで連続的に観察を行った。

測定値は、ラットが回転している Rota-Rod から落下するまでの時間を 1 回の測

定値をして、計 6 回の測定を行った。最大値と最小値を除いた、計 4 回の測定

値の平均値を、その週の 1 匹の測定値とした。 
 
４）組織学的検討 
移植した hBMSC を組織学的に検証するために、移植後 7 週間目の運動機能

評価が終了した時点で、順次にラットを安楽死させて大脳を摘出した（それぞ

れ n=9）。固定した大脳を 2 mm 厚の coronal slice としてパラフィン包埋を行っ

た。パラフィン包埋する前に、脳梗塞面積の評価を行う目的で、スキャナーに

よる画像取り込みを行った。4 µm 厚の薄切り切片を作成して以後の組織学的検

討に用いた。 
 移植された hBMSC-PL と-PL/G-CSF がラット梗塞脳内に生着した後の表現

型を確認するために、抗ヒト細胞核特異的抗体とラット神経系細胞特異的マー

カーを用いた蛍光二重免疫染色を実施した 22。 
 脳梗塞辺縁部に遊走した生着細胞の数を半定量的に計測するために、それぞ

れの切片の脳梗塞辺縁部の中で無作為に 5 領域ずつ関心領域（region of 
interest；ROI, 280×370 µm）を設定し単位面積当たりの MAB1281 陽性細胞数

を計数した。また、脳梗塞巣辺縁部に遊走して生着した BMSC の神経系細胞へ

の分化能を調べるために、同じ ROI 中における MAB1281 陽性細胞数に対する

MAB1281 かつ NeuN 二重陽性細胞数または、MAB1281 かつ GFAP 二重陽性

細胞数を割合として算出した 23。 
 
５）統計学的解析 
 全ての数量データは平均値 ± 標準偏差で示した。hBMSC-PL を移植した群

と hBMSC-PL/G-CSF を移植した群、全脳梗塞病変の同側大脳半球に占める割

合、生着した細胞数および MAB1281 かつ NeuN または GFAP の二重陽性細胞

の割合は対応のない 2 群間の t 検定で比較し、p<0.05 の場合統計学的に有意と

判断した。 
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【実験結果】 
１）ラット脳梗塞モデルの作成 
 前述の手法にて作成した SD ラット脳梗塞モデルに対して、脳梗塞作成 24 時

間後に TTC 染色を行った。全例で Bederson grade3 であることを確認して、本

実験に対して安定した脳梗塞モデルが作成できていることを確認した 18。 
 
２）移植治療後の脳梗塞面積の評価 
 hBMSC-PL 群、hBMSC-PL/G-CSF 群および vehicle 群に対して、移植後７

週目（day56）まで運動機能評価を行った後に sacrifice した、潅流固定後のラ

ット脳検体に対して、同側半球に占める脳梗塞面積の割合を、スキャナー画像

（GT-7000U, Epson, Japan）から半定量的に評価した。結果は 3 群間の脳梗塞

面積の割合に有意差は認めなかった。 
 
３）運動機能の回復 
 Rota-Rod テストによる運動機能評価は、細胞移植群（hBMSC-PL 群および

hBMSC-PL/ G-CSF群）が、vehicle群に対して有意な改善を示した（各群n=9）。 
 また、hBMSC-PL/G-CSF 群は、移植後 3 週目から、vehicle 群に対して有意

な改善を認め、hBMSC-PL 群は移植後 4 週目からの改善であった。 
移植 7 週後での hBMSC-PL/G-CSF 群と-PL 群の運動機能は同等であった 

 
４）組織学的検討 
ヒト細胞核特異的モノクローナル抗体（MAB1281）と神経系細胞マーカー

（NeuN または GFAP）との蛍光二重免疫染色により、hBMSC-PL/G-CSF 群

と-PL 群で脳梗塞辺縁部に遊走して生着した MAB1281 陽性細胞数に有意な差

は見られなかった（それぞれ 2.6±0.8×102/mm2、2.1±0.6×102/mm2）。さらに脳

梗塞辺縁部に生着した MAB1281 陽性細胞の NeuN との二重陽性率（それぞれ

48.4±20.5%、45.2±23.4%）および、GFAPとの二重陽性率（それぞれ 26.1±16.9%、

24.3±14.4%）とも 2 群間での総計学的な有意差を認めなかった。 
 
【小括】 
本研究では、hBMSC-PL 群と hBMSC-PL/G-CSF 群を、ラット脳梗塞モデル

に定位的細胞移植を行い、vehicle 群に対して有意に運動機能が改善することが

示された。組織学的検討において、移植された hBMSC-PL 群および -PL/G-CSF
群ともに、hBMSC は脳梗塞辺縁部に遊走、生着して、神経系細胞マーカー

（NeuN, GFAP）を発現していることを示した。G-CSF を添加した PL/G-CSF
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培養による hBMSC においても、生物学的特性を損なうことなく治療効果を示

すことが確認できた。 
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考察 
本研究でのテーマは、BMSC 移植による脳梗塞再生療法の臨床応用に向けた、

“安全で効率的なヒト BMSC 培養法の検討”である。そのために、ヒト BMSC を

human platelet lysate（PL）とgranulocyte-colony stimulating factor （G-CSF）
を用いた培養法が、脳梗塞に対する細胞移植療法に応用することが可能である

かを検証した。以下に掲げる項目別に本研究の結果を考察する。 
 
１）Platelet Lysate – An Alternative to Fetal Calf Serum 
 諸言で述べたように、これまでの多くの動物実験や臨床実験において、細胞

移植に用いる BMSC を体外で増殖させるために、FCS が用いられてきた 5,6,8-10。

しかしながら移植に用いる細胞の培養に FCS を用いることは、前述の理由によ

り様々な懸念が残る。このような背景から培養に要する時間や材料を可能な限

り削減し、good manufacturing practice（GMP）基準に則った、動物血清を用

いない hBMSC 培養法を確立しようとする研究が増えてきた 24,25。FCS のかわ

りに自家血清（Autologous serum；AS）を用いようという試みがあり、10% AS
含有の培養液で hBMSC が従来の方法と同等に培養可能であった報告もある。

しかしながら、AS を用いることの弊害として実際にヒト移植するのに必要な

hBMSC の量を考慮すると、おそらく 1.5×102~103ml の全血の採取が必要であ

るとの試算があり、患者にさらなる負担を強いることになる 26,27。また、AS に

含まれる hBMSC の培養に必要な成長因子の量が患者によるばらつきが指摘さ

れている 28。他家血清を用いれば、増殖停止や細胞死が起こる 29。その中で血

清を用いない方法として、PL が BMSC を培養するための有効な FCS の代替物

として大きな注目を集めている 24,25,30。PL と FCS は同等の培養効率であり、

細胞形態や BMSC の発現マーカーも同様であることを示されている 12-14。また

PLとFCSの条件下培養された hBMSCが、それぞれ脳梗塞モデルに移植され、

同等に運動機能が改善することも報告されている 12,14。そのため、本研究におい

ては、FCS で培養した hBMSC での移植治療効果については検討していない。

しかし、本研究においても PL と FCS の培養効率は同等の結果であり、今後の

細胞移植治療を行うための BMSC の培養法として、安全性の観点から PL の有

用性が確認できた点に意義があると考えられた。 
 

２）G-CSF – An Effective Promoter for hBMSC Expansion 
 G-CSF は分子量が約 20-kDa の糖蛋白質であり、特異的 G-CSF レセプターに

作用して、顆粒球系（特に好中球および好中球前駆細胞）への分化・増殖を促

進する造血因子の一種である 31。 BMSC はこの G-CSF レセプターを細胞表面
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に発現している。さらにマウスやラット BMSC において、培養液に 0.1 μM 
G-CSF を添加することで細胞増殖能や栄養因子の産生が促進されることが報告

されている 16,32。また前述の PL は PDGF のみならず、TGF- 、bFGF および

IGF-1 などの細胞増殖（栄養）因子を含んでいる 30,33。このため、実際にヒトへ

の臨床応用が確立されている G-CSF を、新たに PL 培養液に加える添加因子と

して選択することは合理的であると考えた。また培養液に G-CSF を添加した際

の FACS 解析において、細胞周期の S 期（DNA 複製）のマウス BMSC が有意

に増加していることが確認された 32。また高齢ラットの BMSC を、G-CSF 添加

培養液（FCS）で培養すると培養効率と、移植後の神経機能の改善が促進され

た 16。これらの動物実験の結果から、BMSC の増殖促進に対する G-CSF の有効

性が示唆されている。本研究で新たにヒト BMSC に対しても、PL 培養液に

G-CSF 添加することで細胞増殖を促進することが明らかとなり、その細胞特性

は維持されていた。 
 
しかし本研究の結果にはいくつかの制約がある。第一に、PL にも AS と同様

に栄養因子の量にはばらつきがあるため、細胞培養に用いる PL の適正化と評価

方法の確立が必要である。第二に実際のヒト BMSC に対する、培養液に添加す

る G-CSF の最適量の評価がなされていないので、濃度毒性の評価を含めた検討

を要する。最後に高齢者のヒト BMSC に対して、本培養法による効果について

はまだ不明である。臨床応用に向けて、細胞学的検討は今後も継続して必要で

あると考える。 
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総括および結論 
１）ヒト BMSC は、ウシ胎仔血清を用いずにヒト血小板濃厚液を使用した培養

液で培養可能である。さらに、ヒト血小板濃厚液と顆粒球コロニー刺激因子を

用いた培養法は、ヒト BMSC の増殖を有意に促進させた。ヒト血小板濃厚液と

顆粒球コロニー刺激因子を用いた培養法は安全かつ有効であり、脳梗塞発症か

らヒト BMSC 移植治療までの期間を短縮できる可能性を示している。 
 
２）ヒト血小板濃厚液と顆粒球コロニー刺激因子を用いた培養法で培養したヒ

ト BMSC は、培養中の細胞形態や、梗塞脳に定位的移植治療を行った場合にも、

ホスト脳内での生着能・脳梗塞辺縁部への遊走能・神経細胞やグリア細胞の表

現型の獲得能および、運動機能回復の治療効果など、その細胞特性を維持して

いることが判明した。新たな脳梗塞治療への臨床応用にむけた有用な方法であ

ると考えられた。 
 
これまでにヒト BMSC に対して、培養液に顆粒球コロニー刺激因子を添加し

て細胞培養を行い、その細胞増殖が促進すること示した報告はない。ヒト血小

板濃厚液と併用することで、安全で効率的に実施可能である本培養法は、中枢

神経再生（特に虚血性脳卒中）に対する、BMSC 移植治療の臨床応用にむけて

意義が高いと考えられる。 
 
本研究の結果は、虚血性脳卒中に対する細胞移植療法の臨床応用に向けて重

要な知見と考えられるが、いくつかの制約がある。第一に、血小板濃厚液に含

まれる栄養因子の量にはばらつきがあるため、血小板濃厚液の適正化と評価方

法の確立が必要である。第二に、本研究ではヒト BMSC に対する、培養液に添

加する顆粒球コロニー刺激因子の最適量の評価がなされていないので、今後の

検討を要する。第三に、高齢者のヒト BMSC に対して、本培養法による効果に

ついてはまだ不明である。本治療法を科学的に検証された治療法として実際の

患者に導入するためには、本研究における制約を踏まえてさらなる研究の積み

重ねが必要である。 
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