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はじめに

　最近 10 年間あまりの研究成果によって，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，脳梗塞によって失われた神経機能をなんと
か回復させようという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，骨髄間質細胞（bone mar-
row stromal cells; BMSC）は本来，中胚葉由来の細胞
ではあるものの 1998 年に神経系の細胞へも分化しう
ることが報告されてから，数多くの注目を集めるよう
になった細胞と言える1）2）．BMSC は患者自身の骨髄
から採取・培養が可能で，ES 細胞や神経幹細胞など
に比べると医療倫理や免疫反応などの問題がそれほど
大きくないという利点も臨床応用を考える上で重要で
ある．数多くの基礎研究によって BMSC 移植は脳梗
塞や脊髄損傷後の神経症状の回復を有意に促進するこ
とが証明されている．すなわち，中枢神経に移植され
た BMSC は中枢神経内に生着して活発に増殖をしな
がら，病変部に向かって遊走すること，病変周囲にお
いて神経細胞やグリア細胞の表現型を獲得しうること，
神経組織の保護や修復効果をもつ数多くの液性因子を
産生すること，損傷された神経回路の再生を促進する
ことなどが明らかとなっており，BMSC は様々なメ
カニズムを介して障害された神経機能の改善に寄与し
ていることが分かっている3）〜 21）．近年の研究では，
BMSC は脳損傷によって生じた高次脳機能障害をあ

る一定の条件下において改善することも報告されてい
る7）22）．基礎研究の成果をもとに，脳梗塞，脊髄損傷
などの中枢神経疾患に対する BMSC 移植が国内外で
小規模な臨床試験として開始されつつあり，いずれの
報告においても，少なくとも安全性に関しては大きな
問題がないことが判明している23）〜 29）．
　しかしながら，中枢神経の再生を目的とした
BMSC 移植を新規の治療法として厳格な臨床試験を
経てヒトへ応用するためには，いまだに解決すべき問
題が残されていることを忘れてはならない30）31）．これ
らの問題を解決しないまま臨床試験を大規模に行なう
ことは医療倫理や医科学の視点からも慎重になるべき
であることは，脳梗塞に対する脳保護薬の開発における
臨床試験の挫折の歴史を振り返れば明らかである30）32）．
最近，米国においても同様の指摘がなされるように
なっており，Borlongan，Chopp，Steinberg，Kondz-
iolka ら米国の著名な神経外科医らが中心となって
Stem cell Therapeutics as an Emerging Paradigm in 
Stroke（STEPS）group を形成して，脳卒中に対する幹
細胞治療を研究する際の勧告を複数回にわたって発表
しているので参照していただきたい33）〜 36）．
　本稿では，今後，脳梗塞に対して BMSC 移植を臨
床応用するにあたって，われわれが解決すべきである
と考えている問題点を順に掲げながら，その解決策や
展望について論じたい．

ヒトBMSCの培養法

　ほとんどの全ての基礎研究，臨床試験において，ヒ
ト BMSC はウシ胎児血清（fetal bovine serum; FBS）
を含む培地を用いて培養されたのち中枢神経に移植さ
れているのが現状である．しかしながら，Spees ら
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は，FBS を含む培地で培養した BMSC を単純に洗浄
しただけでは細胞内に内在する FBS 由来のタンパク
質を完全に除去することはできないと報告している37）．
これまでの臨床試験では，この問題点はあまり指摘さ
れていないようであるが，近年注目されている人獣共
通病の感染のリスクなどを考えると，今後は動物血清
を使用せずに，より安全な培地を用いた細胞培養法を
確立すべきである．FBS の代わりに自己血清を用い
た場合，ヒト BMSC を効率的に培養できるとの報告
は少なくないが，かなり多量の自己血清が必要で，患
者間で培養効率に差が認められることに注意が必要で
ある38）．また，他家血清はヒト BMSC の増殖停止や
細胞死を引き起こすことが報告されている39）．
　これに対して，最近，platelet-derived growth factor

（PDGF）などの血小板由来の成長因子を豊富に含んだ
ヒト platelet lysate（PL）が注目されている．これまで
の研究によると，ヒト PL はヒト BMSC の増殖能や
細胞表面マーカー，骨・軟骨・脂肪への分化能などを
損なうことなく効率よく培養可能であることが判明し
ている40）．ヒト PL は輸血用の濃厚血小板液から簡単
に作成することが可能であることから，動物血清の代
替となりうる可能性を秘めている．ごく最近，われわ
れもヒト PL を含む培地を用いてヒト BMSC を培養
したのちラット脳梗塞モデルに移植したところ，ヒト
BMSC は FBS を含む培地で培養した細胞と同等の増
殖能を示し，ラット大脳においても同等の遊走，生着，
分化能を示し，さらに神経症状も同様に改善させるこ
とが判明した（投稿中データ）．今後は，これらの知見
をさらに検証しながら，ヒト PL を用いた培養法を確
立する予定であるが，理想的には，ヒト BMSC の増
殖を促進する物質を探索することで，生物に由来しな
い物質のみを使用して効率的にヒト BMSC を培養す
る方法論を確立するべきであると考えている．

ヒトBMSC移植のプロトコール

　これまでにさまざまな幹細胞を用いて，脳梗塞を
ターゲットとする細胞移植の臨床試験が実施されてい
る23）41）〜43）．たとえば，韓国での自己 BMSC を用いた
臨床試験では 5 例の脳梗塞例を対象として，発症から
4〜5 週間後に 5,000×104 個の BMSC が経静脈的に移
植されている23）．しかしながら，その治療プロトコー
ルの科学的論拠は希薄で，「いつ，どのルートで，ど
のくらいの細胞数を移植すると，最も安全で高い治療
効果が得られるのか？」といった，新たな薬剤を開発

する際には必ず検討されている課題が未解決のまま残
されており，われわれは，本格的な臨床応用を開始す
るにあたってはこれらの問題の解明が必須かつ急務で
あると考えている．
　われわれはこの研究を計画した当初からなるべく臨
床に即した基礎研究を行なうべきであると考え，
ラットあるいはマウス脳梗塞モデルに BMSC を発症
7 日後に定位的に移植する手法を一貫して採用してき
たが4）9）13）16）17）19）21），この手法が至適な治療プロトコー
ルであるかどうかも今後の検討が必要である．前述の
STEPS group も ① cell dose-response study， ② cell 
route of administration study， ③ therapeutic time 
window study が必要であると述べているのは同様の
理由からであろう36）．これまで脳梗塞を対象とした細
胞移植療法における cell dose-response に関して詳細
に検討した報告はそれほど多くない．ごく最近の
Darsalia ら（2010）の研究によれば，神経幹細胞をラッ
ト脳梗塞モデルに定位的に移植した実験では，移植す
る細胞数は生着する細胞数と必ずしも相関する訳では
ないようである44）．われわれは今後，脳梗塞モデルに
対する BMSC 移植の際の cell dose-response を検討す
る必要があると考えている．
　幹細胞を移植するルートに関しても直接移植のほか
に静脈，動脈，髄腔内など，多くの候補が挙げられて
いるが，やはり一定の条件下で脳梗塞における治療効
果を直接，比較検討した報告は少ないのが現状であ
る．Jendelova ら（2003）によれば，発症から 24 時間
後に BMSC を移植した場合，MRI 上の細胞分布には
直接移植，経静脈的移植の間で有意差はなかったとい
う45）．また，Li ら（2010）は，発症から 24 時間後に神
経幹細胞を静脈，頸動脈，髄腔内のルートからそれぞれ
移植したところ，頸動脈から移植した場合に細胞の生
着率は高くなるが死亡率も高くなると報告している46）．
Yasuhara らは仔ラット脳虚血 - 低酸素モデルを作成
した 7 日後に multipotent adult progenitor cell（MAPC）
を直接あるいは経静脈的に移植した結果，運動機能の
改善効果は両者に差がなかったと報告している47）．ご
く最近，われわれはラット脳梗塞モデルに発症 1 週間
後にラット BMSC を直接あるいは経静脈的に移植し
た結果，運動機能，生着細胞数ともに直接移植の方が
良好であることを運動機能評価や光イメージングを用
いて確認している（投稿中データ）．実際，直接移植の
方が経静脈的移植に比べて移植に必要なドナー細胞の
数が少なくて済むため，BMSC などのドナー細胞の
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培養に要する期間を短縮することによって，より早期
に細胞移植を実施できるかもしれない．しかしなが
ら，最適な移植細胞数および移植時期の決定には今後
の検討が必要であろう．また，直接移植は他の移植
ルートに比べて侵襲性が高いことから，ティッシュエ
ンジニアリングの手法を応用するなど，より安全かつ
効果的な方法論も模索する必要がある3）5）8）．
　一方，therapeutic time window に関しても検討が
必要である．これまでの多くの研究では，BMSC は脳
梗塞発症直後から 7 日後にかけて移植された場合に有効
性が示唆されている．しかし，脳梗塞を発症した患者自
身から骨髄液を採取して BMSC を培養するまでには
相応の日数を要するため，過去の臨床試験では発症か
ら 2〜4 週以降に投与されているのが現状である23）．
このような乖離を克服するためには，臨床でも 1 週間
以内に移植に必要な数の自己 BMSC を培養する方法
論を確立するか，脳梗塞発症から 4 週後に BMSC を
移植した場合にも治療効果があることを動物実験で検
証すべきである．最近，われわれは granulocyte-colony 
stimulating factor（G-CSF）が BMSC の増殖を促進し
て培養効率を高めることを見出している9）．また，脊
髄損傷モデルでは受傷 3 カ月後に BMSC を直接移植し
ても神経症状が改善したという報告がなされており48），
今後，これらの観点に着目した研究が数多く実施され
ることで臨床においても有効な治療プロトコールが形
成されることを期待している．

ヒトにおける細胞イメージング

　脳保護薬をターゲットとした臨床試験の多くは神経
機能をエンドポイントとして利用してきたが，その限
界は明白である32）．それを補完することで治療効果を
より客観的に評価できる副次的なパラメータが必要で
ある．例えば，STA-MCA anastomosis の治療効果を
評価する場合には，脳梗塞再発の有無を観察するのみ
ならず，脳 SPECT/PET にて脳循環動態の変化を測定
することで治療効果を副次的に評価することができる．
脳梗塞に対して BMSC などの幹細胞を移植する場合
にも，治療効果を評価する際に機能予後のほかに，移
植された細胞の体内あるいは脳内分布を画像化できれ
ば治療効果の判定にきわめて有益であると考えられる．
　これまで，動物実験では MRI や SPECT，光イメー
ジングなどを用いて BMSC の脳内分布を画像化する
方法論が検討されている．MRI は高い空間解像度を
有しているのが最大の利点であり，移植細胞を画像化

するための標識物質として鉄製剤（superparamagntic 
iron oxide; SPIO）が用いられることが多い45）49）50）．わ
れわれもラット脳梗塞モデルに移植した BMSC を 8
週間にわたって経時的に追跡可能であることを確認し
ている（投稿中データ）．核医学イメージングは非常に
高い感度と定量性を有する点が利点である．de Haro
ら（2005）は，ラット脊髄損傷モデルに111In oxine で標
識した BMSC を経静脈的に移植し，損傷部位に集積
する像を確認している51）．さらにヒトにおいても移植
細胞の画像化が試みられている52）．光イメージングは
低 い 侵 襲 性 と 高 い 感 度 が 特 徴 で あ る． 過 去 に
luciferase を用いた発光イメージングが試みられてい
るが53），われわれは green fluorescence protein （GFP）
あるいは半導体ナノクリスタルを利用することで，脳
梗塞モデルに移植された BMSC を 4〜8 週間にわたっ
て経時的に可視化することに成功している19）54）．
　脳梗塞に対する BMSC 移植の効果を客観的に評価
するもうひとつの指標として考えられるのは，ホスト
である脳の機能の変化を評価する手法である．Mori
ら（2005）は，脳凍結損傷モデルに BMSC を移植する
ことで知覚刺激に対する脳ブドウ糖代謝を改善させる
ことをオートラジオグラフィの手法を用いて証明して
いる55）．われわれも，マウス脳梗塞モデルに BMSC
を移植した結果，梗塞巣の周囲における125I-iomazenil
結合能が改善することを見出している16）．臨床におい
ても，骨髄単核球の移植によって梗塞巣におけるブド
ウ糖代謝が改善した症例が報告されている56）．また，
BMSC を multiple system atrophy の患者に移植した
ところ，小脳や前頭葉におけるブドウ糖代謝が改善し
たとの報告もある25）．これらのイメージング手法を応
用する際にはそれぞれのトレーサーの有する特性を理
解して利用するとともに，今後，解決しなければなら
ない問題が多いのも事実であるが，今後のさらなる発
展が期待される分野である．

まとめ

　以上，脳梗塞に対する BMSC 移植の研究の動向を
概説するとともに，臨床応用するにあたって解決すべ
き問題点と展望について解説した．新たな治療法を確立
するためのプロセスについてのコンセプトは研究者間で
一致していないのが現状であるが57），拙速に陥らず，
たとえ遠回りしても科学的に検証可能な方法で新たな
治療概念をベンチからベッドサイドへトランスレート
することがわれわれの責務であると考えている．
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