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バイオイメージングを駆使した脳梗塞に対する再生医療
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はじめに自家骨髄間質細胞を用いた

脳梗塞再生医療

脳卒中はわが国の主要疾病の一つであり，と

りわけ近年，脳梗塞の発症率が増加している．

脳梗塞による後遺症は多くの国民の日常生活に

重大な支障を及ぼしており，その介護やケアに

要する医療費は年々増加している．そのため脳

梗塞により後遺症を来たしている患者に対し，

神経機能を回復させるための治療法開発が従来

から課題となっていた．しかし国内外で長きに

わたり研究が行われてきたものの，有効な治療

薬はほとんど発見されていない．後遺症として

の神経症状の改善を見込める治療は，現状では

リハビリテーションだけであるが，その治療効

果には限界がある．

脳梗塞など中枢神経疾患の有する問題点は，

脳組織がひとたび障害を受けるとその再生が非

常に困難であるということにつきる．いまから

約 1 世紀前，スペインの神経解剖学者ラモ

ニ・カハールは末梢神経には軸索再性能がある

が中枢神経にはそのような再生は見られないと

記述した．それから約 100 年間に渡って中枢

神経系は再生がおこる環境を失っているとの考

え方が支配し続けた．しかし，20 世紀末に

至ってこれを覆す知見が次々と発表されつつあ

る．現在では虚血のみならず，外傷，神経変性

など様々な原因による中枢神経系疾患で，再生

医療の可能性がひろく模索されている．

最近，様々な幹細胞をもちいた再生医療が急

速に進歩しており，これまで困難であった脳梗

塞の後遺症を回復させるためのブレークスルー

として期待されている．なかでも骨髄間質細胞

（bone marrow stromal cells; BMSC）は，1998

年に神経系細胞へも分化し得ることが報告され

てから，注目を集めるようになった移植ソース

である1)．BMSC とは本来，骨髄腔内の壁在細

胞であり，生理的には造血幹細胞の生存，増殖

に関わる niche を形成すると考えられている．

また骨，軟骨，脂肪組織に分化可能なことから

間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell）の別

名も持つ．BMSC のもつ神経保護作用には，

大きく分けて三つの機序が考えられている．一

つは，移植された BMSC が神経系細胞に分化

するというもの（transdiŠerentiation）．もう

一つはドナー細胞が，レシピエントの障害され

た神経細胞に細胞融合するというもの（cell

fusion）．さらには，BMSC が損傷組織の周辺

部でサイトカインや栄養因子を分泌し，神経保

護効果を発揮するというものである（nursing

eŠect）．これらは，BMSC の有する heteroge-

neity に由来する多面性効果であると考えられ



37

2013 年 12 月 27 日受理

別刷請求先 〒0608638 北海道札幌市北区北 15 条西 7 丁目 北海道大学医学研究科脳神経外科 七戸秀夫

37

Cell therapy for stroke

る2)．また BMSC は患者自身の骨髄から採

取・培養が可能であり，ES 細胞や iPS 細胞に

比べ生命倫理的な問題や免疫反応，腫瘍形成な

どの問題がなく，臨床応用を考える上できわめ

て有利である．このため，自家 BMSC 移植に

よる脳梗塞患者に対する中枢神経再生医療は，

国内外で小規模な臨床試験として開始されつつ

ある3),4)．Honmou らは 12 名の脳梗塞患者に

対し自己 BMSC を静脈投与し，11 名の患者で

移植後に神経症状の改善を得たと報告してい

る4)．

脳梗塞再生医療とバイオイメージング

しかし，BMSC 移植治療が本格的に臨床応

用されるまでには，依然として解決されるべき

課題が残っている．その課題の一つが，バイオ

イメージングを利用した cell tracking であ

る．すなわち，適切な方法でドナー細胞をラベ

リングし，組織への生着や細胞増殖，病変部へ

の遊走など，生体内でのドナー細胞の挙動を経

時的に捕らえることである．その重要性は細胞

治療研究を創薬研究になぞらえることで理解が

容易になる．cell tracking は薬物動態に相当す

ると考えられるが，薬物の血中濃度や組織移行

が不明なままの状態で，治療効果の有無や機序

は語れないはずである．しかし脳梗塞の細胞治

療の分野では，その特殊性から，現在までほと

んどの臨床試験で cell tracking が試みられて

こなかった．

実際にトランスレーショナルリサーチとして

は，様々なモダリティーを利用した cell track-

ing が行われてきた．一つには，蛍光や発光に

関する物質や遺伝子などで細胞をラベリング

し，生体内から発せられる光を捕らえて画像化

する光イメージング法である5)～7)．これらの方

法は時間分解能にすぐれているが，人体，特に

頭蓋内の中枢神経疾患では，光の組織透過性の

問題から臨床応用が難しい．また核医学的な方

法による細胞ラベリングも行われており，放射

性プローブとして 111In-indium oxine8), 99mTc-

HMPAO9) などが用いられている．先駆的な仕

事として，Correa らは 99mTc-HMPAO を用い

て自家骨髄単核球をラベリングし，脳梗塞患者

に対し経頚動脈的な細胞投与を行い，細胞が脳

梗塞周辺部に集積するところを画像化した9)．

しかし，これらの方法は定量性に優れるもの

の，放射性プローブには半減期や取り込んだ細

胞に対する毒性の問題があり，現在まで広く臨

床応用されるには至っていない．一方 MRI に

よる cell tracking も報告されており，ガドリ

ニウムなど様々な細胞ラベリング法が報告され

てきた10)．なかでも超常磁性酸化鉄（super-

paramagnetic iron oxide; SPIO）製剤によるラ

ベリング法は，細胞毒性が低くかつ比較的感度

も高いため，これまでにたくさんの基礎研究が

報告されている11),12)．

もう一つの重要な課題は，バイオイメージン

グを用いた細胞治療後の客観的な脳機能評価で

ある．過去の BMSC 移植治療の臨床試験では，

NIH stroke scale (NIHSS), modiˆed Rankin

Scale (mRS), Barthel index といった機能予後

スケールにより治療効果を評価している3),4)．

ここで参考になるのが先行する脳保護薬開発の

歴史であり，振り返るとこれらの薬剤で臨床応

用されたものは極めて少なく，最近ではラジカ

ルスカベンジャーである NXY-059 において残

念な結果が得られた．NXY-059 は，前臨床試

験で脳保護薬開発研究のスタンダードである

Stroke Therapy Academic Industry Round-ta-

ble (STAIR)13)の基準を満たしており，まず，

randomized, double-blinded, placebo-controlled

study である SAINT-I Trial (2006）が実施さ

れた．この試験では発症 90 日後の機能予後が

有意に改善し，大変大きな注目を集めた14)．

しかし症例数を増やし（3195 例），満を持して
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行われた SAINT-II（2007）では有意な治療効

果が示せなかった15)．この結果を受け，それ

以後は薬剤自体の開発が中止となり，研究者に

大きな失望をもたらした．しかし同様な事態

は，機能予後スケールだけで治療効果を評価し

ている限り，脳梗塞に対する細胞治療の臨床試

験でもおこり得る．その対策として，移植治療

効果の客観的評価法として，ホスト脳の機能変

化をバイオイメージングにより評価することが

必要と考えられる16)．実際に Meltzer らは，脳

梗塞患者に対する細胞移植術前後に 18F-FDG-

PET を試行し，病変周囲の糖代謝の改善が運

動機能回復と相関していたと報告している17)．

また，Honmou らは細胞治療前後で MR axon-

ography を行い，その有用性を報告している4).

バイオイメージングを用いたトランス

レーショナルリサーチ

我々は，臨床試験の成否を左右する重要な

ファクターである，MRI を用いた cell track-

ing や，PET/SPECT を用いた客観的な治療効

果判定について，トランスレーショナルリサー

チを行ってきた．まず，BMSC を移植 24 時間

前に SPIO 製剤とインキュベートし，細胞をラ

ベリングした．SPIO 製剤には，肝臓用 MRI

造影剤として広く臨床的に使用されているリゾ

ビスト（Fujiˆlm RI Pharma Co., Ltd, Tokyo,

Japan）を使用した．ラット MCA 永久閉塞モ

デルを作成し，脳虚血 7 日後に，虚血側の線

条体内へ BMSC を定位的移植した．ラット脳

梗塞/BMSC 移植モデルに対し，小動物用 7T-

MRI により移植前から移植後 8 週まで経時的

に撮影した（T2-WI, T2-WI）．また，SPI0 で

ラベルした BMSC をファントムに移植し，臨

床用 3T-MRI (Philips Intera Achieva 3.0 TTM）

で撮影した（T1-WI, T2-WI, T2-WI, SWI）．

ラット脳梗塞/BMSC 移植モデルの行動学的評

価として，MRI と平行してロータロッドテス

トを用いた運動機能評価を経時的に行った．移

植 8 週間後に屠殺し，組織学的検討として蛍光

免疫染色，Turnbull blue（鉄）染色などを行っ

た．一方，小動物用 PET/SPECT/CT scanner

(Inveon, Siemens）を用いて，ラット脳梗塞/

BMSC 移植モデルに対し移植前（脳虚血 6 日

後）と移植後 4 週に 18F-FDG PET や 123I-IMZ

SPECT を行ない，脳局所糖代謝や中枢性ベン

ゾジアゼピンレセプター機能の変化について検

討した．

その結果，行動学的評価によると脳梗塞作成

後は運動機能低下が持続していた．しかし

BMSC 移植群では，対照群と比べ移植 4 週間

以降に運動機能の有意な改善がみられた18)．

組織学的検討では，移植 8 週間後でも BMSC

は脳内に生着しており，病変部への遊走や，神

経系細胞や血管内皮マーカーの発現がみられ

た12),18)．小動物用 7T-MRI では，移植された

SPIO-BMSC が移植後 8 週間は捕捉可能であ

り，移植部位から病変周囲への遊走が経時的に

観察できた12)．一方，臨床用 3T-MRI でも T2-

WI, T2-WI, SWI ではファントム内の 1×103

個の細胞集団から良好に画像化できた．細胞数

の増加に応じて描出が増強されたが，少量の細

胞数では over estimation される傾向がみら

れ，定量化は困難であった19)．18F-FDG PET

では虚血 6 日後の脳梗塞周辺部で脳局所糖代

謝の低下が見られたが，BMSC 移植群では移

植 4 週後には vehicle 群に比べ有意に改善が見

られた20)．また 123I-IMZ SPECT では虚血 6

日後の虚血側大脳皮質で IMZ 結合能の低下が

見られたが，これも BMSC 移植群では移植 4

週後には vehicle 群に比べ有意に改善が見られ

た21)．

これらの実験は，今後予定する臨床試験のシ

ミュレーションとしての側面を持ち，実験結果

からは MRI と SPIO 標識による cell tracking,

PET/SPECT による移植治療効果の評価法

は，臨床につながる高いポテンシャルをもつと

考えられた．
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臨床試験に向けた取り組み

我々は上記の研究成果に基づき，医師主導に

よる『新たな培養・移植・イメージング技術を

駆使した自己骨髄間質細胞移植による脳梗塞再

生治療―治療メカニズムの解明を目的とした臨

床試験』（RAINBOW 研究）を，平成 27 年度

の開始に向け準備中である．本研究は，以下の

点で過去の臨床試験と異なる新規性のあるプロ

トコールである．すなわち，◯他家血小板溶解

物（ platelet lysate: PL）をもちいた，自己

BMSC の安全かつ効率的な培養法，◯脳梗塞

周辺部への効率的な移植を目指した，脳定位的

手術による直接細胞移植法，◯バイオイメージ

ングを活用した，中枢神経再生治療の有効性・

安全性に関する評価法，である．具体的には，

対象となる脳梗塞患者から亜急性期に骨髄を採

取し細胞培養を行う．この際にボランティア由

来の PL を培養添加物として用い，animal se-

rum free の培養とする．3～4 週間培養し必要

な細胞数（5×107 個）以上に達したら，移植 24

時間前に SPIO 製剤（リゾビスト）で BMSC

をラベリングする．SPIO-BMSC を梗塞巣周辺

の健常部数カ所に定位的脳内移植を行う．経時

的に MRI による cell tracking を行い，また

18F-FDG PET などを活用し細胞移植の有効性

に関して評価する，というプロトコールを予定

している．

本研究に関して，我々の施設は『平成 24 年

度革新的医薬品・医療機器・再生医療製品実用

化促進事業実施機関』に選定された．本事業で

は独医薬品医療機器総合機構（PMDA）と連

携し，革新的な技術に基づく再生医療製品につ

いて有効性，安全性を確立するための研究が求

められている．特に，マルチイメージングによ

り治療効果を科学的かつ客観的に証明すること

は，本研究分野では画期的な試みであり，その

成果により中枢神経再生療法に新しい道を切り

拓くだけでなく，再生医療全体の進展にも大い

に寄与するものと期待される．
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Recent studies have elucidated the therapeutic potential of bone marrow stromal cells (BMSCs)

against stroke. Although some clinical trials have begun, some issues remain before extensive trials.

We aimed to solve the issues regarding safety of the BMSC culture and objective assessment of the

therapeutic eŠect.

We cultured BMSCs with 5 human platelet lysate (hPL), labeled them with superparamagnetic

iron oxide (SPIO), made permanent rat models of middle cerebral artery occlusion (MCAo), and in-

jected the BMSCs into the ipsilateral striatum stereotactically 7 days post-insult. We used rotarod

test to analyze behavior, 7-tesla magnetic resonance (MR) imaging to track cells, and ‰uorine-18

‰uoro-2-deoxyglucose positron emission tomography (18F-FDG PET) to analyze glucose metabo-

lism. The animals were sacriˆced 8 weeks after transplantation, and histological analysis was per-

formed.

Rotarod testing showed deterioration of motor function in rats suŠering from permanent MCAo.

BMSC transplantation signiˆcantly enhanced recovery of motor function, and MR imaging demon-

strated the aggressive migration of BMSCs towards the lesion. Moreover, 18F-FDG PET showed that

BMSC transplantation promoted the recovery of glucose utilization in the peri-infarct area. Histologi-

cal analysis supported the MR imaging ˆndings and showed the inclination for neural diŠerentiation

of donor cells.

In conclusion, the application of the bioimaging techniques, MR imaging with SPIO labeling and

18F-FDG PET, are also valuable in assessing BMSC transplantation against stroke. We would trans-

late the present results to the optimal design of future clinical trials.


