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X線照射した臍帯血細胞で維持される組織修復能
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幹細胞を用いた再生治療は，幹細胞の増殖能や分化能に影響されると考えられているが，この再生効果の分子的・
細胞的メカニズムは十分に解明されていない．我々は最近，脳梗塞モデルマウスにおいて，造血幹・前駆細胞治療後
にギャップジャンクションを介した小分子代謝物が血管内皮細胞へ速やかに移動することを見出している．そこで，
造血能が完全に消失する 15Gy以上の X線を照射した臍帯血細胞において，臍帯血細胞が有する組織修復能が維持さ
れるかを調べた．本研究では，X線照射した臍帯血から調製した単核球を XR細胞とした．XR細胞では造血能は消
失していたが，組織修復能は維持されており，XR細胞を投与した脳梗塞モデルマウスの脳機能は回復した．また，
XR細胞投与後 10分間で XR細胞からエネルギー源として供給される低分子代謝産物によって損傷した脳血管内皮
細胞や血管周囲アストロサイトが修復され，梗塞部位の血流回復とそれに続く神経新生という治療メカニズムが考え
られる．XR細胞は，細胞の自律的な再生作用を介するのではなく，新神経血管新生を誘発することによって，組織
修復能力を発揮する可能性がある．
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はじめに
細胞を用いた再生医療は，近年急速に発展している
新しい医療である．様々なヒト細胞の中でも，特に臍
帯血はそのいくつかの利点から再生医療の細胞ソース
として注目されている．臍帯血に含まれる造血幹細胞
や間葉系幹・前駆細胞は，骨髄や成人末梢血に含まれ
るものに比べ，in vitro および in vivo の両方で優れた
増殖能を有することが示されている１）～４）．さらに，臍帯
血は他の造血細胞源と比較して同種免疫に反応しにく
いことも臨床的に証明されている１）３）．また，臍帯血中
の造血幹・前駆細胞が低酸素性あるいは虚血性による
脳血管障害において，組織修復を強力に促進する能力
を有していることは，臨床的にも実験的にも実証され
ている５）．実際，脳梗塞モデルマウスに臍帯血由来の CD

34＋細胞を静脈内投与したところ，傷害部位の脳容積が
顕著に回復するとともに，身体能力および認知能力に
有意な回復効果が見られた６）．しかしながら，投与され
た臍帯血由来の CD34＋細胞がどのように組織再生効果
を発揮するかは不明である．我々は最近，静脈内投与
した同種マウスの骨髄単核球が，わずか投与 10分後に
はモデルマウスの脳梗塞部位において，ギャップジャ
ンクションを介して内皮細胞に低分子メタボライトを
移行させることを見出した７）．この知見から，投与した
幹細胞や前駆細胞が造血活性を失っていても組織再生
するのではと考えた．そこで我々は，造血活性と組織
修復能の関係を明らかにするため，15Gy以上の X線照
射を行い，UCB細胞の増殖能を奪うことで，UCB細胞
の組織修復能が影響を受けるかどうかを調べた．
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方 法
XR細胞の調製
臍帯血は，提供していただいた母親全員からインフォー

ムド・コンセントを得た上で，正期産児から採取した．
臍帯血を用いた実験はヘルシンキ宣言に従い，日本赤
十字社，神戸医療産業都市推進機構，クレア株式会社
の倫理委員会の承認を得て実施した．すべての臍帯血
は採取後 72時間以内のものを使用し，必要に応じて X
線照射（MBR-1530A-TW；FUJIFILM Healthcare co.,
Tokyo, Japan）で種々の線量の X線を照射した．臍帯
血からの単核球分離は Ficoll-Paque PREMIUM（Cytiva,
MA, USA）密度勾配溶液による比重遠心法にて実施し
た．凍結保存する場合，単核球を凍結保護液（Stem
Cell Banker GMP grade；Takara Bio co., Kusatsu, Ja-
pan）に 2×106/ml の濃度で懸濁し，プログラムフリー
ザー（VIA Freeze Research；Cytiva, MA, USA）で 4℃
から－60℃まで 1分間に 2℃ずつ滴下しながら凍結し，
得られた細胞を液体窒素で保存した．凍結サンプルの
使用時には，サンプルを 37℃の水浴中で急速解凍した．
脳卒中モデル
動物実験は，ARRIVEガイドライン（PLoS Bio 8

（6），e1000412, 2010）を遵守し，神戸医療産業都市推進
機構の施設動物実験委員会により承認されたプロトコー
ルに従って実施した．脳梗塞モデルマウスには，生後
7週齢の雄性 SCIDマウス（CB-17/lcr-scid/scidJcl；Ori-
ental Yeast, Tokyo, Japan）を用いた．同マウスにイソ
フルラン吸入麻酔（導入 3％，維持 2％）し，バイポー
ラ鉗子を用いて左中大脳動脈（MCA）遠位部を永久結
紮・切断し，永続的局所脳虚血を誘発した．手術中は
実験動物の直腸温をモニターし，フィードバック制御
加温パッドを用いて 37.0±0.2℃に維持した．MCA
の脳血流（CBF）もモニターし，MCA閉塞（MCAO）
直後に CBFが 75％以上低下したマウスを実験に用い
た（モデルマウス作成の成功率は 100％であった）．
細胞投与
MCAO実施 48時間後に 18匹の実験マウスを無作為

に 6匹ずつ 3群：PBS投与群，臍帯血単核球（1×105

cells/mouse）投与群，X線照射臍帯血単核球（XR-
細胞）（1×105cells/mouse）投与群に分けた．単核球ま
たは XR-細胞は 50μl の PBSに懸濁し，35Gの注射針で
左総頸動脈（CCA）より投与した８）．
行動試験
実験デザインを Fig. 3aに示す．運動機能を評価する
ため，MCAO後のマウスに以下の行動検査（ワイヤー
ハングテスト，ロータロッドテスト，オープンフィー
ルドテスト）を行なった．すべての行動テストは，予
備研究であらかじめ決めた至適時間で実施した．
ワイヤーハングテスト

各マウスを金網プレートの上に置き，5秒間環境に順
応させた後，金網プレートを静かに反転させ，オープ
ントップのガラス箱（25×25×25cm）の上部に固定し
た．落下までの時間を測定し，最大試行時間を 3分と
して，1分間隔で 5回試行を繰り返した．
ロータロッドテスト
感覚運動能力を評価するためこの試験を実施した．
各マウスを静止したロータロッドドラム（Muromachi
Kikai Co., Ltd., Tokyo, Japan）の上に 5秒間置いた後，
ロータを回転させた．その後，5分間かけて回転ドラム
を 4rpmから 40rpmまで加速し，各マウスが回転ドラ
ムから落下するまでの時間を記録した．この実験を 1
分間隔で 5回繰り返し，5回の落下の平均時間を統計解
析に用いた．
オープンフィールドテスト
この試験は自発活動評価のために行った．実験マウ
スを 25×25×25cmの箱（Taiyo Electric Co., Ltd）に入
れ，明るい環境で 30分間，暗い環境で 30分間自由に
行動させた．赤外線ビームを X，Y，Zの各バンクに水
平および垂直に一定間隔で設置し，各動物についてビー
ムを横切った回数をカウントし，水平移動については
ロコモーションとしてスコア化した．
メタボローム解析
細胞治療 24時間後にメタボローム解析用の脳サンプ
ルを採取した．マウスを安楽死させた後，断頭し，頭
部全体を直ちに液体窒素に浸した．頭蓋骨を取り除い
た後，脳をドライアイス上で梗塞部位の同側と対側の
2つの切片に分けた．全組織標本の重量は 35.5～40.4
mgで，測定まで－80℃で保存した（n = 5）．測定はヒュー
マン・メタボローム・テクノロジーズ株式会社に依頼
して行った．
XR細胞からの物質移行
XR細胞に5μmol/lの2’,7’-bis-（2-carboxyethyl）-5-（and-

6）-carboxyfluorescein acetoxymethylester（BCECF-
AM；Dojindo, Kumamoto, Japan）を添加し，37̊Cで
30分間インキュベートした．細胞に取り込まれたBCECF-
AMは細胞質で BCECFに変換され，BCECFを負荷し
た XR細胞は in vivo 実験に使用する前に PBS（－）で
2回洗浄した．細胞移植後 10分，30分，1時間，3時
間後にマウスを安楽死させ，同マウスから頭部回収を
した（n＝3）．頭蓋骨から脳を取り出した後，ビブラトー
ム（Leica, Wetzlar, Germany）を用いて冠状に切開し
（20μm），CD31（BD Biosciences, NJ, USA）およびグリ
ア線維酸性タンパク質（GFAP；Thermo Fisher Scien-
tific, MA, USA）に対する抗体で染色した．一次抗体を
Alexa Fluor 555または 647標識二次抗体（Molecular
Probes, OR, USA）を用いて可視化し，細胞核は 4’,6-
diamino-2-phenylindole（DAPI；Kirkegaard＆ Perry
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Laboratories, MD, USA）で染色した．
脳血流量測定
イソフルラン麻酔下で頭皮を切開し，2次元レーザー

血流計（OmegazoneOZ-1；OMEGAWAVE株式会社）
により脳血流（CBF）を測定した．同側半球の梗塞領
域とそれに対応する対側半球の領域を関心領域（ROI）
として定義した．1秒ごとに 5枚の連続した画像を取得
し，平均して，データを同側/対側の CBF比として以
下のように示した：1週間（MCAO-PBS，n=3；MCAO
細胞治療，n=3）および 5週間（MCAO-PBS，n=7；MCAO
細胞治療，n=9）．
ゴルジ染色と樹状突起スパインの測定
ゴルジ-Cox染色は，SuperGolgiキット（Bioenno

Lifesciences, CA, USA）を用い，プロトコールに従い実
施した．簡単に説明すると，細胞治療 5週間後にマウ
スの脳を取り出し，生理食塩水で 5分間灌流した後，
A液に 10日間浸した．その後，脳を蒸留水で洗浄し，
室温で2日間B液に浸した．ビブラトーム（Leica,Wetzlar,
Germany）を用いて脳を冠状切片（100μm）に切り出
し，メーカーのプロトコールに従い染色と洗浄を行なっ
た．神経突起の分岐を測定するために，前大脳動脈灌
流領域の梗塞境界から 300μm以内においてマウス 1
匹につき 10個の神経細胞を無作為に選択し，BZ-X800
L蛍光顕微鏡（KEYENCE, Osaka, Japan）を用いて 20
倍の倍率で 1次および 2次分岐を計測した．樹状突起
スパイン密度を評価するため，各脳サンプルから上記
と同じ領域の神経細胞 10個を 100倍の油浸対物レンズ
下で数え，密度はスパイン数/樹状突起長 20μmで表し
た．
免疫磁気ビーズによる CD34＋細胞の精製
CD34＋細胞の精製のため，臍帯血由来の単核球をメー

カ ー の 指 示 に 従 っ て human CD34 Microbead kit
（Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany）を用
いて免疫磁気分離を実施した．5％ウシ血清アルブミン
（BSA）および 5mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA）
を添加した PBS（－）（PBS-BSA-EDTA）を 1×108個の
臍帯血単核球に対して 300μl を添加し，懸濁後に 100
μl の FcRブロッキング試薬および 100μl の CD34抗体
結合マイクロビーズを加え，6℃で 30分間インキュベー
トした．同細胞懸濁液を PBS-BSA-EDTAで洗浄し，標
識細胞を 30μmのナイロンメッシュ（Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Germany）で濾過し，磁場中に設置
したカラム（Miltenyi Biotech）に上層した．捕捉され
た細胞はカラムから磁場外で溶出し，回収した細胞は
2本目のカラムに上層し，精製ステップが繰り返した．
FACSCanto II（Becton Dickinson, CA, USA）を用いた
フローサイトメトリー（FCM）による評価では，単離
した CD34＋細胞純度は概ね 95%以上であった．

免疫磁気ビーズによる Tリンパ球精製
Tリンパ球の分離ために，臍帯血単核球から Human-

Pan T cell Isolation kit（Miltenyi Biotech社製）をプロ
トコールに従い，免疫磁気ビーズによる精製を行なっ
た．簡単に説明すると，1×107個の臍帯血単核球を 40
μl の PBS（－）に懸濁し，CD14，CD15，CD16，CD
19，CD34，CD36，CD56，CD123，および CD235a（グ
リコフォリン A）に対するビオチン標識モノクローナ
ル抗体を 10μl 添加し，冷蔵庫（2～8̊C）中で 5分間イ
ンキュベートした．さらに，30μl の PBS-BSA-EDTA
を加えた後，同細胞懸濁液にアビジン標識マイクロビー
ズを 10μl 加えてさらに冷蔵庫内で 10分間インキュベー
トした．PBS-BSA-EDTAで洗浄後，標識細胞を 30μm
のナイロンメッシュで濾過し，磁場中に置いたカラム
にロードした．分離された CD3＋ Tリンパ球の純度は，
FCMで評価したところ，概ね 95%以上であった．
コロニー形成（CFU）アッセイ
臍帯血から精製した CD34＋細胞は，照射の有無にか
かわらず，2%ウシ胎児血清（FBS；Thermo Fisher
Scientific）を含む Iscove改変ダルベッコ培地（IMDM；
Thermo Fisher, MA, USA）に 1×103～1×105cells/ml
の濃度で懸濁した．同細胞懸濁液を 10容量のメチルセ
ルロース系半固形培地（MethoCult H4034 Optimum；
StemCell Technologies, Vancouver, Canada）と混合し，
2週間培養した．各シャーレは，赤血球形成単位（BFU-
E），顆粒球―マクロファージコロニー形成単位（CFU-
GM），および混合系コロニー形成単位（CFU-mix）コ
ロニーについてスコア化した．
Tリンパ球活性化アッセイ
臍帯血から単離した Tリンパ球を照射の有無にかか

わらず 40μl あたり 1×107個の濃度で PBS（－）に懸濁
した．この Tリンパ球を，抗 CD3/CD28モノクローナ
ル抗体（mAb）コート Dynabeads（Dynabeads Human
T-Activator CD3/CD28；Thermo Fisher）を用いて，
5μl あたり 1×107個の濃度で培養した．培養開始時にイ
ンターロイキン 2（IL-2；Chiron, Emeryville, CA, USA）
を最終濃度 100g/ml になるように添加した後，10％ウ
シ胎児血清（FCS；Thermo Fisher Scientific），L-グル
タミン（Thermo Fisher），ペニシリン＋ストレプトマ
イシン（Thermo Fisher）を添加した Roswell Park
Memorial Institute（RPMI）1640（Thermo Fisher Sci-
entific）中で急速増殖期に 3日ごとに細胞を継代した．
培養 Tリンパ球の CD3抗原発現は，アロフィコシアニ
ン（APC）標識抗 CD3抗体（Becton Dickinson）を用
いた FCMで評価した．培養 Tリンパ球のアポトーシ
スの動態は，fluorescein isothiocyanate（FITC）標識
annexin-V（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）と 7AAD
（Becton Dickinson）による 2色免疫標識で評価した．
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Fig.　1　Umbilical cord blood (UCB)-derived CD34＋cells promote angiogenesis in vitro
(a) Vascular endothelial growth factor (VEGF) uptake by human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) without coculture 
with UCB-derived mononuclear cells (MNC) is shown. A significant increase in the VEGF uptake by monolayered HUVEC 
cocultured with UCB-derived-MNC was observed, with very little uptake when MNC were cultured separately in semiper-
meable chambers (n＝5). (b) When the levels of VEGF uptake by HUVEC cocultured with CD34＋cells or CD34＋cell-depleted 
MNC were measured, a significant increase in the allophycocyanin (APC) fluorescence was observed in HUVEC cocultured 
with CD34＋cells but not with CD34＋cell-depleted MNC (n＝7). (c) VEGF uptake by HUVEC gradually increased in a CD34＋
cell dose-dependent manner (n＝3). Differences were considered statistically significant at p＜0.05. The symbols ＊ and ＊＊ 
denote p＜0.05 and p＜0.01, respectively.

a b c

ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いたヒト血管
内皮増殖因子（VEGF）の取込み試験７）

HUVEC（Kurabo, Osaka, Japan）をメーカーのプロ
トコールに従ってHuMedia-EB2（Kurabo, Osaka, Japan）
中で培養し，6継代までの HUVECを使用した．組換え
ヒ ト VEGF（rhVEGF；R＆D Systems, Minneapolis,
MN, USA）は，以前に記載された方法で評価した７）．簡
単に説明すると，ビオチン標識 VEGFをストレプトア
ビジン標識 APC（Becton Biosciences）と分子比 4：1
で 10分間，室温下でインキュベートした．HUVEC
を回収し，1%FBSを含む PBSに 1×105cells/ml の密度
で懸濁した．合計 1×106個の臍帯血由来の単核球，ま
たは臍帯血から単離された CD34＋細胞（1×102～1×105

個）と APC標識 VEGF（最終濃度 10nM）を同時に 1
×105個のHUVECに添加し，37℃で 3時間インキュベー
トした．HUVECと単核球または CD34＋細胞は半透膜
チャンバー（Costar, TN, USA）を挟んでインキュベー
トし，HUVECによる VEGF取り込みに対する体液性
因子の影響を評価した．混合細胞懸濁液を PBSで 2
回洗浄し，PE標識抗ヒトCD31抗体（BectonDickinson），
FITC標識抗ヒト CD45抗体（Becton Dickinson），およ
び 7-AADで染色した．CD31＋CD45－7AAD－の HUVEC
における APC蛍光について，FCMを用いて評価した．

遊走アッセイ
トランスウェルの上部と下部のコンパートメントは，
フィブロネクチンをコーティングしたフィルターを用
いて分離した．細胞を上部のコンパートメントに加え
る前に，コーティングされたトランスウェルをアッセ
イ培地（0.25% BSAを含む IMDM）で 3回洗浄した．
0.1ml のアッセイ培地に懸濁した臍帯血 CD34＋細胞（1
×105個）を上部コンパートメントに加え，SDF-1（200
ng/ml，PeproTech, NJ, USA）の存在下または非存在
下の 0.6ml のアッセイ培地を下部コンパートメントに加
えた．予備実験によると，臍帯血 CD34＋細胞のトラン
スウェル遊走を誘導する SDF-1の最適濃度は 200ng/
ml であった．トランスウェルプレートを 37℃，5％CO2
で 4時間インキュベートし，下のコンパートメントに
移動した細胞を顕微鏡で計測した．
SCIDマウスを用いた長期造血能の評価
5 週齢の NOD. Cg-PrkdcscidIl 2 rgtm 1 Sug / ShiJic

（NOG/SCID）マウスを実験動物中央研究所（Kawasaki,
Japan）から入手した．すべてのマウスは無菌状態で取
り扱われ，株式会社クレアジャパンの実験動物施設で
無菌アイソレーターで維持され，移植実験も株式会社
クレアジャパンにて実施した．具体的には，X線照射
した 1×106臍帯 CD34＋細胞（試験サンプル）または 5
×104未照射臍帯血 CD34＋細胞（陽性コントロール）を，
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Fig.　2　Characteristics of X-ray irradiated umbilical cord blood (UCB)-derived mononuclear cells (MNC)
(a) T-cells or CD34＋cells were purified from UCB, which was irradiated with 0, 1, 2.5 5, 15, or 30Gy of X-rays, the optimal dose of 
which was pre-determined. Proliferative capacity of the cells was assessed by T lymphocyte activation and colony-forming unit 
(CFU) assays (n＝3). (b) Irradiation with 15Gy of X-rays completely inhibits the proliferation of UCB-derived T lymphocytes (n＝
6). (c) CFU-assays were used to evaluate the short-term hematopoietic ability of hematopoietic progenitor cells in UCB-derived 
MNC. Hematopoietic colony formation was compared between pre-irradiated and irradiated UCB-derived MNC (n＝6). (d) Ten of 
the 20 NOD/Shi-scid/IL-2RγKOJic (NOG) mice received 5.0×104 MNCs and the remaining 10 received 1.0×106 XR cells via the 
tail vein. The percentage of human CD45＋cells was measured by flow cytometry (FCM) 4, 8 and 12 weeks after transplantation 
for human cells in peripheral blood and 12 weeks after transplantation for human cells in bone marrow and spleen. (e) Either 
pre- or post-irradiated UCB-MNCs and HUVECs were co-cultured and the amount of VEGF incorporated into HUVECs was 
compared (n＝12). Differences were considered statistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±stan-
dard deviation (SD).

a b
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可溶性致死線量（2Gy）の X線を照射したマウスに尾
静脈から注入した．CD34＋細胞注入 12週後にマウスを
安楽死させ，各マウスの末梢血を 10％FCSを含む α
Minimum Essential Medium（MEM）で洗浄した．マ
ウス末梢血中のヒト CD45＋細胞の割合をFCMを用いて
分析した．マウスの全骨髄細胞の 1%以上がヒト CD45＋

細胞であった場合，マウスは陽性とみなした．
統計解析
Fig. 1および 2の統計分析は，GraphPad Prism 8

（GraphPad Software）を使用して実施した．代謝物の
結果は，平均±平均の標準誤差（SEM）とし，対応の
ある t検定を行った．p値が 0.05未満の結果は統計的に
有意であるとみなした．
Fig. 3～7の統計分析は，GraphPad Prism9（Graph-
Pad Software）を使用した．in vitro テスト，行動テス
ト，脳血流比，および免疫組織学的染色の結果は，平
均±標準偏差（SD）とし，すべてのテストでグループ
間の差異は，多重比較の補正のために Bonferroniテス
トを使用した．これらの結果は正規分布していなかっ
たため，Kruskal-Wallis検定と Dunnの多重比較検定を

使用して評価した．代謝物の結果は平均±平均の標準
誤差（SEM）として表され，Dunn検定による一元配置
分散分析を使用した．p値が 0.05未満の結果は統計的
に有意であるとみなした．

結 果
臍帯血単核球の血管内皮細胞との細胞間相互作用
血球細胞の血管新生促進能力を in vitro で評価するこ

とを目的とし，血球細胞とヒト臍帯静脈内皮細胞（HU-
VEC）とを共培養し，HUVECに取り込まれる血管内
皮増殖因子（VEGF）の増加をフローサイトメトリーで
検出する検査法を確立している７）．以前の骨髄単核球と
HUVECとの共培養結果７）と同様に臍帯血単核球におい
ても HUVECによる VEGF取り込みの有意な増加が観
察されたが，臍帯血単核球を半透性チャンバーで培養
した場合（臍帯血単核球と HUVECとは直接結合しな
い）は，VEGFの取り込みはほとんど見られなかった
（Fig. 1a）．これらの結果は，HUVECによる VEGF
の顕著な取り込みには，臍帯血単核球との直接的な細
胞―細胞相互作用が不可欠である可能性を示唆してい
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Fig.　3　Effects of X-irradiated mononuclear cells (XR-MNCs) on a mouse model of stroke
(a) The experimental design is shown. (b) To assess motor function, mice were subjected to behavioural tests in the wire-
roping test, rotarod test and open field test after MCAO procedure. All behavioural tests were performed at the optimal 
time based on a preliminary study. (c) Behavioural tests were performed with freeze-thawed XR-MNCs. Differences were 
considered statistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±standard deviation (SD). The symbols 
＊, ＊＊, and ＊＊＊ denote p＜0.05, p＜0.01, and p＜0.001, respectively.
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る．さらに，HUVECを CD34＋細胞を含む単核球と共
培養した場合には VEGFの著明な取り込みの増強がみ
られたが，CD34陰性細胞分画（単核球から免疫磁気ビー

ズで CD34＋細胞を除去した細胞分画）では，わずかな
変化しかみられなかった（Fig. 1b）．さらに，HUVEC
による VEGF取り込みは，CD34＋細胞の細胞数依存的
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Fig.　4　Delivery of small molecules from X-irradiated mononuclear cells (XR) to vascular endothelial cells at the injured side
(a) The BCECF-signals in the cerebral vascular endothelial cells from the ipsilateral cortex were evaluated using fluorescence 
microscopy. (Upper row) Transferred BCECF-positive signals (green) observed in the endothelial cells 10 min after XR cell 
transplantation. (Lower row) Transferred BCECF are also visible in non-endothelial cells located outside the vasculature. Scale 
bars＝10μm. (b) Cerebral surface blood flow was measured in the mouse model of stroke using a laser speckle flowmetry imag-
ing system (1 week: MCAO-PBS treatment, n＝3 and MCAO-XR cell treatment, n＝3; 5 weeks: MCAO-PBS, n＝7 and MCAO-
XR cell treatment, n＝9). Representative images in 5 weeks are shown in the top row, and their quantitative results are shown 
in the bottom row. Differences were considered statistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±stan-
dard deviation (SD). The symbols ＊ denote p＜0.05.

a b

に増加した（Fig. 1c）．これらの結果は，ヒト血管内皮
細胞が臍帯血単核球，特に CD34＋細胞との直接的な細
胞間相互作用によって活性化されたことを示唆してい
る．
X線照射が臍帯血単核球に及ぼす影響
次に，XR細胞（X線照射した臍帯血単核球）の増殖
能力を評価した．15Gy以上の X線照射は，Tリンパ球
と造血細胞の両方の短期増殖能力を完全に抑制した（Fig.
2a～c）．さらに，免疫不全マウスにおけるヒト造血の長
期再構築能も完全に消失させた（Fig. 2d）．注目すべき
ことに，XR細胞は，照射前の単核球と同程度にHUVEC
による VEGFの取り込みを促進した（Fig. 2e）．これら
の発見は，臍帯血単核球の血管新生を促す能力は増殖
能とは独立して存在することが示唆される．また，XR
細胞に増殖刺激を加えなければ X線照射後少なくとも
48時間はアポトーシス形態を示すことはほとんどなかっ
たが，増殖刺激が加わった場合は同細胞は急速にアポ
トーシスに陥った．
XR細胞による血管および神経再生
これまでの研究で６），臍帯血 CD34＋細胞は脳梗塞モデ

ルマウスにおいて強力な血管新生および神経細胞の活
性化効果を発揮した．しかし，同細胞による脳機能改

善がどのようなメカニズムかは正確には解明されてい
ない．そこで，脳梗塞モデルマウスに XR細胞または未
照射の臍帯血単核球を投与し，そのメカニズム解明を
試みた．この移植実験では 77匹のマウスを使用し，そ
のうちの 71匹のマウスに対して脳梗塞モデルマウスの
作成し，すべてのモデル作成手術に成功した．脳梗塞
発症後 37日まで生存させたマウス 36匹のうち 2匹が
死亡した．XR細胞群のマウス 1匹は細胞療法の 3日後
に死亡し，非照射MNC群のマウス 1匹は細胞療法の
2週間後に死亡した．細胞投与から死亡まで時間が経過
しているため，死亡は細胞療法の投与に直接起因した
ものではないと考えられた．また，行動評価したマウ
スについて細胞治療 5週間後に病理学的剖検を行なっ
た．肺，肝臓，消化器，脾臓，腎臓，生殖器官に腫瘍
形成や炎症などの異常所見は視覚的に観察されなかっ
た．行動評価は Fig. 3aに示すスケジュールに従って実
施した．運動機能を評価するため，MCAO処置後にマ
ウスにワイヤーハングテスト，ロータロッドテスト，
オープンフィールドテストの行動テストを実施した．
すべての行動テストは，予備研究に基づいて最適な時
間に実施した．XR細胞を投与したグループはすべての
行動テストで有意な治療効果を示し，その治療効果は
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Fig.　5　Metabolites 24 hr after X-irradiated mononuclear cells (XR) therapy in a middle cerebral artery occlusion (MCAO) 
mouse brain model-1
(a) Map of the central metabolic pathway and comparative visualization of the metabolites involved in XR cell therapy. (b) 
Total adenylate and adenylate energy change. Abbreviations: ATP, adenosine triphosphate; ADP, adenosine diphosphate; 
AMP, adenosine monophosphate. (c) de novo synthesis of purine nucleotides after cell therapy. Differences in the levels of me-
tabolites among the no-surgery control, MCAO-phosphate-buffered saline (PBS), and MCAO-XR cell groups are presented as 
bar graphs. ‘Ipsi’ represents the ipsilateral side, and ‘contra’ represents the contralateral side of the mouse brain. Black font 
indicates substances that were detected, and gray font indicates substances that were not detected in all groups. Differences 
were considered statistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±standard deviation (SD). The sym-
bols ＊, ＊＊, and ＊＊＊ denote p＜0.05, p＜0.01, and p＜0.001, respectively.
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未照射臍帯血単核球を投与したマウスと同等であった
（Fig. 3b）．また，XR細胞の効果は凍結融解操作後でも
保たれていた（Fig. 3c）．
細胞間代謝物移動による脳内の代謝変化
XR細胞の治療メカニズムを調査した．凍結融解後
に 2,7’-bis-［2-carboxyethyl］-5-［6］-carboxyfluorescein
（BCECF）を充填したXR細胞を中大脳動脈閉塞（MCAO）
を発症させた 48時間後にマウスに輸注した７）．細胞輸
注から 10分後に，XR細胞の細胞質から梗塞側の血管
外に位置する血管内皮細胞と非内皮細胞への BCECF
シグナル伝達が観察された（Fig. 4a）．これらのデータ
は，XR細胞が未照射臍帯血単核球と同様に 10分と極
めて短い時間で損傷した脳血管内皮細胞に低分子量代
謝物を提供できると考えられる．X線照射の影響を受
けない細胞治療メカニズムと考えられる．
次に，初期の低分子メタボライトの移行が 24時間以
内に脳の代謝状態にどのような変化をもたらすかを評

価した．リン酸緩衝生理食塩水（PBS（－））投与群と比
較して，XR細胞投与群は投与後 24時間で解糖系にシ
フトしていた（Fig. 5a）．一方，XR細胞投与群は PBS
投与群よりも総アデニル酸レベルが低値であった（Fig.
5b）．次に，アデニル酸の分解および合成経路を調べた
（Fig. 5c）．分解経路は分解産物である尿酸が未処理群と
XR細胞処理群で有意に高く，合成経路はプリン塩基合
成の出発点である PRPPと IMPが両群で低値を示した．
損傷側では，無治療群と細胞投与群の間で，エネルギー
源としての Arg，Leu，Phe，Proなどのいくつかのア
ミノ酸の量に有意な差も見られた（Fig. 6a）．さらに，
未投与群ではエネルギー代謝物 3-HB（ケトン体）が増
加したが，細胞投与群では G6Pや F6Pなどの初期解糖
中間体が増加した（Fig. 6b）．また，脳梗塞モデルマウ
スでは尿酸代謝に関与するオルニチンが増加している
ことを観察した（Fig. 6c）．造血幹/前駆細胞（HSPC）
は，解糖系が活性化した状態で高エネルギー状態を維
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Fig.　6　Metabolites at 24 hr after X-irradiated mononuclear cells (XR) therapy in a middle cerebral artery occlusion (MCAO) 
mouse brain model-2
(a) Amino acid concentration after cell therapy. Differences in the levels of metabolites among the no-surgery control, MCAO-
phosphate-buffered saline (PBS), and MCAO-XR cell groups are presented as bar graphs. ‘Ipsi’ represents the ipsilateral side, 
and ‘contra’ represents the contralateral side of the mouse brain. Abbreviations: Ala, alanine; Arg, arginine; Asn, asparagine; 
Asp, aspartic acid; Cys, cysteine; Gln, glutamine; Glu, glutamic acid; His, histidine; Ile, isoleucine; Leu, leucine; Lys, lysine; Phe, 
phenylalanine; Pro, proline; Ser, serine; Thr, threonine; Trp, tryptophan; Tyr, tyrosine; and Val, valine. (b) Pentose phosphate 
pathway metabolites after cell therapy (n＝5). (c) Urea cycle metabolites after cell therapy. Black font indicates the detected 
substances, and gray font indicates substances that were not detected in all groups (n＝5). Differences were considered sta-
tistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±standard deviation (SD). The symbols ＊, ＊＊, and ＊＊＊ 
denote p＜0.05, p＜0.01, and p＜0.001, respectively.
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持している９）．おそらく，XR細胞（特に CD34＋細胞）由
来の代謝産物が損傷した内皮細胞に移行することで，
レシピエントマウスの脳内でエネルギー代謝が活性化
されると考えられる．
XR細胞投与による血管新生の誘導
代謝活性化と同時に，XR細胞を投与したマウスの梗

塞部における血流が著しく改善することを明らかにし
た（Fig. 4b）．具体的には，XR細胞を投与したグルー
プでは 1週間後に血流が改善するが，PBS（－）を投与
したグループではその改善は観察されなかった．さら
に，XR細胞グループと PBS（－）グループ間の脳表面
血流を比較すると，輸注後 1週間では有意差は見られ
なかったが，投与後 5週間では XR細胞グループで有意
な増加が観察された．すなわち，梗塞部における血流
改善は，臍帯血単核球（特に CD34＋細胞）による血管
新生の影響を受けている可能性が考えられる７）１０）１１）．
XR細胞による神経細胞の活性化
XR細胞による神経機能回復についても調べた．CD34＋

細胞は，損傷した血管周辺組織から放出される Stromal
cell-derived factor-1（SDF-1）などの走化性因子刺激に
反応して損傷組織に向かって移動することが報告され
ている１２）１３）．X線照射した臍帯血 CD34＋細胞は，未照射
の同細胞と同様に SDF-1に反応して遊走能を示した
（Fig. 7a）．とりわけ，投与後 3時間で XR細胞から移行
した物質の蛍光シグナルが血管内皮細胞だけでなく，
血管内皮細胞に隣接するアストロサイトでも観察され
たことは重要である（Fig. 7b）．さらに，梗塞境界領域
におけるシナプスの可塑性を調べたところ，XR細胞投
与後，樹状突起およびスパイン数が有意に増加してい
た（Fig. 7c）．これらの結果は，XR細胞投与による神
経細胞の活性化は血管新生促進能に加えて，アストロ
サイトとの直接作用による可能性も示唆している．

考 察
近年，臍帯血を用いた細胞治療の臨床的有効性は，
さまざまな虚血性脳疾患を対象とした臨床試験でも確
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Fig.　7　Nerve repair through direct interaction between X-irradiated mononuclear cells (XR) and astrocytes
(a) The optimal concentration of stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) to maintain the migratory ability of umbilical cord 
blood (UCB) CD34＋cells was evaluated (left panel) and irradiated and non-irradiated CB UCD34＋cells both exhibited compa-
rable migratory ability after SDF-1 stimulation (n＝3). (b) BCECF dye was transferred into astrocytes, and BCECF signals 
(green) were observed in glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positive astrocytes (violet). (c) To measure neurite branching, 
10 neurons were randomly selected from the anterior cerebral artery perfusion area within 300μm of the border of the in-
farction area from each mouse, and primary and secondary branching were counted under 20×magnification. To evaluate 
the spinal density, 10 neurons from each brain sample were placed in the same area where the dendritic structure was dig-
itized using an oil immersion of 100×magnification. The spinal density is presented as the number of spines/20μm dendrit-
ic length (1 week; MCAO-PBS, n＝3 and MCAO-XR cell treatment, n＝3; 5 weeks; MCAO-PBS, n＝7 and MCAO-XR cell 
treatment, n＝9). Differences were considered statistically significant at p＜0.05. All results are expressed as the mean±
standard deviation (SD). The symbols ＊＊ denote p＜0.01.
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認されている５）６）１４）．さらに，臍帯血中の成熟細胞ではな
く CD34＋細胞が脳梗塞モデルマウスに対して治療効果
があることも実証されている６）．しかし，損傷した脳組
織修復と神経機能回復における臍帯血 CD34＋細胞の役
割は完全には解明されていない．本研究では，臍帯血
単核球は 15Gyの X線照射後でも脳梗塞モデルマウス
に対する組織修復効果を維持していた（Fig. 2eおよび
Fig. 3）．この現象は，臍帯血単核球（特に CD34＋細胞）
の造血能とは独立した組織修復能によるものと考えら
れる．
我々は，脳梗塞における CD34＋細胞の組織修復メカ
ニズムは以下のように考えている．脳梗塞発症後，梗
塞巣および梗塞周辺領域では血流障害により酸素とエ
ネルギー源が不足し，脳血管内皮細胞においてオート
ファジーが生じる７）．そこにグルコースやアミノ酸など
の低分子量のエネルギー源を豊富に含む造血幹細胞が
投与されると，ギャップジャンクションを介して障害
された脳血管内皮細胞にエネルギー源となる低分子メ
タボライトが供与され，脳血管内皮細胞がレスキュー

される．脳梗塞発症後も内因性神経幹細胞が動員され
ることが知られているが，動員部位に足場となる血管
がなければ，動員された神経幹細胞はニューロンに分
化できず，生着もしない．しかし，投与された臍帯血
CD34＋細胞が障害側における血管の脱落を防ぐことで神
経機能の回復にも重要な役割を果たす．また，ギャッ
プジャンクション以外にトンネルナノチューブによる
物質移動が考えられる．実際に，カルシウムイオン，
microRNA，高分子量タンパク質，ミトコンドリアなど
の細胞小器官などがトンネルナノチューブを介して移
動する１５）１６）．サイトカインやケモカインなどの他の体液
性因子も考慮する必要もあるが，直接的な細胞間接触
は，解糖系への代謝シフトを通じて，CD34＋細胞の治療
効果に不可欠であり，その結果，血管新生や神経細胞
の活性化が促進されると考えられる１７）．
私たちは以前，ギャップ結合を介して造血幹細胞・
前駆細胞から血管内皮細胞へグルコースなどのエネル
ギー源を送達することが脳梗塞における血管再生に重
要であることを報告した７）．また，XR細胞輸注後に解
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糖基質が増加するが（Fig. 5a），総アデニル酸レベルは
低下することを観察している（Fig. 5b）．総アデニル酸
が低い原因としては，アデニル酸の合成抑制とアデニ
ル酸の積極的分解の 2通りが考えられるが，メタボロー
ム解析結果のみではその判別は難しい．アデニル酸は，
サルベージ経路（尿酸の分解と再合成）と de novo
経路の 2経路で合成されるが，これらの合成経路の機
能低下により総アデニル酸レベルを維持できない可能
性がある．また，脳梗塞モデルマウスにおける高尿酸
値と PRPPおよび IMPの低値も，サルベージ経路と de
novo 経路の機能低下によるものと考えられる．一方，
脳梗塞モデルマウスと健常マウスとのATPレベルは差
がなかった．ATPレベルを維持するためにADPとAMP
から ATPが合成されるが，その合成経路は未治療群と
XR細胞治療群で異なる可能性がある．未治療群はケト
ン体を吸収して ATP産生するのに対し，XR細胞治療
群はグルコースを吸収してATPを産生する可能性が考
えられる．XR細胞治療における要因は，梗塞部位周辺
血管内皮細胞での解糖系への代謝シフトであり，これ
により多くの ATP産生が可能になると考えられる．本
研究では，XR細胞が血管内皮細胞に直接結合し，その
代謝を変化させることで血管新生を促進し，それによ
り血流回復および神経再生する可能性を示した．さら
に，XR細胞とアストロサイトとの相互作用も明らかに
した（Fig. 5b）．XR細胞とアストロサイトの相互作用
のメカニズムは不明であるが，Na＋/K＋-ATPase１８）１９）を
介した神経細胞の活性化が考えられる．また，XR細胞
とアストロサイトとの相互作用は，神経細胞再生にお
いて血管新生を介した経路とは別の重要な経路と考え
られる．
我々は脳梗塞モデルマウスへの骨髄単核球移植後に
血管内皮細胞においてhypoxia inducible factor-1α（HIF-
1α）の発現増強を報告している７）．新生児マウスは成体
とは異なり損傷した心臓を再生することが出来るが，
この再生能力は生後 7日目までに失われる２０）．また，ゼ
ブラフィッシュや尾状両生類などの低酸素環境に生息
する生物は，生涯を通じて心臓を再生することが可能
である．成人の心臓は好気性代謝によってエネルギー
生産し，胎児，新生児，ゼブラフィッシュの嫌気性解
糖系代謝によるエネルギー生産とは異なる．さらにOtsu
らは，低酸素または低血糖刺激を受けたヒト末梢血由
来単核球が脳梗塞モデルラットに顕著な治療効果を示
したことを報告している２１）．これらの結果は，XR細胞
による神経回復が CD34＋細胞による嫌気的解糖への代
謝変化によることを支持している．
今後症例数の増加に伴い，臍帯血単核球投与後の免
疫反応，とりわけ同種疾患である移植片対宿主病（GVHD）
について注意を払う必要がある２２）．脳梗塞患者の多くは

高齢で，身体機能の低下が多岐にわたるため，GVHD
予防のための免疫抑制剤を安全に使用することが困難
な場合がある．本研究では，15Gyで X線を照射するこ
とで Tリンパ球の増殖力（Fig. 2b）が，CD34＋細胞の
短期（Fig. 2c）および長期（Fig. 2d）の造血能が，それ
ぞれ完全に消失することを確認している．したがって，
XR細胞は GVHDや腫瘍形成のリスクなしに，神経お
よび血管再生効果が期待でき，今後の再生医療への応
用が期待できる．
CD34＋細胞が造血幹・前駆細胞として働く骨髄微小環
境は造血ニッチと呼ばれ，造血活性の維持と発揮に大
きな影響を与えることが知られている２３）．しかし，造血
幹・前駆細胞が既存のニッチに入るのか，それとも自
らでニッチを積極的に形成するのかについては結論が
出ていない．造血幹・前駆細胞が血管および神経組織
を再生する能力を考慮すると２４），造血幹・前駆細胞が積
極的に血管内皮細胞，周皮細胞（間葉系幹細胞に類似
した性状２５）），神経細胞の再生を誘導し，ニッチを形成
していることが考えられる２６）．XR細胞で観察された現
象は，少なくとも脳梗塞など血管修復を必要とする場
合では，造血幹・前駆細胞のニッチ形成能と造血能と
は無関係と考えられる．また，成人末梢血にも少数の
CD34＋細胞が存在するが２７）～３０），その増殖・分化能力は臍
帯血 CD34＋細胞に比べて低く，その存在意義は明らか
にされていない．成人末梢血 CD34＋細胞の主な役割が
組織修復と仮定すると，同細胞の減少によって脳（脳
梗塞患者の予後不良，高齢者の認知機能低下），心臓
（慢性心不全などの心血管疾患の予後不良），その他の
疾患を説明することが可能である３０）．同様に，臍帯血
CD34＋細胞は新生児造血の主役であるだけでなく，出生
後の急速に拡大する血管網の促進因子とも考えられる．
結論として，造血幹・前駆細胞によって引き起こされ
る組織修復プロセスを正確に解明することは，今後の
再生医療の発展に重要である．
著者の COI開示：保井一太，小川優子，田口明彦，木村貴文は

研究費については日本学術振興会，国立研究開発法人日本医療研

究開発機構から研究資金の提供を受けた．本研究内容について日

本赤十字社と神戸医療産業都市推進機構とで特許の共同出願中で

ある．また，著者の内，保井一太，渕崎晶弘，入江與利子，田中

光信，瀧原義宏，木村貴文は関連企業の日本赤十字社職員である．

文 献
1）Panch SR, Szymanski J, Savani BN, et al: Sources of he-

matopoietic stem and progenitor cells and methods to

optimize yields for clinical cell therapy. Biol Blood Mar-

row Transpl., 23: 1241―1249, 2017.



64 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 71. No. 1, 2025

2）Matsumoto T, Mugishima H: Non-hematopoietic stem

cells in umbilical cord blood. Int. J. Stem Cells, 2: 83―89,

2009.

3）KimYJ, Broxmeyer HE: Immune regulatory cells in um-

bilical cord blood and their potential roles in transplan-

tation tolerance. Cirt. Rev. Oncol. Hematol., 79: 112―126,

2011. doi: 10.1016/j.critrevone.2010.07.009.

4）Matsumoto K, Yasui K, Yamashita N, et al: In vitro pro-

liferation potential of AC133 positive cells in peripheral

blood. Stem Cells, 18: 196―203, 2000. doi: 10.1634/stemc

ells.18-3-196.

5）Laskowitz DT, Bennett ER, DurhamRJ, et al: Allogeneic

umbilical cord blood infusion for adults with ischemic

stroke: Clinical outcomes from a phase I safety study.

Stem Cells Transl. Med., 7: 521―529, 2018.

6）Taguchi A, Soma T, Tanaka H, et al: Administration of

CD34+ cells after stroke enhances neurogenesis via an-

giogenesis in a mouse model. J. Clin. Invest., 114: 330―

338, 2004. doi: 10.1172/JCI20622.

7）Kikuchi-Taura A, Okinaka Y, Takeuchi Y, et al: Bone

marrow mononuclear cells activate angiogenesis via

Gap junction-mediated cell-cell interaction. Stroke, 51:

1279―1289, 2020.

8）Ogawa Y, Okinaka Y, Kikuchi-TauraA, et al: Pre-clinical

proof of concept: Intra-carotid injection of autologous

CD34-positive cells for chronic ischemic stroke. Front.

Med., 9: 681316, 2022. doi: 10.3389/fmed.2022.681316.

9）Ogawa Y, Okinaka Y, Takeuchi T, et al: Intravenous

bone marrow mononuclear cells transplantation im-

proves the effect of training in chronic stroke mice.

Front. Med., 2020. doi: 10.3389/fmed.2020.535902.

10）Myojin K, Taguchi A, Umetani K, et al: Visualization of

intracerebral arteries by synchrotron radiation mi-

croangiography. AJNR Am. J. Neuroradiol., 28: 953―957,

2007.

11）Umetani K, Yagi N, Suzuki Y, et al: Observation and

analysis of microcirculation using high-spatial-

resolution image detectors and synchrotron radiation.

Proc. SPIE, 3977: 522―533, 2000.

12）Rosenkranz K, Kumbruch S, Lebermann K, et al: The

chemokine SDF-1/CXCL12 contributes to the ‘homing’

of umbilical cord blood cells to a hypoxic-ishemic lesion

in the rat brain. J. Neurosci. Res., 88: 1223―1233, 2010.

doi: 10.1002/jnr.22292.

13）Kimura T, Boehmler AM, Seitz G, et al: The sphingosine

1-phosphate receptor agonist FTY 720 supports

CXCR4-dependent migration and bonemarrow homing

of human CD34+ progenitor cells. Blood, 103: 4478―4486,

2004.

14）Permana A, Bajamal AH, Parenrengi MA, et al: Clinical

outcome and safety of stem cell therapy for ischemic

stroke: A systematic review and meta-analysis. Surg.

Neurol. Int., 13: 206, 2022. doi: 10.25259/SNI_1174_2021.

15）Zou X, Hou X, Xu J, et al: Mitochondria transfer via tun-

neling nanotubes is an important mechanism by which

CD133+ scattered tubular cells eliminate hypoxic tubu-

lar cell injury. BBRC, 522: 205―212, 2020. doi: 10.1016/j.

bbrc.2019.11.006.

16）Heisterkamp P, Borsch O, Lezama ND, et al: Evidence

for endogenous exchange of cytoplasmic material be-

tween a subset of cone and rod photoreceptors within

the adult mammalian retina via direct cell-cell connec-

tions. Exp. Eye Res., 2022. doi: 10.1016/j.exer.2022.10903

3.

17）Peplow PV: Growth factor- and cytokine-stimulated en-

dothelial progenitor cells in post-ischemic cerebral ne-

ovascularization. Neural Regen. Res., 9: 1425―1429, 2014.

doi: 10.4103/1673-5374.139457.

18）Kurauchi Y, Noma K, Hisatsune A, et al: Na+ , K+ -

ATPase inhibition induces neuronal cell death in rat hip-

pocampal slice cultures: Association with GLAST and

glial cell abnormalities. J. Pharmacol. Sci., 138: 167―175,

2018.

19）Zhang X, Lee W, Bian JS: Recent advance in the study

of Na+/K+-ATPase in neurodegenerative disease. Cells,

11: 4075, 2022. doi: 10.3390/cells11244075.

20）Puente BN, Kimura W, Muralidhar SA, et al: The Oxy-

gen rich postnatal environment induces cardiomyocyte

cell cycle arrest through DNA damage response. Cell,

157: 565―579, 2014.

21）Otsu Y, Hatakeyama M, Kanayama T, et al: Oxygen-

glucose deprived peripheral blood mononuclear cells

protect against ischemic stroke. Neurotherapeutics, 20:

1369―1387, 2023.

22）Nassereddine S, Rafei H, Elbahesh E, et al: Acute graft

versus host disease: A comprehensive review. Antican-

cer Res, 37: 1547―1555, 2017.

23）Pinho S, Frenette PS: Haematopoietic stem cell activity

and interactions with the niche. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.,

20: 303―320, 2019.



日本輸血細胞治療学会誌 第71巻 第 1号 2025年 65

24）Mahla RS: Stem cells applications in regenerative medi-

cine and disease therapeutics. Int. J. Cell Biol. , 2016 :

6940283, 2016. doi: 10.1155/2016/6940283.

25）Nakagomi T, Kubo S, Nakano-Doi A, et al: Brain vascular

pericytes following ischemia have multipotential stem

cell activity to differentiate into neural and vascular

lineage cells. Stem Cells, 33: 1962―1974, 2015.

26）Yamazaki S, Ema H, Karlsson G, et al: Nonmyelinating

Schwann cells maintain hematopoietic stem cell hiber-

nation in the bone marrow niche. Cell, 147: 1146―1158,

2011.

27）Taguchi A, Matsuyama T,Moriwaki H, et al: Circulating

CD34-positive cells provide an index of cerebrovascular

function. Circulation, 109: 2972―2975, 2004.

28）Taguchi A, Matsuyama T, Nakagomi T, et al: Circulat-

ing CD34-positive cells provide a marker of vascular

risk associated with cognitive impairment. J. Cereb.

Blood Flow Metab., 28: 445―449, 2008. doi: 10.1038/sj.jc

bfm.9600541.

29）Fadini GP, Maruyama S, Ozaki T, et al: Circulating pro-

genitor cell count for cardiovascular risk stratification:

A pooled analysis. PLoS ONE, 5 (7): e11488, 2010. doi: 10.

1371/joumal.pone.0011488.

30）Shimizu Y, Kawashiri S, Nobusue K, et al: Association

between circulating CD34-positive cell count and height

loss among older men. Sci. Rep., 12: 7175, 2022. doi: 10.1

038/s41598-022-11040-y.

X-IRRADIATED UMBILICAL CORD BLOOD CELLS RETAIN THEIR

REGENERATIVE EFFECT IN EXPERIMENTAL STROKE

Kazuta Yasui１）, Yuko Ogawa２）, Orie Saino２）, Rie Akamatsu２）, Akihiro Fuchizaki１）, Yoriko Irie１）,

Makoto Nabetani３）, Mitsunobu Tanaka１）, Yoshihiro Takihara１）, Akihiko Taguchi２）and Takafumi Kimura１）

１）Japanese Red Cross Kinki Block Blood Center
２）Department of Regenerative Medicine Research, Foundation for Biomedical Research and Innovation at Kobe
３）Department of Pediatrics, Yodogawa Christian Hospital

Keywords:

unbilical cord blood cell, angiogenesis, tissue repair, X-ray irradiation, stroke

�2025 The Japan Society of Transfusion Medicine and Cell Therapy
Journal Web Site: https:��yuketsu.jstmct.or.jp�



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /Batang
    /BatangChe
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturyOldStyleStd-Bold
    /CenturyOldStyleStd-Italic
    /CenturyOldStyleStd-Regular
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Dotum
    /DotumChe
    /Edigai-OTF-GoIwata
    /Edigai-OTF-MinIwata
    /Edisys-OTF-Gaiji
    /Edisys-OTF-KAZARI
    /EstrangeloEdessa
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FutoGoB101Pro-Bold
    /FutoMinA101Pro-Bold
    /FuturaStd-Bold
    /FuturaStd-BoldOblique
    /FuturaStd-Book
    /FuturaStd-BookOblique
    /FuturaStd-ExtraBold
    /FuturaStd-ExtraBoldOblique
    /FuturaStd-Heavy
    /FuturaStd-HeavyOblique
    /FuturaStd-Light
    /FuturaStd-LightOblique
    /FuturaStd-Medium
    /FuturaStd-MediumOblique
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /GothicBBBPro-Medium
    /GothicMB101Pro-Bold
    /GothicMB101Pro-Heavy
    /Gulim
    /GulimChe
    /Gungsuh
    /GungsuhChe
    /Haettenschweiler
    /HelveticaLTStd-Blk
    /HelveticaLTStd-BlkObl
    /HelveticaLTStd-Bold
    /HelveticaLTStd-BoldObl
    /HelveticaLTStd-Light
    /HelveticaLTStd-LightObl
    /HelveticaLTStd-Obl
    /HelveticaLTStd-Roman
    /HGGothicE
    /HGGyoshotai
    /HGMaruGothicMPRO
    /HGPGothicE
    /HGPGyoshotai
    /HGPSoeiKakugothicUB
    /HGPSoeiKakupoptai
    /HGSeikaishotaiPRO
    /HGSGothicE
    /HGSGyoshotai
    /HGSoeiKakugothicUB
    /HGSoeiKakupoptai
    /HGSSoeiKakugothicUB
    /HGSSoeiKakupoptai
    /Impact
    /Jun101Pro-Light
    /Jun34Pro-Medium
    /Jun501Pro-Bold
    /KeplerStd-Black
    /KeplerStd-BlackCnItSubh
    /KeplerStd-BlackCnSubh
    /KeplerStd-BlackIt
    /KeplerStd-Bold
    /KeplerStd-BoldCnItSubh
    /KeplerStd-BoldCnSubh
    /KeplerStd-BoldIt
    /KeplerStd-CnItSubh
    /KeplerStd-CnSubh
    /KeplerStd-Italic
    /KeplerStd-Light
    /KeplerStd-LightCnItSubh
    /KeplerStd-LightCnSubh
    /KeplerStd-LightIt
    /KeplerStd-Medium
    /KeplerStd-MediumCnItSubh
    /KeplerStd-MediumCnSubh
    /KeplerStd-MediumIt
    /KeplerStd-Regular
    /Latha
    /LucidaConsole
    /LucidaSansUnicode
    /Mangal-Regular
    /MicrosoftSansSerif
    /MidashiGoPro-MB31
    /MidashiMinPro-MA31
    /MingLiU
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Gothic
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MS-PGothic
    /MS-PMincho
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MS-UIGothic
    /MVBoli
    /Myriad-BdWeb
    /Myriad-CnItWeb
    /Myriad-CnWeb
    /Myriad-ItWeb
    /Myriad-Web
    /NSimSun
    /OCRB
    /OptimaLTStd
    /OptimaLTStd-Black
    /OptimaLTStd-BlackItalic
    /OptimaLTStd-Bold
    /OptimaLTStd-BoldItalic
    /OptimaLTStd-DemiBold
    /OptimaLTStd-DemiBoldItalic
    /OptimaLTStd-ExtraBlack
    /OptimaLTStd-Italic
    /OptimaLTStd-Medium
    /OptimaLTStd-MediumItalic
    /OptimaLTStd-XBlackItalic
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /PalatinoLTStd-Black
    /PalatinoLTStd-BlackItalic
    /PalatinoLTStd-Bold
    /PalatinoLTStd-BoldItalic
    /PalatinoLTStd-Italic
    /PalatinoLTStd-Light
    /PalatinoLTStd-LightItalic
    /PalatinoLTStd-Medium
    /PalatinoLTStd-MediumItalic
    /PalatinoLTStd-Roman
    /PMingLiU
    /Raavi
    /RyuminPro-Bold
    /RyuminPro-Heavy
    /RyuminPro-Light
    /RyuminPro-Medium
    /RyuminPro-Regular
    /RyuminPro-Ultra
    /ShinGoPro-Bold
    /ShinGoPro-Light
    /ShinGoPro-Medium
    /ShinGoPro-Regular
    /ShinGoPro-Ultra
    /ShinseiKaiPro-CBSK1
    /Shruti
    /SimHei
    /SimSun
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /SymbolStd
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesLTStd-Bold
    /TimesLTStd-BoldItalic
    /TimesLTStd-ExtraBold
    /TimesLTStd-Italic
    /TimesLTStd-Roman
    /TimesLTStd-Semibold
    /TimesLTStd-SemiboldItalic
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /UniversLTStd
    /UniversLTStd-Black
    /UniversLTStd-BlackEx
    /UniversLTStd-BlackExObl
    /UniversLTStd-BlackObl
    /UniversLTStd-Bold
    /UniversLTStd-BoldCn
    /UniversLTStd-BoldCnObl
    /UniversLTStd-BoldEx
    /UniversLTStd-BoldExObl
    /UniversLTStd-BoldObl
    /UniversLTStd-Cn
    /UniversLTStd-CnObl
    /UniversLTStd-Ex
    /UniversLTStd-ExObl
    /UniversLTStd-Light
    /UniversLTStd-LightCn
    /UniversLTStd-LightCnObl
    /UniversLTStd-LightObl
    /UniversLTStd-Obl
    /UniversLTStd-XBlack
    /UniversLTStd-XBlackEx
    /UniversLTStd-XBlackExObl
    /UniversLTStd-XBlackObl
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /WarnockPro-Bold
    /WarnockPro-BoldCapt
    /WarnockPro-BoldDisp
    /WarnockPro-BoldIt
    /WarnockPro-BoldItCapt
    /WarnockPro-BoldItDisp
    /WarnockPro-BoldItSubh
    /WarnockPro-BoldSubh
    /WarnockPro-Capt
    /WarnockPro-Disp
    /WarnockPro-It
    /WarnockPro-ItCapt
    /WarnockPro-ItDisp
    /WarnockPro-ItSubh
    /WarnockPro-Light
    /WarnockPro-LightCapt
    /WarnockPro-LightDisp
    /WarnockPro-LightIt
    /WarnockPro-LightItCapt
    /WarnockPro-LightItDisp
    /WarnockPro-LightItSubh
    /WarnockPro-LightSubh
    /WarnockPro-Regular
    /WarnockPro-Semibold
    /WarnockPro-SemiboldCapt
    /WarnockPro-SemiboldDisp
    /WarnockPro-SemiboldIt
    /WarnockPro-SemiboldItCapt
    /WarnockPro-SemiboldItDisp
    /WarnockPro-SemiboldItSubh
    /WarnockPro-SemiboldSubh
    /WarnockPro-Subh
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 10
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Average
  /MonoImageResolution 150
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
  /SyntheticBoldness 1.000000
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


