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研究成果の概要（和文）：低酸素虚血性脳症（HIE）は，脳性麻痺の主要因である.今回は,新生仔HIEモデルマウ
スを用いて,ヒト羊水幹細胞(hAFS) 投与の治療効果を検討した.ヒト羊水中CD117陽性細胞をhAFSとして分離し
た. 生後9日目(P9)にマウスの右総頸動脈を結紮し,8%酸素に30分間曝露させてHIEモデルを作成した．P19に治療
群にはhAFSを,非治療群にはPBSを鼻腔内投与した. P30に運動機能試験を実施し, 脳を組織標本として評価した.
 hAFS投与は,HIEモデルマウスの脳実質を回復し運動障害を軽減した. hAFS投与は, HIE慢性期の新規治療となる
可能性が示唆された.

研究成果の概要（英文）：Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) remains a major cause of cerebral 
palsy. However, the efficacy of human amniotic fluid stem cells (hAFS) for HIE, especially in the 
chronic phase, remains unclear. The aim of this study was to determine the effect of hAFS on the 
chronic phase of HIE. 
hAFS were isolated from AF cells as CD117 + cells. Hypoxia-Ischemia (HI) was induced in mice at 
postnatal day 9 (P9). Animals intranasally received hAFS or PBS at P19 and were harvested for 
histological analysis after functional tests at P30. hAFS improved sensorimotor deficits in HIE by 
brain restoration followed by migration to the lesion. These results suggest that hAFS 
administration could be a novel treatment for HIE, especially in the chronic phase.

研究分野：再生医療
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１．研究開始当初の背景 

  脳性麻痺は医療技術の進歩にもかかわら

ず減少しておらず，一旦脳障害が進行し脳性

麻痺になると有効な治療法はない. 

低酸素虚血性脳症 (hypoxic-ischemic 

encephalopathy: HIE)は, 脳血流遮断により

脳神経細胞が低酸素に陥ることにより生じ, 

不可逆的な脳性麻痺へと進行する病態であ

る. 新生児 HIE は脳性麻痺の主要因であり, 

その治療法開発は周産期医療における最重

要課題の一つである.HIEの急性期〜亜急性

期(傷害から 72 時間以内)に, 低体温療法

や臍帯血幹細胞投与が実施されているが, 

治療効果は限定的であり 1), HIE 慢性期（傷

害から 72 時間以降）にも実施可能な治療法

の検討が必要である.  

 
２．研究の目的 

 今回我々は, 妊娠中から採取・培養を開始

することが可能であり,新生児 HIE 慢性期に

おいても充分な自家移植が可能な間葉系幹

細胞の候補としてヒト羊水幹細胞(human 

Amniotic Fluid Stem Cells: hAFS)に注目

し,hAFS が新生児 HIE に対する新規治療とな

りえるか検討することとした. 

 
３．研究の方法 

(1)本学倫理委員会承認の下（承認番

号:20140285）で, 妊娠 15-17 週に当院で羊

水検査を施行した患者羊水のうち 約 5ml を

研究用に使用した.そのヒト羊水細胞から

CD117 陽性羊水細胞を, CD117 抗体単離法 2)

を用いて hAFS を分離・培養した．CD117 陽性

羊水細胞は、間葉系マーカー陽性、単球・造

血幹細胞・白血球マーカー陰性で、骨・軟骨・

脂肪への分化能を持つ事から,hAFS は間葉系

幹細胞の定義を満すことが示された(図 1). 

 

 

 

 

 

(2)本研究では，成熟児脳障害を模倣した HIE

モデルマウス 3)を右総頸動脈結紮・低酸素(8%

酸素に 30 分間)負荷により作成した.早産児

脳傷害モデルマウス(Neonatal chronic 

hypoxia model: CH model)に関しても検討を

行うことを考えモデル作成を試みたが，モデ

ルの確立には至らなかった. 

 

(3)HIE モデルマウスに対する治療効果は運

動機能的評価と病理組織学的評価に分けて

検討した． 

 運動機能評価に関しては，ロータロッドテ

ストとシリンダーテストを行った. 病理組

織学的評価は主に免疫組織染色で検討する

方針とし, Neuron, Oligodendrocyte, 

Astocyte, Microglia のマーカー分子を用い

た. 生後 9日目のマウスを用いて HIEモデル

を作成し，生後19日目に治療群にはhAFS(5.0

×105個/匹)を投与し,非治療群には PBS を投

与した.生後 30 日目にシリンダーテスト（筒

の中にマウスを入れ，マウスが左右どちらの

肢で筒をタッチするかをカウントする検査．

運動機能の左右差の評価が可能である．今回

のHIEモデルでは右総頸動脈を結紮し低酸素

負荷を与えるため，患側は左となる score(%)

が大きいほど相対的に左の運動障害が強い

ことを示している）及びロータロッドテスト

（回転する筒の上にマウスが乗っていられ

る時間を計測する四肢の協調運動試験）を実

施後に病理組織学的評価目的で脳を摘出し

冠状断面標本とした. さらに，蛍光色素



PKH26 で標識した hAFS(5.0×105個/匹)を生

後 19 日目に投与し，脳組織標本を用いて脳

実質への生着を評価した. なお,幹細胞投与

経路としては, 静脈投与・脳室内投与・腹腔

内投与・鼻腔投与等の報告があるが、投与に

おける侵襲性の低さ及び中枢神経への選択

的な投与という観点から，まず鼻腔内投与 4)

を選択した.  
 
４．研究成果 

 今回の実験の結果, HIE慢性期（傷害から72

時間以降）ではhAFSの鼻腔内投与により, 

脳の灰白質及び白質が温存され(図2),神経炎

症が軽減され(図3),運動障害も軽減される

(図4)ことが示された. 

また,鼻腔投与後のhAFSは脳実質に一過性に

生着していることも示された(図5). 

 これまでに骨髄や臍帯血等に由来するMSC

は，動物モデル実験においてHIEに対する治療

効果を持つことが報告されているが5),hAFSの

HIE慢性期（傷害から72時間以降）における投

与効果に関しては報告がない. 

 また，新生児脳傷害急性期に対して, 臍帯

血幹細胞自家移植や低体温療法の臨床応用が

開始されているが治療効果は限定的であ

り,HIE慢性期にも実施可能な追加治療開発が

求められている.しかし, 臍帯血は出生後で

なければまとまった量の採取は困難であり出

生直後に投与できる細胞数には限界があ

る.HIEの慢性期にも十分量の自家移植が可能

な幹細胞は,出産前からの採取及び培養が可

能なhAFS以外には考えにくいため、hAFS 自家

移植による治療が確立されれば, 周産期医療

における最大の課題の１つである新生児脳傷

害の予後改善につながる可能性がある. 

 今回の研究で示唆された,hAFSのHIE慢性期

に対する治療効果は極めて重要な知見と考え

られる.  
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