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研究成果の概要（和文）：オリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)を用いた低酸素虚血性白質障害モデルラットへ
の細胞療法の確立という課題に対し、移植OPCがモデル脳内で移植８週後まで生着し分化・成熟することを確認
し、また病態脳に発現増加するIGF-２が培養OPCに対する生理作用を示した。さらに移植細胞の生着メカニズム
を解析するため、髄鞘形成機構の培養モデル系を確立しFRET法を用いてその形成機構を解析、さら発育期の外部
環境（豊かな環境飼育）がモデル動物に与える影響の解析から髄鞘化と機能改善の関係性を解析した。

研究成果の概要（英文）：Our final purpose is the establishment of cell therapy to perinatal white 
matter injury (PWMI). To establish cell therapy to a PWMI model rat using oligodendrocyte progenitor
 (OPC), we revealed that grafted OPC survived in the corpus callosum (CC) until 8week after the 
graft, and IGF-2 that is upregulated in the model brain exhibited trophic effect on cultured OPCs. 
Furthermore, to analyze the mechanism of the survival of the grafted cells in the CC, we performed 
several experiments focusing on the relationship between myelination and the recovery of the 
disturbed function: the analysis of myelin formation by FRET following to the construction of in 
vitro myelination system, and the analysis of the effect of environmental enrichment during the 
period of the development on the PWMI model.

研究分野：脳神経生理学

キーワード： 細胞療法　低酸素虚血性白質障害　オリゴデンドロサイト前駆細胞　IGF-2　分化抑制　髄鞘形成　豊か
な環境飼育　皮質内微小電気刺激

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素虚血性白質障害に対する細胞療法の確立という最終目的に向け、動物実験レベルでの課題を抽出し、その
メカニズムの解析にチャレンジしている。本研究からIGF-2が培養OPCに対し生理活性を示すことも初めて明らか
にした。また病態脳では移植OPCの分化が抑制されている事実を示し、最終目的に向けた新たな課題を明らかに
した。加えて移植細胞の生着メカニズムを髄鞘形成機構の解析や発育期の飼育環境による相加的効果という多角
的な解析を進めているのが特徴である。難題を一歩ずつ解決し臨床応用にまで繋がれば意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

在胎32週以下の早産児に生じる脳性麻痺では、脳室周囲白質軟化症(PVL)が多い。発達段階の中枢

神経系の未熟性に低酸素虚血(H-I)が加わり脳室周囲の白質が障害されることが、PVL の基本病態と

考えられている。近年の周産期医療の進歩により、脳組織欠損(cyst)を認める重症型PVLは激減した

がMRIでも明らかなcystを認めない軽症型PVLが増加しており、軽症型PVLでは運動機能障害と発

育後の認知機能障害が臨床上の大きな課題となっている。 

 PVL の病態は、H-I に対する未熟脳の反応性と正常な脳発達の要素とが複雑に混在している。分化

途上のオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)が、虚血に対し特異的に脆弱であることが示されている。

髄鞘形成細胞のオリゴデンドロサイト(OLG)は脳高次機能の発現に重要な役割を担い、OPC 虚血障害

による髄鞘形成障害は認知機能の生後発達と関連している。このことは、軽症型PVLにおいて注意欠

陥多動性障害の発症率が高いことに関係していると考えられる。 

我々は、これまでに軽症型 PVL の病態を良く反映する周産期低酸素虚血性白質障害モデルラット

(Perinatal White Matter Injury: PWMI)を開発し、その解析から、１）in vivoでもOPCが特異的な

虚血脆弱性を示すこと、２）下肢を中心とする協調運動機能障害を示すこと、 ３）軽症 PVL 病態脳

ではインスリン様成長因子(IGF-2)等の因子が発現変化していること、４）H-I後のOPCの成熟障害と

して大脳皮質第II/III層の髄鞘化が低形成していること等を明らかにした。 

PVL治療では、低体温療法、ラジカット投与、エリスロポエチン(EPO)投与などが試みられているが、

未だ根治的な治療法は確立されていない。申請者は、臨床応用がより早期に可能と考えられる研究と

して、H-I後のEPOによるOPC新生/保護作用のメカニズム解析を実施してきた。一方、チャレンジン

グではあるが根本的治療の確立を目指し、OPC細胞移植による細胞療法の開発ついての基礎研究も展

開している。すなわち、PWMIモデルにOPCを外部から補填し、栄養因子等の投与によって移植OPCの

細胞分化を促進させ、障害機能を再獲得させる、という発想のもと研究をすすめている。 

 これまでに、iPS細胞を用いた細胞移植に関する研究も実施してきたが、移植細胞の脳内での生着・

成熟が解決すべき最優先課題であることが分かった。このin vivoでの課題を解決するため、緑色蛍

光(GFP)ラット由来OPCのPWMIモデルラットへの細胞移植を実施し、その結果、免疫抑制剤の非投与

下でも３週間後に脳内でOPCが生着し、幼弱OLGへと分化することを明らかにしつつある。 

２．研究の目的 

「オリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)を用いた細胞療法」の新たな治療法の探索に向け、１）in 

vivoでの長期の生着の証明、２）OPC補充による障害機能の再建の証明、３）その結果を裏付ける科

学的メカニズムの証明、の動物実験レベルの可否が本研究の核心をなす問いである。 

期間中の研究目的は、１）移植OPCのPWMIモデル脳内での長期生着と分化・成熟の確認、２）大脳

皮質での髄鞘形成の正常化と協調運動機能の改善との関連性の検証、３）移植OPCによる機能再構築

のメカニズムの解明、である。 

３．研究の方法 

１）OPC培養と細胞移植 

生後1～2日齢のグリーンラット（GFP陽性ラット）の脳を取り出し、0.25%トリプシンを用いて細

胞を単離化し、DMEM＋10％FCSの細胞培養液で混合グリア培養を行った。培養8～10日後に37°Cの



培養条件化でフラスコを 200rpm で回転振とう

し、培養液中に遊離したOPCを細胞接着性の違

いにより調整した。 

調整したOPC(濃度2.0X105/2μl)をP5のPWMI

モデルラットの脳梁部へ細胞移植し、P33 およ

びP61に行動評価を実施した。（図１） 

２）免疫染色 

４％パラホルムアルデヒドを用い経心的に還流

固定を行った。凍結切片は Tissue-Tek® O.C.T 

Compound（#4583）に包埋し凍結させ、Leica（株）

製のクライオスタット（#CM1860）を用い 厚さ30 μmの冠状断の脳の切片を作成した。作成した切

片は, 不凍液に入れて-20ºCの冷凍庫で保存した。 

免疫染色は、以下の一次抗体を用いた。Rabbit anti-PDGFRα polyclonal antibody (Santa Cruz 

#sc-338, 1:100)、Mouse CC1 monoclonal antibody (Millipore #OP-80 1:250)、Rabbit anti-olig2 

(O2) monoclonal antibody(Millipore AB9610, 1:250)、Rat anti-myelin basic protein (MBP) 

monoclonal antibody (Millipore（株）#MAB386,1:300)、Rabbit anti-iba1 polyclonal antibody(富

士フィルム和光純薬 #019-019741, 1:300)。二次抗体は、一次抗体に対応するInvitrogenの交代を

1:1000で希釈し用いた。Alexa FluorTM 594 Goat anti-mouse IgG (H+L)、Alexa FluorTM 635 Goat 

anti-mouse IgG (H+L)、Alexa FluorTM 488 Goat anti-rabbit IgG (H+L)、Alexa FluorTM 594 Goat 

anti-rabbit IgG (H+L)、Alexa FluorTM 594 Goat anti-rat IgG (H+L)。 

浮遊法と貼付法の２種類の染色法を用いて行った。Olig2,CC1の染色では抗の賦活化のためにクエ

ン酸処理を、MBP染色ではバックグラウンドを低くするために脱脂処理を前処理として行った。 

３）行動評価 

後肢引戻しテスト、棒上歩行テスト、ロータロッドテストを、移植実験では移植28日後および56

日後に実施した。豊かな環境飼育のでは、生後26日、生後35日、生後70日後に実施した。 

後肢引戻しテスト：後肢を後方に20-30 mm引き伸ばし、引き戻す後肢が正常な位置に戻るかどう

かを確認した。１回の試験で左右交互に20回ずつ行い、その結果を0〜4点のMotor Deficit Score

で算出して、運動機能障害の程度を評価した。 

棒上歩行テスト：使用する角棒は生後25日では20 ×20 × 800 mm、生後35日では25 ×25 × 

800 mm、生後70日では30 ×30 × 800 mmの角棒を用いて床上75 cmの棒上を歩行させ、正常な歩

行が可能であるかを評価した。それぞれの結果を0〜4点のMotor Deficit Scoreで算出して、運動

機能障害の程度を評価した。１回の試験で歩行試験を３回行い, 最も重度な点数を結果とした。 

水平梯子歩行テスト：横150 mm×長さ 1000 mm×高さ750mmの水平梯子の上を歩行させた。生後

25日の場合は1 cm間隔、生後35日の場合は2 cm間隔、生後70日の場合は 3 cm間隔にとし、3日

間各日3回ずつ歩行練習を行った。試験では、生後25日では,1〜4 cm間隔、生後35日では,2〜5 cm

間隔、生後70日では,2〜5 cm間隔のステンレス棒をそれぞれランダムに配置した。歩行の様子をデ

ジタルビデオカメラで撮影し、足の位置および歩行姿勢を動画で解析した。Barbourらの使用した0-

6点のスコアを0-4点に改変し左右それぞれ解析した。後肢がステンレス棒を正確に把持できていな

い足踏の全体に対する割合を算出して評価した。 

ロータロッドテスト：回転するPanlab（株）製Rota Rod (#LE8305)の上を歩かせ、運動協調機能

を評価した。事前に3日間練習を行い、各日10 rpmの一定の回転数で5分ずつ3回歩行させた。 生



後 25日の場合はマウス用のドラムを用いて行った。生後 35日および生後 70 日の場合はラット用の

ドラムを用いて行った。試験では回転数が1分間に4 rpmから40 rpmの範囲で回転加速するように

設定し、最大 60 秒として落下するまでの時間を測定した。本試験は各個体で 3回ずつ行い、最もロ

ッドの上に長時間乗っていた時間を結果として用いた。 

４）皮質内微小電気刺激法（Intracortical microstimulation：ICMS） 

生後70日齢ラットにケタミン(60 mg/kg)キシラジン(10 mg/kg)混合溶液を腹腔内投与し、脳浮腫

防止のためデキサメタゾン溶液（0.05 mg/kg）を右後肢に投与した。次に硫酸アトロピン溶液（0.05 

mg/kg）を腹腔内投与した。 麻酔深度を一定レベルで維持するため必要に応じケタミン(30 mg/kg)キ

シラジン(5 mg/kg)混合溶液を腹腔内投与した。体温はカイロを用い 37±1.0ºCに一定とした。 

ラットを脳定位固定装置（成茂 #SR-5R-ST）に固定し、右大脳運動皮質（ブレグマから側方1.0〜

3.0 mm, 後方1.0〜3.0 mm）を露出し、タングステン電極（インピーダンス0.7 MΩ, シャフト径250 

μm, Alpha Omega Engineering #380-080607-11）により運動皮質第V層（皮質表面下1400-1600 μm）

を電気刺激装置（日本光電#SEN-8203）を用いて二相性パルス（トレイン10回, 周波数333 Hz, パル

ス幅200 μs）で刺激した。Microelectrode AC Amplifier（A-M Systems #1800）により増幅された

応答電流を測定しながら刺激部位を決定した。大泉門の側方 1〜3 mm および後方 1〜3 mm の領域を

0.5 mm間隔で格子状に25箇所刺激部位を指定し、それぞれランダムに刺激した。 

刺激は10 μAずつ徐々に上げ、関節や筋の動きが検出される最小電流を運動閾値とした。200 μA

で反応が引き起こされなかった場合は「反応なし」と定義した。その結果を、 閾値と反応部位を色分

けして記載した。運動マップでは、股関節（hip joint）を赤色、 胴体(trunk)を緑色、前肢(forehand)

を青色、足関節・足趾(paw)を橙色、反応なし部位(n/a)を灰色、血管(vessel)を斜線で表した。また

同時に反応閾値についても記載した。 

４．研究成果 

１，GFP陽性OPCの脳梁部への移植 

P5のPWMIモデルラットの脳梁部にGFP陽性OPCを細胞移植し、移植８週後において脳梁でCC1陽性の

成熟OLGまで分化していることを確認した。また、PWMIモデルラットの脳内に移植された細胞の分化

比率は、正常脳に移植した場合に比べ少ないことを明らかになった。さらに、脳梁にOPC移植した場

合にはP19においてアストロサイトへの分化した細胞は少ないことも明らかになった。これらの結果

はCell Transplantation誌に掲載された（業績参照）。 

生後脳内は比較的免疫寛容であること前述からも明らかになったが、免疫拒絶を抑制した場合の

移植されたGFP陽性OPCの脳内での生着・生存について検討を行った。 

その結果、非投与群に比べサイクロスポリン

（CysA）投与群では移植８週後の棒上歩行テス

トにおいて機能改善の傾向が認められた

(p=0.09)（図２A）。また生存する移植細胞の数

はサイクロスポリン投与群において非投与群と

比べ有意に多かった（図２B）。 

さらに、GFP陽性の移植細胞におけるPDGFRα

陽性細胞数の有意な増加およびCC1陽性細胞の

増加傾向(P=0.079)が確認され、CysA投与群に

おいて移植細胞の分化がより促進していること

が明らかになった。 



２，培養OPCを用いたPWMIモデルラット脳内に発現する生理物質活性の検討 

低酸素虚血性白質傷害（PWMI）モデルラットの脳内に増加しているインスリン様成長因子２型

(IGF-2)が、培養OPCに対する生理作用を解析し、IGF-2単独投与において分化促進効果を示すことを

明らかにした。また、IGF-2の生理作用をIGF-1の作用と対比しながら作用機序を解析し、相加的な

作用がないことが明らかになった。これら結果はCell Transplantation誌に掲載された（業績参照 

）。 

３，FRET法による移植OPCのダイナミックな形態変化の解析 

移植OPCの脳内でのダイナミックな形態変化の解析に向けた予備実験として、FRET法によるカーボ

ンナノファーバーを軸索モデルとする髄鞘化機構の解析の可否について検討した結果、細胞外マト

リックスの固さを視野に入れたFRET法による髄鞘化解析が有用であるとわかった。この系を用い太

い軸索への髄鞘化過程では細い軸索の場合に比べより強い力が生じていることを明らかにした。こ

れらの結果をFrontiers of Cellular Neuroscience誌に報告した（業績参照）。 

４、PWMIモデルに対する発育期の豊かな環境飼育（自発的リハビリテーション）の影響 

PWMIモデルに対する発育期の豊かな環境飼育（自発的リハビリテーション）の影響を検討した。 

その結果１）障害運動機能の改善が認められること(図３)、２）大脳皮質の厚さ正常化している

こと、３）皮質内微小電気刺激による皮質マッピングが正常化している（図４）、等を含め形態学的

および機能的変化を明らかにした（投稿準備中）。 
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