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研究成果の概要（和文）： 未熟児脳障害の克服を最終目標として、その障害モデル実験系とし

て、子宮内胎仔発育遅延ラットを作製した。このラットの新生仔では、脳の代表的な細胞環境

分子であるコンドロイチン硫酸の減少、大脳皮質原基で死細胞が増加、及び反射行動の発達遅

延が認められた。培養条件下で、神経幹細胞から分化した様々な神経系細胞の混合物を低酸素

処理したところ、オリゴデンドロサイトに比べて、神経細胞が多く死滅した。この細胞死は、

培養液に増殖因子 FGF-2 および EGF を添加することにより抑制された。これらの増殖因子は、

大脳皮質原基に見られた細胞死の抑制にも、効果を発揮することが期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）： The final goal of our research is to conquer brain injuries often 

found in the premature newborn.  As the experimental model, we produced fetal growth 

retardation (FGR) model rats.  The FGR pups exhibited a significant delay in postnatal 

neurological development, a high density of apoptotic cells in the cortical plate, and a 

reduced amount of brain chondroitin sulfate proteoglycans that is a major brain niche 

constituent.  Hypoxic treatment of a neural cell mixture which differentiated from neural 

stem cells in culture revealed that neuronal cells were more sensitive to hypoxia than 

oligodendrocytes.  Addition of fibroblast growth factor-2 or epidermal growth factor to the 

hypoxic culture reduced cell death, suggesting that these growth factors are promising to 

prevent cell death found in the cortical plate of the FGR rat newborn. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年、全出生数に対する低出生体重児の
数が顕著に増加しており、それに伴う脳性麻
痺児や行動異常児、学習障害児の増加が危惧
されている。 

 

(2) 満期産児では、出生時に起きる脳障害の
原因は、主に神経細胞死である。一方、未熟
児（早期産児）脳障害では、主にオリゴデン
ドロサイト（ODC）前駆細胞の変性が原因で
あると考えられている。 

 

(3) 未熟児脳障害のモデル実験系として、生
後 2～3 日齢のラットやマウスを不可逆的な
低酸素虚血条件下に置く方法が多用されて
いるが、この方法では母体要因が欠落するこ
とになる。したがって、子宮内の胎児に脳障
害を惹起する実験系が求められる。 

 

(4) 未熟な脳は、神経幹細胞をはじめとして
様々な分化段階にある神経細胞やグリア系
細胞を含むが、それぞれの細胞の低酸素感受
性の程度は不明である。 

 

(5) 脳の細胞微細環境分子（ニッチ構成物
質：細胞外マトリックス高分子や増殖因子
群）が神経細胞に対して保護効果を示すこと
が明らかになりつつあるが、ODC に対して
の効果は明らかになっていない。 

 

 

２．研究の目的 

上述の背景をもとに、未熟児脳障害の克服を
最終目的として、本研究では次の諸点の解明
を目指す。 

 

(1) 未熟児脳障害モデルとして子宮内胎仔発
育遅延ラットを作製し、その病態を解析する。 

 

(2) 神経幹細胞の分化誘導培養により、様々
な分化段階にある神経系細胞の混合培養系
を作り、以下の解析を行う。 

① 各細胞種の周囲におけるコンドロイチン
硫酸（主要な脳微細環境分子）の局在を確認
する。 

② 脳の微細環境分子（各種のコンドロイチ
ン硫酸と増殖因子群）が、神経幹細胞の分化
に及ぼす影響を明らかにする。 

③ 低酸素負荷に対して、どの細胞種の感受
性が高いのか（死滅しやすいのか）を調べる。 

④ 脳の微細環境分子のなかに、低酸素負荷
による細胞死を防ぐ活性（細胞保護活性）を
持つものがあるのかを調べる。 

(3) (2)-④項の研究で得られるであろう細胞
保護活性を示す微細環境分子を、未熟児脳障
害モデルラットの脳内に投与（あるいは脳内
で発現増強）することにより、脳障害を軽減
できるのかを調べる。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 子宮内胎児発育不全モデルラットの作
製： 妊娠 13 日齢の SD ラットに、合成ト
ロンボキサン A２を含むミニ浸透圧ポンプを
埋め込み、連続的に薬物を投与した後、自然
分娩させる。 

 

(2) 新生仔ラット脳の組織学的観察： 新生
仔ラットを、麻酔下で 4％パラホルムアルデ
ヒドにより灌流固定後、組織切片を作製する。 

 

(3) コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの
免疫ブロット分析： 新生仔ラット脳の破砕
物を、コンドロイチナーゼ ABC で処理した
のち、3%/6%ゲルを用いた SDS-PAGE にか
ける。タンパク成分を PVDF 膜に転写したの
ち、各種のプロテオグリカン特異的抗体を用
いて、それぞれのプロテオグリカンバンドを
染色する。各バンドの濃度は、コンピュータ
上で Image J program により測定する。 

 
(4) 新生仔及び幼若期ラットの行動解析： 

① 立ち直り反射 
② 回転踏み車試験 
③ 逃避学習試験： 自動逃避学習装置（Med 

Associates Inc.）を用い、学習能力は MED- 
PCIV program により定量化する。 
 
(5) 神経幹細胞の調製： 胎生 14 日齢ラット
胎仔の脳を機械的に破砕し、細胞浮遊液を調
製する。得られた細胞を、浮遊培養用培養皿
に移し、増殖因子を含む DMEM/F-12 培養液
中で 7 日間培養する。この方法により、神経
幹/前駆細胞は、浮遊細胞塊（ニューロスフェ
ア）として回収される。 

 
(6) 神経幹細胞の分化誘導培養と低酸素/無
グルコース培養： (5)で得られたニューロス
フェアを、機械的に破砕して単一細胞浮遊液
を調製する。この細胞を、オルニチン/ラミニ
ン塗布培養皿を用いて、増殖因子を含まない
DMEM/F-12 培養液で培養する。培養 1 週間
で、神経幹細胞、神経細胞およびその前駆細
胞、オリゴデンドロサイト及びその前駆細胞、
そしてアストロサイトを含む混合細胞培養
系ができる。 



 

 

 この混合細胞培養系の培養液を、無グルコ
ース塩溶液に置換し、低酸素（1%）状態で 2

～6 時間培養する。その後、培養液を DMEM/ 
F-12 に戻し、通常の気相で 24 時間培養する。
生存細胞の数は、WST-1 生細胞測定キット
（Wako）を用いて推定した。 
 
(7) 免疫染色： (2)の方法で灌流固定した新
生仔ラット脳のパラフィン切片や凍結切片、
および 3%パラホルムアルデヒドで固定した
単層培養細胞を、各種の神経系細胞に特異的
な抗体や抗コンドロイチン硫酸抗体により、
免疫染色する。使用した主な抗体とその特異
性は、次のとおりである。 

① CS-56 抗体：コンドロイチン硫酸糖鎖 
② 1G2 抗体：抗ニューロカン（脳特異的コ 

ンドロイチン硫酸プロテオグリカン）抗体 
③ 6B4 抗体：抗ホスファカン（脳特異的コ 
ンドロイチン硫酸プロテオグリカン）抗体 
④ 抗ネスチン抗体：神経幹細胞 
⑤ 抗III チューブリン抗体：神経細胞 

⑥ 抗 MBP 抗体：成熟オリゴデンドロサイト 
⑦ O4 抗体：オリゴデンドロサイト前駆細胞 
⑧ 抗 GFAP 抗体：アストロサイト 
 
(8) アポトシス細胞の検出： 新生仔ラット
脳におけるアポトシス細胞（死細胞）の検出
は、パラフィン組織切片を、Apoptosis in situ 

detection kit （Wako）を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 子宮内胎児発育遅延モデルラット新生仔 

の行動異常： 
① 立ち直り反射： 対照群では、反射反応
は生後１日目から急速に発達し、8 日齢でほ
ぼ成獣の水準に到達した。しかし、発育遅延
ラットでは、反射反応の発達が有意に遅れ、
生後 12 日齢でようやく成獣の水準に到達し
た。この結果は、発育遅延ラットでは神経回
路の成熟が遅れていることを示している。 
 
② 回転踏み車試験： 生後 22 日齢のラット
を用いて、2 日間、1 日 2 回の回転踏み車試
験を行った。初回の試行では、対照群
（control）と発育遅延群（FGR）との間で、
成績に差はなかった。しかし、対照群では、
その後 3回の試行を重ねるごとに成績が向上
したのに対して、発育遅延群では、成績の向
上は僅かであった。その結果、両者間で、2
回目以降の成績に有意（p < 0.01）な差が認
められた（図１）。この結果から、発育遅延
ラットでは、運動学習能力が务っていると考
えられる。 
 
③ 逃避学習試験： 自動逃避学習装置を用
いて、発育遅延ラットの危険予測学習能力を、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
生後 35 日から 4 日間調べた。危険回避の成
功率を測定すると、対照群に比較して発育遅
延群では、測定初日から有意に务っていた。
その後、発育遅延群でも成功率は上昇するが、
4 日目でも対照群の成功率よりは低かった。
以上の結果から、発育遅延ラットには学習障
害があることが確認された。 
 
(2) 発育遅延モデルラット脳の形態異常： 
生後 0日齢（P0）の発育遅延ラットの大脳で
は、将来灰白質となる領域の細胞数が有意に
少ないことがわかった。灰白質は神経細胞が
密に存在する領域であるから、この知見は、
発育遅延ラット新生仔では、神経細胞の数が
少ないことを示唆している。生後 7 日齢で、
大脳の対応する領域の細胞数を測定したと
ころ、もはや細胞数に有意な差は認められな
かった。 
 大脳灰白質原基の細胞数が少ないという
ことから、発育遅延ラット新生仔ではこの領
域で細胞死が活発に起きていることが予想
される。そこで、この領域を TUNEL 染色し
て、アポトシス細胞の数を調べた。全細胞数
における TUNEL 陽性細胞の割合は、対照群
（control）が 5%以下であったのに対して、発
育遅延群（FGR）では 15%を超えていた（図
２）。生後 7 日齢（P7）で、大脳の対応する
領域の TUNEL 陽性細胞を調べたところ、も
はや両群間に有意差は認められなかった。 
 以上の結果は、発育遅延ラットでは、出生
直後まで、大脳灰白質原基で細胞死（おそら
く神経細胞死）が活発に起きており、細胞数
が少ないものと思われる。 
 
(3) 脳におけるコンドロイチン硫酸プロテオ 

グリカンの量： 発達期の脳の主要な細胞環
境分子は、コンドロイチン硫酸プロテオグリ
カンであり、中でもニューロカンとホスファ
カンが主なものである。これらは、脳の形態
形成や機能維持に深く関わっている。そこで、 

 

図１ 回転踏み車試験 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 大脳原基におけるアポトシス細胞の分布 

 
 
発育遅延ラットの行動異常や脳の形態異常
に、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンが
関与している可能性を調べるため、新生仔ラ
ット脳のコンドロイチン硫酸プロテオグリ
カン量を、免疫ブロット法により調べた。そ
の結果、出生直後の脳において、対照群と比
較して発育遅延群では、ニューロカンとホス
ファカンの両分子とも、有意に少ないことが
わかった。 

 
(4) 神経幹細胞の分化誘導培養： 神経幹細
胞の調製には、通常、増殖因子として FGF-2

と EGF を同時添加するが、オリゴデンドロ
サイトの増殖や分化に関わるとされる
CNTF や PDGF の効果について、比較検討
した。その結果、CNTF は神経幹細胞の増殖
促進効果が弱いが、PDGF には強い効果があ
ることがわかった。 

 そこで、FGF-2/EGF 存在下で調製した神
経幹細胞と FGF-2/PDGF 存在下で調製した
神経幹細胞では、その後の分化に違いがある
のかを、それぞれを分化誘導培養系に移して
調べた。7 日間培養後に、ネスチン陽性細胞
（神経幹/前駆細胞）、III チューブリン陽性
細胞（神経細胞）、GFAP 陽性細胞（アスト
ロサイト）、O4 陽性細胞（オリゴデンドロサ
イト前駆細胞）および無標識細胞の割合を調
べた。その結果、PDGF 共存下では、神経幹
細胞の割合が減り、オリゴデンドロサイトへ
の分化が促進されることが明らかとなった
（図３）。そこで、本研究では、FGF-2/PDGF

存在下で神経幹細胞の調製を行うこととし
た。 

 

(5) 各種神経系細胞の低酸素負荷感受性： 
図３に示した神経系細胞混合物の培養液を、
無グルコース塩溶液に変えて、1%酸素という
低酸素条件下で 4 時間培養し、どの細胞が死
滅しやすいのかを調べた。その結果、GFAP

陽性細胞の数は、低酸素培養の前後で変化し
なかったが、O4 陽性細胞は約 1/3 に減少し、 
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またIII チューブリン陽性細胞は 1/10 程度
に激減していた。この結果から、アストロサ
イトはこの程度の低酸素負荷に対しては死
滅しないこと、および神経細胞はオリゴデン
ドロサイトに比べて低酸素負荷で変性・死滅
しやすいことがわかった。 

 
(6) 低酸素負荷による細胞死を防ぐ活性を持
つ分子の検索： 脳の細胞微細環境分子の中
に、低酸素負荷に対する細胞保護効果を示す
ものがあると考え、種々のグリコサミノグリ
カンや増殖因子を低酸素培養系に添加して
みた。7 日間分化誘導した神経系細胞混合物
を、2時間 1%酸素中で培養後、再び通常の酸
素分圧下で 24 時間培養した。微細環境分子
の添加は、次の 3群に分けて行った。 

(i) 低酸素負荷 24 時間前と、負荷時、及び負
荷直後の 3回添加（24h 前・直前・直後） 
(ii) 低酸素負荷時のみ（直前投与） 
(iii)低酸素負荷直後のみ（直後投与） 
 コンドロイチン硫酸群やヘパラン硫酸を
添加した試料では、細胞の遊離が顕著である
からか、いずれも生き残った細胞数は、対照
とした無添加群より少なかった。 
 増殖因子群では、ミッドカインや GDNF

のみならず、オリゴデンドロサイトの分化や
生存に関わるとされている PDGF と CNTF

についても、生存維持活性は認められなかっ

  

    

 
FGF-2/EGF  FGF-2/PDGF 

図 3 増殖因子が神経幹細胞の分化に及ぼす効果 



 

 

た（図４）。しかし、FGF-2 には、低酸素負
荷と同時に 1回添加するだけで、顕著な生存
維持効果が認められた。また、EGF にも、弱
いが明らかな生存維持効果があった。ただ、
低酸素負荷後に添加した場合には、効果は無
かった。 
 FGF-2 を(i)の条件で 3 回添加した試料で
は、細胞数が対照（7 日間分化誘導培養した
試料：負荷前）の約 1.5 倍となったが、その
理由は、FGF-2 が神経幹細胞やグリア系の細
胞分裂を促進したためと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 増殖因子による細胞保護効果 

（オレンジ色の横棒は、無添加時の残存細胞数） 

 
 
(7) 考察： 

① 子宮内胎児発育遅延モデルラットの有用
性：母体要因も含む未熟児脳障害モデルとし
て、子宮内循環障害に基づく胎児発育遅延モ
デルラットを作製した。行動学的解析により、
本モデルラット新生仔には、ヒトの未熟児や
低出生体重児にしばしば見られる神経学的
発達遅延や学習障害が認められた。したがっ
て、未熟児脳障害モデルとして、ある程度有
効であると考えられる。しかし、ヒトでは学
齢期に多動を示す例があることから、このモ
デルラットについて open-field 試験をした
が、多動の傾向は認められなかった。 
 
② 神経系細胞間の低酸素感受性比較： 未
成熟脳には、神経幹細胞をはじめ神経細胞、
オリゴデンドロサイト、アストロサイト及び
それらの前駆細胞が存在する。本研究で用い
た神経幹細胞の分化誘導培養系は、これらの
細胞をすべて含むと考えられる。この培養系
を低酸素状態に置いたとき、オリゴデンドロ
サイトと比較して神経細胞のほうが変性・死
滅しやすいことがわかった。発育遅延モデル
ラットでは、出生直後の大脳皮質原基に多く

のアポトーシス細胞が検出された（図２）。
この時期の大脳皮質原基に存在する細胞は、
ほとんどが神経細胞であることを考えると、
子宮の循環障害により、胎仔脳の神経細胞が
変性したのであろう。 
 
③ 低酸素負荷による細胞死を抑制する因
子： コンドロイチン硫酸は、未熟脳の主要
な細胞微細環境分子はであり、興奮性神経細
胞死を抑制する活性を持つ。しかし、本研究
の結果から、低酸素負荷による神経細胞死に
は効果が無いことがわかった。 
 神経幹細胞の分化誘導培養系を低酸素状
態に移したとき、PDGF や CNTF を共存さ
せても、ほとんど細胞死抑制効果が認められ
なかったが、FGF-2 存在下では効果が認めら
れた。これは、本研究の低酸素条件下で変
性・死滅する主要な細胞が神経細胞であるこ
とによると思われる。 
 
④ 今後の研究課題： ヒトの子宮内胎児発
育遅延においても、本研究で用いたモデルラ
ットと同様に、新生児期の大脳皮質原基にお
いて神経細胞死が起きているかは不明であ
る。しかし、ヒトにおいて、胎児期の脳障害
の多くが、オリゴデンドロサイト前駆細胞の
変性に起因すると考えるのは行き過ぎであ
るように思われる。もし、子宮内発育遅延に
伴う行動障害や学習障害が、主に大脳皮質原
基の神経細胞死に起因するとすれば、その治
療戦略として、オリゴデンドロサイト前駆細
胞の保護を考えるよりは、神経細胞の保護を
目指す方が効果的であろう。そのために、
FGF-2 の脳内濃度を上昇させる方策を考え
ることも一案である。 
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