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研究成果の概要：胎児性アルコール症候群のモデルラットに対して，ラット胎仔由来の神経幹

細胞の経静脈的移植療法を施行した。その結果，胎児性アルコール症候群の主要症状である多

動性と衝動性の行動異常が正常ラットと同等の程度まで改善することを明らかにした。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 0 1,700,000 
2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
妊娠中に大量に飲酒した母親から生まれ

た子供に顔貌の異常，発育不全，行動異常の
３つの兆候が現れる胎児性アルコール症候
群の存在は 1960 年代末から報告されてきた。
最近，アルコール依存症者をはじめとする大
酒家の母親を持つ子供の中に，外見上の異常
はないものの,家庭や学校における不適応を
繰り返すものが多いことが報告され，胎児性
アルコール作用（fetal alcohol effects:FAE）
として注目されている。これらの子供では，
成長後の知的障害や衝動性，多動性，抑うつ，
引きこもり、対人関係の障害が特徴的な症候
としてあげられるが,その生物学的基盤は未

だ不明であり，根治的な治療法はない。我々
はアルコールによる脳神経ネットワークの
異常に関わる細胞・分子変異について，これ
までに 1) アルコールにより神経幹細胞の分
化が特異的に変化し，神経細胞への分化が抑
制され，一方で，グリア細胞への分化が促進
されること，2) その機序に神経幹細胞内栄養
因子シグナル伝達系の変化が関与すること
を明らかとし，母体のアルコール摂取によっ
て，胎児の脳内で神経幹細胞の機能に異常が
生じ，その後の子供の脳神経ネットワークの
形成が重大な影響を受けている可能性を指
摘してきた。今回，胎児期にアルコール曝露
させたラットに，生後 30 日目に神経幹細胞

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19790822 

研究課題名（和文）神経幹細胞移植を用いた胎児性アルコール症候群の治療 

脳神経回路網の再生の試み 

研究課題名（英文）Neural stem cell transplantation in a model of fetal alcohol effects 

 

研究代表者 

 吉永 敏弘（YOSHINAGA TOSHIHIRO） 

札幌医科大学・医学部・助教 

 研究者番号：70404704 

 
 



 

 

の移植療法を実施して，行動薬理学的解析を
行い，成長後の問題行動・精神症状の根治的
な治療法の可能性を探索した。 
 
２．研究の目的 
本研究は，妊娠期の母親の摂取によって，

胎児がアルコールに曝露された場合の，子供
の生後の脳機能発達と成長後の認知・行動異
常について，ストレス記憶細胞としての神経
幹細胞の機能異常が病態に関与していると
の観点から，神経幹細胞移植による治療の可
能性について検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) FAE モデルの作製 
 妊娠 10〜13 日の母親ラットに 4mg/kg の
エタノールを 12 時間毎に計 8 回，経口投与
を行い，出生した仔を FAE モデルとし，同
時期に同容量の生理食塩水を投与したもの
を対照群として使用した。 
(2) 移植用神経幹細胞の調整 
 神経幹細胞（neural stem cell:NSC）は，
Gage らの単層培養法を改良した方法で得た。
すなわち，胎齢 13.5 日のラット胎仔より脳を
摘出し，細胞を分散後，bFGF を含有した
NEUROBASAL Medium (NBM)/B27 培地
に懸濁し，オルニチンおよびフィブロネクチ
ンでコートした培養ディッシュに播種した。
37℃，5% CO2条件下で 7 日間培養し，選択
的に増殖させたものを使用した。放射性同位
元素（[35S]-methionine），および生存細胞の
追跡用に開発された蛍光色素
（carboxyfluorescein diacetate 
succinimidyl ester: CFSE）にて細胞を二重
標識した後，ディッシュから剥離して，細胞
濃度 107/ml の細胞浮遊液を作製した。 
(3) 神経幹細胞移植 
FAE モデルと対照群に対して，日齢 30 日に
1匹当り 0.5 mlの神経幹細胞浮遊液あるいは
生理食塩水を尾静脈より注射した。移植前日
より，シクロスポリン（10 mg/kg) を 1 日 1
回，腹腔内投与した。 
実験には以下の 4 群を使用した。 
 1) 対照群（n=5）：非アルコール曝露，非

移植群 
 2) FAE 群（n=8）：胎児期アルコール曝露，

非移植群 
 3) FAE 移植群（n=8）：胎児期アルコール

曝露，NSC 移植群 
 4) 対照移植群（n=6）：非アルコール曝露，

NSC 移植群 
(4) 行動評価 
 移植後 40 日目に高架式十字迷路にて行動
評価を行った。Open arm および closed arm
からなる迷路上の 5 分間のラットの行動につ
いて，行動量や各 arm での滞在時間等を，赤
外線感知装置を用いて自動計測した。 

(5) 経静脈的に移植した神経幹細胞の脳内移
行性の解析 
 十字迷路による行動評価の後，ラットの脳
を摘出，皮質，海馬，線条体，側脳室下帯に
分離し，それぞれの組織毎に液体シンチレー
ションカウンターにて放射活性を測定した。
脳組織の一部は蛍光顕微鏡で鏡検するため
にスライスを作成した。さらに脳スライスを
免疫染色して，移植した細胞が脳に移行した
後の分化動態を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) FAE モデルラットの特徴 
 本研究において作製した FAE モデルラッ
トの生後の体重増加は，コントロール群とほ
ぼ同程度に推移し（生後 30 日の時点でコン
トロール群の約 99%），脳重量についても有
意な差異を認めなかった（生後 70 日目の解
析でコントロール群の約 95%）。行動面では，
生後 30 日目での目視による観察において，
FAE モデル群に，飼育ケージの天井部の網に
頻繁にぶらさがるなどの異常行動と，移所運
動量の増加を認めた。 
(2) 経静脈的に移植した神経幹細胞の脳内移
行性の解析 
 移植に用いる神経幹細胞を，放射性同位元
素（ [35S]-methionine），および蛍光色素
（CFSE）にて二重標識し，経静脈的移植後
の脳内への移植細胞の移行性と脳内分布に
ついて調べた。移植 40 日後に脳組織を取り
出し，皮質（Cor）・海馬（Hip）・線条体（Str）・
側脳室下帯（SVZ）に分割後，各脳領域のホ
モジネートサンプルに含まれる放射活性を
測定した（図１）。その結果，皮質・海馬・
線条体・側脳室下帯の 4 領域のすべてで，コ
ントロール群に比べ，FAE モデル群で放射活
性がより高い傾向を認めた（側脳室下帯につ
いては統計学的に有意な差異を検出した）。
FAE モデルラットにおいては，脳の神経回路
に異常が生じており，移植した神経幹細胞が
障害を受けた脳内により積極的に移行する
可能性が推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 脳部位毎の放射活性 



 

 

FAE モデルラットの脳スライス切片を用い
た解析で，蛍光色素標識した細胞が脳内の広
い範囲に分布していることを観察した。また，
脳の特に帯状回，海馬，および側脳室下帯に
ついては，標識細胞が高密度に存在していた。
脳内で検出された標識細胞の一部は軸索形
成と考えられる形態変化を示していた（図
２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 移植神経幹細胞の脳内分布 
 
さらに脳スライスの免疫染色により，移植し
た神経幹細胞が脳の諸領域で神経細胞
（MAP2 陽性），およびアストロサイト
（GFAP 陽性）の細胞に分化していることを
観察した。神経細胞に分化した移植細胞は
5-HT 陽性のセロトニン作動性ニューロン，
GAD 陽性の GABA作動性ニューロン，ChAT
陽性のアセチルコリン作動性ニューロンと
さまざまなフェノタイプの神経細胞に分化
していることも確認された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 移植神経幹細胞の脳内分化・機能化 

 
(3) 行動評価 
 日齢 70 日（移植後 40 日）にすべてのラッ
トに対して高架式十字迷路を用い行動評価
を施行した（図４）。高架式十字迷路では open 
arm への侵入回数と open arm での滞在時間
は不安の欠如（衝動性）を表し，すべての arm
への侵入回数は活動性を反映すると考えら
れている。 
対照群に比較し FAE 群で，すべての arm

への侵入回数と open arm での滞在時間が，
有意差をもって増加しており，FAE モデルラ
ットが多動性と衝動性の行動異常を有する
ことが確認された。 
さらに，FAE 移植群では open arm での滞

在時間とすべての arm への侵入回数が FAE
群と比較して有意に減少しており，経静脈的
神経幹細胞移植が，FAE モデルラットの精神
症状の改善に有効性を示す可能性が示唆さ
れた。また，有意差を認めなかったが，不安
感の欠如と関連する open arm への侵入回数
でも同様の傾向を認めた。 
 対照移植群では open arm での滞在時間と
arm への侵入回数，すべての arm への侵入
回数のいずれの指標も対照（非移植）群と有
意差を認めず，神経幹細胞移植自体による行
動の変化は観察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 高架式十字迷路による行動評価 

 
 
本研究では，新たな FAE の治療法開発の

試みとして，障害された神経ネットワークの
修復を目的とした神経幹細胞移植の可能性
を検討した。神経幹細胞の移植方法としては，
侵襲性の少ない経静脈的投与を選択した。 
 まず，経静脈的に投与した神経幹細胞が脳
内へ移行することを確認するために，神経幹
細胞を蛍光色素と RI で標識して移植した。
その結果，対照群でも移植細胞の脳内への移
行を認めたが，FAE 群ではより多くの細胞が
脳内に移行することが観察された。脳梗塞モ
デルにおいて梗塞病変の対側半球に幹細胞
を移植した研究で，移植細胞が病変周囲に集

積することが報告されており，脳組織に障害
がある場合に，より移植細胞が脳内に移行し
易いと考えられる。しかしながら，FAE モデ
ルにおいて，経静脈的に投与された神経幹細
胞が脳内へ移行する詳細な機序については，
今後明らかにする必要があると思われる。脳
梗塞モデル動物での研究では，病変部の血液
脳関門（blood brain barrier:BBB）が破壊さ
れた部位から移植細胞が脳内に侵入する，あ
るいはサイトカインや細胞表面抗原が移植
細胞の脳内移行に関与しているといわれて
いる。エタノールの BBB への影響に関して
は，生理的濃度のエタノールで BBB は障害
されるが，アルコールの曝露から解除される
と数時間で障害された BBB は正常な状態に
回復することが，毛細血管内皮細胞の単層培
養を用いた研究で示されており，生後ラット
を用いた本研究においては，移植細胞の脳内
移行に関してエタノールによる BBB 障害の
関与は否定的と考えられる。 
 高架式十字迷路を用いた行動評価では，
FAE モデルラットが，ヒトの FAE で特徴的
な症状である，衝動性と多動性を示すことが
確認された。さらに，神経幹細胞移植を施行
することにより，これら精神症状が対照群と
同等な程度まで改善することが示され，FAE
に対する幹細胞移植療法の有用性が示唆さ
れた。 
 FAE の中枢神経障害のメカニズムとして，
酸化ストレスを介したアポトーシスの誘導
や，insulin-like growth factor (IGF) の細胞
の増殖・生存促進作用の抑制，L1 細胞接着
因子の阻害などが挙げられており，アルコー
ル曝露の時期や濃度により，これら複数の機
序が重複して起こると考えられている。セロ
トニン作動薬が，胎児期アルコール曝露によ
るセロトニン再取り込み阻害やセロトニン
作動性細胞数減少を改善するとの報告や，神
経保護作用を有する蛋白質である ADNF
（ activity dependent neuroprotective 
factor）が，虚血や酸化ストレスによる神経
細胞障害に保護的に働き，胎児期アルコール
曝露による胎仔死亡を予防するとの報告が，
それぞれ動物実験にもとづいてなされてい
るが，これらは予防的な治療であり，妊娠中
の母親ラットのアルコール曝露と平行して
薬剤が投与される必要がある。胎児期アルコ
ール曝露の出生仔に対する介入として報告
されているのは，飼育環境や運動タスクなど
リハビリテーションを主体としたもののみ
である。 
 近年，成体の中枢神経系においても，自己
複製能と神経系の細胞への多分化能を有す
る未分化な細胞集団である神経幹細胞が存
在することが明らかとなったことで，神経幹
細胞を使用することにより，損傷された中枢
神経系を再生し，その機能を修復する再生医



 

 

療が現実味を帯びつつあり，すでに脳梗塞や
脳外傷，パーキンソン病などの領域で幹細胞
を利用した治療の研究が行われている。幹細
胞移植による機能改善の機序についても，移
植細胞の分泌する神経栄養因子よる神経保
護作用，神経新生促進作用が想定されており，
また，移植した細胞が脳内に生着し，神経回
路の再構築を示唆するシナプス形成を認め
たとする報告もある。 
 FAE に幹細胞を移植した研究はこれまで
なく，さらに本研究では生後 30 日の FAE モ
デルラットに経静脈的に神経幹細胞移植を
施行し，FAE の主要な症状である衝動性と多
動性に関し対照群と同等の程度までの改善
を得たことで，FAE に対する神経幹細胞移植
療法の可能性を示すことができたと考えて
いる。 
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