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研究成果の概要（和文）： 

周産期医療の進歩は著しいが、胎児仮死や新生児仮死による周産期脳障害は未だ大きな問題
点として残されている。これを減少させることは、周産期医療における大きな課題である。今
回、周産期脳障害を軽減させるべく胎児付属物由来間葉系幹細胞を用いた脳障害治療を検討し、
脳障害時に発生する CRP が脳障害を増悪させることや、β-ラクタム抗生剤でのプレコンディシ
ョニングによる新生児脳障害予防させることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The Perinatal brain damage due to the fetal distress or neonatal distress remains  the 
most important problem although the perinatal care develops rapidly remarkably. 
 The aims of this research are the decrease the perinatal damage. In this research, we 
discovered that C-Reactive protein makes the immature brain susceptible to Hypoxic 
ischemic insult, even if the insult causes little or no injury by itself. We also clarified 
that the preconditioning by the beta-lactam antibiosis protects the immature brain 
damage. 
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１．研究開始当初の背景 
周産期医療の進歩により、低出生体重時の救
命率や予後は飛躍的に改善されてきている
が、その一方で極少低出生体重児、胎児仮死
や新生児仮死による周産期脳障害は未だ大
きな問題点として残されている。現在、周産
期脳障害に対して、有効な治療法は開発され
ていなく、ここ 50 年間周産期脳障害の発生

率が減少していない。そこで、われわれの研
究グループは、周産期脳障害に対して新たな
治療法を模索し、低体温療法が脳障害に対し
有効であることを報告した(Kanagawa T, 
Tomimatsu T, 2002)。しかし、これは脳障害
の進展をくい止めるには有効かもしれない
が、一旦おこってしまった脳障害に対しては
無力である。そこで、着目され始めたのが神



経細胞の再生である。神経細胞は今まで、一
度失われると二度と再生しないと考えられ
ていた。しかしながら、近年、神経幹細胞が
大人の脳においても存在し、分裂を繰り返し
ていることが明らかなった(Neurogenesis in 
the adult human hippocampus. Eriksson PS, 
他 6名. Nat Med.4(11):1313-7.1998)。また、
成体虚血性脳障害モデルにより虚血後、神経
細胞が再生していることが明らかになった
(Increased proliferation of neural 
progenitor cells but reduced survival of 
newborn cells in the contralateral 
hippocampus after focal cerebral ischemia 
in rats. Takasawa K. 他 9 名, J Cereb Blood 
Flow Metab. 22(3):299-307. 2002)。それら
をふまえて、われわれの研究グループは、未
熟脳における神経再生に着目して研究をし
てきた。すなわち、新生児脳障害に対して、
従来の脳障害の進展をくい止めるといった
治療だけでなく、一度起きてしまった脳障害
に対し、神経細胞の再生を促すといった治療
をめざし、未熟脳神経再生について検討して
きた。そして、以下の点について明らかにし
た。 
(1)未熟脳においては、成熟脳とは比べもの
にならないほど神経幹細胞が存在しており、
これらが盛んに分裂している。 
(2)あらゆる因子により神経幹細胞の増殖は
調節されていた。われわれは、ステロイドホ
ルモンにより神経幹細胞の増殖は抑制され
(Kanagawa T, 2005; 研究業績欄参照)、脳障
害の進展をくい止めるはずの低体温療法は
実は神経幹細胞の増殖を抑制する(Kanagawa 
T, 2006; 研究業績欄参照)。これらの変化は、
成熟脳に比して著名に影響を受けていた。 
(3)新生児虚血性脳障害モデルにより虚血後、
神経細胞がさかんに再生している(未発表デ
ータ)。 
(4)また、虚血性脳障害後における再生によ
ってできた神経細胞はほとんどが減少して
いき、一ヶ月後には、脳障害を受けていない
脳における新生によってできた神経細胞数
と、ほぼ同等になる(未発表データ)。 
すなわち、未熟脳は神経再生が盛ん起こって
いるが、未熟脳でさえも、虚血性脳障害後に
おける神経再生だけでは、脳障害の器質的・
機能的治癒には不十分であることも同時に
見いだされた。 

一方、最近、胚性幹細胞細胞(ES 細胞)を含
めた幹細胞移植による再生を主とした治療、
すなわち脳障害(パーキンソン病、脊椎損傷)
を含む心筋梗塞､白血病､糖尿病､肝臓病疾患
に対する幹細胞移植が着目されていること
は周知のとおりである(Human embryonic 
stem cells: possibilities for human cell 
transplantation. Liew CG, 他 6名, Ann Med. 
37(7):521-32, 2005)。たしかに、幹細胞移

植は失われた細胞を再生して補うといった
新しい治療法という点で魅力的である。しか
し、ES 細胞は、受精卵から作られるため生命
倫理の問題、供給源の問題を持っており、と
くに日本においては、ヒト臨床で応用するに
はまだまだ時間が必要である。そこで、われ
われが注目したのは胎児付属物(胎盤、臍帯、
羊膜)おける間葉系幹細胞である。胎児付属
物のおける間葉系幹細胞が多機能幹細胞で
あることは、先人たちの研究により判明して
おり、胎児付属物が幹細胞と して利用でき
る こ と は 充 分 に 検 討 さ れ て き た
(Mesenchymal progenitor cells in human 
umbilical cord blood. Br J Haematol. 
Erices A, 他 2 名,09(1):235-42.2000)。ま
た、胎児付属物は胎児分娩後、不要なもので
あり捨てられてきたことを考えるに倫理的
にまた供給源として、ES 細胞における欠点を
補うものである。それに加え、移植治療を行
う際、自身の胎児付属物を利用すれば、移
植・宿主間の拒絶反応を考慮しなくてよい。 

しかしながら、供給源としてまた、幹細胞
の多機能性(この研究においては神経幹細胞
として利用できるか)として考えた場合、胎
児付属物のうち絨毛、卵膜、臍帯、臍帯血の
どれがもっとも適しているかについては分
かっていない。また、胎児付属物が幹細胞と
して利用できることはすべて、in vitro にお
ける検討であり、in vivo における検討は未
だ充分にはなされていない。その上、今まで
報告されている研究は、すべて成人疾患を対
象としたもので、新生児疾患を想定した研究
は未だなされていない。 
 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、新生児虚血性低酸素性脳
障害の治療として、間葉系幹細胞移植を用い
た場合に、より有効な効果を得るために、以
下の２点について明らかにすることを目的
とした。すなわち、 
(1)胎児付属物から分離された間葉系幹細胞
のうち、どれがもっとも神経細胞を有効に誘
導させることができるか、 
(2)胎児付属物由来間葉系幹細胞を新生仔低
酸素性虚血性脳障害モデルの脳室内に注入
し、有効に神経細胞が誘導されるのか、また、
実際に神経機能が改善するのか、 
 上記について、解明するに当たり、新生児
脳障害の増悪する因子、改善させる因子につ
いて、まずは、予備的研究を行うことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
ラット新生児低酸素性虚血性脳障害モデル
としては、以下を作成し、検討した。すなわ
ち、生後７日目の Wister 新生仔ラットを吸
入麻酔下に左総頚動脈を露出・結紮する。総



b. MAP 陽性面積 頸動脈を露出するも、結紮しない群（sham 群）
も作成する。術回復１時間後、ラットを 8%
酸素、環境温 37℃のチャンバー内に収容し、
低酸素負荷を課すことにより新生児低酸素
性虚血性脳障害モデルを作成する。このモデ
ルに、以下のことについて検討した。 

低酸素暴露後の新生児ラット脳において、
MAP 染色による陽性面積を比較したところ、
MAP 染色面積に有意差を認めた。このことは、
CRP によって、脳障害が増悪したことが示さ
れた。 

 
(1) CRP の新生児低酸素性虚血性脳障害の
影響について 
 生後 6日目のラット腹腔内にヒト CRP 
3mg/kg（n=4）および 5mg/kg（n=4）、生理食
塩水（n=8）を投与し、プレコンディショニ
ング群と sham 群に分けた。次に前述のプレ
コンディショニングを行ったラットおよび
sham を用いて、ラット新生仔低酸素虚血性脳
症モデルを作成した。低酸素虚血暴露後 4日
目に新生仔の脳を摘出した後、固定包埋の上
切片を作成し、MAP2
（Microtubule-associated protein-2:脳神
経細胞の細胞質を染色する）の免疫組織染色
を行い、脳梗塞量を定量化した。 
 
(2) β-ラクタム抗生剤でのプレコンディ
ショニングによる新生児脳障害予防の可能
性 
 生後 2日目から 6日目の 5日間、ラットの
腹腔内にセフトリアキソ 200mg/kg/day を投
与し、プレコンディショニングを行った。生
後 7 日目において新生仔の脳を摘出した後、
摘出脳をホモジナイズおよび遠心分離した
後、western blotting により GLT1 蛋白の同
定を行った。次に前述のプレコンディショニ
ングを行ったラットを用いて、ラット新生仔
低酸素虚血性脳症モデルを作成した。低酸素
虚血暴露後 7日目に新生仔の脳を摘出した後、
固定包埋の上切片を作成し、MAP2 の免疫組織
染色を行い、脳梗塞量を定量化した。 

 
(2) β-ラクタム抗生剤でのプレコンディ
ショニングによる新生児脳障害予防の可能
性 
a. 生後７日目の新生仔脳における GLT1

蛋白発現を western blotting により定量し
たところ、セフトリアキソン投与群において
GLT1 蛋白の増加を認めた。 

 
４．研究成果 
(1) CRP の新生児低酸素性虚血性脳障害の
影響について 

a. ラット血中 CRP 濃度 

ラット血中 CRP 濃度、CRP 投与群において
有意に上昇を認めていた。（プレコンデショ
ン群（1823±520 ng/ml）対 sham 群（0 ng/ml）） 

 
b. プレコンディショニングを行った新

生仔低酸素虚血性脳症モデルにおける脳梗
塞量を免疫組織染色により定量化したとこ
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 以上の研究成果より、新生児低酸素性虚血
性脳障害で生じた炎症マーカーである CRPそ
のものにより、新生児低酸素性虚血性脳障害
は増悪することが示唆された。また、これら
炎症をβ-ラクタム抗生剤にてプレコンディ
ショニングすることにより、GLT1 蛋白が増加
し、これにより、新生児低酸素性虚血性脳障
害が軽減することが示唆された。 
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