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研究成果の概要（和文）：新生児低酸素性虚血性脳症は未だ脳性麻痺の原因であり治療が困難である。今回我々は脂肪
由来間葉系幹細胞（ASC）を用いた新規治療法の開発に取り組んだ。
ラット新生児低酸素性虚血性脳症モデルを作成し、静脈内に細胞投与を行ったところ、低酸素による脳受傷から早いタ
イミング（受傷後4時間）での細胞投与では、有意に死亡率が高かった。このため静脈内投与した細胞の動態を調べた
ところ、受傷から早いタイミングでの投与では肺塞栓・肺出血のリスクが高いことが判明した。また、肺障害を起こし
にくいタイミング（受傷から24時間後）で投与を行っても、脳細胞の受傷所見から血清学的な効果も含めて治療効果が
確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：Neonatal hypoxyic ischemic encephalopathy is the main cause of cerebral palsy. We 
investigated the therapeutic effect of adipose-derived mesenchymal stem cell (ASC). However, 
administration of ASC has no effect on brain injury, and caused pulmonary embolism and hemorrhage.
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1．研究開始当初の背景 
 

脳性麻痺の主因である周産期低酸素性
虚 血 性 脳 症 （ hypoxic-ischemic 
encephalopathy : HIE）は、現在のとこ
ろ劇的な治療法が存在しない。周産期医療
の発展により新生児の生存率は改善した
が、HIE に対する唯一の確立した治療法
である低体温療法は重症児には効果がな
く（Gluckman PD,Lancet, 2005）、脳性
麻痺などの神経学的後遺症を残す児も減
少していない。人生の長い児の介護・療育
にまつわる人的・社会的損失は甚大である。 
我々は胎児脳由来神経幹細胞とコンド

ロイチン硫酸分解酵素（コンドロイチナー
ゼ）の脳内同時投与による治療の効果をラ
ットモデルで明らかにしてきた（Sato 
Y.Reprod Sci, 2008、Sato Y.特許取得 第
5279491 号）。 

2012 年時点での、周産期 HIE に対する
細胞療法ソースは臍帯血、骨髄由来間葉系
幹細胞（BMSC）程度しか知られていなか
ったが、当時新たなソースとして脂肪由来
間葉系幹細胞（ASC）に注目した。新生
児仮死を伴う場合、本人の臍帯血や骨髄を
得ることは困難である。その点、脂肪由来
間葉系幹細胞は、新生児からでも採取が容
易であり、しかも繰り返し採取でき、培養
時間が短いということで、その利便性の良
さがあるためである。 

 
 
2．研究の目的 
 

本研究の最終目標は、ASC の周産機能
障害に対する安全性と治療効果を確認す
ることである。 

 
 
3．研究の方法 
 
ASC、BM-MSC とも生後 4-5 週の GFP-Tg 
Wistar/ST ラットより採取・培養した。ラッ
トをイソフルレンで安楽死させたのち、皮下
脂肪および両大腿骨・脛骨を採取し、皮下脂
肪はコラゲナーゼ処理し、遠心分離して得ら
れた脂肪由来血管間質細胞群を培養して
ASC を得た。採取した骨からは骨髄単核球を
採取したのち培養して BM-MSC を得た。
ASC、BM-MSC ともに第 3 継代細胞を使用
した。 
新生児 HIE モデルは同じく Wistar/ST ラッ
トを用い、日齢 7 で吸入麻酔下に左総頸動脈
を二重結紮した後切離を行い、1 時間の回復
時間を取った後、60 分の 8％低酸素負荷を行
うことで作製した（Rice-Vannucci モデル）。 
 
（1）：細胞投与タイミング別死亡率 
新生児 HIE モデルにおいて低酸素負荷後、4
時間後および 24 時間後に ASC または

BM-MSC1×105 を個静脈内投与し、投与後
24 時間以内の死亡率を算出した。 
 
 
（2）：細胞種別の急性期脳受傷改善効果、お
よび急性期血清サイトカイン・ケモカインプ
ロファイルの検討 
新生児 HIE モデルに対し、低酸素負荷後 24
時間に、イソフルレン吸入麻酔下において
PBS0.1ml または ASC、BM-MSC を 1×105
個投与し、その後低酸素負荷 48 時間で、サ
クリファイスを行い脳パラフィン切片を作
成、免疫組織学的に患側（左側）海馬におけ
るアポトーシスマーカーである active 
caspase-3 の陽性細胞数を stereology を用い
て評価した。また同時に右心から直接血液を
採取してすぐに氷冷・遠心分離を行い血清を
分 離 し 、 MILLIPLEX Rat Cytokine/ 
Chemokine Panel（Millipore 社）を用いて
血清中のサイトカイン・ケモカインを測定し
た。 
 
 
（3）：ex vivo imaging による各種細胞種の
体内動態の検討 

 
低酸素負荷による脳受傷から 24 時間後に、
蛍光色素 DiR で標識した ASC、BMSC を 1
×105 個、右外頸静脈から投与した。その後
の体内動態を ex vivo で IVIS® Imaging 
System により 28 日間経時的に評価した。さ
らに各臓器への影響を検討するため、死亡率
の高い低酸素負荷から 4 時間後に ASC また
は BM-MSC を 1×105～106個投与し、投与
15 分後に安楽死させたのち肺・肝・腎のパラ
フィン切片を作製して HE染色し病理学的に
検討した。 
 
統計解析には JMP version 11 software 
(SAS, Cary, NC, USA)を用い、グループ間比
較を Wilcoxon test、Kruskal-Wallis test、
Dunn test により行った。p 値は 0.05 以下を
統計学的有意とした。 
  



 
4．研究成果 
 
（1）：細胞投与タイミング別死亡率 
 低酸素負荷後 4 時間での ASC 投与では、
全 14匹中 9匹が投与後 24時間以内に死亡し
ており、低酸素負荷 24 時間後の投与に比べ
て有意に死亡率が高かった。低酸素負荷から
24 時間後の投与では、PBS では死亡例がな
かったが、ASC、BMSC とも数例の死亡例が
見られた。ASC と BM-MSC の死亡率には有
意な差を認めなかった。 
 

 
 
（2）：細胞種別の急性期脳受傷改善効果、お
よび急性期血清サイトカイン・ケモカインプ
ロファイルの検討 
受 傷 側 の 海 馬 歯 状 回 に お け る active 
caspase-3 の総陽性細胞数はコントロール群
(n=7)24700 ± 12800 個 、 BM-MSC 群
(n=7)11000±9530 個、ASC 群(n=6)28200±
16700 個であり、BM-MSC 群において有意
に減少していた（p<0.05）。ASC 投与群では
PBS 投与群と有意な差を認めなかった。 

 
 
 
MILLIPLEX Rat Cytokine/Chemokine 
Panel（Millipore 社）を用いた血清サイトカ
イン・ケモカイン測定においてもほぼ
BM-MSC 群においてのみ有意な変化を認め
た。BM-MSC 投与群において Macrophage 

Inflammatory Proteins 1 α (MIP-1 α ) 、
Regulated on Activation, Normal T cell 
Expressed and Secreted(RANTES) 、
Fractalkine、Interferon Gamma Inducible 
Protein 10 (IP-10)等のマクロファージ誘導
ケモカイン血中濃度が PBS 群と比べ有意に
低値であった（p<0.05）。ASC 投与群では
IP-10のみPBS投与群と比べて有意な低下を
認めたが、その他のケモカインに関しては有
意な差を認めなかった。また、抗炎症性サイ
トカイン Interleukin-2、 Interleukin-4、
Interleukin-12a の値は BM-MSC 群におい
て有意に高値であった。ASC 群ではこれらの
サイトカイン血中濃度に有意差を認めなか
った。 

 
 
（3）:ex vivo imaging による各種細胞種の体
内動態 
 投与後 1.3 日目までの肺における蛍光度の
組織/背景比は ASC138±22、BMSC277±72
と BMSC の方が肺への集積が多かったが
（p<0.05）、7,14 日目以降は ASC66±5、63
±16、BMSC24±8、29±10 と ASC の方が
有意に高く、ASC は肺への集積が 4 週間後ま
で遷延していた（p<0.05）。肝臓や腎臓では 2
週間を超えて集積が遷延することはなかっ
た。また、脳における蛍光度は一様に低値を
示を示していた。 

 



 
 
 
 
 
病理学的評価 
低酸素負荷から 4 時間後に投与 15 分後のマ
クロ所見からは、特に 1×105 個の ASC 投与
個体において、肺出血が強く認められた。BM
－MSC投与群にも肺出血斑が認められたが、
軽微であった。 
ミクロ所見では、ASC 投与群の肺において、
1×106 個投与では大血管における細胞塊の
血栓ならびにフィブリン析出を認め、1×105
個では肺実質出血を強く広範に認めた。
BM-MSC 投与では、マクロ所見と同様少量
の肺出血は認められたが、血栓や血管内のフ
ィブリン析出は認めなかった。 肝・腎には
両細胞投与群とも、特に異常所見を認めなか
った。 
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