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研究成果の概要（和文）：胎児発育不全はsmall-for-gestational age(SGA)の原因であり、神経学的後障害のハ
イリスク群である。神経学的後障害を防ぐために様々な治療介入が行われているがいずれも著効はしていない。
本研究により我々が作成したSGAラットは新生児早期の行動評価が劣り、また免疫組織学的に神経細胞の減少が
認められた。生後の臍帯血の経静脈内投与により、新生児期早期の行動が改善され、また免疫組織的に神経細胞
の増加も有意に認められた。これによりSGA児の神経学的発達に対する新規治療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Fetal growth retardation is the cause of small-for-gestational age (SGA) and
 is a high-risk group of neurological post-injury. Various therapeutic interventions have been done 
to prevent post-neurological impairment, but none of them have been effective. In this study, SGA 
rats were inferior in early behavioral evaluation of neonates, and immune-histological analysis 
showed that nerve cells decreased. Intravenous administration of umbilical cord blood after birth 
improved behavior early in the neonatal period and also significantly increased neuronal cells 
immunologically. This suggested the possibility of novel therapy for neurological development of 
children with SGA.

研究分野：胎児新生児学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
胎児発育遅延（fetal growth restriction: FGR）
の原因の一つに、妊娠中期発症の妊娠高血圧
症候群（pregnancy induced hypertension: PIH）
がある。PIHに起因する FGRでは、胎盤を介
した「低酸素血症、栄養障害」などの慢性的
な要因が複合的に作用し神経学的後障害を
きたす。FGR児は増加傾向にあるが、その神
経学的後障害の治療法は確立されておらず、
新規治療法の開発は急務の課題である。我々
は、合成トロンボキサン A2 を持続的に母獣
に投与することで妊娠高血圧症を発症させ
て SGA モデルを作成する方法を独自に開発
し、大脳半球総面積/大脳皮質断面積の減少、
神経細胞の遊走遅延、アポトーシス細胞の増
加などの組織学的変化が SGA 児における中
枢神経障害の病態の一部であることを明ら
かにしてきた。しかしながら、未だ神経学的
予後改善に関する管理法・治療法についての
報告はない。 
 
２．研究の目的 
中期～長期的に SGA 児が抱える問題点と
しては、神経学的後障害以外に乳児期～幼児
期の成長障害があげられる。SGA性低身長に
対する治療として、本邦においては 2008 年
に成長ホルモン（GH）療法が承認されたが、
身体発育と中枢神経予後との報告は散見さ
れるのみである。近年、幹細胞を用いた細胞
療法は様々な疾患で研究され臨床応用され
つつある。我々は、新生児低酸素性虚血性脳
症などに対して神経幹細胞（Sato Y. Reprod 
Sci 2008、Sato Y. Curr Stem Cell Res Ther 2009、
Sato Y. Cell Death Dis 2013）や臍帯血幹細胞
（Hattori T. Dev Neurosci 2014）の有効性を報
告してきた。今回、我々は FGRの中枢神経障
害に対しても幹細胞療法が有効な治療法で
ある可能性に着目し、重症 SGA 児が抱える
成長障害と発達障害の双方を回避できる治
療方法を確立するための治療法の開発を目
的として、臍帯由来間葉系細胞(umbilical cord 
tissue derived mesenchymal stem cells ：
UC-MSCs)を用いて FGRに対する有効性を検
討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）STA2 投与モデルはヒト PIH の病態を
よく反映し、FGRにおける中枢神経障害の病
態解明に大きく貢献したが、モデル作製成功
率が高くないことが難点であった。研究を効
率よく進めるために、アメロイドコンストリ
クター（ameroid constricter: AC）を子宮動脈
周囲に装着することによる FGR モデルを開
発した。AC は吸水すると緩徐に膨張する特
徴を持つガゼインを含んでいる。 
SD系ラットの母獣で、妊娠 17日目に開腹し、
4 か所の子宮動脈剥離後 AC を装着し、閉腹
し妊娠を継続させる。虚血再潅流により胎仔
に子宮内発育不全を誘導する。 
はじめに ACの子宮に対する血流制限の効

果判定として妊娠 17 日齢で AC 装着後、24
時間後、48 時間後、72 時間後に開腹し、組
織血流計のωzone を使用して継時的に血流
量を測定した。次に新生仔期、幼仔期におけ
る検討を行うため通常経膣分娩にて分娩と
し、母獣に哺育させた。コントロール群は、
開腹して子宮を体外に出すが子宮動脈に AC
は装着せず、FGR群と同じ時間経過後に閉腹
した。出生した FGR モデルラットの生後 4
日目に右頸静脈よりUC-MSCsを 1×105個（U
群）を投与した群と、vehicle（V 群）を作製
した。 
（２）各々の方法で作成した FGRモデルに対
して下記の方法で行動解析、免疫組織学的評
価を行った。 
①新生児期の反射獲得：生後 1日（P1）から
19日（P19）に行った。 
・Negative geotaxis：30度の傾斜板に頭を下に
向けておかれたラットが、反転して昇り出す
までの時間（秒）を測定し、0-5点に点数化。
0 = 無反応、1 = 60秒以内に達成できない、
または中途落下、2 = 60秒未満で達成、3= 45
秒未満で達成、4 = 30秒未満で達成、5 = 15
秒未満で達成。 
②幼若齢での行動：離乳後のオスラットにつ
き、生後 3-6週齢で行動実験を行った。 
・Rotarod treadmill：4 rpmから 40 rpmへと加
速する回転棒(Med Associates Inc.)にラットを
乗せ、落ちるまでの時間を測定。最大 300秒
間。3時間空けて、1日 2回×連続 2日間施行
した。 
・Open-field behavior：90cm四方の箱（30cm
ごとに線で区切られている）にラットを入れ、
180秒間の行動をビデオに記録。1日 1回×連
続 3 日間施行し、Total movement（通過した
四角の数）、center entries（中心の正方形への
侵入回数）、rearing（後ろ肢で立ち見上げた回
数）、defecation（排泄数）、movement time（動
いている時間の累計、3 秒以上の運動停止は
静止とみなす）につき評価した。 
・Novel object recognition test：オブジェクト
を設置しない実験装置で 3日間（10分／日）
動物を慣らした後、円柱状のオブジェクトを
置いた装置内で 10 分間自由探索させる訓練
施行を行い、その後保持試行として 1時間後
に、片方を新奇の四角柱状のオブジェクトと
置換した装置内で 10 分間自由探索させ、新
しい物体への探索行動回数を測定した。総探
索回数に対するいずれかのオブジェクトへ
の探索回数の割合（%）を探索指向性として
算出、評価した。 
・Y-maze test：同じ大きさの 3本のアームが
120˚で連結された装置を使い、自由に 8 分間
移動させ、マウスのアームへの進入回数を記
録した。アームへの総進入回数のうち、3 回
連続して異なるアームへ進入した回数の割
合を算出し、空間作業記憶（ワーキングメモ
リー）を評価した。 
③免疫組織学的評価：神経細胞の核や細胞質
で 発 現 す る 神 経 マ ー カ ー で あ る



NeuN(neuronal nuclei)陽性細胞数を Stereo 
investigatorを用いてカウント、評価した。 
 
４．研究成果 
（１）子宮血流の変化（図１） 
AC 装着後の継時的変化として、子宮血流量
は装着前 29.4±0.8ml/min/100g (46.0±4.8)、24
時間後 22.9±1.6ml/min/100g (46.0±4.8)、48
時間後 21.2±2.2ml/min/100g (46.0±4.8)、72
時間後 18.1±0.3ml/min/100g (46.0±4.8)と段
階的に減少した。 

（２）出生体重（図２） 
FGRの体重推移は次に示す結果であった。 
出生後の体重推移：日齢 4：FGR群 7.2±0.2g、
コントロール群 10.4±0.4g（p<0.0001）、日齢
7：FGR群 9.6±0.2g、コントロール群 15.46
±0.6g（p<0.0001）、日齢 10：FGR 群 12.6±
0.7g、コントロール群 22.9±0.7g（p<0.0001）、
日齢 17：FGR群 29.9±2.9g、コントロール群 
43.4±0.1.1g（p=0.0002）、日齢 22：FGR群 38.4
± 3.1g、コントロール群  65.6± 0.1.4g
（p<0.0001） 

（３）行動評価 
・Negative geotaxis（図３） 
V群は生後 8日と 9日において、胎児期に慢
性虚血を受けていないコントロール（C群）
より有意に長いが（P8：60.1±9.1 秒 vs.38.5
±3.4秒;p＜0.02、P9：63.9±15.4秒 vs.28.3±
3.1秒;p＜0.004）、U群では改善した（P8：60.1
±9.1 秒 vs.36.6±5.0 秒;p＜0.02、P9：63.9±
15.4秒 vs.33.9±3.4秒;p＜0.03） 
・Rotarod treadmill（図４） 
Sham群で 1回目 158.4±15.7秒、2回目 151.0
±16.8秒、3回目 220.6±21.6秒、4回目 266.4
±24.6秒、V群で 1回目 145.3±26.8秒、2回
目 189.3±22.1 秒、3 回目 192.5±21.3 秒、4
回目 242.3±55.7秒、U群で 1回目 158.9±28.9
秒、2回目 229.4±43.9秒、3回目 227.1±25.4
秒、4回目 229.7±44.0秒であり、有意差を認
めなかった。 

・Novel object recognition test（図５） 
各群の Recognition index は、sham 群で 50.6
±7.1%、V群では 49.5±3.4%、U群では 57.9
±4.8%であり、有意差は認められなかった。 

・Y-maze test（図６） 
各群の連続異なる場所へ移動した確率は、
sham群で 50.9±3.2%、V群では 54.1±2.4%、
U群では 49.6±4.4%であり、有意差は認めら
れなかった。 

（４）免疫組織学的評価（図７） 
皮質における総神経細胞（Neuronal nuclei：
NeuN陽性細胞）数が V群では C群に比べ減
少したが（ 3670185± 296925vs.7698465±
194385;p＜ 0.0001）、 U 群では改善した
（3670185±296925vs.5408295±257145 個; p
＜0.01） 
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