
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２４０９

挑戦的萌芽研究

2016～2015

新生児HIEに対する再生医療的アプローチを探索するための霊長類モデル作製

Development of non-human primate models to study neonatal HIE in regenerative 
medicine approach

１０２５０２２６研究者番号：

山内　秀雄（Yamanouchi, hideo）

埼玉医科大学・医学部・教授

研究期間：

１５Ｋ１５４０４

平成 年 月 日現在２９   ６ ２１

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：　周生期に呼吸循環不全などが生じることにより錐体外路症状などを含む神経学的後
遺症である脳性麻痺を来す、新生児低酸素性虚血性脳障害について、その病態解明と治療法開発に資する霊長類
モデルを開発することが本主題として取り組んだ。
　低酸素性環境暴露の試験系を開発し、5頭を低酸素誘導、4頭を同空気流入の対照群として、酸素濃度低下の急
性期を対象に、二群比較を行った。血中酸素飽和度が20%程度に低下したところで、補償的な生理基盤が示唆さ
れ、身体運動分析から成体に比し低酸素耐性が示唆された。暴露回復直後の抗重力適応機能評価法の開発におい
て、運動徴候を定量的に認め、同評価系と病態モデルの特徴が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurologic sequelae of neonatal hypoxic ischemic encephalopathy (HIE) 
supposedly includes cerebral palsy, which is extrapyramidal symptoms due to occurrence of 
respiratory and circulatory insufficiency in the perinatal period. To study HIE preclinically, we 
aimed to develop the non-human primate model of common marmoset.  
A test system was designed and evaluated to simulate hypoxic environmentally exposed similarly to 
supposed situation with suppression of oxygen circulation under the other factors sufficient. Two 
primate groups were compared about the oxygen regulation to induce hypoxic and normal conditions. 
The results in the acute phase experiments with five as hypoxic and four as control groups suggested
 some "compensation-like" physical mechanism at blood oxygen saturation appropriately 20%. The 
acutely recovered infants from low oxygen exposure tended to view and behave differently in 
anti-gravity motion tests. This proposed model shows possibility for the furthermore studies. 

研究分野： 小児神経学
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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 
 周産期医療の向上により重症新生児死亡
率は著しく減少したが、神経学的後遺症であ
る脳性麻痺の発症率は未だ減少する傾向が
ない。新生児低酸素性虚血性脳障害 HIE は脳
性麻痺をきたす主たる原因疾患の一つであ
る。本症は在胎週数や仮死の程度により様々
な病態を示すが、それは新生児期特有の脳内
可塑性に起因している。一方で、この可塑性
は、現在盛んに検討されている再生医療的ア
プローチにとっては有利に展開できる可能
性をもたらす。 
 
２．研究の目的 
周生期に呼吸循環不全などが生じること

により錐体外路症状などを含む神経学的後
遺症である脳性麻痺を来す、新生児低酸素性
虚血性脳障害について、その病態解明と治療
法開発に資するモデル動物、および評価シス
テムを開発することが本主題である。そこで、
齧歯類モデルの先行研究で確立している参
照条件を基盤に、齧歯類では比較生物学的相
違性が問題となる脳神経回路形成を標的と
し、解剖学的特徴（＝易障害性）の類似性か
ら、本症に対する霊長類モデルの開発を試み
た。新生児低酸素性虚血性脳障害を模倣する
病態を作り出し、将来本症に対して再生医療
的アプローチに資するモデル、および、その
評価系の有効性を検討することが本研究の
目的である。 
本書では、健常な霊長類新生仔を出生後 24

時間以内に、後の生命維持を阻害しない低酸
素環境暴露を 30 分間試行することを病態モ
デル誘導条件とする仮説を立て、曝露中の生
理指標動態、および、暴露前と後の急性期回
復時の神経学的運動機能について評価を試
みたので、その検証結果を報告する（論文投
稿準備中）。同神経学的運動機能評価を開発
するに当たり、設定根拠となる基礎知見とし
て、新生児集中治療室に入院する患児の入院
中臨床情報と退院後の発達指標に関する網
羅的探索を併行した結果、「定頸」や「寝返
り」などの抗重力運動と脳神経組織量や血液
学・生化学的指標に関わる示唆を得た（成果
論文⑬等）。そこで、霊長類モデルにおいて
の比較神経行動学的な抗重力運動の試験系
に焦点を当て、その開発と検証を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 霊長類コモン・マーモセット：  
埼玉医科大学動物実験倫理委員会により

審議され承認を受けた内容を遵守した。生得
遺伝的、および、生後環境的統制を目的とし
て、繁殖ペアを、新生期から神経行動学的な
全発達統制を行った１ペアに限定し、自家繁
殖環境を整え、妊娠期約5か月の正期産個体、
計 9 頭の被験新生仔を得ることに成功した。 
 
(2) 新生期低酸素暴露誘導システムの開発： 
低酸素環境誘導チャンバー（幅 16×奥行 23

×高さ 18cm）を用意し、出生後 24 時間以内
に暴露試験を行った。チャンバー室内温湿
度・気流環境については新生児集中治療室で
利用されている保育器の調節値を参照し、室
温 30±2℃、相対湿度 40±30％、個体近位の
気体流量を一定流量（約 0.1ml/秒以内程度）
に調整した。低酸素暴露群条件は酸素 5％、
窒素 95%の混合ガスを、対照群条件には飼育
室内空気をポンプで同程度の流速で流入さ
せ、酸素濃度ロガーOXYMAN(泰榮エンジニア
リング)、および熱戦式気流計によるモニタ
ー下に調節を行った。低酸素暴露群は酸素濃
度が調節可能な最低値である約６%に達した
後、30 分間継続を行った。対照群においても
30 分以上の同チャンバー内計測を行い比較
した。 
 
(3)低酸素暴露誘導時の行動・生理計測： 
チ ャ ン バ ー 天 井 面 に ビ デ オ カ メ ラ

（Logicool）、および、赤外画像センサーTP-L
（チノー）を設置し、行動、および体表温度
（頭部・胴体部）の毎秒動態を計測し、画像
データから座標、温度の値を得た。被験個体
の左手掌に近赤外計測プローブを巻き医療
用布テープで固定し、血中酸素飽和度および
脈拍（ネルコア）の記録を行った。各指標の
時系列動態トレンドグラフを作成し、低酸素
誘導に伴う特長波形を探索・検出した。 
 
(4)低酸素暴露前・後回復時の神経行動学的
分析：  
新生児低酸素性虚血性脳障害HIEの臨床所

見である錐体外路徴候などを再現しうるか
どうかを評価するために、低酸素暴露後の急
性期回復時を対象とする行動試験システム
を試作した。試験前に対する試験後応答と推
定される行動をビデオカメラで記録を行い、
比較神経学的機能の病態を定量的に探索し
た。ペット用シーツを表面に巻いた直径 65
×長さ 125mm の円柱をクッション上底面
200mm の高さに片側水平支持を施し、底面に
被験個体を捕まらせた初期状態（図 2）から
2 分間の行動を分析対象とした。自家先行研
究により、生後 2-3 週間のコモン・マーモセ
ット幼若仔は、四肢を円柱の垂直上半位に移
動させる傾向を示すのに対し、より後期の幼
若齢では円柱の下位地面方向への離脱・逃避
行動への嗜好性を認めたので[成果論文①、
⑧]、出生直後の本新生仔への適用を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 新生期低酸素暴露誘導 
 
低酸素暴露試験直後に、いずれの個体も、

生命維持に関する脈拍、血中酸素飽和度、体
表温の生理指標における問題や顕著な行動
異常は観察されなかった。 
低酸素暴露誘導群 5個体（図１は同群中一

個体の例）、および、対照群 4個体に関する、
暴露中の室内酸素濃度、血中酸素飽和度



（SpO2）、脈拍、チャンバー室内温度、体表温
度（頭部・胴体部）、および、左右足部や上
肢・頭・胸部（非表示）の運動に関する時系
列同期のトレンドグラフを得た。 

図１： 低酸素室内環境暴露誘導時の室内酸
素濃度、生理・行動指標のトレンドグラフ（一
個体の例） 
 
室内酸素濃度（図１A）を図中の灰色矢印

の時点から低酸素誘導を図り、最低値 6%台の
低酸素暴露環境を 30 分間程度与えた。血中
酸素飽和度（SpO2、図１B）は、暴露前の値（白
抜き矢印）に対し、暴露後早期に低下が始ま
り、極少の低値（青矢印、ネガティブピーク）
を示した後、上昇し極大（薄オレンジ矢印、
リバウンドピーク）となり、再びこれを繰り
返すリバウンド様現象がしばらく続いた。曝
露後 10～20 分以内程度になると、振れ幅が
少なくほぼ安定する定常状態（黒矢印）とな
る傾向を認めた。低酸素環境暴露群が示した、
各矢印時点の SpO2 値（図２A）は、曝露前よ
り有意に低く（＊：一元配置 ANOVA、Tukey 
Kramer 法、P<0.05）、一対の標本による平均

の検定により、ネガティブピーク時はリバ
ウンド時より有意に低値を示すことが確認
された（☨：P<0.05）。 
低酸素暴露後の脈拍（図 1C）は、SpO2より

数分遅れて低下し始めた後、滑らかに下がり
続けるトレンドを示した。SpO2で識別した各
矢印時点間の脈拍を比較した結果（図２B）、
曝露中定常状態時が、暴露前やネガティブピ
ーク時より有意に低く（＊）、また、リバウ
ンド時はネガティブピーク時より有意に低
値を示した（☨）。 
赤外画像センサで非接触に計測した頭お

よび胴の体表温度（図 1D）は、低酸素暴露中、
概ね僅かに下がる傾向はあるものの、有意差
を認めなかった。個体数を増やしたさらなる
検証を要す。 

身体運動については、新生直後の仔が概ね
限定的な低運動様相に留まるのに対し、SpO2

値が平均 60～20％程度の範囲に低下する間
に顕著に身体運動が亢進し、SpO2値が定常状
態（黒矢印）に至ると、抑制される傾向を認
めた（図１E）。標的疾患 HIE は脳性麻痺、四
肢の運動障害への進行頻度が高い、という特
徴から、本周生期低酸素暴露モデルの四肢を
中心とする運動を定量追跡した。前述の SpO2

値で識別された各矢印点での比較において
は、足部、特にネガティブピーク時の左足の
運動が暴露前に比べ概ね亢進した（図２C、
一元配置 ANOVA、Tukey Kramer 法、P=0.056）。 

図２：血中酸素飽和度、脈拍、運動のトレン
ド波形から抽出した特徴点間の比較 
 
この急性期応答の生理動態分析から認め



られたリバウンド様波形について、次の考察
を試みる。低酸素暴露時に生じる何らかの酸
素代謝活性の障害に対する、徐脈や低体温を
伴う「補償」のホメオスタティックな生理基
盤が存在する可能性が示唆されたかもしれ
ない。ネガティブピーク時に顕著に表現され
た、足部運動の亢進は、周生期低酸素暴露が
同機能中枢に最も高い負荷を与えたことを
示唆した可能性があり、臨床における概論と
の整合性が認められる。今後、神経障害マー
カー分子等イメージングを伴う機能解剖学
的検証を進める予定である。 
 
（２）低酸素暴露後の回復時の神経行動学的

分析システムの開発と病態分析： 
周生期の 30 分程度の低酸素環境暴露によ

り病態を誘導することを目指した本モデル
が、新生児低酸素性虚血性脳障害の臨床症状
条件を満たすかどうかについて、神経障害性
に関する行動学的機能評価の方法の探索を
行ったので、本章で報告する。対象とする行
動試験の方法を開発するに当たり、新生児集
中治療室の入院児に対する追跡調査研究に
より、神経発達の行動学的マイルストーンで
ある「モロー反射」などの不随性行動から随
意性への移行と推察されている「定頸」や「寝
返り」などの抗重力運動機能の出現と、新生
期 MR 脳イメージングによる脳神経組織量や
血中の代謝性分子の定量情報が関わる示唆
を得た。そこで、抗重力運動に焦点を当て、
コモン・マーモセット仔の生態を参照し、投
影することができる行動の探索を行った。  
図３は、二頭のマーモセット幼若仔を対象

として 1週間齢から 1か月齢までの変化を追
跡した、抗重力運動試験における被験個体の
初期状態である円柱底部における「ぶら下が
り体位」を説明する（成果論文①－③、⑧）。 

図３： 抗重力運動試験システムと 
生体初期状態「ぶら下がり体位」 

本体位は、親養育時に親の腹部等の体幹に自
発的にぶら下がる行動と相似であることが
推察される。 
予備検討試験における本初期状態にセッ

トされた二頭は共に、1 週間齢では、二分間
の試験時間内で円柱上半位に四肢を置く「よ

じ登り」行動を画一的に示したことから、初
期齢では不随意性の原始反射様の抗重力運
動が出現すること、即ち、「よじ登り行動」
が原始反射行動モデルの一つかもしれない
ことが示唆された。この「よじ登り」は出生
後直ちに親の体幹に自発的に貼りつき保熱
と栄養授受を可能とする目的のために必須
の生命維持条件機能であることが推察され
た。一方、同予備検討研究において、本行動
は 2-3 週間齢へと発達する頃には、「よじ登
り」ではなく、積極的に円柱から離れ、地面
に飛び降りる、随意的な行動への出現へ移行
する傾向として、統計学的に示された。この
ことから、ヒト新生児が有す、モロー反射な
どの重力環境刺激依存的に生じる原始反射
などの初期齢期における出現から初期環境
学習の過程で神経発達依存的に消失と移行、
新たに出現する乳児期特異的な比較生物学
的行動パターンの存在を仮説し、本研究の周
生期霊長類モデル個体を対象に探索・検討を
試みた。 
本分析検討に供すことができた実験統制

下の個体は、前章の被験個体のうち、低酸素
暴露群 3頭、体表群 3頭であった。出生後 24
時間以内の最初期齢において、低酸素暴露 30
分の直前と、曝露直後の二回、本行動試験の
各 2分間の記録を行った。周生期の個体にお
いても、その基本的な行動は、予備検討仮説
の通り、円柱垂直上半位に四肢が自発的にた
どり着く「よじ登り」であることから、これ
を原始反射様行動と仮説を立てた。よじ登り
の実行達成までの時間を測定するため、四肢
が円柱上半位に達するまでの時間（最長2分）
を図４グラフの縦軸指標とし、対照群（図４
Ⅰ）および低酸素暴露群（図４Ⅱ）の二群の
曝露前後の比較を行った。 
 

図４： 抗重力運動試験二分間における四肢
が円柱中央より上位に達する時間（秒） 
 
対照群(図４Ⅰ)は暴露試験後いずれも、30

秒以内に四肢が円柱中央より上位に達した
が、低酸素暴露群(図４Ⅱ)は、内、二頭が暴
露前よりも暴露後に、よじ登り達成時間の延
長が起こった。 
対照群はいずれも、曝露前より、暴露後に、

よじ登り行動の達成までの時間短縮が生じ
た。このことは、周生期に触れる環境の感覚



受容と学習が起こり、数時間以内に記憶形成
され、適応行動が実行された可能性が示唆さ
れる。一方、低酸素暴露群中の二頭に、実行
時間の延長が生じたことから、重力下の環境
に適応するための学習や、同運動の実行制御
そのものに関わる神経の機能低下を示唆す
る定量的表現を得た可能性がある。低酸素暴
露群の一頭は、暴露後によじ登り行動の短縮
が生じ、環境適応の学習が行えた可能性があ
る。この個体において、よじ登り行動達成時
間の延長を示した他の二個体に対し、特に差
異の有った指標を探索してみると、低酸素暴
露中の SpO2値のリバウンド時における、手足
の一部の運動量が大きい点があげられるか
もしれない。低酸素ストレス負荷時の運動の
質、または、量の調節により、神経障害を抑
制できる作業療法的な効用の可能性がある
のかもしれない。 
これらの少ない個体数での仮説は、今後、

検証を重ねる必要があり、機能分子の探索と
共に、病因を探り、HIE 治療・療育法の開発
に資する霊長類モデル開発の発展を予定す
る。 
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