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研究成果の概要（和文）： 
低酸素虚血モデルラットでは神経幹細胞(NSPC)移植／コンドロイチナーゼ(CHase)併用投与に

より脳梗塞が軽減する。この分子機構を簡便に探索するため、GFPラットニューロンを培養して

低酸素無グルコース処理を行うin vitroモデル系を確立した。そして、野生型ラットNSPCおよび

ChABC投与による神経保護効果について検討し、in vivoと同様に神経細胞死が抑制される傾向が

観察できた。現在この系を用いて新規神経保護因子を探索中である。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

Administration of neural stem / progenitor cells (NSPCs) with chondroitinase  
(CHase) reduced brain injury in a neonatal hypoxic-ischemic rat model.  To investigate its 
mechanism, we established in vitro hypoxic-ischemic model.  GFP-transgenic rat neurons 
were cultured and exposed to oxygen-glucose depletion (OGD).  Treatment with NSPCs 
combined with CHase was tended to reduce OGD-induced neuronal cell death.  We are 
currently trying to find the factors regulating neuroprotection using this model.   
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１．研究開始当初の背景 
 
 損傷をうけた中枢神経系ニューロンは死
滅し再生しないとこれまで考えられてきた
が、近年、特殊な条件下では再生できること
がわかってきた。また、自己複製能・多分化
能をもつ神経幹細胞の分化・増殖機構も明ら
かになりつつあり、幹細胞を用いた中枢神経
疾患の治療法への応用が期待されている。 
 一方、新生児医療技術の進歩により、低出
生体重児や病的新生児の生存率は著明に改
善しているものの、出生時における低酸素性
虚 血 性 脳 症 (hypoxic ischemic 
encephalopathy; HIE)など周産期脳障害に
よる神経学的後遺症の克服は、新生児医療に
とって残された課題である。脳性マヒの主な
原因のひとつである HIE に対して、脳低体
温療法はあるものの、重症例には効果がなく、
HIE などの周産期脳障害に対する新規治療
法の開発は急務となっている。 
 私たちはこれまでに、ラット HIE モデル
を用いて、神経幹細胞を用いた新規治療法の
開発を検討してきた。そして、神経幹細胞と
同時にコンドロイチナーゼという糖分解酵
素を投与すると HIE による脳梗塞巣が軽減
することを発見した (特許出願；特願
2006-139843号、Sato Y, et al., Reprod. Sci., 
2008)。しかしながら、その梗塞を軽減する
機序は未だ不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 神経幹細胞／コンドロイチナーゼ併用療
法を臨床的に応用するためには、その機構の
解明は不可欠である。 
 本研究では、神経幹細胞／コンドロイチナ
ーゼ併用療法による神経障害軽減の分子機
構を明らかにし、神経幹細胞由来神経保護因
子を同定し、周産期脳損傷の新たな治療法と
して応用することを目的としている。 
  
 
３．研究の方法 
 
 神経幹細胞由来神経保護因子の検索を簡
便に行うために、まず hypoxia-ischemia in 
vitroモデル系を確立した。 
 
１） hypoxia-ischemia in vitro モデル

系の確立。 
 

 胎生 16 日齢の GFP-transgenic ラット大
脳皮質神経細胞を、前もって単層培養してお
いた SD ラット由来アストロサイト上に２週
間培養し、低酸素無グルコース(Oxygen 

glucose depletion; OGD)処理を行った。具
体的には、無グルコース培地に置換した後、
1%酸素下で３~１５時間培養した。OGD 処理
１時間後あるいは２４時間後に、あらかじめ
neurosphere培養し増殖させておいたSDラッ
ト由来神経幹細胞(NSPC)をコンドロイチナ
ーゼ(ChABC)とともに投与し、３日後あるい
は１週間後に固定して比較した。神経細胞死
の評価は GFP 陽性細胞数の測定、あるいは
MAP2 免疫染色を行い MAP2 陽性細胞数を測定
することにより行った。 
 
２） 興奮性神経細胞死評価系による神

経保護因子の探索。 
  
 ラット胎仔神経細胞を２週間培養した後、
既知の神経栄養因子などを前投与し、２４時
間後に NMDA などの興奮性アミノ酸を投与し
神経細胞死を誘発した。神経細胞死の評価は、
障害を受けた細胞から遊離してきた LDH 量を
測定することにより、比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
１） hypoxia-ischemia in vitro モデル

系の確立。 
 
 ニューロン・アストロサイト共培養系で２
週間培養した後、OGD 暴露を３、６、９、１
５時間行った。OGD３時間の暴露では障害は
軽度であったが、６時間以上の暴露では明ら
かな神経細胞死が観察された（図１）。 

 

 
 また、NSPC による神経細胞死抑制効果を in 
vitro でも確認するために、投与した NSPC か
ら分化した細胞を判別できるように、GFP ラ
ット由来ニューロン・SD ラット由来アストロ
サイト共培養系を用いて OGD 処理を４時間行
った後、SD ラット由来 NSPC あるいは ChABC
を投与した。NSPC+ChABC 群において、対照群
と比較して神経細胞死が軽減されている傾



 3 

向が観察された（図２）。 
               
 

 
 
 このとき、短い突起を持った MAP2 陰性の
細胞が著明に観察され、この細胞が神経細胞
死抑制効果に何らかの関与をしている可能
性が示唆された（図３）。 

 
 現在、本評価系を用いて神経幹細胞由来神
経保護因子の探索や神経保護機構について
検討している。 
 
 
２） 興奮性神経細胞死評価系による神

経保護因子の探索。 
 
 これまでに高硫酸化コンドロイチン硫酸
CS-E に神経保護効果があることがわかって
いる。そこで、胎生期のほ乳類中枢神経系で
発現し、コンドロイチン硫酸と結合すること
が知られている midkine, pleiotrophin など
の神経栄養因子について NMDA による興奮性
神経細胞死に対する保護効果を調べた。塩基
性線維芽細胞増殖因子(bFGF)には若干神経
保護効果が認められたものの、この評価系に
おいて、調べた範囲では、有意に保護効果を

示すものは見つかっていない（図４）。 
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