
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）

８３９０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

周生期脳障害に対する糖鎖を応用した臍帯血幹細胞移植法の開発とその分子基盤の解明

Transplantation of rat umbilical cord blood cells for neonatal hypoxic-ischemic 
brain injury.

５０２８０８１３研究者番号：

中西　圭子（NAKANISHI, KEIKO）

愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所・周生期学部・主任研究員

研究期間：

２５４６１６５９

平成 年 月 日現在２９   ６ １６

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：ラット臍帯血幹細胞を培養増殖させ、新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)モデルラット
に腹腔内投与するという同種間移植実験を行い、臍帯血幹細胞の周生期脳障害に対する効果を検討した。幹細胞
投与群では残存脳容量は増加し、活性化ミクログリアの集簇が抑制されたが、神経新生の増加は認められなかっ
た。臍帯血幹細胞は、宿主の反応を介して梗塞軽減効果をもたらしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mononuclear cells isolated from rat umbilical cord blood were expanded (stem
 cell enriched-umbilical cord blood cells; SCE-UCBCs) and they were administered intraperitoneally 
to neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) model of rats.  Administration of SCE-UCBCs 
increased the residual brain volume and decreased the accumulation of activated microglia to lesion 
site.  These results indicate that UCBCs could ameliorate HI injury, possibly through an endogenous 
response.  

研究分野：神経科学、新生児学
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１．研究開始当初の背景 
	 新生児医療の進歩に伴い病的新生児の救

命率は飛躍的に向上しているものの、新生児

低酸素性虚血性脳症(HIE)など周生期脳障害
による神経学的後遺症の頻度は高く、新生児

医療にとって残された課題である。HIEに対
し臨床では脳低温療法・低体温療法が行われ

ているものの、重症例にはあまり有効でなく

(Gluckman PD et al.: Lancet, 2005)、幹細胞を用
いた再生医療など新規治療法の開発が期待

されている。 
	 臍帯血は胎盤とともにその多くは廃棄さ
れるが、造血幹細胞や間質性幹細胞を含んで
おり、出生時に採取しておけば自家移植が可
能なこと、ガン化をおこす心配のないこと、
移植片対宿主病(GVHD)をおこしにくいこと、
静脈内や腹腔内投与でも脳内へ移行できる
ことなど、骨髄採取が困難な新生児にとって
最も臨床に応用しやすい幹細胞源である。ま
た、臍帯血バンクの普及に伴い血液疾患の患
者などに臍帯血移植治療は既に行われてお
り、その採取法や安全性は確立されている。
自家臍帯血を採取し幹細胞を増殖させ利用
できれば、周生期脳障害の新たな治療戦略と
なりうる。 
	 アメリカでは既に HIE 患児に対し臍帯血
の自家移植の臨床研究が始まっているが、そ
の効果の詳細や機序については、未だ定まっ
た見解が得られていない。また、これまでの
実験動物を用いた報告では、ヒト臍帯血を実
験動物脳内に移植したものが多く、その評価
は様々である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では HIE モデルや脳室周囲白質軟
化症(PVL)モデル動物を用いて、周生期脳障
害に対する効率的な臍帯血幹細胞移植療法
を開発するとともに、その分子基盤を明らか
にすることを目的とする。また、糖鎖を応用
した臍帯血幹細胞の最適な移植方法を検討
する。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、GFP トランスジェニック(TG)
ラット臍帯血幹細胞を増殖させ、HIE モデル
ラットに投与するという同種間移植実験を
行い、検討した。	
	 GFP-TGラットE19.5胎仔より臍帯血を採取
し、有核細胞層を分離し、４種のサイトカイ
ン存在下で培養増殖させた。この増殖させた
細胞(stem-cell-enriched	umbilical	cord	
blood	cells;	SCE-UCBC)を、日齢 7 に
Rice-Vannucci	model(右頸動脈結紮および低
酸素処理 2h)処置を行ったラットに腹腔内投
与し、受傷３週間後に脳を固定し、5µm のパ
ラフィン連続切片を作製した。HE 染色、Ki67
抗体および ED1 抗体染色、Tomato	lectin 染
色を行い、Stereo	Investigater	Ver.11 を用
いて立体解析学的に評価した。	

	
４．研究成果	
(1)脳梗塞に対する臍帯血幹細胞の効果；	
	 100 枚毎にパラフィン切片を HE 染色し、
Cavalieri の原理に基づいて脳の残存容量を
計測した。健常側に対する障害側の残存脳容
量は、対照群では 40.1±2.8%であったのに対
し、SCE-UCBC 投与群では 61.2±6.9%と有意
に増加していた。	 	 	
(2)神経新生・血管新生に対する臍帯血幹細
胞の効果；	
	 50 枚毎にパラフィン切片を増殖細胞マー
カーである Ki67 抗体染色し、Cavalieri の原
理に基づいて脳室下帯および海馬歯状回顆
粒細胞層での Ki67 陽性細胞数を計測した。
障害側海馬顆粒細胞層では Ki67 陽性細胞数
は健常側に比べ有意に減少していたが、対照
群と SCE-UCBC 群との間で有意な差は認めら
れなかった。	
	 また、100 枚毎にパラフィン切片を Tomato	
lectin 染色し、運動野における血管長を
space	balls	method を用いて測定した。障害
側運動野において、対照群と SCE-UCBC 群と
の間で総血管長に差は認められなかった。	
(3)活性化ミクログリアに対する臍帯血幹細
胞の効果；	
	 100 枚毎にパラフィン切片を ED1 染色し、
障害側に集簇している活性化ミクログリア
総数を計測した。対照群では障害側半球に
249±19 万個/個体集簇していたのに対し、
SCE-UCBC 群では 116±55 万個/個体と、有意
に減少していた。	
	 これらの結果から、臍帯血幹細胞は宿主に
何らかの反応を引き起こし、活性化ミクログ
リアの障害部位への集簇を抑制して、梗塞軽
減効果をもたらしている可能性が示唆され
た。	
(4)臍帯血幹細胞の増殖に対するコンドロイ
チン硫酸糖鎖の影響について；	
	 臍帯血有核細胞を採取し培養増殖させる
際に、種々のコンドロイチン硫酸糖鎖を添加
し、その増殖促進効果を検討した。高硫酸化
型コンドロイチン硫酸糖鎖 CS-E は神経幹細
胞に対し増殖促進効果を持つが、臍帯血幹細
胞に対しては有意な増殖促進効果は認めら
れなかった。	
(5)PVL モデルマウス作製の試み;	
	 持続的低酸素刺激による新規 PVL モデルマ
ウスの作製を試みたが、低酸素状態から離脱
する際に母獣がマウス仔を食殺してしまい、
安定して評価できるモデルとならなかった。
今後、このマウスモデルを利用するには、仮
親を用意するなど、何らかの工夫が必要であ
ると思われた。	
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