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研究成果の概要（和文）：本研究では、周産期脳障害に対して脱分化脂肪細胞を用いた治療法開発への基礎研究
を行った。新生児低酸素性虚血性脳障害モデル作製24時間後に、DFAT細胞10万個／匹を静脈内に投与した。免疫
組織学的検討では、active caspase-3、ED-1、4-HNEの陽性細胞数が有意に低下した。行動試験では、回転棒試
験とシリンダー試験にてDFAT治療により改善傾向を認めた。
培養皮質神経細胞を用いた検討では、酸素糖欠乏による細胞死に対するDFAT条件培地（DFAT-CM）の保護効果を
認めた。また、DFAT-CM中には、各種神経栄養因子が検出され、DFATを投与したモデルラット患側脳内では高値
となった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to determine whether the outcome of HIE can 
be improved by DFAT cell treatment. 24 h after HI insult, DFAT cells were injected at 10�cells/pup
 into the right external jugular vein. The number of cells that stained positive for active 
caspase-3, ED-1, and 4-HNE decreased in the DFAT-treated group. The HI insult led to a motor deficit
 according to the rotarod treadmill and cylinder test, where it significantly affected the vehicle 
group, whereas no difference was confirmed between the DFAT and sham groups. According to in vitro 
experiments, the cell death rates in the DFAT-CM-treated cells were significantly lower than those 
in the controls. In the DFAT-CM, several neurotrophic factors, IGF-1、NGF、NT3 were detected, and 
these factors were increased in the ipsilateral brain after injection of DFAT. Our results indicate 
that intravenous injection with DFAT cells is effective for ameliorating HI brain injury, possibly 
via paracrine effects.
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１．研究開始当初の背景 
 

近年の周産期医療のめざましい進歩に
より、早産児や重症新生児の生存率、生命
的予後は飛躍的に改善しているが、周産期
脳障害の発症率は減少しておらず、脳性麻
痺の主たる原因となっている。現在のとこ
ろ、有効な治療法は脳低体温療法のみであ
り、しかも最重症例に対しては効果が期待
できない。周産期脳障害に対しての新規治
療法の開発は急務である。 

一方、幹細胞を用いた再生医療/細胞療
法は、様々な臓器や疾患に対し研究され、
臨床応用されつつある。周産期脳障害に対
しても動物モデルで研究が進められてお
り、申請者らも胎児脳から培養した神経幹
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）の脳内同時投与が周産期
低酸素性虚血性脳症（HIE）に対して有効
な治療であることをラットモデルで明ら
かにした。近年では、採取や利用に問題が
生じにくい臍帯血細胞が注目され、その有
効性が示されてきている。脳内への直接投
与では、投与細胞により脳正常組織のグリ
オーシス変化をもたらすことも示されて
いるが、臍帯血細胞は静脈内投与での効果
も期待できるため臨床応用がしやすい。申
請者らは、受傷後に臍帯血由来単核球を腹
腔内投与したラットにおいて、急性期の酸
化ストレス、アポトーシスが減少し、後の
学習障害が改善することを確認している。 

 
２．研究の目的 

 
上記のように、臍帯血単核球は、周産

期脳障害に対する幹細胞療法の幹細胞源
として期待されるが、周産期 HIE 児は分
娩時仮死で出生するため自己臍帯血を採
取できない例が多く、臨床応用を考えると
理想的な幹細胞源とは言い難い。従って、
あらかじめ準備できる幹細胞源が理想的
である。 

脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat 
cell : DFAT）は、成熟脂肪細胞に由来す
る多能性幹細胞である。脂肪組織から単離
した成熟脂肪細胞を天井培養という方法
で体外培養することにより得られ、骨芽細
胞、血管内皮細胞、心筋細胞などへの多分
化能を示す。神経系細胞への分化や神経栄
養因子の分泌があることもわかってきて
いる。その他にも、微量（１ｇ以下）な組
織採取量から、煩雑な選別操作なしで純度
の高い細胞が得られる、など DFAT には
優位性があり、再生医療/細胞療法用ドナ
ー細胞として早期の臨床応用が期待でき
る。 

本研究の目的は、臨床応用への実現可
能性が高い DFAT を用い、周産期 HIE に
対する新規治療の開発のための基礎的デ
ータを得ることである。 

 
３．研究の方法 
 
（１）周産期脳障害モデルの作製 
 

周産期 HIE モデルは、国際的に汎用さ
れている Rice-Vannucci モデルを用い、
ラットの新生仔で作製した。生後７日目
の新生仔ラットの片側頸動脈を結紮し、
その後８％低酸素負荷を 60 分行い、片側
の梗塞モデルを作製した。 

 
（２）DFAT の調製 
 

投与細胞の追跡をするために成獣
Wistar-Tg(CAG-EGFP)ラット（グリーンラッ
ト）の鼠径部の皮下脂肪組織からコラゲナ
ーゼ処理、天井培養により調製/培養し
た。 

 
（３）静脈内投与 
 

イソフルレン麻酔下にて、外頚静脈を
露出させ、直視下にて穿刺、投与した。 

 
（４）治療効果評価 
 

低酸素虚血負荷 24 時間後に、外頸静脈
から 1×105個投与した。その 24 時間後、
免疫組織学的に、また、3 週間後より行動
学的検討を行った。 

組織学的検討は、4％パラホルムアルデ
ヒドにて潅流固定、5µm のパラフィン切
片を作製した。クエン酸バッファーにて
抗原賦活をした後、抗 Active caspase 3
抗体、抗 ED-1 抗体、抗 4-HNE 抗体を用
いて免疫組織染色を行った。陽性細胞は、
1000µm離れた同部位の 2切片を使用し、
海馬、カウントした。 

また、行動学的検討として、回転棒試
験（Rotarod）、シリンダー試験を行った。 

 
（５）細胞培養系での検討 
 
胎齢 16 日の胎仔ラット脳から神経細胞
を培養し、酸素グルコース欠乏による細
胞死（Oxygen glucose deprivation ： 
OGD）を起こさせた。OGD の 24 時間あ
るいは 48 時間前に DFAT 条件培地
（DFAT-CM）を加え、細胞死抑制を評価
した。 
 
（６）神経栄養因子の検討 
 

DFAT 条件培地中、および DFAT 投与
後の脳内の各種神経栄養因子を ELISA
法にて測定した。 
 

 
 



４．研究成果 
 

（１）～（３） 
 
モデルの作製、幹細胞培養、静脈内投

与は問題なく行えることを確認した。 
 
（４）治療効果 
 

a) 急性期評価 

 
急性期の免疫組織学的評価において、

DFAT を投与した群では、Vehicle 群に比
べ、Active caspase 3 陽性細胞、ED-1 陽
性細胞、4-HNE 陽性細胞が少なかった。
DFAT投与により、急性期のアポトーシス、
ミクログリアの活性化、酸化ストレスを抑
制することがわかった。 
 
b) 行動学的評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
回転棒試験、シリンダー試験とも DFAT

投与による改善を認めた。 
 
（５）細胞培養系での検討 

 
48 時間、24 時間前投与とも DFAT-CM

投与により細胞死が抑制された。 
 
（６）神経栄養因子の検討 

 
DFAT-CM 中には、IGF-1、NGF、NT3

が検出された。 
 
また、ラットモデルで負荷後に DFAT 投

与したところ、患側の IGF-1、NGF が健
側より高値となった。 
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