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研究成果の概要（和文）：ラット脳室周囲白損傷モデルにおいて、臍帯由来間葉系幹細胞およびその上清の効果
を検討したところ、間葉系幹細胞投与において認めた白質損傷抑制作用を間葉系幹細胞培養上清では認めなかっ
た。vitroで培養された間葉系幹細胞が放出するパラクライン因子と炎症環境である体内に投与された間葉系幹
細胞が放出するパラクライン因子の違いを検討するため、培養中の臍帯由来間葉系幹細胞にIFNγ刺激を行なっ
たところ、TSG6、IDOの発現が著明に増強した。ラット脳室周囲白損傷モデルへのIFNγ刺激間葉系幹細胞培養上
清投与により白質量が増加し、vivoにおいても治療効果を増強させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether mesenchymal stem cells and conditioned 
media possess neuroprotective property in a lipopolysaccharide (LPS)-induced neonatal rat 
periventricular leukomalacia(PVL)-like brain injury.Umbilical cord-derived mesenchymal stem cell
(UCMSC) administration had an effect of suppressing white matter injury, but no effect was observed 
in UCMSC- conditioned media(CM).
In order to compare the profiles of UCMSC in normal condition and those in inflammatory environment,
 we stimulated mesenchymal stem cells by IFNγ in virto and examined paracrine factors. IFNγ
-pretreatment increased TSG-6 and IDO expression in UCMSCs compared to control. 
We examined whether IFN-γ-preconditioning of UCMSCs could improve the effect of UCMSC-CM in 
LPS-induced brain injury.IFN-γ-UCMSC significantly increased white matter area  compared to 
control. 

研究分野： 新生児学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の医学的進歩により早産児の生存率は上昇したが、超低出生体重児の神経学的予後は十分とはいえない。脳
室周囲白質軟化症は早産児の神経学的予後を悪化させる主要な疾患であり、脳性麻痺や発達の遅れの原因となる
が、有効な治療法はない。間葉系幹細胞投与は動物実験において脳障害に対する効果が示されているが、臨床的
にはまだ研究段階であり、投与する幹細胞の種類や投与方法については明らかになっていない。本研究において
臍帯由来間葉系幹細胞をINFγで前処置をすることにより、間葉系幹細胞の培養上清にも効果がみられたこと
は、効果的な治療方法の開発や細胞を用いない治療方法の開発につながるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 早産児の脳性麻痺の主要な原因である脳室周囲白質軟化症は子宮内感染、神経細胞や血管の
未熟性、虚血と再潅流、サイトカインによるマイクログリアの活性などが複合的に加わり、オ
リゴデンドロサイトの前駆細胞が障害をうけ、髄鞘の形成不全がおこることにより生じる疾患
である。早産児の 2-4％に発症する頻度の高い疾患にも関わらず、有効な治療法が未だ確立さ
れていない。 
 間葉系幹細胞を用いた治療は、近年さまざまな疾患に対して有望な治療法として注目されて
おり、動物実験において、脳室周囲白質軟化症に対する臍帯由来間葉系幹細胞（umbilical cord 
mesenchymal stem cell : UCMSC）の有効性が報告されている。間葉系幹細胞の中でも、UCMSC
は非侵襲的に採取可能であり、分娩時に採取しておくことで、出生後に発症した疾患に対して
自家移植が可能となり得る。脳室周囲白質軟化症に対して UCMSC 治療を行う場合、自家移植と
他家移植のいずれも候補となるが、子宮内感染を認める場合には、子宮内炎症にさらされた
UCMSC の自家移植では治療効果に影響する可能性が考えられる。UCMSC の臨床応用に向けて、子
宮内環境による臍帯血間葉系幹細胞の性質の変化や治療効果への影響について検討する必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
(1)ラット脳室周囲白損傷モデルを作成し、UCMSC およびその培養上清による治療効果を検討す
る。 
(2)炎症環境における UCMSC のプロファイル変化と、炎症環境におかれた UCMSC による脳室周囲
白質軟化症への治療効果を検討することにより、子宮内環境が UCMSC に与える影響を検討し、
脳室周囲白質軟化症の治療のためにより有効性の高い UCMSC 移植方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット脳室周囲白損傷モデルの作成 
 ラットの日齢 4はヒトの妊娠 26、27 週前後に相当し、この時期にオリゴデンドロサイトの前
駆細胞が脳室周囲に増えるといわれている。脳室周囲白質軟化症は虚血、炎症が原因となり発
症することから、日齢 4のラットに LPS15mg/kg を腹腔内投与し、脳室周囲白質軟化症モデルを
作成した。日齢 12 に、脳組織を採取し、組織切片の M Myelin Basic Protein（MBP）免疫染色
を行い、脳室周囲白質量を評価した。 
 
(2) 脳室周囲白損傷モデルに対する UCMSC およびその上清の治療効果 
 東大医科学研究所から提供をうけたヒト UCMSC106 個/匹を使用した。培養上清は、同じ量の
UCMSC を無血清培地にて培養し、48 時間後に培養上清を回収して、20 倍濃縮して使用した。 
 脳室周囲白質損傷モデルは日齢 4に LPS を腹腔内投与して作成し、対象群は生食を日齢 4に
生理食塩水を腹腔内投与した。UCMSC 治療群は、脳室周囲白質損傷モデルに日齢 4 に UCMSC を
投与（106個/匹）、MSC-CM 治療群は同日から連日４日間 MSC-CM（100μL）を投与した。治療群
のコントロールとして無血清の培地のみを同様に投与した。 
 脳組織を日齢 6と 12に採取し、日齢 6に RT-PCR によるサイトカインの解析、日齢 12に組織
切片の免疫染色により白質障害を評価した。 
 
(3) UCMSCの脳への直接の作用を調べるために、ルシフェラーゼを発現するMSCを用いてin vivo 
imaging にて MSC の腹腔内投与後の動態を測定した。 
 
(4) in vitro で培養された間葉系幹細胞が放出するパラクライン因子と炎症環境である体内に
投与された間葉系幹細胞が放出するパラクライン因子の違いを検討するため、LPS を投与され
た仔ラットの血清中で上昇していた IFN-γ（10 ng/ml）を in vitro で MSC に投与した。これ
らの培養上清を cytokine array と growth factor array を用いて比較した。 
 
(5) IFN-γで刺激された MSC の培養上清を脳室周囲白質損傷モデルに投与し、治療効果を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) ラット脳室周囲白損傷モデルの作成 
日齢 4 のラットに LPS15mg/kg を腹腔内投与した。日齢 12 に、脳組織を採取し、組織切片の M 
Myelin Basic Protein（MBP）免疫染色を行い、MBP 陽性領域の割合を算出し、脳室周囲白質量
を評価した。LPS 投与群では、生食投与を行なったコントロール群と比較しての MBP 陽性領域
有意な減少を認めた。 
 
(2) 脳室周囲白損傷モデルに対する UCMSC およびその上清の治療効果 
 LPS-MSC 群では、LPS-control 群と比較し、MBP 陽性領域が有意に増加した。（図 1） 
LPS-MSC-CM は、LPS によって減少した MBP 陽性領域を増加させなかった。(図 2) また、脳組織
中の IL-6、TNF-α、IL-1β、MCP-1 は LPS-control 群において有意に上昇した。LPS-MSC 群と



LPS-MSC-CM 群では TNF-α、IL-1β、MCP-1 の発現レベルが LPS-control 群よりも低い傾向にあ
った。特に LPS-MSC 群における IL-1βの上昇は有意に抑制された。 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 1. UCMSC 投与による MBP 陽性領域の変化   図 2. UCMSC-CM 投与による MBP 陽性領域の変化 
 
              
 (3) UCMSC の腹腔内投与後の動態 
 腹腔内に投与した UCMSC は約 8日間～10 日間、腹腔内にとどまり、脳への遊走はみられなか
った。（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             図 3. MSC 腹腔内投与後の in vivo imaging 
 
 このことから、UCMSC 腹腔内投与による脳室周囲白質損傷モデルへの治療効果は、UCMSC が脳
に遊走し分化することによるものではなく、パラクライン因子が炎症や免疫反応を制御するこ
とにより発揮されたものであると考えられた。 
 
(4) IFN-γ刺激による UCMSC の分泌するパラクライン因子の変化 
 cytokine array では、IFN-γ刺激により、UCMSC の分泌するパラクライン因子に変化が生じ、
sICAM-1(抗炎症作用)、MCP-1(内在性幹細胞誘導作用)が上昇していることがわかった。(図 3) 
RT-PCR 法にて IFN-γ刺激後の UCMSC の遺伝子発現を検討したところ、MSC の強力な抗炎症作用
として最近注目されている TSG-6 と免疫調整作用をもつ IDO の発現上昇を認めた。（図 4）この
ことは、炎症をおこしている体内中に投与した UCMSC は、局所環境において、より治癒効果の
あるパラクライン因子を放出している可能性を示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
           図 4. IFN-γ刺激 MSC の RT-PCR 
  
 



(5) IFN-γ刺激後の MSC 培養上清による脳室周囲白質損傷治療効果の検討 
 脳室周囲白質軟化症モデルに対する IFNγ刺激後の MSC 培養上清投与により、白質量増加を
認めた。（図 5） 
 
  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 図 5. IFN-γ刺激 MSC-CM 投与による MBP 陽性領域の変化 
 
 本研究において、炎症に起因した脳室周囲白質軟化症に対し UCMSC 腹腔内投与は脳室周囲損
傷を改善させる効果をもつが、UCMSC 培養上清を用いて行なった同様の実験では、明らかな白
質量の改善を認めないことを示した。一方、腹腔内投与された UCMSC は障害部位にはほとんど
生着せずに腹腔内に留まったことから、過去の報告と同様にパラクライン因子が炎症や免疫反
応を制御することにより治癒効果を発揮していると考えられた。UCMSC 培養上清の治癒効果を
認めなかった原因として、炎症が起きている体内に投与された間葉系幹細胞が放出するパラク
ライン因子は、in vitro で培養された間葉系幹細胞が放出するパラクライン因子とプロファイ
ルが異なるのではないかと考え、IFN-γで刺激した UCMSC のプロファイルを検討した。IFN-γ
刺激 UCMSC では、TSG-6、IDO、sICAM-1、MCP-1 などの抗炎症、再生促進因子の分泌が増加し、
またIFN-γで刺激したUCMSC培養上清ではより効果的に脳室周囲白質軟化症モデルの白質損傷
を改善させた。今後症例数を増やして、さらに検討をすすめていきたいと考えている。 
 
 また、本研究期間において、子宮内感染症を有するヒトにおける臍帯由来間葉系幹細胞のプ
ロファイル変化についても検討するため、東京医科歯科大学を主施設として、都立多摩総合医
療センター、川口市立医療センター、土浦協同病院との共同臨床研究「子宮内環境による臍帯
血および臍帯由来間葉系幹細胞のプロファイル変化についての基礎的研究」を開始した。本研
究期間内には十分な症例数が集まらず解析できなかったが、引き続き検討していく予定である。 
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