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研究成果の概要（和文）：新生児低酸素性虚血性脳症HIEにおけるマイクログリアの機能解析において、臨床知
見を基盤とし相同性を有し、その投影が可能な動物モデルの開発が重要である。そこで、所属機関で自家繁殖の
系を立ち上げながら、その霊長類コモン・マーモセット・モデルの開発を試みた。新生児機能的神経学マーカー
として臨床上で汎用される原始反射行動検査系は、HIEでその異常が認められる。これを投影するモデルとし
て、低酸素環境を暴露した出生直後の新生仔の行動解析系を開発した。障害モデルに至る生理学的確認指標の探
索を行なった。その結果、血中山荘飽和度が有用な指標である示唆を得た。

研究成果の概要（英文）：Microglia's function researches in ｎeonatal hypoxic ischemic 
encephalopathy, HIE, require some suitable experimental animal models comparatively reflected the 
clinical information. We attempted to develop a common marmoset neonatal model operated by hypoxic 
environmental regulation and the behavioral examination model according to the developmental 
milestones in neonatal neurology.  
Our HIE model marmosets showed the behavioral difficulties in the anti-gravity examination and the 
disorder primate group revealed physiological difference significantly in the blood oxygen 
saturation measurement in the hypoxic environmental regulation. These evaluation results suggested 
not only the useful model but also the perinatal specific neuro-mechanism in the circulatory 
modulation.  
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
周産期医療の最難治性の疾患のひとつである新生児低酸素性虚血性脳症は、分子生物学的手法などの積極的治療
法開発や、投薬、機能支援などの包括治療法開発が、この問題の解決をもたらすと考えられている。実験動物モ
デル、特に、齧歯類と臨床研究を繋ぐ霊長類モデルは、多くの中枢神経系等を標的とする創薬での成功で知られ
る通り、解決の鍵となると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 周産期医療の進歩により新生児死亡率は改善したが、神経学的後遺症である脳性麻痺の

発症率は1,000出生対2.3という高率なままで、治療法としては支持療法が主体であった。

新生児の低酸素性虚血性脳症(hypoxic ischemic encephalitis:HIE)は脳性麻痺の原因とな

り、障害なき生存は重要な課題である。正期産児の HIE に対しては、脳低温療法の有用性

が証明され、全国的に普及が進められている。しかし脳低温療法の効果は未だ限定的で約

15%の症例に有効であるに過ぎず、また、生後 6時間以内に開始することが条件となるに周

産期センター以外で出生した症例では搬送に要する時間が問題となる。 

 現在、脳性麻痺児の約半数以上を早産児が占め、早産児の脳性麻痺の主要な原因は脳室

周囲白質軟化症(Periventricular leukomalacia; PVL)である。その中心的病態は、子宮内

での低酸素虚血と炎症により、脳室周囲白質軟化症(PVL)を来すが、多様なストレスによる

オリゴデンドロサイト前駆細胞(oligodendrocyte precursor cell:OPC)の細胞死である 

(図 1)。これにより OPC は成熟したオリゴデンドロサイトへ分化できず、髄鞘形成が阻害

され、軸索変性によりニューロンも細胞死に至る。PVL に対する根本的な治療法はなく、

今日の脳性麻痺の最重要疾患となっている(J. Volpe, Ann Neurol 70:525-9, 2011)が、低

温による副作用が問題となり、またその有用性を示す基礎的なデータも少なく、適応拡大

には課題が多い。 

２．研究の目的 

 PVL における病態進行の仕組みとミクログリアの関与の検討 

 胎児期の脳白質は主にオリゴデンドロサイト系細胞(OL)とミクログリアなどのグリア細

胞で構成される。 OL は髄鞘形成を担当し、ミクログリアは刈り込みと呼称される不要な

シナプスや余剰の OL を除去する。 OL とミクログリアが相互的に発達することで脳回路が

成熟していく。 PVL はこの脳回路の構築が盛んな胎児期において虚血ならびに感染による

炎症が契機となり、最終的に脆弱な OL が細胞死を引き起こし発症すると考えられている(J. 

Volpe et al, Int. J. Devl Neuroscience 29:423-440, 2011)。 動物の PVL モデルに OL

を移植して神経学的予後が改善したという報告があり(Webber.O.J.et al, The American 

Journal of pathology 24:171-189, 2009)、OL を保護することが PVL の基本治療戦略と認

識されている。 

我々のグループも、PVL の治療法開発のため OL に焦点を当てて研究を行っており、in 

vitro OPC 初代培養系を確立し、低温により OPC が増殖し、細胞膜に存在する

voltage-dependent anion channel 1 (pl-VDAC1)を介するシグナル伝達系が関与すること、

OPC が低酸素無糖負荷により apoptosis に至り、低温によりそれが抑制されること、さら

にこの過程において ERK1/2 リン酸化が深く関与していることを明らかとしてきた。 しか

し、ヒト臨床応用可能な治療法の確立までには至っていない。この原因の一つとして、発

達期の脳白質には OL だけでなくミクログリアが豊富に存在し、虚血や感染による炎症機転

がどのようにミクログリアへ作用し、最終的に OLの細胞死につながるか否か解明されてい

ないからである。 

近年のヒト剖検脳や動物モデルの検討にて脳障害部位にミクログリアが観察され、PVL

の発症や病態の進展にミクログリアが大きく関与していると考えられている(J. Volpe et 

al, Int. J. Devl Neuroscience 29:423-440, 2011)。 ミクログリアは発達期脳において

は神経回路の淘汰・維持・再構築などを活発に行い正常な神経回路の形成を担う傍らで、

脳に内在する唯一の免疫担当細胞でもある。これまでの基礎研究では、ミクログリアの炎



症下での役割について一定の見解を得るに至っていないが、ミクログリアが PVL の発症・

進展に中心的な役割を果たしている可能性が十分に推察でき、PVL におけるミクログリア

の動態・役割、成長に伴う脳機能の発達への影響を解析することは、今後の治療戦略を考

える上で極めて重要であると思われる。本研究で動物モデルを用いて PVL の病態における

ミクログリアの役割を明らかにすることができれば、その作用に交渉して脳神経保護に結

びつく新たな治療法を開発できる可能性がある。 既に我々はミクログリアが PVL 発症に保

護的に作用する可能性があること、さらに、この作用を促進するいくつかの薬物を同定す

ることができた。従って、PVL の病態下におけるミクログリアの役割を解明することは、

PVL 発症後の脳発達を診療する周産期医療の臨床現場に沿った観点からも非常に医学的・

社会的意義が大きく、新しい知見となると考える。 

 さらに、我々の施設はコモンマーモセット(CM)の施設内繁殖系を有しており、ヒト新生

児 HIE を投影する可能性のある非ヒト霊長類新生仔 HIE モデル、および、病態診断評価系

を開発する。新生仔 HIE モデル開発を低酸素環境暴露誘導により試行する。同暴露により

表出する病態の程度を識別できる、運動パターン出力試験系の探索と検証を行なう。 

３．研究の方法 

 (1)  MG を除去できる薬剤クロドロネート含有リポソーム(Clo-lipo)を用いて調べた。 

生後 4 日目 SD ラット右側脳室にリポソームを注射した。48 時間後の生後 6 日目に低酸素

虚血処置(左総頸動脈を結紮離断、酸素濃度 6.0% 30 分間暴露)を施行した。また、低酸素

時期に合わせて、低体温(31±1.0℃)を導入した。処置 5日後、ミエリン塩基性蛋白(MBP)

の発現を指標として白質傷害の程度を組織学的に評価した。 

(2) 乳幼児神経システム発達の臨床医学的マイルストーンとして知られる抗重力運動パ

ターンの出現齢指標に相同とみなしている、本施設の先行研究（引用文献③、④）に基づ

く霊長類モデルを参照し、その評価系を適用した。本試験系は、コモン・マーモセット新

生仔が出生直後より親のしがみつきにより哺乳・保熱・外敵からの保護により生命が保存

される生得的神経機能を前提とするもので、図１に示す円柱下部で自身の身体を把持する

体位を開始とする場合、円柱上位に登り切る行動パターンが再現的にみられる。本行動は、

ヒト周産期に一過的に生じ発達過程で消える原始反射の一部を投影していることを仮定し、

先行研究では、円柱の表面の摩擦や四肢爪の引っかかり構造を調節し検討した。その結果、

ペットシーツを表面に施すことで、把持機能の程度により、再現的自発的出現行動“登り”

の障害を“不動”や”落下“、”遅れ“として識別する

ことが示唆された。そこで、ビデオ記録データを対象

に、頭部および四肢が円柱上半分に全部移動するまで

の秒数を定量した。試験時間を 2分とし、不動や到達

できない場合は最大時間の 120 秒（2分）、自己身体の

把持ができず落下する場合は 180 秒（3 分）とカウン

ト則を定義した。 

 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。遺伝的背景のばらつきを

最小限に抑えるため、同一自家繁殖ペアより一回に 1

～2頭の新生仔を 4期に分けて計 6頭得た。出生後 24

時間以内に何も処置を行なわない状態で、個体毎に行動試験（図１）を行なった。その後、

室温 30±2℃、相対湿度平均 40%に保持したチャンバー（160 縦×230 横×180 高 mm）に新

図１. ”原始反射”様行動試験法 



生仔一頭を移し、混合ガス（酸素 5%、窒素 95%）を約 1ml/秒以内の流量で循環制御し、庫

内を 30分間以上、酸素分圧６％程度に制御した（低酸素環境暴露）。左手掌に血中酸素飽

和度・脈拍計測プロープ（コヴィディエン・Nellcor）を巻き計測した。暴露終了後、行動

試験を再度行なった。 

４．研究成果 

(1) リポソーム脳室注射 48 時間後、Clo-lipo 群はコントロールリポソーム(Con-lipo)群

と比較し、Iba1 陽性細胞の数が有意に減少していた。低酸素虚血処置 5日後、Clo-lipo＋

低体温群では、Con-lipo＋低体温群と比較して、MBP 染色が有意に脱落した。Clo-lipo 群

(MG除去群)で低温療法の保護効果が低下したことより、(1)低温療法はMGに作用すること、

(2)MG が低温下で白質保護的に機能する可能性が推測された。   

(2) 行動試験の結果、6頭の内、4頭までが 1分以内に”登り”行動で最高位に到達した

のに対し、2 頭は”不動”の傾向が認められた。一方、低酸素制御後は、把持力を失った

かのようにみえる”不動”や”落下”を示した３頭、および、初期行動試験の結果に関連

の無い状況で、30 秒以内に最高位に到達する”登り”機能の向上を示した 3頭、の二群に

分かれた。 

 そこで、前者を”障害モデル”群、後者を”非障害”群とみなし、チャンバー内酸素分

圧が約６％となり生理状態が安定とみなせる状態に至ったときの生理計測情報に病態識別

を予測させる指標を探索した。すると、血中酸素飽和度が“非障害”群では平均 40%以上

が保持されているのに対し、”障害モデル”群で 30%以下となり有意に低いことがわかっ

た(図 2A）。これに対して、脈拍回数は両群とも負荷前に 250 回／分を示し、低酸素制御中

は 200 回／分以下に抑制する調節がみられる一方、両群に有意な差異は認められなかった

(図 2B）。 

 以上の結果より、コモン・マーモセ

ット新生仔の HIE モデル作成条件とし

て、30 分以上の低酸素環境制御中に、

定常的に血中酸素飽和度値が約 30%を

下回るように誘導することとして示唆

を得た。また、新生期はいずれの個体

でも極めて低い酸素分圧６％環境でも

脈動を創成することで循環系ホメオスタシスの調節が働く様子が示唆された。本霊長類モ

デルは、HIE で障害される可能性の高い錐体外路の支配する抗重力運動機能の障害として

定量識別ができる可能性を示唆した。今後、例数を重ね検証を進めると共に、脳内分子基

盤を本モデルで探索することができる可能性を示唆した。 
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