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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、脳障害が軽減する。この機序を明らかにするために、GFPトランスジェニックラット臍帯
血幹細胞を培養増殖させ、HIEモデルラットに移植し、その分布を検討した。移植したGFP陽性臍帯血幹細胞は脳
内ではほとんど観察されず、また一部脳内に侵入していたGFP陽性細胞は神経細胞マーカーを発現していなかっ
た。以上のことから、臍帯血幹細胞は脳内に侵入し神経細胞に分化するのではなく、宿主の反応を介して脳障害
軽減効果をもたらしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mononuclear cells isolated from GFP-transgenic rat umbilical cord blood were
 expanded (stem cell enriched-umbilical cord blood cells; SCE-UCBCs) and administered 
intraperitoneally to neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) model of rats.  The GFP-positive
 cells were hardly detectable in the brain. The GFP-positive cells in the brain were negative for 
neuronal markers.  These results indicate that UCBCs could ameliorate HI injury, possibly through an
 endogenous response not by supplying differentiated neurons derived from the injected stem cells. 

研究分野：神経科学、新生児学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)は現在もなお、脳性まひの主な原因の一つである。臨床的に低体温療法が行わ
れているが、重症例に対する効果は急性期に限局しており、神経後遺症の克服のために幹細胞療法など新規治療
法の開発が期待されている。臍帯血にも幹細胞が含まれることから、日本でも自家臍帯血移植の臨床研究が始ま
っているが、幹細胞移植による脳障害軽減機序は未だ明らかではない。本研究で、この機序が明らかになれば、
臨床研究のさらなる進展や効率的な移植方法の開発につながることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

 
  近年、新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)に対し、臨床的に低体温療法が行われている。しかし
ながら、低体温療法により急性期の死亡率や重度障害の発生率は低くなるものの、生存例にお
ける 6−７歳時の重度障害の発生率には有意差がないことが報告されている(Shankaran et al., 
NEJM, 2012)。この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り、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。 
 米国や韓国では、HIE 患児や脳性マヒ児に対し、自家臍帯血投与の臨床研究が開始され、そ
の実現可能性はすでに報告されている。日本でも大阪市立大学を中心に HIE 患児に対し自家臍
帯血移植の臨床研究が始まっているが、臍帯血による脳障害軽減機序は未だ明らかではない。
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に移植（すなわち異種間
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 モデルラットに GFP トランスジェニック(TG)ラット臍帯血幹細胞を投与し、
GFP 陽性細胞の宿主内での分布を調べることにより、脳障害軽減機序を明らかにする。また、
脳室周囲白質軟化症(PVL)モデル動物を作成し、HIE のみでなく早期産児の周生期脳障害に対す
る臍帯血幹細胞移植の有効性についても検討する。 
 
３．研究の方法 

 
 本研究では、GFP-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
ラットに受傷 3日後腹腔内投与し、受傷 7, 10, 12 日後に還流固定した。脳、脾臓などから 0.5 
mm ごとの凍結切片を作製し、GFP 免疫組織染色を行い、立体解析学的に評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 臍帯血幹細胞の脳内への侵入； 
 
 臍帯血幹細胞投与 9日後の凍結切片では、脳内の GFP 陽性細胞は、個体あたり 114±40 個で、
投与した細胞数の 0.0057%とごく僅かしか観察されなかった。二重染色を行ったところ、脳内
の GFP 陽性細胞は神経細胞マーカーである NeuroD や DCX は陰性であったが、約 60%でミクログ
リア・マクロファージマーカーである Iba1 陽性であった。このことは、投与した臍帯血幹細胞
は脳内へはほとんど侵入せず、侵入した場合でも神経細胞に分化しているわけではないことを
示している。 
 
(2) 臍帯血幹細胞の脾臓周囲組織への侵入； 
 
 臍帯血幹細胞投与 9 日後の凍結切片では、脾臓内の GFP 陽性細胞は、個体あたり 210±106
個で、投与した細胞数の 0.011%とごく僅かであった。一方、脾臓周囲結合組織には多くの GFP
陽性細胞が観察され、その数は 2980±1990 個で、投与した数の 0.15%であった。これらの細胞
を二重染色したところ、血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞のごく近傍に GFP 陽性細胞が存在し
ていた。以上の結果から、投与した臍帯血幹細胞は腹腔内等で長く生着し、脈管系を介して脳
障害軽減作用をもたらしている可能性が示唆された。 
 
(3) 臍帯血幹細胞の M1/M2 ミクログリアバランスへの影響； 
 
 近年、ミクログリアにおいても炎症性（傷害性、M１型）と抗炎症性（保護性、M２型）に分
類されることがわかっている。M2 マーカーであるマンノース受容体抗体と全ミクログリアマー
カーである Iba1 抗体の二重染色を行なったところ、臍帯血幹細胞投与群の脳内ではマンノース
受容体/Iba1 比が上昇していることがわかった。 



 以上の結果から臍帯血幹細胞は M1/M2 ミクログリアバランスを変えることにより、脳障害軽
減作用をもたらしている可能性が示唆された。 
 
(4) 脳室周囲白質軟化症(PVL)モデル動物の作製；  
 
 生後２日齢のラットにRice-Vannucci modelと同様の右頸動脈結紮および低酸素処理2hを行
ったところ、７日齢で観察されたような明らかな脳梗塞は生じないことがわかった。今後は、
このモデルにおいて PVL でみられるような白質損傷が観察されることを確認するとともに、そ
の損傷が臍帯血幹細胞投与により軽減するかどうか検討していく。 
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