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研究成果の概要（和文）：脳性麻痺は、受精から生後4週までの間に何らかの原因で受けた脳損傷によって引き
起こされる難治性疾患である。本研究は、新生仔脳虚血再灌流障害モデルマウスを用いて臍帯血投与とリハビリ
テーションの併用療法による損傷脳修復機構の解明を目的として行った。モデルマウスに対してリハビリテーシ
ョン及び臍帯血投与による併用療法を実施した。併用療法群はコントロール群に比べて運動機能の改善傾向を示
し、脳室下帯及び海馬での神経新生も活性化されていた。また、モデルマウスの脳傷害側で高発現しているサイ
トカイン・ケモカインの中でCCL11が神経前駆細胞の増殖と遊走を活性化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neonatal hypoxia-ischemia induces massive brain damage during the perinatal 
period, resulting in long-term consequences to central nervous system structural and functional 
maturation. We investigated the therapeutic effect of rehabilitation and transplantation of human 
umbilical cord blood for a neonatal mouse model of ischemia-reperfusion brain injury. 
Nine-day-old mice were exposed to a 120 min hypoxia following unilateral carotid occlusion. At 4 
weeks after treatment, the combined therapy group was tended to show an improvement, but didn't show
 it was not significantly different compared with the control groups. Neural precursor cells (NPCs) 
migrated toward an injured area, where a marked increased CC chemokines was detected. In vitro 
studies showed that incubation of NPCs with recombinant mouse CCL11 promoted migration and 
proliferation.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臍帯血投与と運動刺激の併用療法により神経新生の活性化が促進され、運動機能の改善に関わるとすれば、その
時期と因子を明らかにすることにより、臨床で臍帯血を投与するタイミングやリハビリテーションの開始時期を
見極めることができ、より具体的な治療方法を模索できると予想される。
世界で行われている臨床研究に貴重な基礎的データを提供し、臍帯血を用いた再生医療の改良に寄与することが
可能となり、大きな意義をもたらす。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳性麻痺には根本的な治療法が無く、有効な治療法の開発が待ち望まれている。本学では、2011
年に新規治療法として「脳性麻痺患者に対する自己臍帯血輸血の臨床研究」が承認され、整備が
進められている。臍帯血は多様な幹細胞を含み、採取が容易で倫理的問題が少ないという利点か
ら再生医療の理想的な幹細胞ソースとして注目されている。低酸素性虚血性脳症モデル動物を
用いたこれまでの基礎研究では、ヒト臍帯血細胞投与による運動機能の改善効果が報告されて
いる。欧米やアジア諸国においては中枢神経疾患や自己免疫疾患に対する臍帯血輸血の臨床試
験も行われており、さらなる治療メカニズムの解明が重要である。 
  
 
 
２．研究の目的 
臍帯血を用いた主な治療メカニズムは、臍帯血細胞が分泌する液性因子による神経保護作用で
あることが明らかになりつつあるが、液性因子の中には神経保護だけでなく神経新生に関連す
る因子も含まれている。神経新生は、内在性神経幹細胞から新たに神経細胞が産生される現象で
あり、運動機能回復のターゲットとなる神経の再生・修復に深く関わる。また、げっ歯類に運動
刺激を行うと、脳内の内在性神経幹細胞が増殖し神経新生が活性化することが報告されている。
したがって本研究では、臍帯血投与と運動刺激の併用療法による機能改善効果やメカニズムを
明らかにすることで、新たな臍帯血治療の戦略を提案することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）新生仔脳虚血再還流障害モデルマウスの作製 
 生後 9日の免疫不全 NOD/SCID マウスを顕微鏡下にて右総頸動脈をクランプ後、低酸素負荷を
行なった。その後、クリップを外し血流を再灌流させた。 
 
（２）MRI による虚血性病変部位の画像診断  
 上述のように作製したモデルマウスは、9.4T MRI 装置（Agilent Technologies）に挿入して
頭部断面を撮像し脳傷害を確認した。 
 
（３）ヒト臍帯血細胞の調整、静脈内投与 
 ヒト臍帯血(Ficoll 分離法による単核球細胞)は RIKEN 細胞バンクより購入した。上述の MRI
撮影にて脳傷害を認めたマウスにヒト臍帯血細胞を尾静脈内投与(1X106 cells/100ul)した。治
療コントロール群は等量の PBS を投与した。 
 
（４）総合的行動学評価 
 モデル作製前、モデル作製後、２週間ごとにロタロッドテストを行った。 
 
（５）動物用トレッドミルによる運動刺激  
 運動刺激は動物用トレッドミル（MK-680S, 室町機械）を用いた。モデル作製１週間後から作
業性乳酸閾値に基づいた運動刺激を 1日 30分、週に 5日間、これを 5週間行った。 
 
（６）組織学的評価 
 実験群は、① 臍帯血投与のみ、② 運動刺激のみの単独療法群、③ 臍帯血と運動刺激の併用
療法群、④ 治療なしのコントロール（PBS 投与）群に分けた。治療から 24時間、1、3、5週間
後にモデルマウスのサクリファイスを行い、各臓器および脳を摘出し臍帯血細胞を検出した。 
 
（７）脳内サイトカインの変動解析 
 上述の実験群において経時的に脳組織ホモジネートを採取した。それぞれの群でサイトカイ
ン定量抗体アレイ『Quantibody』（Raybiotech）を行い、網羅的に発現強度を比較・解析した。 
 
（８）初代培養神経幹細胞の培養及び in vitro アッセイ 
 神経幹細胞は胎生 13.5 日目のマウス脳線条体より採取し、neurosphere 法で培養する。前述
のサイトカインアレイで高発現していた分子を chemoattractant として増殖・分化・遊走アッセ
イを行った。遊走アッセイの解析は『Manual Tracking』(Image J, NIH)を用いて遊走の軌跡、
移動速度、移動距離を計測した。 
 
 
 



４．研究成果 
生後 9 日の NOD/SCID マウスを用いて新生仔脳虚血再灌流障害モデルマウスを作製し、脳切片
を神経前駆細胞マーカーにて免疫染色した。脳傷害側の脳室下帯では神経幹細胞数が顕著に増
加し、傷害部位に向かって活発に遊走する様子が認められた。このモデルマウスに対してトレッ
ドミルによる運動刺激（リハビリテーション）及び臍帯血投与を実施し、行動学的・組織学的評
価を行った。ロタロッドテストにおいて、臍帯血投与及び運動刺激の併用療法群は、コントロー
ル群や単独治療激群に比べて運動機能の改善傾向を示した。さらに併用療法群の脳傷害側では、
脳室下帯及び海馬における神経新生が活性化していた。 
次に、モデルマウスの脳内微小環境を明らかにするために、脳組織ライセートを用いてサイト
カイン定量抗体アレイを行った。脳の正常側に比べ傷害側で高発現しているサイトカインやケ
モカインを同定し、その中でも CCL11 が特定の受容体を介して神経幹細胞の増殖と遊走を活性
化することを明らかにした。ヒト臍帯血細胞を投与したモデルマウスでは、投与前に比べ脳内の
サイトカイン・ケモカイン発現が大きく変動した。 
これらの結果より、新生仔脳虚血再灌流障害モデルマウスにおいて、運動刺激と臍帯血投与の
併用療法によって、行動学的な改善傾向及び神経新生の活性化が認められた。トレッドミルによ
るリハビリテーションの条件は作業性乳酸閾値に基づき算出したが、モデルマウスにとってさ
らに効果的な条件を見つけることにより、より有効な治療法になうると考えられる。また、臍帯
血投与により脳内のサイトカイン・ケモカインプロファイルが顕著に変動した。特に脳傷害側で
高発現していたサイトカインやケモカインの中には神経新生や神経保護に関わる因子も含まれ
ており、脳内微小環境を調節している可能性が考えられる。 
今後は併用療法を行なったマウスの脳内サイトカインの変動も評価していく予定である。そし
てこれらの発現プロファイルを解明することと組織修復や機能改善に関わる役割や機能を明ら
かにすることによって、脳性麻痺に対する臍帯血治療がより効果的な治療法になりうると考え
られる。 
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