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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、近交系ラットによる実験を通じて、他家UCMSCと自己UCMSCを用いた
周産期低酸素性虚血性脳症（HIE）に対する新規治療法開発のための基礎的データを得ることである。
本研究では、ラットの臍帯を用いて均一なUCMSCを得ることができた。また、静脈内投与されたUCMSCは、脳、
肺、肝臓に分布した。
一方、急性期投与後の免疫組織学的評価においては、UCMSC投与による治療効果は確認できなかった。また、慢
性期投与後の行動学的評価においても、HIEモデルラットでは一定の行動異常が認められたが、UCMSC投与による
治療効果は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a novel therapy for perinatal HIE 
using allogenic and autologous UMSCs.
In the present study, we established a method to obtain homogeneous UCMSCs from rat umbilical cords.
 The intravenously administered UCMSCs were engrafted in the brain, lungs, and liver.
However, immunohistological evaluation after acute phase treatment did not show the treatment effect
 of UCMSC. In the behavioral evaluation after chronic treatment, some behavioral abnormalities were 
observed in HIE model rats, but no treatment effect was confirmed by UCMSC administration.

研究分野： 新生児医学

キーワード： 臍帯　低酸素性虚血性脳症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでの細胞療法の欠点を補うべく、製剤化可能な、また自己細胞の採取、培養、調製が容易な
幹細胞である臍帯由来間葉系幹細胞を用いて、周産期HIEに対しての新規治療法開発を行った。しかしながら、
細胞調製に関しては確立させることができたが、本研究のプロトコールでは、細胞投与の有用性を明らかにする
ことができなかった。今後、細胞数や投与回数を変えることにより有効性のさらなる検討が必要と思われた。

※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 
 
(1) 周産期脳障害と再生医療/細胞療法の現状 
 
近年の周産期医療の進歩により、新生児の生存率は飛躍的に向上している。しかしながら、周

産期脳障害の発生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。代表的な周産期脳
障害としては低酸素性虚血性脳症（hypoxic-ischemic encephalopathy :  HIE）が挙げられるが、
HIE に対する有効な治療法は、現在のところ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。そのため、HIE に対する新規治療法の開発は周産期医療における急務
の課題と言える。 
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。申請者らは、臍帯血由来単核球や CD34 陽性細胞投与が周産期脳障害に有効であ
ることをラットモデルで確認した。一例としては、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。さらに、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。これ
らの知見を踏まえ、申請者らは HIE に対する自己臍帯血幹細胞療法の多施設共同臨床試験を行
っている。 
 
(2) 自己臍帯血幹細胞療法の問題点 
 
上述のように、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。さらには、細胞の鮮度や保存の観点からは、亜急
性期や慢性期への臨床応用には困難が伴う。従って、準備や採取、保存、製剤化が比較的容易な
幹細胞源が理想的である。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 間葉系幹細胞を用いた新規治療法開発の可能性 
 
間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell : MSC）は、体性幹細胞の一つであり、骨髄や臍帯な

どに存在している。MSC は骨芽細胞や軟骨細胞、脂肪細胞など間葉系細胞への分化能を有する。
さらに近年では、神経系細胞への分化能を有する可能性や、様々な液性因子を分泌する作用も指
摘されている。免疫調整作用があるため、他家移植も可能である。MSC は体性幹細胞であり生
命倫理的問題が比較的低いこと、そして体外培養が比較的容易であることから、今後の再生医療
/細胞療法用ドナー細胞として臨床応用が強く期待されている。 
そこで、申請者らは、HIE で自己臍帯血が採取できなかったとしても、臍帯由来 MSC

（umbilical cord mesenchymal stem cell : UCMSC）を用いれば、急性期の他家細胞投与、さ
らには慢性期の自己細胞投与と二段階に渡る HIE に対する細胞療法が可能となると考え、本研
究を立案した。 

 
(2) 本研究の目的 
 
本研究の目的は、近交系ラットによる実験を通じて、他家 UCMSC と自己 UCMSC を用いた

周産期 HIE に対する新規治療法開発のための基礎的データを得ることである。 
 具体的には、自己 UCMSC の検討のため、近交系ラットの臍帯を用いた UCMSC の培養系を
確立すること、そして周産期 HIE モデルラットで UCMSC の治療効果を検証することの 2 つを
大きな目的とした。治療効果については、他家細胞を用いる急性期と自己細胞を用いる慢性期に
分け効果を検証することで、急性期と慢性期の二段階に渡る新規治療を開発することを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 周産期脳障害モデルの作製 

 
 使用する近交系ラットは F344/NSlc ラットとした。また、周産期 HIE モデルは国際的に
汎用されている Rice-Vannucci モデルを用いた。 

日齢 7 の F344/NSlc 新生仔ラットの片側頸動脈を結紮切離し、その後 8％低酸素負荷を
75 分間行い、片側の脳傷害モデルを作製した。また、結紮切離と低酸素負荷を行わない sham
群（偽手術群）を用意した。 

脳傷害の程度は日齢 7、もしくは日齢 10 に MRI を撮像することで評価した。日齢 8 は拡
散強調画像を、日齢 10 は T2 強調画像を撮像し、各ラットの脳傷害を軽度、中等度、高度に
分類した。 



 
(2) 慢性期投与用の UCMSC の培養系の評価 
 
 慢性期投与用の UCMSC の細胞源として、妊娠 19 日目の F344/NSlc ラットを用いた。帝王
切開によって妊娠ラットから臍帯を採取し、細胞培養メッシュを用いて移植片培養を開始し、初
代細胞を得た。その後、継代培養を重ね、第三継代に到達した細胞を慢性期投与に使用すること
とした。 
 また、フローサイトメトリーを用いて細胞表面マーカーの解析を行い、上記の方法で得られた
細胞集団を評価した。 
 
(3) 静脈内投与 
 
イソフルレン麻酔下で右外頚静脈を露出後、直視下での穿刺を行い、UCMSC もしくは媒体を

静脈内投与した。 
急性期投与の場合、細胞群には酢酸リンゲル液で調製したヒト UCMSC 1.0×105細胞を投与

し、媒体群と sham 群には同量の酢酸リンゲル液を投与した。 
慢性期投与の場合、細胞群には酢酸リンゲル液で調製した UCMSC 1.0×106細胞を投与し、媒

体群と sham 群には同量の酢酸リンゲル液を投与した。 
また、投与後の生存率を確認することで、細胞投与の安全性を検証した。 

 
(4) 細胞動態の評価 
 
量子ドット（Quantum dot : QD）により標識した UCMSC を用いて、投与後の細胞動態を評

価した。QD は、蛍光波長 655nm の QD655 と蛍光波長 800nm の QD800 の二種類を用いた。 
日齢 7 に HIE モデルラットを作製後、低酸素虚血負荷を行った後、QD655 または QD800 で標
識した UCMSC を日齢 8、日齢 14、日齢 33 にそれぞれ投与した。その後、イメージングシス
テムで観察した。 
また、肺と肝臓の組織切片を作製し、共焦点顕微鏡を用いて組織学的評価を行った。 

 
(5) 免疫組織染色による、急性期投与の効果検証 
 
 日齢 8 に周産期脳傷害モデルラットを細胞群、媒体群に割り付け、同日に静脈内投与を行っ
た。そして日齢 9 に灌流固定を行い、脳組織を採取した。その後、脳組織からパラフィン切片を
作製し、active caspase-3 ならびに ED1 での免疫組織染色を行い、それぞれの海馬の陽性細胞
密度を評価した。 
 
(6) 行動実験による、慢性期投与の効果検証 
 
中等度、高度の周産期脳障害モデルラットを細胞群、媒体群に割り付け、5 週齢に静脈内投与

を行った。 
そしてオープンフィールド試験（13 週齢）、新奇物体探索試験（13 週齢）、ローターロッド試

験（14 週齢）、シャトルアボイダンス試験（15 週齢）による行動学的評価を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 周産期脳障害モデルの作製 
 
周産期脳障害モデルは問題なく作製できることを確認した。 

 
(2) UCMSC の培養系の評価 
 
 フローサイトメトリーによる細胞表面マ
ーカーの解析の結果は、CD90 陽性、CD54 陽
性、CD34 陰性、CD45 陰性、CD44H 陰性で
あった（図）。 
そのため、得られた UCMSC は、ほぼ均一

な間葉系幹細の集団であると考えられた。 
 
(3) 静脈内投与 
 
 静脈内投与は技術的に可能であることを
確認した。 
 その後、慢性期投与における細胞投与の 図 細胞表面マーカー解析結果 



安全性を検証した。5 週齢の HIE モデルラット 36 匹に UCMSC 1.0×106細胞を投与したとこ
ろ、4 匹が投与後に死亡し、生存率は 89%であった。一方、媒体である酢酸リンゲル液のみを投
与した 35 匹では死亡は認められず、生存率は 100%であった。 
 
(4) 細胞動態の評価 
 
 in vivo イメージングシステムで評価したところ、日齢 8、日齢 14、日齢 33 のいずれのラッ
トの頭部でも、蛍光シグナルは検知できなかった。 
 その後、ラットを屠殺し ex vivo イメージングシステムで評価したところ、日齢 8 のラットの
脳において、QD655 からの蛍光シグナルを検知することができた。 
共焦点顕微鏡による組織学的評価では、肺や肝臓の切片で QD 由来蛍光シグナルを発する細

胞を認めた。 
 
(5) 免疫組織染色による、急性期投与の効果検証 
 
 頚動脈結紮側である左海馬を用いて評価を行った。 
 Active caspase-3 に関しては、細胞群の陽性細胞密度の平均値は 42195 細胞/mm3であり、媒
体群は 51967 細胞/mm3であり、有意差は見られなかった。 
 また、ED1 に関しては、細胞群の陽性細胞密度の平均値は 58572 細胞/mm3 であり、媒体群
は 55960 細胞/mm3であり、有意差は見られなかった。 
 
(6) 行動実験による、慢性期投与の効果検証 
 
① 全体での解析 
 
 オープンフィールド試験では、移動距離と不動時間において媒体群と sham 群とで有意差を
認めたが、細胞群と媒体群とでは有意差を認めなかった。 
 新奇物体探索試験での探索時間割合は、媒体群、細胞群、sham 群とでいずれも有意差を認め
なかった。 
 ローターロッド試験では、2 日間連続で試験を行い、最長滞留時間、ならびに 1 日目と 2 日目
の最長時間の平均値を評価した。いずれにおいても媒体群と sham 群とでは有意差を認めたが、
細胞群と媒体群とでは有意差を認めなかった。 
 シャトルアボイダンス試験では、計 12 回の試行（1 日 6 試行×2 日間連続）を実施し、それ
ぞれの試行での評価を行った。その結果、2 回目の試行において媒体群と sham 群とで有意差を
認めたが、細胞群と媒体群とでは有意差を認めなかった。 
 
② 中等度脳傷害でのサブグループ解析 
 

MRI での脳傷害の重症度に基づき、サブグループ解析を行った。 
中等度脳傷害を呈した HIE モデルラットではオープンフィールド試験での不動時間、ロータ

ーロッド試験での最長滞留時間、シャトルアボイダンス試験の 2 回目の試行において媒体群と
sham 群とで有意差を認めた。しかしながら、細胞群と媒体群とではいずれも有意差は認められ
なかった。 
 
③ 高度脳傷害でのサブグループ解析 
 
高度脳傷害を呈した HIE モデルラットでは、シャトルアボイダンス試験の 11 回目の試行、

ならびにシャトルアボイダンス試験 2 日目の最高値において媒体群と sham 群とで有意差を認
めた。しかしながら、細胞群と媒体群とではいずれも有意差は認められなかった。 
 
(6) 結果の総括 
 
以上より、本研究では、ラットの臍帯を用いて均一な UCMSC を得ることができた。また、

静脈内投与された UCMSC は、脳、肺、肝臓に分布した。 
一方、急性期投与後の免疫組織学的評価においては、UCMSC 投与による治療効果は確認でき

なかった。また、慢性期投与後の行動学的評価においても、HIE モデルラットでは一定の行動
異常が認められたが、UCMSC 投与による治療効果は確認できなかった。 
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