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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、Muse細胞（Multi-lineage differentiating Stress Enduring 
cell）を用いて胎児発育不全（FGR）の中枢神経障害に対する新規治療法を開発することである。
本研究において、アメロイドコンストリクター（AC）を使用し、再現性のよいFGRモデルを作製した。このモデ
ルを使用し、日齢4にMuse細胞、nonMuse細胞、あるいは媒体を投与し、各種行動評価を行った。FGRモデルで
は、運動障害、認知障害を認めたが、Muse細胞投与によりそれらの障害は改善した。また、その効果はnonMuse
細胞では乏しかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a novel treatment for neurological 
disability in fetal growth restriction using Muse cells (multi-lineage differentiating stress 
enduring cells).
In this study, an ameroid constricter (AC) was used to produce a reproducible novel FGR model. The 
FGR model showed motor and cognitive deficits, and these deficits were ameliorated by treatment with
 muse cells. However, the effect was not enough in nonMuse cells treatment.

研究分野：新生児医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FGRの重要な問題点として神経発達障害があるが、それに対し予防法や治療法はない。本研究では、Muse細胞に
着目し新規治療法の開発を試みた。Muse細胞を投与することにより、FGRモデルに認めた運動障害、認知障害が
改善した本研究の結果は、これまで治療法がなかったFGR神経発達障害に対して大きなインパクトを与えると思
われる。

※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 

胎児発育遅延（fetal growth restriction: FGR）の原因の一つに、妊娠中期発症の妊娠高

血圧症候群（hypertension due to pregnancy:HDP）がある。HDPに起因する FGRでは、

胎盤を介した「低酸素血症、栄養障害」などの慢性的な要因が複合的に作用し神経学的

後障害をきたす。FGR児は増加傾向にあるが、その神経学的後障害の治療法は確立さ

れておらず、新規治療法の開発は急務の課題である。FGRの中枢神経障害に関して、

我々は合成トロンボキサン A2（synthetic thoromboxane A2: STA2）を用いた FGRモデル

を開発し（Hayakawa M. J Society Gynecol Invest 2006）、神経細胞の遊走遅延（Sasaki J. 

Early Hum Dev 2001）、神経栄養因子の発現低下（Fukami E. Early Hum Dev 2001）、脳内

特異的コンドロイチン硫酸の低下（Saito A. Exp Neurol 2009）などが神経障害の病態の

一部であることを解明した。しかしながら、未だ神経学的予後改善に関する管理法・治

療法についての報告はない。 
 
２．研究の目的 

 中期～長期的に SGA児が抱える問題点としては、神経学的後障害以外に乳児期～幼児

期の成長障害があげられる。SGA性低身長に対する治療として、本邦においては 2008

年に成長ホルモン（GH）療法が承認されたが、身体発育と中枢神経予後との報告は散見

されるのみである。我々はこれまで、新生児低酸素性虚血性脳症などに対して神経幹細

胞（Sato Y. Reprod Sci 2008、Sato Y. Curr Stem Cell Res Ther 2009、Sato Y. Cell Death Dis 

2013）や臍帯血幹細胞（Hattori T. Dev Neurosci 2014）の有効性を報告してきた。近年、

幹細胞を用いた細胞療法は様々な疾患で研究され臨床応用されつつあり、我々は今回、

我々は FGRの中枢神経障害に対しても幹細胞療法が有効な治療法である可能性に着目し

た。以上より、重症 SGA児が抱える成長障害と発達障害の双方を回避できる治療方法を

確立するための治療法の開発を目的として、Muse細胞（Multi-lineage differentiating Stress 

Enduring cell）を用いて FGRに対する有効性を検討することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

（１）FGRモデル作製と細胞投与 

FGRの中枢神経障害に関して、我々は合成トロンボキサン A2（synthetic thoromboxane 

A2: STA2）を用いた FGRモデルを開発し、このモデルはヒト HDPの病態をよく反映し、

FGRにおける中枢神経障害の病態解明に大きく貢献したが、モデル作製成功率が高くな

いことが難点であった。研究を効率よく進めるために、アメロイドコンストリクター

（ameroid constricter: AC）を子宮動脈周囲に装着することによる FGRモデルを開発し

た。ACは吸水すると緩徐に膨張する特徴を持つガゼインを含んでいる。本モデルは、

AC装着により緩徐に子宮動脈の血流を低下させることで「ヒト PIHに類似した病態」

をつくり、FGRを誘導する。実際には SD系ラットの母獣で、妊娠 17日目に開腹し、4

か所の子宮動脈剥離後 ACを装着し、閉腹し妊娠を継続させる。虚血再潅流により胎仔

に子宮内発育不全を誘導する。はじめに、ACの子宮に対する血流制限の効果判定として

妊娠 17日齢で AC装着後、24時間後、48時間後、72時間後に開腹し、組織血流計の

ωzoneを使用して継時的に血流量を測定した。次に、新生仔期、幼仔期における検討を

行うため通常経膣分娩にて分娩とし、母獣に哺育させた。コントロール群は、開腹して

子宮を体外に出すが子宮動脈に ACは装着せず、FGR群と同じ時間経過後に閉腹した。

出生した FGRモデルラットの生後 4日目に、右頸静脈よりMuse細胞を 1×104個（Muse

群）、Muse細胞以外の間葉系幹細胞 1×104個（nonMuse群）、あるいは、溶媒（HBSS: 



Hank's Balanced Salt Solution、Vehicle群）を投与した。 

（２）行動解析 

①新生児期の反射獲得：生後 8日（P8）から 11日（P11）に行った。 

・Negative geotaxis：30度の傾斜板に頭を下に向けて置かれたラットが、反転して昇り

出すまでの時間（秒）を測定し、0-5点に点数化。0 = 無反応、1 = 60秒以内に達成でき

ない、または中途落下、2 = 60秒未満で達成、3= 45秒未満で達成、4 = 30秒未満で達

成、5 = 15秒未満で達成。 

②幼若齢での行動：離乳後の雄ラットにつき、生後 4-20週齢で行動実験を行った。 

・Rotarod treadmill：4 rpmから 40 rpmへと加速する回転棒（Med Associates Inc.）にラ

ットを乗せ、落ちるまでの時間を測定。最大 300秒間。3時間空けて、1日 2回×連続 2

日間施行した。 

・Novel objective recognition test：閉鎖空間に同一の構造物を 2個設置し、一定期間記

憶させ、その空間から一旦離脱させた後に、先ほどの構造物の片方を異なる構造物に置

き換える。その後記憶した構造物と新規の構造物を認識する回数を比較検討した。 

・Y-maze test：同じ大きさの 3本のアームが 120˚で連結された装置を使い、自由に 8

分間移動させ、マウスのアームへの進入回数を記録した。アームへの総進入回数のう

ち、3回連続して異なるアームへ進入した回数の割合を算出し、空間作業記憶（ワーキ

ングメモリー）を評価した。 
 
４．研究成果 

（１）子宮血流の変化 

はじめに ACの子宮に対する血流制限の効果判定として妊娠 17日齢で AC装着後、24時

間後、48時間後、72時間後に開腹し、組織血流計

の ωzone を使用して継時的に血流量を測定した。

子宮血流量は、装着前 29.4±0.8ml/min/100g 

(46.0±4.8) 、 24 時 間 後 22.9±1.6ml/min/100g 

(46.0±4.8) 、 48 時 間 後 21.2±2.2ml/min/100g 

(46.0±4.8)、72時間後 18.1±0.3ml/min/100g (46.0±4.8)

と段階的に減少した（図 1）。 

 

（２）出生体重の変化 

次に新生仔期、幼仔期における検討を行うため

通常経膣分娩にて分娩とし、母獣に哺育させ飼育

させた。sham群は、開腹して子宮を体外に出すが

子宮動脈に ACは装着せず、FGR群と同じ時間経

過後に閉腹した。出生した FGR の体重推移は出

生後の体重推移：日齢 4：FGR群 7.2±0.2g、sham

群 10.4±0.4g、日齢 7：FGR群 9.6±0.2g、sham群 

15.46±0.6g、日齢 10：FGR群 12.6±0.7g、sham群 22.9±0.7g、日齢 17：FGR群 29.9±2.9g、

sham群 43.4±1.1g、日齢 22：FGR群 38.4±3.1g、sham群 65.6±1.4gであり、有意に FGR群

の体重が軽かった（図 2）。 



 
（３） 行動評価 
 
① Negative geotaxis試験 

Negative geotaxis 試験を日齢 8～11 で行った。４日間の平均値を

比較したところ、AC内径 0.45mm：sham群 3.1 ± 0.1,vehicle群 2.6 

± 0.1,Muse 投与群 3.4 ± 0.2,nonMuse 投与群 2.9 ± 0.2（sham vs 

vehicle, p < 0.05, Muse vs vehicle p < 0.001, Muse vs nonMuse p < 

0.05）（図 3）、 

内径 0.40mm：sham群 3.7 ± 0.1,vehicle群 2.5 ± 0.2,Muse投与群 3.8 

± 0.2,nonMuse投与群 3.3 ± 0.3 （sham vs vehicle, p < 0.001, Muse vs 

vehicle p < 0.001, Muse vs nonMuse p < 0.01） （図 4）との結果と

なり、Muse細胞の有効性が明らかになった。 
 

AC内径 0.40mmと 0.45mmを使用し、機能改善の評価として、生

後 1，5 ヵ月で rotarod 試験、open field 試験をまた、1 ヵ月に Y-

maze試験を行った。 

    

② Rotarod試験 

rotarod 試験による評価 4 回の平均値を比較した。1 ヵ月、5 ヵ月

とも、また、AC内径 0.40mmと 0.45mmとも、Muse細胞投与によ

る有意な改善を認めた。 

 

生後１か月 

内径 0.45mm：sham群 187.6 ± 9.9秒, vehicle群 132.5 ± 22.2秒, Muse

投与群 212.4 ± 13.5 秒, nonMuse 投与群 204.7±12.3 秒 （Muse vs 

vehicle, p < 0.01, nonMuse vs vehicle p < 0.05）（図 5） 

内径 0.40mm：sham群 187.6 ± 12.9秒, vehicle群 112.7 ± 14.1秒, Muse

投与群 190.1 ± 18.4 秒, nonMuse 投与群 167.0 ± 19.9 秒 （sham vs 

vehicle,p < 0.05, Muse vs vehicle p < 0.05）（図 6） 

生後５か月 

内径 0.45mm：sham群 99.8 ± 4.1秒, vehicle群 87.6 ± 6.7秒,Muse投

与群 103.4 ± 5.2秒,nonMuse投与群 76.3 ± 4.8秒 （sham vs vehicle, 

p < 0.05, sham vs nonMuse p < 0.001 Muse vs nonMuse p < 0.01）（図

7） 

内径 0.40mm：sham 群 109.0 ± 3.0 秒, vehicle 群 79.7 ± 2.8 秒, 

Muse投与群 122.1 ± 5.8秒, nonMuse投与群 84.0 ± 7.2秒 （sham vs 

vehicle, p < 0.001, sham vs nonMuse p < 0.001 Muse vs vehicle p < 0.001 

Muse vs nonMuse p < 0.001）（図 8） 

 

 

 

 



③ Y-maze試験 

生後 1ヶ月 

内径 0.45mm：sham群 46.0 ± 1.7 %, vehicle群 38.2 ± 2.2 %, Muse投

与群 48.1 ± 3.5 %,nonMuse投与群 42.0% ± 2.9 % （sham vs vehicle,p 

< 0.05, Muse vs vehicle p < 0.05）（図 9） 

 

④ Open field試験  

Muse投与群,nonMuse投与群で有意な改善を認めた。 

内径 0.45mm 生後 5ヶ月 

・移動距離：sham群 13.3 ± 1.3m, vehicle群 23.3 ± 1.4m,Muse投与群 15.8 ± 1.9m,nonMuse投

与群 14.6 ± 1.6m （sham vs vehicle, p < 0.001, Muse vs vehicle p < 0.05, Muse vs nonMuse p < 

0.01）（図 10） 

・移動時間：sham群 83.8 ± 7.5秒,vehicle群 139.5 ± 4.8秒,Muse投与群 205.3 ± 9.9秒,nonMuse

投与群 91.8 ± 9.9秒（sham vs vehicle, p < 0.001, Muse vs vehicle p < 0.01, Muse vs nonMuse p < 

0.01）（図 11） 

・中心～周辺領域移動回数：sham群 13.1 ± 1.7回,vehicle群 33.0 ± 3.4回,Muse投与群 13.7 ± 

2.5回,nonMuse投与群 13.1 ± 1.5回（ sham vs vehicle, p < 0.001, Muse vs vehicle p < 0.001, Muse 

vs nonMuse p < 0.001）（図 12） 

 
 
以上のことから FGRモデルに対する幹細胞療法について、Muse細胞は長期的な行動への改善効
果が多岐にわたり認められた。 
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