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研究成果の概要（和文）：脳性麻痺に対する治療として、自己臍帯血細胞の移植がなされている。我々は、これ
まで移植臍帯血細胞が内在性の神経幹/前駆細胞を活性化することを見出しているが、移植した臍帯血細胞が、
脳の細胞とどのように相互作用し、機能回復させているのかは明らかにされていない。本研究では、中枢神経系
グリア細胞の一つで、免疫細胞として働くミクログリアに着目し、脳損傷改善におけるその役割を調べることに
した。
脳性麻痺モデルマウスに臍帯血細胞を投与すると、神経保護性のミクログリアが増加することが分かった。さら
に、増加したミクログリアが分泌するケモカインを見出し、神経幹/前駆細胞の遊走や増殖、分化に関与してい
る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Human umbilical cord blood (HUCB) cells are currently being used for 
autologous transplantation in the treatment of patients with cerebral palsy. We have found that 
transplanted HUCB cells activate endogenous neural stem/progenitor cells, but it is unknown how HUCB
 cells interact with brain parenchymal cells and promote functional recovery. In this study, we 
focused on microglia, one of the glial cells in the central nervous system that act as immune cells,
 to investigate their role in improving brain injury.
When HUCB cells were administered to a mouse model of cerebral palsy, neuroprotective microglia were
 found to be increased. Furthermore, we found chemokines secreted by the increased microglia, which 
may be involved in the migration, proliferation, and differentiation of neural stem/progenitor 
cells.

研究分野：再生医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳性麻痺モデルマウスを用いた実験により、臍帯血投与によって増加したミクログリアが液性因子を分泌し、内
在性の神経幹/前駆細胞の遊走や増殖に関与していることを見出した。臍帯血による脳性麻痺治癒おける脳内ミ
クログリアの役割を示し、治癒メカニズムの一端を明らかにすることができた。この成果は、より効果の高い脳
性麻痺治療法の開発や、液性因子を用いた創薬などにつながる可能性を示した。さらには、脳性麻痺以外の様々
な脳疾患を対象とした臍帯血移植治療にも広がっていくと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
高知大学医学部附属病院において、「小児脳性麻痺など脳障害に対する自家臍帯血単核球細胞

輸血治療」として臨床研究を実施し、安全性・有効性を検証している。この治療法は海外におい

ても実施されており、改善効果は認められるものの、そのメカニズムの詳細は不明である。申請

者らは治癒メカニズムの解明と、より効果の高い治療法の開発を目指し研究を行ってきた。 

申請者らは、学術的に汎用されている新生仔低酸素虚血性脳障害モデル作製法を改良するこ

とにより、独自の脳性麻痺モデルマウスを開発した（Wang F et al. J Matern Fetal Neonatal 

Med. 2014）。生後 9日齢の NOD/SCID（免疫不全）マウスを用いてモデルを作製し、脳損傷 3週

間後にヒト臍帯血単核細胞を移植（尾静脈投与）すると、改善効果が認められた。 

脳虚血などの脳損傷における細胞移植による治癒メカニズムとして、①神経再生作用、②神経

保護作用、③血管新生作用、④炎症抑制作用、⑤内在性神経幹細胞の賦活化などの複数の可能性

が考えられる。申請者らは、モデルマウスを用いた実験で、損傷部位に局在した移植臍帯血細胞

が内在性の神経幹細胞を賦活化し、分化した神経前駆細胞を増殖させながら損傷部位に誘導し

ていることを見出した。内在性神経幹/前駆細胞の賦活化は、脳損傷が起きた場合に生理的に起

こる現象であるが、臍帯血移植は、より多くの神経幹/前駆細胞を損傷部位に遊走させることも

分かってきた。このことは、臍帯血単核細胞が直接または間接的に神経幹/前駆細胞に作用して

いることを示唆している。さらに、臍帯血移植の有無により損傷部位周辺に局在するミクログリ

アの極性が異なることも見出した。臍帯血移植による内在性神経幹/前駆細胞の賦活化に対する

ミクログリアの役割を明らかにする必要があると考えた。 

 
２．研究の目的 
脳性麻痺モデルマウスを用いたこれまでの研究から、移植臍帯血細胞・ミクログリア・神経幹/

前駆細胞は相互作用することで、脳損傷を修復しているのではないかと考えた。本研究では、「ミ

クログリア」に焦点を当て、その役割を解析することで臍帯血細胞移植による脳性麻痺治癒

メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
生後 9 日齢の免疫不全マウスを用いて脳性麻痺モデルマウスを作製し、脳損傷 3 週間後にヒ

ト臍帯血単核細胞を静脈投与する。ミクログリアの割合やミクログリアの極性などを調べるた

め、脳損傷 1 週間後、3 週間後、およびヒト臍帯血細胞投与 24 時間後のマウス脳組織を採取し

た。モデル作製では、脳の右側のみを損傷させているため、採取した脳組織は傷害側と正常側と

に分けた。その後、酵素処理により細胞を分散させ、フローサイトメトリーを用いて解析した。 

さらに、脳傷害の改善には、ミクログリアが移植臍帯血細胞や他の脳内細胞と相互作用してお

り、その作用には、細胞間情報伝達物質であるサイトカイン・ケモカインが関与していると考え

た。同様に採取した脳組織を用い、ミクログリアにおけるサイトカイン・ケモカインやそのレセ

プターの発現をフローサイトメトリーと免疫組織化学染色法により経時的に調べた。 

 
４．研究成果 

脳性麻痺モデルマウス作製（脳損傷）から 1 週間後、3 週間後、および臍帯血細胞投与 24 時

間後のマウス脳組織を採取した。脳組織は障害側と正常側とに分け、酵素処理により細胞を分散

させ、フローサイトメトリーを用いてミクログリアの割合を調べた。ミクログリアマーカーとし

て CD11b を用いた解析では、脳損傷 1週間後に増加し、3週間後には減少した。しかし、臍帯血



投与 24 時間後、障害側でのみその割合が再び増加した。さらに、ミクログリアの中でも神経保

護に作用すると考えられている M2型ミクログリア（CD11b、CD206 陽性）の割合についても調べ

た。その結果、同様に脳損傷 1週間後に一過的に増加したが、その後低下し、臍帯血細胞投与に

より、障害側で再び増加が認められた。また、その割合は、脳損傷 1週間後に比べてさらに増加

していた。これらの結果から、脳損傷の改善にミクログリアが関与していると考えられた。 

次に、臍帯血細胞投与後に M2 型ミクログリアが増加した原因を調べるため、ミクログリアに

発現するサイトカインやケモカインレセプターをフローサイトメトリーにより解析した結果、

CX3CR1 の発現が亢進していることが分かった。これまで、申請者らは臍帯血細胞による治癒に

ケモカインネットワークが関与していると考え、臍帯血細胞投与による脳内のケモカインにつ

いて網羅的な発現解析を行ってきた。その中で、臍帯血細胞の投与によって分泌が上昇するケモ

カインの１つとして、CX3CL1 を見出している。これは、M2 型ミクログリアで発現が亢進した

CX3CR1 の特異的リガンドである。これらのことから、臍帯血細胞投与によって傷害側で分泌さ

れた CX3CL1 は、M2 型ミクログリアの増加を促進していると考えられた。 

増加した M2 型ミクログリアの分泌する因子が内在性神経/前駆幹細胞に作用していると考え、

ミクログリアで発現する因子（特にケモカイン）についてフローサイトメトリーにより解析した。

その結果、臍帯血細胞投与群では、正常側に比べて障害側において CCL9、CXCL12、CX3CL1、CXCL16

の発現の亢進がみられた。非投与群では、発現の差は認められなかった。また、脳組織切片を用

いた免疫染色においても確認された。これらのケモカインの内、CX3CL1 は神経細胞の生存や分

化成熟の促進作用を、また、CXCL12 は幹細胞や未熟な細胞の誘引作用をもっていることが報告

されている。 

以上の結果は、臍帯血細胞投与により増加した M2 型ミクログリアが様々なケモカインを分泌

し、神経幹/前駆細胞の遊走や増殖、分化に関与していることを示唆しており、脳性麻痺の治癒

メカニズムの一端を明らかにした。 
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