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研究成果の概要（和文）：有効な治療法のない早産児脳障害について病態と治療を検討するため、低酸素虚血性
脳症モデルマウスを作製した。体重増加不良や神経行動異常といった脳性まひに相当する病態を呈する良好なモ
デルを得た。同じ条件の虚血による低分子化合物の変化は、早産児脳の方が正期産児と比較し耐性が高いことが
示唆された。早産児モデルへ傷害48時間後に細胞治療を行ったところ、神経行動を改善することが示された。脳
代謝物のイメージングは分布の可視化によって治療効果の詳細を明らかにすることが出来るため、今後早産児モ
デルでも検討を進めていく。

研究成果の概要（英文）：To investigate the pathogenesis and treatment of brain damage in preterm 
infants for which there is no effective treatment, a mouse model of hypoxic-ischemic encephalopathy 
was created. We obtained a good model that exhibited pathological conditions corresponding to 
cerebral palsy, such as poor weight gain and neurobehavioral abnormalities. The results suggest that
 preterm brains are more tolerant of low-molecular-weight compounds under the same ischemic 
conditions compared to full-term brains. Cellular treatment of the preterm infant model 48 hours 
after injury was shown to improve neurobehavior. Mass spectrometry imaging revealed the details of 
the treatment effect by visualizing the distribution. We will continue to investigate metabolic 
imaging in preterm infant models.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
早産児脳障害には有効な治療法がなく、細胞治療が期待されている。早産児脳障害モデルの研究は胎児羊への一
過性子宮動脈閉塞による報告が散見されるが、報告数は少ない。今回使用したマウスモデルは神経行動学的評価
を行うことが可能な点、脆弱性の高い早産児への細胞投与を再現し安全性を評価出来る点で意義がある。また、
発達段階にある脳においてはエネルギー代謝・アミノ酸・核酸といった低分子化合物が重要と考えた。低分子化
合物の網羅的解析や、質量分析イメージングなど、代謝に着目して病態を明らかにすることが新たな視点であ
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 
新生児医療の進歩に伴いこれまで救命し得なかった重症新生児も生存できるようになりつつ 
ある。特に本邦の早産児生存率は世界に誇る高さであり、NICU 退院後の脳性麻痺、高率な 
発達障害など早産児を取り巻く脳障害の治療と予防は喫緊の課題である。脳性麻痺の主たる 
原因である新生児低酸素性虚血性脳症は正期産児・早産児ともに起こり得る病態であるが、 
早産児への低体温療法は高い死亡率と合併症リスクのために早産児へは推奨されていない。 
すなわち有効な治療法のない早産児脳障害の治療に焦点をあてる必要性がある。 
 
近年、その多様な脳保護効果と幅広い治療可能時間域から細胞治療が注目されており、脳性 
麻痺の治療としても期待される。これまでの研究から、臍帯由来間葉系細胞が正期産児脳障 
害モデルマウスへ安全に静脈注射が可能であること、免疫調整作用を主とする機序を背景に神
経行動学的改善を認めることが分かった (Emi T, et al. Front Neurol. 2018) 。申請者らはこれ
まで正期産モデルを用いたが、有効な治療法のない早産児脳障害についても細胞治療が期待さ
れる。早産児は脳の未熟さゆえに、脳性麻痺や発達障害が高率である。一方で、早産児脳は低酸
素に強く可塑性が高いことも知られている (Li J, et al. Front Neurol. 2014) 。この相対する特
徴から、今回脳障害モデルを作製するにあたり、発達段階にある脳においてはエネルギー代謝・
アミノ酸・核酸といった低分子化合物が重要と考えた。 
 
 
２．研究の目的 
早産児脳障害モデルへの細胞治療の検討は少ない。当研究ではモデルを確立するとともに、早産
児の脳代謝物組成および虚血脳障害による反応の特殊性について理解し、適切なプロトコール
へつなげることを目的とした。 
具体的には下記の 2 項目を検討目的とした。 
・早産児脳障害の病態を、組織学的・生化学的・各種イメージング手法を用いて明らかにする。 
・早産児脳障害モデルへの細胞治療プロトコールについて検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) <早産児脳障害モデルマウス作製> 

ヒトの在胎 28 週とされる日齢 5 の、CB17/Icr wild マウスを用いた。Rice-Vannucci
らの手法に基づき、左総頚動脈切断と 8%酸素負荷により早産児低酸素虚血性脳症
（Hypoxic-ischemic encephalopathy; HIE）モデルを作製した。 

(2) <早産児の代謝物組成および障害への反応特性の理解>  
HIE モデルを日齢 5（早産児相当）と日齢 12（正期産相当）で作製し、HIE 前・HIE 直
後・HIE24 時間後の時系列の障害側脳と肝臓を用いた。これらのサンプルの低分子化合
物を質量分析の手法（LCMS8060）を用いて網羅的に計測した。 

(3) <病態に寄与する代謝物のイメージング質量分析による可視化>  
虚血脳障害に寄与する代謝物を選出し、受傷前後のイメージング質量分析を行った。
イメージング質量分析では、脳切片上の各データ点のスペクトルを計測し再構成する
ことで、1 枚の脳切片から多様な物質の微量検出や可視化が可能となる。マトリックス
支援レーザーイオン化法を用いてイメージング質量分析を行い、脳内の局在を可視化
した。 

(4) <細胞治療の最適プロトコールの検討>  
早産児 HIE 作製の 48 時間後に細胞治療を行うプロトコールについて検討した。新生児
へは清潔で非侵襲的投与が可能な静脈注射が適するため、顔面静脈から顕微鏡下の静
脈内投与を行った。①sham 群(偽手術コントロール)、②vehicle 群(PBS を投与)、③臍
帯血 CD34 陽性細胞(CD34+)1×105個、④臍帯由来間葉系幹細胞(MSC) 1×105個の 4群に
振り分けた。 

 
４．研究成果 
虚血脳障害モデルを用いた代謝解析を行うことを目的とし、正期産および早産の脳虚血モデル
マウスを作製した。正期産モデルの研究では、正期産脳梗塞マウスモデルの脳でメタボローム解
析およびイメージング質量分析で解析を行った。虚血半球脳のメタボローム解析に比べてイメ
ージング質量分析では、微量検出と分布の可視化が可能であるため、より局所的な傷害と治療の
変化が明らかになった。特にグルタミン酸は、梗塞中心部の信号強度が低下することはメタボロ
ーム解析と一致したが、梗塞周辺部は著明に上昇した。細胞治療は梗塞中心部の信号低下を改善
するには至らなかったが、間葉系幹細胞は梗塞周辺部の上昇を有意に改善した。このような変化
はカルニチンにおいても同様であった (図 1、Emi T, et al. Scientific Rep. 2020) 。 



 

早産児モデルの研究は、早産児低酸素虚血性脳症モデルマウスを作製した。このモデルでは傷害
3 週以降の体重増加率と大脳半球体積が有意に低下し、神経行動では Cylinder test での左右
差・Rotarod test の成績不良を呈した。 
 
早産児の代謝物組成および障害への反応特性の理解するために、低分子化合物の解析は正期産
モデル・早産児モデル両方を同条件の虚血で作製し、肝臓と脳組織で比較を行った。虚血前の組
織は、肝臓より脳の方で週齢の差異が大きかった。分岐鎖アミノ酸、TCA サイクル中間代謝物、
乳酸等が正期産モデルの脳に有意に多かった。 
虚血直後・虚血 24 時間後の経時的変化は肝臓と脳で異なる特徴を示した。脳は虚血直後で顕著
に変化した代謝物が虚血 24 時間後には元に戻る経過を示し、その傾向は早産児モデルの方が明
確であった（図 2）。肝臓は主成分分析で明らかな変化を認めなかったが、一部の代謝物は虚血
直後から 24 時間後にかけて上昇が進行した。この傾向は正期産児モデルの方が明確であった。
同条件の虚血では早産児の方が耐性が高いことが低分子化合物の変化から推察された。また全
身の虚血において肝臓での代謝変化も重要であることが分かった。 
 

早産児低酸素虚血性脳症モデルマウスへの細胞治療は、傷害作製から 48 時間後での治療を検討
した。臍帯血由来造血幹細胞と臍帯由来間葉系幹細胞を用いて静脈注射での投与を行った。細胞
治療では体重増加率や死亡率、半球体積は改善されなかった。行動学的評価においてはいず
れの細胞治療も神経行動を改善する傾向を示した。間葉系幹細胞は特に運動左右差を有意
に改善させた。 
今後は脳内代謝のイメージングを正期産児・早産児モデルで比較して詳細な検討を行うと
ともに、最適プロトコールについて投与タイミングや用量の検討を行う計画である。 
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