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研究成果の概要（和文）：本研究では、早産児における高濃度酸素暴露の病態を模倣した慢性肺疾患（CLD）モ
デルにおいて、運動障害や認知記憶障害、社会性の障害を示唆する行動学的異常と急性期における顆粒細胞の細
胞遊走の遅延や慢性期における髄鞘化の低下やプルキンエ細胞の樹状突起の発達異常という組織学的な小脳病変
を明らかにした。小脳の発達が最も盛んな時期に早産として出生した早産児において、出生後に胎内と異なる環
境（相対的高濃度酸素暴露）に置かれることにより小脳機能に異常が生じることが、早産児における神経学的発
達予後に影響を及ぼしている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this project, in a chronic lung disease (CLD) model that mimics the 
pathophysiology of hyperoxia exposure in preterm infants, we found behavioral abnormalities 
suggestive of motor deficits, cognitive memory impairment, and social deficits, as well as 
histological cerebellar lesions, including delayed cell migration of granule cells in the acute 
phase and reduced myelination and abnormal dendritic development of Purkinje cells in the chronic 
phase, were revealed. We showed that abnormal cerebellar function in preterm infants born 
prematurely when cerebellar development was at its peak might be caused by postnatal exposure to an 
environment different from that in utero (exposure to relatively high concentrations of oxygen), 
which might affect the neurological developmental outcome in preterm infants.

研究分野： 新生児学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
早産児における神経学的障害に関しては、未だ解決の糸口のない大きな課題であり、今まで主な研究対象となっ
てきた大脳病変ではなく、小脳病変が神経学的発達予後に影響を及ぼす可能性を示すことができ、新たな治療戦
略の礎となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

新生児医療の進歩により早産児の死亡率は大きく改善したが、神経学的障害を残す児の
数は減っていない。これまで神経学的障害の原因として大脳病変が言われており広く研究
されてきたが、小脳病変は着目されてこなかった。正常のヒトの小脳の発達は妊娠第 3 期
（妊娠 28～40 週）をピークとして、その間に外顆粒層での細胞増殖、内顆粒層への細胞遊
走、脳回形成、プルキンエ細胞の成熟などが起こる。よって早産児においては、この時期の
小脳発達が障害されることによって脳機能に異常が生じる可能性が高いと考えられる。従
来、小脳の役割は運動の調整機能とされてきたが、近年では学習や知覚、高次脳機能との関
係が示され、精神疾患との関与も明らかになってきている。早産児の小脳障害に関する研究
は極めて限定的であるため、小脳病変の病理病態の解明が、早産児に生じる神経学的障害を
改善する新規治療法の開発に繋がると考えた。 

 
 
２．研究の目的 
 これまで注目されていなかった小脳障害に焦点を当てる。早産児の神経学的障害には、炎
症や虚血、薬剤など様々なものがあるため、神経学的障害の原因が異なる 2 種類のモデル
ラットを用いて行動学的評価や組織学的評価を行い、早産児における神経学的発達予後に
影響を及ぼす要因として、小脳障害の関連を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)モデル作製 
 早産児に伴う小脳障害の病態として、神経学的障害の原因が異なる 2 種類のモデルラッ
トを作製した。一つ目は、妊娠 17 日目の母獣 SD ラットの両側子宮動脈および卵巣動脈に
長さ 2.5mm、直径 0.24mm のマイクロコイルを装着し、胎児低灌流による子宮内発育遅延
モデル（FGR）を作製した（Ohshima M. Sci Rep 2016 ）。1 日齢の体重が 6.5g 未満であ
った新生児仔ラットを FGR と定義し、体重 6.5g 以上であった新生児仔ラットは研究対象
から除外した。二つ目は、自然分娩で出生した正常新生児仔 SD ラットに 1 日齢から 15 日
齢にかけて 83%の高濃度酸素暴露を行い、新生児慢性肺疾患モデル（CLD）を作製した
（Suzuki T. Cytotherapy 2020）。CLD モデルは従来肺病変にターゲットをおいたモデルで
あるが、今回は高濃度酸素暴露による脳への影響を評価するモデルとして使用した。 
 
(2)行動学的評価 
 新生児神経反射の評価として 8 日齢から 16 日齢にかけて背地走性試験、行動学的評価と
して 7 週齢において、水平梯子歩行試験、シャトルアボイダンス試験、ソーシャル・インタ
ラクション試験を実施し、コントロール群と比較した。背地走性試験では、新生児神経反射
の評価のため、仔ラットを 30 度の傾斜斜面に頭を下にして置き、180 度回転するまでの時
間を測定した。水平梯子歩行試験では、ラットの協調運動機能の評価のため、ランダムに配
置した水平の梯子の上をラットに走らせ、後ろ脚が梯子を掴み損ねた頻度を評価した。シャ
トルアボイダンス試験では、ラットの認知・記憶能の評価のため、条件付け恐怖体験（音・
光刺激に伴う電気ショック）から回避することが出来る割合を評価した。ソーシャル・イン
タラクション試験では、ラットの社会性の評価のため、2 個体のラットを同時に観察箱の中
に入れ、におい嗅ぎや毛づくろい、後追い、マウンティング、上に乗る/下を這うなどの社
会的行動時間を測定した。 
 
(3)組織学的評価 
 ラットの小脳の発達はヒトと異なり、生後 1 週間前後にピークを迎える。新生児仔ラッ
トには、成獣ラットには見られない外顆粒層があり、4 日齢から 10 日齢頃に最も発達して
いる。細胞分裂は外顆粒層で活発に行われ、外顆粒層で増殖した細胞は 7 日齢頃から徐々
に外顆粒層から内顆粒層へと細胞遊走が起こり、最終的に成獣ラットにおける顆粒細胞層
が形成される。 
 今回急性期の組織学的評価としては、7 日齢に採取した小脳組織で小脳半球全容積に対す
る細胞増殖が盛んな外顆粒層の割合と 6 日齢に BrdU（5-bromo-2’-deoxyuridine）をラット
の腹腔内に投与後 10 日齢で採取し、抗 BrdU 抗体を用いた免疫組織化学的染色を試行した
小脳組織において、細胞遊走の評価のため外顆粒層内縁に残存している抗 BrdU 抗体陽性細
胞数および内顆粒層における抗 BrdU 抗体陽性細胞数を評価した。慢性期の組織学的評価と
して、小脳体積やミエリン塩基性蛋白の発現領域の割合、プルキンエ細胞数やプルキンエ細
胞の樹状突起の長さや直径を評価した。 
 



 
４．研究成果 
 
(1)新生児神経反射の評価（背地走性試験） 

8 日齢及び 14 日齢において、FGR 群及び CLD 群ではコントロール群と比較して有意に
スコアの低下を認め（8 日齢コントロール群：3.00 ± 1.34（平均±標準偏差）、FGR 群：1.75 
± 1.00、CLD 群：1.20 ± 0.45、14 日齢コントロール群：4.90 ± 0.30、FGR 群：4.50 ± 0.66、
CLD 群：4.27 ± 0.46）、15 日齢において、CLD 群ではコントロール群と比較して有意にス
コアの低下を認めた（コントロール群：4.90 ± 0.32、FGR 群：4.89 ± 0.33、CLD 群：4.00 
± 0.94）（図 1）。 
 

 
(2)行動学的評価 
1)水平梯子歩行試験 

コントロール群：9.44 ± 8.02、FGR 群：14.44 ± 7.84、CLD 群：17.33 ± 9.61 であり、
CLD 群ではコントロール群と比較して有意に失敗率（%）の上昇を認めた（図 2）。 

 
2)シャトルアボイダンス試験 

コントロール群：74.76 ± 22.50、FGR 群：68.33 ± 31.48、CLD 群：47.22 ± 30.45 であ
り、CLD 群ではコントロール群と比較して有意に回避率（%）の低下を認めた（図 3）。 

 
3)ソーシャル・インタラクション試験 

コントロール群：130.91 ± 36.81、FGR 群：98.00 ± 31.07、CLD 群：76.25 ± 22.14 であ
り、CLD 群ではコントロール群と比較して有意に社会的相互作用時間（秒）の短縮を認め
た（図 4）。 

 
CLD 群においてはコントロール群と比較して、運動障害や認知記憶障害、社会性の障害

を示唆する所見を認め、小脳障害と関連し得る行動学的異常を示した。FGR 群ではコント
ロール群と比較して、傾向はあるものの有意な行動学的異常を示さなかった。 
 
(3)組織学的評価 

行動学的評価において、小脳障害と関連し得る行動学的異常を示した CLD モデルのみを
用いて、小脳の組織学的評価を行った。 

 
 
 



1)急性期の組織学的評価 
CLD 群ではコントロール群と比較して有意に小脳半球全容積に占める外顆粒層の割合

（%）が高かった(コントロール群：21.6 ± 0.96、CLD 群：23.2 ± 1.15)（図 5）。また、CLD
群ではコントロール群と比較して有意に外顆粒層内縁に残存している抗 BrdU 抗体陽性細
胞数（106 cells/mm3）が多く(コントロール群：2.2 ± 0.31、CLD 群：2.9 ± 0.48)、内顆粒層
における抗 BrdU 抗体陽性細胞数（106 cells/mm3）が少ない傾向を認めた（コントロール
群：1.8±0.14、CLD 群：1.7 ± 0.08）（図 6）。 

 
以上のことから、CLD 群では外顆粒層から内顆粒層への細胞遊走が遅延している可能性

が示唆された。 
 

2)慢性期の組織学的評価 
CLD 群ではコントロール群と比較して有意に小脳体積（mm3）が小さかった（コントロ

ール群：22.3 ± 2.0 、CLD 群：20.3 ± 1.5）（図 7）。CLD 群ではコントロール群と比較して
有意にミエリン塩基性蛋白の発現領域の割合（%）が少なかった（コントロール群：10.1 ± 
1.6、CLD 群：8.3 ± 1.8）（図 8）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
また、プルキンエ細胞数（cells/100μm）に関しては両群間に有意な差は認めなった（コン

トロール群：3.5 ± 0.3、CLD 群：3.5 ± 0.3）が、CLD 群ではコントロール群と比較して有
意にプルキンエ細胞の樹状突起の長さ（μm）（コントロール群：181.4 ± 12.6、CLD 群：169.9 
± 12.4）や直径（μm）（コントロール群：3.2 ± 0.2、CLD 群：3.0 ± 0.1）が短かった（図 9）。 



 
以上のことから、CLD 群では髄鞘化の低下やプルキンエ細胞の樹状突起の発達異常が示

唆された。 
 
 

胎児の発育は子宮内の低酸素状態で行われるため、早産児では出生後、通常の発育環境よ
りも組織酸素濃度が室内気下でも急速に上昇する。また、早産児の多くは蘇生時から酸素吸
入を必要とし、慢性的に高濃度酸素に曝されることが多く、特に CLD を合併した児ではよ
り高濃度酸素により長期間暴露されると考える。 

今回の我々の研究では、出生後に胎内と異なる環境（高濃度酸素暴露）が小脳障害に何ら
かの影響を与えている可能性を示し、早産児に伴う神経学的障害の一因として、高濃度酸素
暴露による小脳機能の障害の可能性があることを示した。 
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