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研究成果の概要（和文）： 

新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)など周生期脳障害に対する臍帯血由来幹細胞の有用性につい
て、ラットモデルを用いて検討した。ラット胎仔より臍帯血有核細胞層を採取し、増殖因子存
在下で培養増殖させた。この細胞を HIE モデルラットに投与したところ、個体差はあるものの、
脳梗塞面積の軽減、運動能力の改善が観察された。HIE に対し、臍帯血由来幹細胞が有用であ
る可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We investigated the therapeutic effect of umbilical cord blood-derived cells (UCBC) on 

neonatal hypoxia-ischemia encephalopathy (HIE) model in rats.  Mononuclear cells 

isolated from rat umbilical cord blood were propagated in culture using growth factors and 

the cells were administered to HIE model of rats.  Administration of UCBC decreased the 

infarct size and improved motor functions. These results indicate that administration of 

UCBC is a promising therapy for neonatal hypoxia-ischemia. 
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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病的新生児の救

命率は飛躍的に向上しているものの、新生児

低酸素性虚血性脳症(HIE)など周生期脳障害

による神経学的後遺症の頻度は高く、新生児

医療にとって残された課題である。HIE に対

して脳低温療法はあるものの重症例にはあ

まり有効でなく(Gluckman PD et al.: Lancet, 

2005)、新規治療法の開発が切望されている。 

 近年、自己複製能・多分化能をもつ胚性幹

(ES)細胞や人工多能性幹(iPS)細胞を用いた

再生医療は、中枢神経損傷をはじめこれまで

治療法のなかった様々な医療分野で応用が

期待されている。しかし、ES 細胞や iPS 細

胞を用いた動物実験では移植後にガン化を

高 率 に 引 き 起 こ し  (Rao M: Stem Cell 
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Dev.,2007)、臨床応用への大きな障害になって

いる。これまでに我々は、HIE モデルラット

において、神経幹細胞とともにコンドロイチ

ン硫酸糖鎖切断酵素を脳室内投与すると、脳

梗塞が軽減することを報告した(Sato et al.: 

Reprod. Sci., 2008)。しかし、臨床応用を考え

ると、脳室内投与は非現実的である。 

 臍帯血は胎盤とともにその多くは廃棄さ

れるが、造血幹細胞や間質性幹細胞を含んで

おり、出生時に採取しておけば自家移植が可

能なこと、ガン化をおこす心配のないこと、

移植片対宿主病(GVHD)をおこしにくいこと、

静脈内や腹腔内投与でも脳内へ移行できる

ことなど、骨髄採取が困難な新生児にとって

最も安全かつ臨床に応用しやすい幹細胞源

である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、新生児において最も安全かつ
簡便に採取できる幹細胞源である臍帯血幹
細胞を用いて、周生期脳障害に対する効率的
な再生医療法を開発するとともに、その分子
基盤を明らかにすることを目的とする。具体
的には、ラット臍帯血由来幹細胞を HIE モ
デルラットに投与し、その効果や糖鎖修飾に
よる影響を検討する。 

 

３．研究の方法 

 ラット E19.5 胎仔より臍帯血を採取し、有
核細胞層を分離し、４種のサイトカイン存在
下で培養増殖させた。この増殖させた細胞
(UCBC)を日齢 7に Rice-Vannucci model(右頸
動脈結紮および低酸素処理 2h)処置を行った
ラットに受傷３日後に腹腔内投与し、受傷３
週間後に行動学的、形態学的に評価した。 
 また、ラット E19.5 胎仔の胎盤を PFA 固定
し、パラフィン切片を作製、CS56 抗体染色を
行った。 
 
４．研究成果 
１）増殖させたラット臍帯血幹細胞(UCBC)の
評価（表 1）：  
 
表 1    臍帯血由来細胞の増殖前後の比較 

  培養               0 日目        10 日目    

 

総細胞数    0.72 ± 0.44   10.7 ± 3.4 

 (1 腹,  x 10
6
 個) 

 

コロニー形成細胞    0.90 ± 0.27
     

20.2 ± 2.1 

(CFU-GM アッセイ, %) 

 

コロニー形成細胞総数 0.77 ± 0.48   234 ± 81 

 (1 腹,  x 10
4
 個) 

 

CD133+/dapi (%)   54.7 ± 21.5   77.0 ± 16.1 

 

CD34+/dapi (%)   16.4 ± 8.9 
  

   3.8 ± 0.6
 
 

                                               

 

 10 日間の培養で、総細胞数は 17.5 倍に、
造 血 幹 細 胞コ ロ ニ ーア ッ セ イ (Colony 
forming unit-granulocyte/ macrophage 
(CFU-GM) progenitors assay)でのコロニー
形成細胞総数は 433 倍に増加した。幹細胞マ
ーカーである CD133 陽性細胞は 77％、CD34
陽性細胞は 3.8％であった。 
 
２）HIE モデルラットに対するラット臍帯血
幹細胞(UCBC)投与の効果： 
 
 増殖させたラット臍帯血由来細胞(UCBC)
を投与した群の患側／対側脳面積は 59 +/- 
22%(mean +/- SD, n=14)であり、対照群(40 
+/- 10%, n=15)に比較して有意に(p<0.01)残
存脳面積が大きかった。また Cylinder test
での患肢の使用は、対照群では 33 +/- 19%
であったのに対し、UCBC 投与群では 49 +/- 
12%であり、左右差が減少していた。さらに
Rotarod での落下までの時間は対照群では
48.2 +/- 38.7 秒であったのに対し、UCBC 投
与群では 65.1 +/- 38.9 秒であり、運動機能
は改善していた。 
 以上のことから、臍帯血幹細胞の投与は
HIE の治療法として有用である可能性が示唆
された。しかし、その効果の程度は個体差が
大きいことから、今後臨床に応用していくた
めには、幹細胞による梗塞軽減機序の解明が
必要であると考えられた。 
 
３）胎盤・臍帯におけるコンドロイチン硫酸
糖鎖の存在（図 1）： 
 
 図１に示すように、胎盤内の臍帯動静脈血
管壁にコンドロイチン硫酸糖鎖が発現して
いることが確認できた。この結果は、コンド
ロイチン硫酸糖鎖により臍帯血幹細胞の増
殖分化が制御されている可能性を示唆する
ものである。 
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