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研究成果の概要（和文）：周産期医療の進歩は著しいが、胎児仮死や新生児仮死による周産期脳障害は未だ大きな問題
点として残されている。これを減少させることは、周産期医療における大きな課題である。今回、周産期脳障害を軽減
させるべく新生児脳障害に対する臍帯血移植の実現をめざして、有効な移植法とメカニズムの解析を検討した。そこで
、低酸素性虚血性脳障害モデルを用いて、カフェインによる前治療は、次に起こる脳障害を軽減させることを見出し、
それらはNF-κBを介して脳障害を軽減させていることを証明した。

研究成果の概要（英文）：The Perinatal brain damage due to the fetal distress or neonatal distress remains 
the most important problem although the perinatal care develops rapidly remarkably.
The aims of this research are the decrease the perinatal damage.In this research,we discovered that the sh
ort-term treatment of caffeine induced the neuroprotection which is attributed from the activation of NF-k
appaB.
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１．研究開始当初の背景 
 周産期医療の進歩により、低出生体重時の
救命率は飛躍的に改善されてきているが、そ
の一方で超低出生体重児、胎児仮死や新生児
仮死による周産期脳障害は未だ大きな問題
点として残されている。今までに、われわれ
の研究グループは、周産期脳障害に対して有
効な治療法を模索し、低体温療法が脳障害に
対し有効である基礎的研究を報告した
(Kanagawa T, Tomimatsu T, 2003)。そして、
これらの基礎的研究につづき、現在では臨床
応用がなされており、一定の効果を上げてい
る。しかし、これは脳障害の進展をくい止め
るには有効かもしれないが、一旦おこってし
まった脳障害に対しては無力である。そこで、
着目したのが神経細胞の再生・移植である。
それらをふまえて、われわれの研究グループ
は、この数年、未熟脳における神経再生や移
植について研究をしてきた。以下の点につい
て明らかにした。 
①未熟脳においては、成熟脳とは比べものに
ならないほど神経幹細胞が存在しており、こ
れらが盛んに分裂している。この点は、成熟
脳とは非常に異なる点であり、成人とは異な
る治療戦略が必要かもしれない。 
②新生児低酸素虚血性脳障害において、セフ
トリアキソンナトリウム（抗生物質）は、脳
障害に対して抵抗性を付加し (Mimura T, 
Kanagawa T, 2010; 研究業績欄参照)、脳障
害時に発生する炎症マーカーCRP そのもの
により、脳障害は助長される(Kinugasa Y, 
Kanagawa T, 2010; 研究業績欄参照)。 
②新生児脳再生において、あらゆる因子によ
り神経幹細胞の増殖は調節されている。ステ
ロイドホルモンにより神経幹細胞の増殖は
抑制され(Kanagawa T, 2005; 研究業績欄参
照)、脳障害③進展をくい止めるはずの低体温
療法は実は神経幹細胞の増殖を抑制する
(Kanagawa T, 2006; 研究業績欄参照)。これ
らの変化は、成熟脳に比して著名に影響を受
けていた。 
④新生児虚血性脳障害モデルにより虚血後、
神経細胞がさかんに再生している。 
⑤虚血性脳障害後における再生によってで
きた神経細胞はほとんどが減少していき、一
ヶ月後には、脳障害を受けていない脳におけ
る新生によってできた神経細胞数と、ほぼ同
等になる。 
すなわち、未熟脳は神経再生が盛ん起こって
いるが、未熟脳でさえも、虚血性脳障害後に
おける神経再生だけでは、脳障害の器質的・
機能的治癒には不十分であることも同時に
見いだされた。 
一方、この数年、胚性幹細胞細胞(ES 細胞)
による再生を主とした治療、すなわち脳障害
(パーキンソン病、脊椎損傷)を含む心筋梗塞､
白血病､糖尿病､肝臓病疾患に対する幹細胞
移植が着目されているのは周知のとおりで
ある、また最近では、iPS 細胞も再生医療に
おける供給源として有望視されている。しか

し、ES 細胞は、受精卵から作られるため生
命倫理の問題、供給源の問題、移植・宿主間
の拒絶反応の問題点があり、日本においては、
ヒト臨床で応用するにはまだまだ時間が必
要である。また、iPS 細胞は、生命倫理の問
題、供給源の問題、拒絶反応の問題点を解決
する有望な移植供給源であるが、遺伝子導入
に伴う癌化の問題等あり、臨床応用するには、
ほど遠いものと思われる。そこで、われわれ
は、臍帯血由来間葉系幹細胞に再度、着目し
た。しかしながら、臍帯血由来間葉系幹細胞
を用いた研究は、すべて成人疾患を対象とし
たもので、新生児疾患を想定した研究はまだ
まだ不十分である。また、単純に移植を行っ
た報告はあるものの、実際は限られた量しか
採取できないため、臨床応用にはほど遠い。
これを打破するための、鍵となるだろう神経
栄養因子や血管増殖因子の検討については
今までなされていない。 
 
２．研究の目的 
そこで、われわれは、ラット新生児低酸素性
虚血性脳障害モデルを用いて、 
①新生児脳障害において、臍帯血間葉系幹細
胞が脳神経細胞により有効に誘導される方
法 
②上記における神経栄養因子や血管増殖因
子の関与やメカニズムの解析 
以上の２点について明らかにすることを目
的として、研究を行った 
 
３．研究の方法 
ラット新生児低酸素性虚血性脳障害モデル
（図 1）としては、以下を作成し、検討した。
すなわち、生後７日目の Wister 新生仔ラッ
トを吸入麻酔下に左総頚動脈を露出・結紮す
る。総頸動脈を露出するも、結紮しない群
（sham 群）も作成する。術回復１時間後、ラ
ットを 8%酸素、環境温 37℃のチャンバー内
に収容し、低酸素負荷を課すことにより新生
児低酸素性虚血性脳障害モデルを作成する。 
 

 
このモデルに、以下のことについて検討した。 
①カフェインによる脳障害軽減効果につい
ての検討。 

図 1 ラット新生児低酸素性虚血性脳障害モデル 



日齢 4～6 日に PBS を投与してシャム手術を
行った群（sham 群）、カフェイン 25mg 腹腔
内投与した群（caff25 群）、カフェイン 50mg 
腹腔内投与した群（caff50 群）、PBS を投与
して頸動脈結紮手術を行った群（HI 群）、の
4 群に分けて、脳障害の程度について MAP-2
染色を用いて評価した。 
②カフェイン投与群と PBS 投与群により、
HIF-1α、NF-κB の動態について ウエスタ
ンブロッティング法を用いて検討した 
③NF-κB の活性阻害する IMD 0354 を投与す
ることにより、脳障害軽減効果が減弱するか
検討した 
 
４．研究成果 
①カフェインによる脳障害軽減効果につい
ての検討。 

図 2. The hippocampus area stained with 
microtubule associated protein-2 (MAP-2). 
カフェイン投与群は、PBS を投与して頸動

脈結紮手術を行った群に比較して、有意に
MAP-2 染色領域が多く、左右脳重量比も保た
れていた（図 2,3）。このことは、カフェイン
の前投与によって、次に来る低酸素虚血によ
る脳障害を軽減できることが示された。 
②NF-κB の動態について ウエスタンブロ
ッティング法を用いて検討 
カフェイン投与群は、シャム群に比較して、
有意にNF-κB-p65が活性化されていた（図2）。
NF-κB-p65 のプロテイン量は、カフェイン
25mg/kg 前投与群とカフェイン 50mg/kg 前投
与群は、コントロールに比較して、098 倍、
1.24 倍（p=0.01）と有意に上昇していた。こ
のことは、カフェインの前投与により、
NF-κBが誘導され、これにより、低酸素虚血
脳障害の軽減が起こっている可能性が示唆図

図 3. The brain ipsilateral hemisphere weight as 
percent of the contralateral hemisphere. 
 
された。そのことを証明するため、NF-κB の
活性阻害する IMD-0354 を投与することによ
り、脳障害軽減効果が減弱するか検討した 
 

図 4. NF-κB expression after the short-term 
treatment of caffeine on the postnatal day 7 
(P7).  
 
③ NF-κB の活性阻害する IMD 0354 を投与
することにより、脳障害軽減効果が減弱する
かどうかの検討 
NF-κB の活性阻害する IMD 0354 を投与す

ることにより、脳障害軽減効果を証明するた
めに、カフェイン 25mg/kg 前投与してから低
酸素虚血を行った群（Caff 群）、カフェイン
25mg/kg前投与に加え、IMD-0.354投与して、
そののちに低酸素虚血にした群（Caff 
+IMD-0354 群）、低酸素虚血のみ行った群（HI
群）の３群に分けて、検討した。（図 5 上段）。
Caff +IMD-0354group 群は、Caff 群に比して、
有意に脳重量が低下し、HI群と比較して差が
認められなかった（図 5 下段）。このことは、
NF-κB の活性阻害する IMD 0354 を投与する
ことにより、脳障害軽減効果が減弱し、HI 群
と同等の脳障害になった。このことは、カフ
ェインによる脳障害減弱効果は、NF-κBの誘
導によって、引き起こされていること示唆さ



れた。 
以上の研究は、胎児脳障害をうけやすい時

期がわかっていれば（例えば分娩時）、事前
に母体にカフェインを投与することによっ
て、次に来る脳障害を軽減できることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. The effect of the pre-treatment of the 
NF-κB inhibitor IMD-0354 before insult. 
 
以上の研究は、胎児脳障害をうけやすい時

期がわかっていれば（例えば分娩時）、事前
に母体にカフェインを投与することによっ
て、次に来る脳障害を軽減できることが示唆
された。 
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