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研究成果の概要（和文）：低酸素虚血性脳症と脳室周囲白質軟化症は，分娩時の脳虚血により脳神経細胞が低酸
素に陥ることで発生する．これらは，脳性麻痺へと進行し脳神経細胞に不可逆的な障害をもたらす．我々は，こ
れまでに，低酸素虚血性脳症マウスモデルの鼻腔内に羊水幹細胞を移植して，脳性麻痺への進行を予防する可能
性を見出してきた．
今回，我々は，脳室周囲白質軟化症モデルラットを作製し，羊水幹細胞をマウスの腹腔内に投与し治療効果の検
討を行った．その結果，投与した羊水幹細胞が腹腔内で凝集体を形成し，脳障害を抑制する可能性が示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：Neuronal hypoxic damages induced by cerebral ischemia during delivery evoke 
hypoxic ischemic encephalopathy and periventricular leukomalacia(PVL), which leads to cerebral palsy
 characterized by irreversible neuronal damages. 
In this study, we investigated the effect of intraperitoneal administration of human amniotic fluid 
stem cell (hAFSC) on rat model of PVL and found that hAFSC could reduce neuroinflammation and 
prevent the progression from PVL to cerebral palsy. We also found that hAFSCs aggregated in the 
peritoneal cavity and might enhance their effect.

研究分野：産婦人科
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳性麻痺は現時点で有効な治療法の存在しない周産期難治性神経疾患である．ヒト羊水幹細胞は胎児から樹立可
能な間葉系幹細胞の一種であり，抗炎症作用があることが知られている．我々はこれまでに，低酸素虚血性脳症
モデルマウスに羊水幹細胞を経鼻投与することで一定の治療効果を見出してきた．今回，我々は類似のモデルで
ある脳室周囲白質軟化症モデルラットに対して，ヒト羊水幹細胞を腹腔内投与することで，細胞が腹腔内で凝集
体を形成し，これにより全身の炎症が抑制されて脳障害が予防される可能性を見出した．この知見は，脳性麻痺
に対する革新的な治療法になる可能性があると自負しており，今後のさらなる発展が望まれる．

※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、研究者個人に帰属されます。



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

分娩時の低酸素状態や感染などの外因に起因する脳虚血や脳損傷により，脳神経細胞が障害を受
けることにより不可逆的な脳性麻痺を発症することが知られている．本邦においては出生 1000 あたり 1-
2 人の割合で発生しているにも関わらず，児の生命予後や神経学的予後を改善しうる根本的な治療法
は存在しない． 

現在，脳障害などの神経障害を伴う疾患に対して，新しい治療法として幹細胞治療が注目されてい
る．これは主に人工多能性幹細胞（Induced pluripotent stem cells: iPSC）を利用し，その多分化能に注
目し，失われた神経細胞を再生することを目的とするものである．既に，脳梗塞や脊髄損傷，筋萎縮性
側索硬化症などでの研究が進んでおり，一部は臨床応用されている．しかし，出生直後の児に対して
iPSC を使用することは腫瘍化や免疫学的拒絶反応の観点から，成人よりもハードルが高いのが現状で
ある． 

一方で，同じ幹細胞でも iPSC のような外的因子を導入して人工的に樹立したものではなく，自己由
来の間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cells: MSC）による幹細胞治療が注目されている．これは，MSC
の多分化能ではなく，抗炎症作用に着目したもので，現在までに脂肪組織や骨髄由来の MSC による
種々の疾患への治療法が研究されている． 

我々は，妊娠中から樹立可能な唯一の幹細胞源としてヒト羊水幹細胞（Human amniotic fluid stem 
cells: hAFSC）に着目し，基礎的な研究を行ってきた．hAFSC は，MSC の一種であるが，腫瘍化しない，
免疫学的寛容能が高く拒絶されない，羊水採取におけるリスクが一般的に許容されているなどの特徴を
有しており，臨床応用へのハードルが低いと考えられている [1]．申請者らは，これまでに，hAFSC を既
報 [2]に準拠し安定的に樹立する方法を確立し，それらが MSC の定義を満たすことを確認した．また，
脳性麻痺の原因となる低酸素虚血性脳症（hypoxic-ischemic encephalopathy: HIE）モデルマウスに対
し，hAFSC を鼻腔内投与したところ，細胞が一過性に脳に生着し脳実質断面の患側/健側比や前肢運
動能，協調運動能が改善することを世界で初めて見出した [3]． 
 
 
２．研究の目的 

上記背景を踏まえ，今回我々はより
治療効果の高い細胞の投与方法を見
出すことを目的とした実験計画を立案
した．前述の HIE モデルマウスに対す
る治療における「細胞の投与方法」と
「細胞の投与前調整」に関する検討を
行い，より治療効果の高い投与方法を
確立したいと考えた． 

細胞の投与方法は，投与量（細胞
数），投与時期（タイミング），投与回数
（単回もしくは複数回），投与経路（鼻
腔内投与だけではなく，腹腔内投与や
静脈内投与）などの複数の因子に関し
ての検討を計画した． 

細胞の投与前調整は，低酸素条件
下（3-5%酸素）で培養した細胞や神経
幹細胞への分化誘導した細胞，細胞
凝集体（スフェロイド）を形成した細胞
などの治療効果の検討を計画した（図 1）． 

特に今回は，他の疾患モデル動物の既報において治療効果が高いとされていた神経幹細胞への分
化誘導とスフェロイド化した細胞を投与することを中心に検討を行う方針とした． 

研究計画の遂行中，正期産児の脳障害を反映していると考えられている HIE モデルマウスにおける
検討は難しいと判断し，早産児の脳障害を反映していると考えられている脳室周囲白質軟化症
（periventricular leukomalacia: PVL）モデルラットも使用し，上記検討を行った（詳細は 4.（2）にて記載し
た）． 
 
 
 
３．研究の方法 
（1）hAFSC の樹立 

妊娠 15-17 週に当院で羊水検査を施行した患者羊水のうち約 5ml を研究用に使用した.初代培養を
経たヒト羊水細胞から CD117 陽性羊水細胞を，抗体磁気ビーズを用いた単離法 [2] で単離した．この
細胞は，フローサイトメトリー法（Flow Cytometry: FCM）による細胞表面抗原の検討において，間葉系
マーカー（CD29，CD73，CD90）が陽性かつ血球系マーカー（CD14，CD34，HLA-DR）が陰性であり，
誘導培地における継代培養において骨・軟骨・脂肪への分化を確認し， MSC の定義に合致しているこ
とを確認した． 
 

①羊水を採取する

②hAFSCを分離・培養 ④モデル動物の治療

③hAFSCの調整
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図 1 実験計画の概要 



（2）動物モデルの樹立 
①HIE モデルマウス 

申請者らが以前に行っていた研究（科研費基盤研究（C）15K09724）と同様の方法でモデルマウスを
作成した．具体的には，生後 9 日目の C57BL/6J マウス（雄）に対し，全身麻酔下で右総頚動脈を結紮
し，その後 8%低酸素 30 分暴露により作成した [4]． 
 
②脳室周囲白質軟化症モデルラット 

生後 3 日目の SD ラットに対し，LPS 0.25mg/kg を腹腔内投与して作成した．腹腔内の炎症が全身に
波及し，脳室周囲白質軟化症を引き起こすモデルとして知られている． 
 
（3）神経幹細胞への分化誘導 

継代培養している hAFSC を誘導培地内でプラスチック培養皿に接着培養した．神経系細胞への分
化の確認は Tubulin beta III による免疫細胞染色で行った． 
 
（4）スフェロイドの作成 

非接着加工がされたマイクロウェルを多数有する 3 次元培養皿で hAFSC を培養し，スフェロイドを形
成した． 
 
４．研究成果 
（1）ニューロスフェアの作成 

他の疾患の既報から高い治療効果が得られる可能性がある神経細胞への分化誘導を行ったところ，
一部の細胞で神経様細胞への分化を確認した．しかし，分化誘導効率は十分とは言えなかったため，
スフェロイドを作成した上で，分化誘導を行い，ニューロスフェアを作成することを計画した．iPSC のニュ
ーロスフェアは，脊髄損傷モデル動物に対する治療で有効性を示す報告を認めている [5]． 

1 つあたりのスフェロイドを形成する細胞数を調整し，複数の大きさのスフェロイドを作成した．それぞ
れの大きさのスフェロイドに対して，神経細胞への分化誘導培地を用いて非接着培養を行ったが，分化
誘導の最中に多数の細胞が膨化・死亡し，スフェロイドとしての形態が維持できない状態となった．分化
誘導において，一部の細胞が死亡することは稀な事象ではないが，モデル動物に対する投与に必要な
細胞量を得ることが難しいと判断し，実験を中止し，計画を変更した． 
 
（2）動物モデルの変更 

より多彩な投与時期や投与量，投与方法を検討しようと考えた際に，現在使用している HIE モデルマ
ウスは個体の大きさが小さく，実験手技の観点から難易度が高いと判断した．また，より早期の投与を実
施することが困難であったため，より時間的猶予のあるモデルへ変更してから，投与時期の検討を行うこ
とを考案した． 

そこで，申請者らのグループで実験を遂行していた（科研費基盤研究（B）17H04236）脳室周囲白質
軟化症モデルラットを使用し，上記の検討を行うことを立案した．脳室周囲白質軟化症モデルは早産児
の脳障害を反映していると考えられているが，HIE モデルの病態とオーバーラップする部分が多い．そ
の上で，hAFSC をより早期に，そして
腹腔内に投与した場合の治療効果の
検討を行った． 

具体的には，生後 3 日目の SD ラッ
ト に 対 し ， hAFSC の 懸 濁 液 を
1x106cells/kg 投与し，その 3 時間後
に LPS を投与することで，投与 48 時
間後の生存率の改善を認めた．以降
は，本モデルに対する hAFSC の治療
効果ならびに投与方法の最適化を検
討することとした． 
 

hAFSC投与

LPS投与

3h

P3 P5 P31
脳切⽚で炎症の評価 脳切⽚で炎症の評価

～～

図 2 脳室周囲白質軟化症モデルの作成と評価 



（3）検討結果 
まず，LPS 投与後 48 時間の時点で，

脳障害を反映していると考えられている
グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）や
ミクログリア特異的カルシウム結合タンパ
ク質（Iba-1）の陽性細胞数の減少を認め
た（図 3）． 

さらに，この治療効果は，4 週間経過
しても持続していたことから，より早期の
介入で不可逆的な脳障害を抑制してい
る可能性が考えられた（図 4）．特にこれ
らは，海馬領域に顕著であり，海馬領域
における神経炎症およびグリア瘢痕形
成の抑制を介して脳性麻痺に起因する
高次脳機能障害を改善できる可能性が
示唆された． 

また，腹腔内に投与した hAFSC が腹
膜や肝皮膜の近傍で凝集体を形成して
いることが判明した．他の間葉系幹細胞
を用いた既報では，この「腹腔内凝集
体」から種々のサイトカインが分泌され，
体内の炎症反応を抑制している可能性
が示唆されている． 

今後は，腹腔内の細胞凝集体をによ
る治療機序を明らかにすることを目標と
した研究計画を推進する予定である． 
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