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は じ め に
　在胎 32 週以下の早産児に生じる脳性麻痺では，脳
室周囲白質軟化（Periventricular leukomalacia：以下，
PVL）が多い。発達段階の中枢神経系の未熟性に，低酸
素虚血（Hypoxia-ischemia：以下，H-I）が加わり，脳
室周囲の白質が障害されることが，PVL の基本病態で
あると考えられている。PVLの病態は，H-I に対する未
熟脳の反応性と正常な脳発達の要素とが複雑に混在して
いる。胎児脳におけるオリゴデンドロサイトの分化段階
で，ヒトにおける在胎 28 週から 32 週は，ラットでは生
後 3日齢の脳内環境に相当する。この時期にH-I を呈す
ると，分化途上のオリゴデンドロサイト後期前駆細胞
（Late oligodendrocyte progenitor cell：以下，pre-OL）
は選択的に障害を受けやすい。つまり，pre-OL の細胞
死や分化抑制が起き，オリゴデンドロサイト前駆細胞
（Oligodendrocyte progenitor cell：以下，OPC）の成熟
障害が生じることで，PVL の危険性が高まることが知
られている。髄鞘を形成するオリゴデンドロサイトは，
脳高次機能の発現に重要な役割を担い，pre-OL 虚血障
害による髄鞘形成障害は，運動機能と認知機能の生後発
達と関連している。近年の周産期医療の進歩により，脳
組織欠損（以下，cyst）を認める重症型 PVL は激減し
たが，MRI でも明らかな cyst を認めない軽症型 PVL
が増加している。軽症型 PVL では，運動機能障害とと
もに発育後の認知機能障害も臨床上の大きな課題となっ
ており，未だに根本的治療法は存在しない。
　我々は，軽症型 PVLの病態を良く反映する新生児低
酸素虚血性白質障害（Neonatal white matter injury：
以下，NWMI）モデルラットを確立し，PVL の根本的
治療法の開発を目指している。本研究では，この疾患モ
デル動物を用いて，外部からOPC を補充することで，
運動機能の改善に繋がるかどうか（実験 1）を検討した。
また，発育期のリハビリテーション（以下，リハビリ）
が成熟後の運動機能にどのような影響を与えるか（実験
2）についても焦点をあてた。

方　　　法
1．疾患モデルラットの作製（実験 1，2）
　生後 3日齢のWistar 系雄ラットの右総頸動脈閉塞お
よび 6%低酸素処置により作製したモデルを実験に使用
した。
2．細胞移植治療（実験 1）
　緑色蛍光タンパク質（Green fl uorescent protein：以
下，GFP）で標識した生後 1 日齢のラットを，混合グ
リア培養によって OPC を分離した。モデル作製から
2 日後に，あらかじめ調整しておいた OPC（2.0 × 10 
5 cells/2 l）を，脳定位固定装置を用いて脳梁に移植
した。なお，移植細胞は GFP によって標識されてい
るため，移植後の追跡を可能にする。実験群として，
Sham 群（偽手術），NWMI 群，NWMI+ 培地移植群，
NWMI+OPC 移植群の 4 群間で検討を行った。また，
同様のプロトコルで，OPC 移植から 2週間後に免疫抑
制剤（サイクロスポリンA；10 mg/kg）を毎日経口投
与した。実験群としては，NWMI+免疫抑制剤非投与群，
NWMI+ 免疫抑制剤投与群，NWMI+OPC 移植 +免疫
抑制剤非投与群，NWMI+OPC 移植 +免疫抑制剤投与
群の 4群間で検討を行った。移植から 4週と 8週間後に
行動学的および免疫組織学的評価を実施した。
3．リハビリ治療（実験 2）
　生後 3日齢のNWMI モデルを作製し，離乳時期であ
る生後 25日まで通常環境飼育（Standard environment：
以下，SE）を行った。その後，SE群と豊かな環境飼育
（Enriched environment：以下，EE）群とに分け，生
後 25 ～ 70 日までの 5週間，それぞれの群間ごとに飼育
した。実験群としては，Sham+SE 群，Sham+EE 群，
NWMI+SE 群，NWMI+EE群の 4群間で検討した。
4．運動機能評価（実験 1，2）
　細胞移植やリハビリの治療効果があったかどうか，
Hindlimb retraction，Beam walking，Elevated body 
swing，Rotarod，Horizontal ladder test の 5 つの運動
機能評価を行った。
5．組織学的評価（実験 1，2）
　動物を屠殺後，組織学的改善効果が見られるかどう
か，免疫染色にて評価を行った。Olig2（オリゴデンド
ロサイト），GFP（移植細胞），Hoechst（核）による三
重染色で，脳梁や運動皮質周辺部における移植細胞や内
因性細胞の生存・生着率を評価した。また，PDGFR-
（幼弱オリゴデンドロサイト），CC1・MBP（成熟オリ
ゴデンドロサイト）染色による移植細胞や内因性細胞の
分化・成熟率や Caspr・MBP・NF200 染色によるミエ
リン形成の評価も行った。さらに，Iba1（ミクログリア）
や GFAP（アストロサイト）染色でグリア細胞の評価
を実施した。加えて，ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色による形態評価，ゴルジ染色・Sholl 解析による神
経細胞の形態評価を行った。
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6．電気生理学的評価（実験 2）
　EEの治療効果があったかどうか，皮質内微小電気刺
激法を用いて運動マップの変化を評価した。

結　　　果
　実験 1 より，NWMI モデル動物作製から 2 日後に，
GFP標識したOPCを脳梁部へ移植し，免疫抑制剤（サ
イクロスポリンA）の非投与下において，コントロー
ル群（OPC 移植なし）と比較して，4 週と 8 週目にお
いて，有意な行動学的改善を示した。また，移植した
OPC が，脳内で 8週目まで生着・生存していることも
確認した。しかしながら，4週目と比較して，8週目で
は移植細胞数の減少が認められた。これまでに，様々な
幹細胞を用いた細胞移植に関する研究を実施してきた
が，移植細胞の脳内での生着・成熟が解決すべき最優先
課題であることがわかった。この課題を解決するため，
移植OPCの生存細胞増加と運動機能のさらなる回復を
目的とし，NWMI モデルラットへのOPC移植における
免疫抑制剤投与による効果を検討した。同様のプロトコ
ルで，OPC 移植から 2週間後に免疫抑制剤を毎日経口
投与し，4週と 8週間後に行動学的および免疫組織学的
評価を行った。その結果，免疫抑制剤投与群では，非投
与群と比較して，4週と 8週目において，有意な行動学
的改善は認められなかったが，回復傾向を示した。面白
いことに，免疫抑制剤投与群では，非投与群と比較して，
Olig2/GFP 陽性細胞が脳梁や運動皮質領域において 8
週目でも有意に生着・生存しており，ミエリン様構造
の形成も確認された。また，免疫抑制剤投与群で CC1/
GFP 陽性細胞数が，4週目において増加傾向にあり，移
植したOPCが分化・成熟していることが認められた。
　実験 2より，NWMI では，運動機能障害，障害側に
おける運動皮質の菲薄化，運動マップの乱雑化，神経突
起の増加，オリゴデンドロサイトの分化抑制，ミエリン
形成の異常，ランビエ絞輪の伸長が明らかになった。一
方で，発育期のEEにより，運動機能改善，運動皮質菲
薄化の軽減，運動マップの正常化，オリゴデンドロサイ
トの分化促進，ミエリン形成およびランビエ絞輪の長さ
の正常化が認められ，有意な改善効果が認められた。す
なわち，NWMI は，pre-OL の分化を抑制することで分
化障害を引き起こし，ミエリン形成時にはミエリンの間
隔が広くなる。また，神経突起は異常な形態を示す。一
方，EEで飼育することで，これらの障害は改善され，
オリゴデンドロサイトの分化促進，ミエリン形成および
神経突起の形態が正常化されることで，NWMI の運動
機能障害は改善されたと考えられる。本研究結果より，

NWMI モデルラットに対する長期 EE飼育が，低酸素
虚血によって抑制された脳の発達を促進できる可能性を
示した。

結　　　論
　『OPC を用いた細胞療法とリハビリ』という PVL の
新たな治療法の探索に向け，今後の展開として，軽症型
PVL の病態を反映するNWMI モデルラットを用いて，
移植OPCとリハビリとの相加・相乗効果の証明とその
結果を裏付ける科学的メカニズムの証明に向けて，基礎
研究データを蓄積していく次第である。
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