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研究成果の概要（和文）：統合失調症の「神経幹細胞機能異常仮説」に基づき、サルの統合失調症モ

デルの作出と統合失調症に対する神経幹細胞脳内移植療法の開発を目的に、我々の開発したラット

X 線照射モデル脳内への神経幹細胞移植の効果を検討するとともに、頭部への X 線照射が成熟

カニクイザルに及ぼす影響を検討した。その結果、X 線照射モデルへ神経幹細胞を移植してもき

わめて生着しにくいこと、サル脳への X 線照射は用量依存的に脳内組織幹細胞の分化を促すこ

とが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Dysfunctions in neural stem cells may be involved in the pathophysiology of 
schizophrenia. In this study, we examined the effect of intracerebral transplantation of neural stem cell 
grafts in our X-irradiation rat model of schizophrenia. In addition, we evaluated the effect of whole brain 
X-irradiation in monkeys in order to generate a primate model of schizophrenia. Results suggested that 
the differentiation capacity of grafted neural stem cells in the irradiated brain of rats was limited, and 
that whole brain irradiation in monkeys might increase proliferations of stem cells in the brain in 
dose-dependent manner. 
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１．研究開始当初の背景 

成体脳においても、海馬と側脳室下帯を中心

に神経細胞が活発に新生し、神経細胞やグリア

に分化している。統合失調症はこれらの神経幹

細胞の機能異常による可能性がある (以後、

「神経幹細胞機能異常仮説」という)。我々は、こ

れまで、基盤研究 (A) 「神経幹細胞機能異常

仮説としての統合失調症の病態発生に関する

研究」 (平成 15～17 年度) の補助を受け、「神

経幹細胞機能異常仮説」を検証してきた。その

結果、X 線をラットの頭部に照射すると、神経幹

細胞がほぼ選択的に傷害され、潜伏期間をお

いて、メタンフェタミン  (ドパミン作動薬 ) や

MK-801 (NMDA 受容体拮抗薬) に対する行動
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上の反応増強、学習や記憶の障害、社会的行

動の障害、感覚運動ゲーティング(PPI)の障害が

起こることが明らかとなった(統合失調症の X 線

照射モデル)。また、海馬の神経幹細胞の新生

低下は同部位の顆粒細胞の減少と海馬の容量

低下に関係していることなども分かった。さらに、

萌芽研究 「統合失調症の病態解明のための仮

死モデル」 (平成 17～18 年度) の補助を受け、

出生時の産科合併症が統合失調の発症危険因

子である、という疫学データに基づいた統合失

調症の仮死モデルの行動を評価したところ、X
線照射モデルで観察された現象に類似する所

見を得た。これらの結果は、統合失調症の神経

幹細胞機能異常仮説を支持するものであり、同

時に、神経幹細胞そのものを移植することが統

合失調症の根治的治療となり得る可能性を示唆

している。 
一方、成体脳への X 線被ばくが統合失調症

類似の行動異常をもたらすという事実から、我々

はサルの統合失調症モデルの作出を着想した。

統合失調症の発症危険因子は胎生期または出

生時に存在している。遺伝要因、産科合併症、

胎生期のウイルス感染、胎生期の低栄養状態、

冬季出生などである。動物モデルは、これらの

疫学データに依拠して作出する必要があるが、

胎生期の動物をウイルス感染や低栄養状態など

の状況下に置くことは、げっ歯類では許されるが、

霊長類では許されない。放射線被曝は、疫学的

調査により確認された、成人期における唯一の

発症危険因子である。現時点では、このデータ

に基づく手法のみがサルに適用可能である。成

熟サルを麻酔して頭部に X 線を照射する手法

は極めて低侵襲性とみなされるからである。本研

究はこれらを背景に立案された。 
 

２．研究の目的 
これまでの研究成果を踏まえ、本研究におけ

る具体的目標を次の点に置く。 
(1)  ラットの統合失調モデルを用い、脳内への

神経幹細胞移植療法の有用性を検討する。 
(2)  カニクイザル頭部に X 線を照射し、統合失

調症類似の行動学的・認知科学的異常を示す

か否かを明らかにし、脳画像研究に供する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラットの統合失調モデル 
① モデルの作製 

成熟雄性 SD 系ラットを用いた。実験動物用 X
線照射装置を用い、ペントバルビタール麻酔下

に頭部以外を鉛で遮蔽し、1 回 5 Gy の線量で 3
日おきに 6 回、計 30 Gy を照射した。 
② 神経幹細胞の培養と移植 

移植細胞は Green fluorescent protein (GFP) 

遺伝子が導入された Wistar-TgN (CAG-GFP) 
184Ys ラットより調整した。胎生 17.5 日のラット胎

仔 脳 よ り 海 馬 お よ び 線 条 体 を 取 り 出 し 、

DMEM-F12 培地に移し、マイクロピペットで機械

的に組織を分解した。Neurosphare 法に準じて

浮遊培養し、1～2 回の継代培養の後、移植に

供した。照射群、および、対照群の動物をペント

バルビタール麻酔下に定位手術装置に固定し、

両側側脳室内に 5×105 cells、および、両側海馬

歯状回門部に105 cellsの神経幹細胞を、それぞ

れ注入した。 
③ 行動評価 
  移植後に以下を評価した。 
♦ 社会的行動の評価：暗所内に設置した 60 × 
60 cm のオープンフィールドを用い、フィールド

内に 2 匹の動物を置いて、5 分間の観察時間内

に見られた社会的行動に費やす時間を測定し

た。  
♦ 感覚運動ゲーティング評価：音刺激を与えた

ときの驚愕反応における先行刺激による抑制

（PPI）を測定した。 
♦ 行動薬理学的評価：NMDA 受容体遮断薬の

MK801 (0.3 mg/kg)を腹腔内に注射し、その後 2
時間にわたり 5 分毎の水平運動量と垂直運動量

を行動解析装置によって計測した。 
 
(2) サルの統合失調症モデル 
① サル脳への X 線照射 

成熟雄カニクイザルを用い、全麻酔下に海馬

と側脳室を含む領域に対して、1 回 3 Gy (対向

二門照射で左右から 1.5 Gy ずつ) を 5 回または

10 回、すなわち、総線量 15 Gy または 30 Gy を

照射した。照射中、および、照射後は毎日動物

の行動と照射部位の病変の有無を観察した。麻

酔のみを施し X 線照射を行わない群を設け、こ

れを対照とした。 
② サルモデル脳の組織学的検索 

最後の X 線照射から 3 日後に、全ての動物に

チミジンの誘導体であるブロモデオキシウリジン

(BrdU)を 100 mg/kg の用量で静脈投与した。

BrdU 投与の 24 時間後、ペントバルビタール深

麻酔下に動物を 4％パラホルムアルデヒド液で

灌流固定し脳を取り出し、24 時間の後固定後、

0.1 M リン酸緩衝 20％ショ糖液に浸漬した。その

後、脳をブロックに分け、ドライアイスにて凍結、

-80℃に保存した。 
海馬・側頭葉を含むブロックよりクリオスタット

にて 40-µm 厚の連続凍結切片を作成し、Nissl
染色と BrdU に対する免疫組織化学法に供した。

光学顕微鏡下に病理的所見の有無を観察する

とともに、BrdU 陽性細胞数を計数した。さらに、

成熟細胞への傷害の程度は、ミクログリアのマー

カーである Iba1 を免疫組織化学法にて染色し、



 

 

形態学的変化を蛍光顕微鏡にて観察した。 
③ サルモデルの認知行動学的評価 

感覚刺激に対する驚愕反応において観察さ

れる PPI は、感覚運動ゲーティング機能の指標

であり、その異常は統合失調症のエンドフェノタ

イプとみなされているため、照射サルにおける

PPI を測定する必要がある。本研究では、まず、

ヒト用の驚愕反応測定装置 (米国 San Diego 
Instruments 製)をサル用に改造して使用した。

この装置は、音刺激を与えたときの眼輪筋の

EMG を記録するものである。予備実験の結果、

カニクイザルでは音刺激に対する驚愕反応が一

定せず、PPI の評価が困難であることが判明した。

そこで、音ではなく触覚を刺激として用いる PPI
測定装置を設計し、その信頼性・妥当性を検討

した。 
 

４．研究成果 
(1) ラットの統合失調モデル 

全脳への 30 Gy の X 線照射から 1 ヵ月後に

神経幹細胞を脳内に移植し(30Gy+TP)、その 2
ヵ月後に社会的行動、感覚運動ゲーティング、

および MK-801 誘発移所運動量を測定し、偽照

射(Sham)を受けた動物、照射のみで移植を受け

ない動物(30Gy)と比較した。照射を受けた動物

は、社会的行動が減少し(図 1A)、PPI が低下し

(図 1B)、MK-801 投与後の運動量が増大した

(図 2)。神経幹細胞の脳内移植は、これらの行

動異常に明らかな効果を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

移植を受けた動物の脳を組織学的に観察す

ると、移植細胞のほとんどがアストロサイトに分化

していた(図 3A, 3B)。以上の結果から、神経幹

細胞の脳内移植に先立ち、神経細胞への分化

プライミングが必要であることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) サルの統合失調症モデル 
カニクイザルに 15Gy (n=2) または 30Gy (n=2)

の線量で X 線を全脳照射したところ、30Gy を照

射した 1 匹に一過性の食欲不振がみられたほか

には、明らかな行動異常や照射局所の炎症など

はみられなかった。 
照射を受けたサルの組織所見の例を図 4 に示

す。海馬（青線で囲んだ領域）・側頭葉（灰白質

と白質：緑線で囲んだ領域、軟膜：赤線の領域）

に BrdU 陽性の核をもつ細胞が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、各脳部位の BrdU 陽性細胞数を計測し、

照射の影響を比較したところ、照射（15, 30Gy）

群の側頭皮質では偽照射(0Gy)群に比べ用量

依存性に BrdU 陽性細胞が増加していた(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これら増加しているBrdU陽性細胞がいかなる細

胞種であるのかを明らかにする目的で、Tuj1（幼

若神経細胞）、GFAP（アストロサイト）、Iba1（ミク

ログリア）、NG2（オリゴデンドロサイト）と BrdU と

二重染色を行ったが、いずれのマーカーも

BrdU 陽性細胞と一致しなかった。図 6 に、Iba1
の結果を示す。 
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以上の結果から、サル脳に X 線照射を施すと、

BrdU 陽性細胞が海馬や側頭葉において増加

すること、しかし、それは未分化な状態にとどま

っている細胞であることが明らかとなった。すな

わち、照射により組織幹細胞からの分化が促進

される可能性が示唆された。 
サルモデルにおける PPI 測定のための触覚

刺激による驚愕反応測定装置を開発した。圧搾

空気を口周囲に吹き付ける触覚刺激により、眼

輪筋に誘発される驚愕反応を EMG として捉える

装置を作成し、成熟カニクイザル 3 頭を用いて

PPI 測定を行ったところ、安定して PPI を測定で

きた。現在、ヒトを対象に、聴覚刺激と触覚刺激

との両者における PPI を測定して相互関係を確

認し、照射モデルの評価における有用性を確立

すべく実験を進めている。 
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