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研究成果の概要（和文）：うつ病の新しい治療戦略として、脳血流の回復が有望との報告がある。

本研究計画では、この治療法研究に資する動物モデルの確立を目的として、ヒト CD34 陽性幹

細胞を経頸動脈的にラット脳内へ移植する試みに取り組み、移植後にラット脳内毛細血管への

造血幹細胞の生着を確認することに成功した。しかし、移植後１週間以内のラットの生存率が

６０％を越えなかったため、本研究計画の継続を断念した。 
 
研究成果の概要（英文）：In recent studies, recovery of cerebral blood flow emerged as a novel 
therapeutic strategy for depression. To establish animal model for the therapy method 
research, I tried to transplant CD34 positive hematopoietic stem cell into rat brain through 
the internal carotid artery and succeeded to confirm its proliferation in the rat brain 
capillaries after transfusion in this project. However, I regretted to discontinue the project 
because the survival rate of rat was less than 60% within 1 week after transfusion. 
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１．研究開始当初の背景 
うつ病の治療に関しては、選択的セロトニン
再取り込み阻害薬 (SSRI) をはじめとする
抗うつ薬の効果が立証されている。抗うつ薬
は神経新生を亢進させる作用を持ち、それが
抗うつ効果の発現機序のひとつであると考
えられているが、患者の 30％は治療に反応せ
ず、治療抵抗性の経過をたどる。近年の画像
診断技術の進歩により、うつ病では前頭前野
などの脳領域で血流量が低下することが明

らかになっている (Videbech、2000)。これ
らの低下はうつ病の重症度、再発回数との相
関することが認められており、治療抵抗性う
つ病ではより高度な血流量の低下が生じて
いることが想定される。このことから、低下
した脳血流量を回復させることが治療抵抗
性うつ病に対する新たな治療戦略として有
望 で あ る と い う 提 案 が な さ れ て い る 
(Newton ら、2004)。 
CD34 陽性細胞は成人の末梢血分画から単離
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された造血幹細胞の一種である。CD34 陽性
細胞をはじめとする造血幹細胞は、血球系だ
けでなく血管内皮細胞にも分化し、生体の虚
血部位における血管新生に寄与している 
(Asahara ら、1997)。ラットを用いた実験結
果によれば、造血幹細胞は脳虚血部位に生着
し、脳内毛細血管網の新生を促して虚血部位
を縮小させるという効果がある。また、
vascular endothelial growth factor (VEGF)、
fibroblast growth factor 2 (FGF2) 、
insulin-like growth factor 1 (IGF1) などの
増殖因子を放出し、神経新生を促進する効果
も有している (Taguchi ら、2004)。さらに、
新生された神経細胞により虚血部位に機能
が回復することが最近の研究により明らか
にされている (Shu et al, 2006)。脳梗塞モデ
ルにおいては、虚血により脳血流関門が障害
されているため、造血幹細胞は末梢血管から
の投与でも効率よく障害部位に動員され、治
療効果を発揮する。そのため、造血幹細胞移
植は脳梗塞の新規治療手段として脚光を浴
びている。近年では、多発性硬化症、筋萎縮
性側索硬化症、パーキンソン病等の神経変性
疾患、外傷による脳損傷、脊髄損傷への治療
にも応用される可能性が広がっている 
(Sasaki ら、2004; Bouchez ら、2008; Sadan
ら、2009)。 
一方、精神疾患への治療応用については、ま
だ十分に検討がなされていない。最新の研究
報告では、ラット脳に対する造血幹細胞移植
は海馬の神経新生を亢進させ、抗うつ効果に
類似した行動の変化をもたらすことが示さ
れており、うつ病などの精神疾患に対する有
用性が示唆されている (Tfilin ら、2009)。し
かし、これらの先行研究では、造血幹細胞の
移植は海馬への直接注入、または脳室内投与
によって行われており、侵襲が大きくヒトへ
の応用が想定されていない。また、うつ病に
おいては、脳血流関門は障害されていないた
め、末梢血管からの移植では造血幹細胞の脳
での利用率が著しく低下する。従って、造血
幹細胞移植を精神疾患の治療に応用するた
めには、安全に、かつ効率よく細胞を脳内に
生着させる手技を確立する必要がある。その
ためには動物モデルを用いた基礎データを
得ることが必須である。 
 本研究では、ラットを用い、末梢血管より
移植した造血幹細胞を効果的に脳内に生着
させる手技を開発する。すなわち、ラットに
ヒト CD34 陽性細胞を移植し、脳血流関門の
開放、CD34 陽性細胞の可動化を促すエリス
ロポエチンの投与による脳内生着率の変化
を観察する。実験モデルが確立された後、移
植によって生じる行動学的変化、脳内血管新
生、神経新生の変化に関する検討を加え、う
つ病に対する造血幹細胞移植の実現に向け
た基礎的データを取得する。 

２．研究の目的 
うつ病では、その脳内で血流量の低下が起き
ている。脳内血流量はうつ病の症状の改善と
ともに回復する。本研究では、ヒト CD34 陽
性細胞による脳内毛細血管網の新生を促す
ことがうつ病の治療に有効であるかどうか、
ラットを用いて実験的に検証する。具体的に
は、ヒト CD34 陽性細胞の末梢投与による脳
内毛細血管網の新生を促す手法を開発し、次
いで、その抗うつ効果を検討する。 
３．研究の方法 
①実験動物、ヒト CD34 陽性細胞：Sprague 
Dawley 系雄ラットを用いる。使用するCD34
陽性細胞は理化学研究所バイオリソースセ
ンターより購入する。 
②ヒト CD34 陽性細胞の移植方法の確立 (使
用ラット数 12 匹、期間 2 ヶ月、平成 22 年度)：
シクロスポリンによる免疫抑制後、ケタミン
麻酔下に動物を仰臥位で手術台上におき右
大腿静脈を露出し，CD34 陽性細胞（2×105

または 1×106/ 200 µl）をハミルトン・マイ
クロシリンジで 5 分間かけて大腿静脈内に注
入する。移植後、ラットを包水クロラールに
よる深麻酔下に還流固定し、CD34 陽性細胞
の生着率、脳内血管新生、神経新生を免疫組
織学的に検討する。 
③脳血管関門の開放処置の検討 (使用ラット
数 144 匹、期間 18 ヶ月、平成 22 年度～平成
23 年度)：脳血管関門開放による移植細胞の
生着率の違い、処置の最適な時期を検討する。
脳血管関門開放処置としてマンニトール投
与、電気けいれん処置を選択し、それぞれを
CD34 陽性細胞の移植と平行して経時的に行
う。以上の実験はケタミン麻酔下で行う。免
疫組織学的観察によりCD34陽性細胞生着率、
脳内血管新生、神経新生について対照群との
比較検討を行う。 
④行動学的実験 (使用ラット数 90 匹、期間 6
ヶ月、平成 22 年度～平成 23 年度)：確立さ
れた細胞移植法によって生じる脳血管新生、
神経新生が抗うつ薬様作用、抗精神病様作用
を有するかを行動学的実験により検討する。
細胞移植ラットに対し、open field test によ
る基礎運動量の評価後、強制水泳テスト (う
つ病モデル)、pre-pulse inhibition (統合失調
症モデル) を施行し、CD34 陽性細胞移植の
抗うつ薬様作用、抗精神病様作用の有無を検
索する。行動実験終了後、抱水クロラールに
よる深麻酔下に還流固定し、CD34 陽性細胞
生着率、脳内血管新生、神経新生と抗うつ薬
様作用、抗精神病様作用の相関を免疫組織学
的に検討する。 
 以上の計画により、CD34 陽性細胞移植の
精神疾患に対する応用可能性について検討
を加える。 
 
 



４．研究成果 
平成 22 年度は、ヒト CD34 陽性・造血幹細
胞の末梢投与による脳内毛細血管網の新生
を促す手法の開発に主眼をおいた。 
まず、マンニトールを投与して血液-脳関門を
開放し、Ｅｖａｎｓ Ｂｌｕｅによりこれを
確認した。次に、CD34 陽性・造血幹細胞を
尾静脈より注入し、シクロスポリンの連日投
与を行って細胞の生着を促した。そして、脳
内血管に生着するか否かを、抗ヒト核抗体を
用いた免疫組織学的染色法により検証した。
しかし、作成した切片にはほとんどシグナル
を認めず、幹細胞の生着を確認することがで
きなかった。そこで、肺・肝臓の切片につい
ても免疫組織学的に確認したが、シグナルを
認めなかった。投与する細胞量やマンニトー
ルの濃度・速度を変更するなど条件を変更し
たが、結果は陰性であった。そのため、投与
経路を頚動脈に変更して幹細胞注入を行っ
たところ、脳内毛細血管への生着を確認する
ことができた（下図参照）。平成 23 年度は、
さらに移植細胞の生着率が最も高い条件を
決定し、移植法の確立後、基礎行動量、不安
関連行動、強制水泳テストによる抗うつ効果
の検討を行う予定であった。 
しかし、移植後 1 週間以内に死に至る例が多
く認められた。十分な免疫抑制薬の投与は行
っていたため、ＧｖＨＤなどによる死亡率の
増加は考えにくかった。さらに、様々な実験
手法の変更を行ったものの原因は特定でき
ず、1 週間以上の生存率は６０％を越えなか
ったため、最終年度限りで研究の継続を断念
するに至った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 移植幹細胞の脳内毛細血管への生着 
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免疫染色+HE 染色 
・1 次抗体：Anti-Human Nuclei, MAB 1281, 
mouse, Monoclonal Antibody 
・2 次抗体：Vector BA-2001 Anti-IgG(H＋
L), Mouse, Horse-Poly, Biotin 
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