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研究成果の概要（和文）：うつ病治療の新たな試みとして、神経新生促進因子の中枢⇔末梢両面

からの活用を目指し、神経幹細胞および BDNF の末梢から脳内への移行を検討した。また、抗う

つ薬によりヒト血小板からの BDNF遊離は促進されるが、その反応には個人差があり、抗うつ薬

の種類でも異なることから、薬物治療反応性の予測に有用である可能性が示唆された。更に、

治癒メカニズムに関与する遺伝子として、rhotekin および Prg1 が神経幹細胞から神経細胞へ

の分化過程や神経細胞の維持等に重要な役割を担っている可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： We evaluated the effective treatment way of cellular 
biodistribution of stem cells and BDNF into the brain after intravenous injection. We 
analyzed the influence of antidepressants on platelet BDNF release and found that BDNF 
release from platelets may be useful for screening the most suitable antidepressant by 
predicting an individual response to antidepressant treatment. We also investigated the 
expression of rhotekin and Prg1 in adult rat brain and found that they may play important 
roles in neurogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

我々はこれまでに抗うつ薬が BDNF (brain-  
derived neurotrophic factor:脳由来神経栄
養因子)等の発現変化や転写因子の活性調節
等を介して神経新生促進に働いている可能
性を示し、神経幹細胞の活性化を介した神経
回路網の修復・再生による治療に関する研究
を進めてきた。BDNF は脳内のみならず末梢血
中にも多く存在し、その多くが血小板で貯蔵、
放出される。モデル動物を用いた検討で、抗
うつ薬刺激により血小板からの BDNF 遊離が
促進されて末梢血中の BDNF が増加すること
を既に報告しているが、BDNF は血液脳関門を
通過し、その血中濃度は脳内濃度を反映する
ことが推察されている。そのため、末梢血中
の BDNF が脳内へ移行して作用している可能
性が示唆されており、その治療応用も期待さ
れるところであるが、末梢 BDNF 変化が脳に
与える影響およびその作用機序は未だ不明
である。神経新生を促進する因子は、うつ病

治療の新たな標的となる可能性があり、これ
らの因子の検討により、脳内神経回路網の再
生を介した治療法につながることが考えれ
れる。また、これらの因子の抗うつ薬刺激に
よる評価を活用して、例えば、うつ病患者に
おける薬物治療反応性を予測することが可
能となれば、より適切な個別化治療への展開
へとつながり、治療法の選択や優先順位の決
定に大きく寄与するものと考えられる。 

 

２．研究の目的 

うつ病に対する統合的な治療ストラテジ
ーの確立を目指して、BDNF をはじめとする神
経新生促進因子を中枢⇔末梢両面から治療
的に活用するという発想に基づいて、脳を育
てるという視点から、脳神経回路網修復機構
を解明し、臨床応用へとつなげることを目的
とする。 

(1) BDNFが中枢⇔末梢双方向で果たす役割を
解明するため、蛍光標識した BDNFを用いて、
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末梢 BDNF 投与後の脳内移行に関して検討す
る。あわせて、末梢から投与した神経幹細胞
の脳内移行に関し、アテロコラーゲンの有用
性について検討する。 

(2) 神経新生促進時の中枢における変化を分
子レベルで把握する試みとして、抗うつ薬長
期投与によりラット脳内で発現が変化する
遺伝をスポットした ADRG (antidepressant 
related gene) microarray を用いて、神経幹
細胞分化時に選択的に発現変化する遺伝子
をスクリーニングし、その機能、特に神経幹
細胞の増殖、神経への分化および神経細胞の
生存維持について検討する。 
(3) これまでにモデル動物において確認して
いる抗うつ薬添加時の血小板からの BDNF 遊
離に関して、ヒト血液サンプルを用いて検討
し、薬物治療反応性を含めた生物学的マーカ
ーとしての可能性を評価する。 

 

３．研究の方法 

(1) 成体ラットを用いて、蛍光標識した BDNF 
(BDNF-FITC)を末梢から経静脈的に投与し、
脳内移行および脳内での動態の検討を行っ
た。次に、これまでに我々が精神疾患モデル
ラットに対して経静脈的に神経幹細胞移植
を行ってきた方法で末梢から神経幹細胞を
投与する際の、より効率的な脳へのデリバリ
ーシステムとして、アテロコラーゲンに着目
し、末梢からの神経幹細胞を投与した際の脳
内への移行について、[35S]-methionine ラベ
ルした神経幹細胞を用いて、アテロコラーゲ
ンの添加の有無の影響を検討した。 
(2) 神経新生促進関連遺伝子の抽出のため、
ラット胎仔より神経幹細胞を調製・培養し、
L-gultamine, B-27 含有 Neurobasal 培養液
で播種することにより神経細胞への分化を
誘導した。分化誘導 0, 24, 48, 96 時間後の
細胞において発現変化する遺伝子を ADRG 
microarray を用いて探索した。得られた遺伝
子 rhotekin, Prg1 について、各 siRNA を用
いて発現を抑制した時の神経幹細胞の増殖、
神経細胞への分化、生存・維持に対する影響
を検討した。 
(3) 書面にて同意を得た健常者およびうつ
病患者(DSM-IV-TR:大うつ病性障害の診断基
準を満たすもの)から血液を採取し、血小板
分画を得て調整した血小板に抗うつ薬
(sertraline, paroxetine, fluvoxamine, 
milnacipran)をそれぞれ添加し、その際の血
小板からの BDNF 遊離の変化について検討し
た。BDNF の測定には BDNF ELISA Kid(R&D 社)
を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 成体ラットへの BDNF-FITC 経静脈的投
与 24 時間後に、ラット海馬歯状回に BDNF- 
FITC の集積が認められた（図１）。また、神

経幹細胞を末梢から投与した場合も脳内へ
の移行が確認され、一部は神経細胞の形態を
有していた。   
 
 
 
 
 
   

図１．ラット海馬歯状回における BDNF-FITC
の集積 
 
次に、神経幹細胞の投与が神経回路網の修

復の観点から治療的に有効である可能性を
ふまえ、経静脈的に投与した神経幹細胞の脳
内への移行性を高める方法として、アテロコ
ラーゲンの有用性を検討した。培養神経幹細
胞へ 72 時間アテロコラーゲンを処置した場
合には、アテロコラーゲン濃度 0.01～0.05％
の範囲において、神経幹細胞の生存, 増殖お
よび遊走の各機能に対し有意な変化は認め
られないが、0.03～0.05％のアテロコラーゲ
ン処置では神経幹細胞から神経細胞への分
化の有意な減少が認められることを既に確
認している。よって、ラットに対する経静脈
的神経幹細胞移植時の脳内移行について、
0.02%のアテロコラーゲン処置を行った場合
と行わない場合について比較したところ、ア
テロコラーゲン処置群では、非処置群と比べ
て脳内への神経幹細胞の移行が有意に増大
していた。 
 アテロコラーゲンは、免疫原性が極めて低
く成体適合性が高いバイオマテリアルであ
り、近年核酸医薬デリバリーシステム等にお
いてその汎用性および安全性から担体とし
ての臨床応用が期待されている。本研究成果
から、アテロコラーゲンは神経幹細胞移植に
おけるより効率的な脳へのデリバリーシス
テムとして有用であることが示唆された。 
 
(2) 分化誘導後の神経細胞において発現変
化する ARDG のスクリーニングを行い、0, 24, 
48, 96 時間後に発現増加が認められた
rhotekin と、96 時間後の発現変化率が大き
かった Prg１について、機能解析を行った。 
はじめに、細胞に rhotekin siRNA をトラ

ンスフェクションし、rhotekin の発現が抑制
されることを確認した。そこで、神経幹細胞
から神経細胞への分化過程の生存に対する
rhotekin siRNAのトランスフェクションの影
響を検討した。生存率は、rhotekin siRNA の
トランスフェクション 72 時間以降、有意な
減少が認められた（図２)。そこで、生存率
には影響しない 48 時間後における分化率、
および神経突起長を検討した。その結果、い
ずれも対照群に比べ rhotekin siRNA のトラ
ンスフェクション群において有意に減少し



た(図３)。次に、神経幹細胞の増殖における
rhotekin siRNA の影響を調べた。BrdU 陽性
細胞数を測定した結果、rhotekin siRNA のト
ランスフェクションにより有意に増加した
(図４)。これらのことから、rhotekin は、神
経幹細胞から神経細胞への分化過程におい
て、神経突起の伸長や神経細胞の生存等、さ
まざまな機能を有することが明らかとなっ
た。 

 
 
 
 
 
  
 
 
    
図２．rhotekin siRNA トランスフェクション
による分化神経細胞の細胞死 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．rhotekin siRNA トランスフェクション
による神経細胞への分化率の減少と神経突
起長の減少 
 
 
 
 
 
 
 
図４．rhotekin siRNA トランスフェクション
による神経幹細胞増殖の増加 
 
次に Prg1について、細胞に Prg1 siRNA を

トランスフェクションし、Prg1の発現が抑制
されることを確認した。神経細胞の生存率は、
Prg1 siRNA のトランスフェクション 24 時間
以降 96 時間まで有意に減少した。この減少
は、この siRNAの標的にならない Prg1-4S を
共発現させるにより消失した(図５)。一方、
siRNA の標的にならず、かつ、253 番目のア
ミノ酸をヒスチジンからアラニンに置換し
た Prg1-4S-H253Aを共発現させても、消失は
認められなかった(図６)。253 番目のヒスチ
ジンは脂質の脱リン酸化活性に重要である
という報告があることから、Prg1 の神経細胞

の生存維持作用にも脱リン酸化活性が関与
することが示唆された。 
これらの結果から、うつ病の治癒メカニズ

ムには、神経新生の過程の中の神経幹細胞の
増殖に加えて、神経幹細胞から神経細胞への
分化過程や神経細胞の生存, 維持も関与す
ることが示唆された。 
 

    
 
 
 
 
 
 
       
            

 
図５．Prg1 siRNA トランスフェクションによ
る神経細胞生存率の減少と Prg1-4S共発現に
よる回復 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
図６．Prg1 siRNA トランスフェクションによ
る神経細胞生存率の減少は Prg1-4S-H253A 
の共発現では回復しない 
 
 (3) 健常者から得た血液サンプルを用いた
検討では、血小板からの BDNF 遊離反応は、
添加した抗うつ薬の種類により異なり、その
反応性には個体差が認められた（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．健常者 4名（A～D）における各抗うつ
薬（ Ser: sertraline, Mil: milnaciplan, 
Par: paroxetine, Flu: fluvoxamine）添加
時の血小板からの BDNF遊離反応 
 



すなわち、特定の個人にとって、血小板から
の BDNF 遊離をおこす作用が強い抗うつ薬と
弱い抗うつ薬があることが示され、このこと
が、個人の薬物有効性と関連するのではない
かと考えられた。そこで、既に特定の抗うつ
薬に対する治療反応性を認めた患者の血小
板を用いて同様の検討を行ったところ、薬物
治療反応性と血小板 BDNF 遊離反応が正の相
関を示す可能性が示唆された。この点の検討
のためには、対象者を増やした上での前方視
的な評価を行うことが望ましいと思われる。 
うつ病患者において、血清 BDNF 濃度が健

常者と比較して有意に減少していることが
報告されており、うつ病患者における血清
BDNF 濃度の低下には、血小板からの BDNF 放
出の減少が関与していることが考えられる。
また、うつ病患者において、抗うつ薬治療に
よる症状改善に伴って血中 BDNF 濃度が上昇
するとの報告もあるが、血小板からの BDNF
遊離を促進する抗うつ薬には個体により異
なるという本研究成果と考え合わせると、治
療に用いる抗うつ薬の選定にあたって事前
に血小板からの BDNF 遊離反応を検討するこ
とで、特定の個人にとって治療上より有効な
薬物を予測できる可能性がある。すなわち、
抗うつ薬刺激による末梢因子評価の活用に
よって、薬物治療反応性の予測に加え、より
適切な治療法の選択等、個別化治療への展開
を含んだ臨床応用へと結びつくことが期待
される知見が得られた。 
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