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研究成果の概要（和文）：大脳白質障害の病態解明と治療法の開発を目的として、エンドセリン局所注入による
ラット大脳白質モデルの手技を検証し最適化した。多角的に病態を評価し、ラクナ梗塞に近似した形態変化を示
すことが判明した。本動物実験モデルの応用モデルとして、ストレス負荷による表現型を解析した。本モデルラ
ットは、拘束ストレスを加えることにより、うつ様症状の一端を呈することが判明した。臨床現場にて仮説とさ
れた大脳白質病変とストレス脆弱性の関連性が示唆された。さらに本モデルラットを用いて、新たな治療法とし
て脳血管内皮細胞移植による白質障害の治療効果を検証した。MRIにより同一個体にて細胞移植による梗塞巣の
縮小効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：The model of rat white matter injury by stereotaxic injection of endothelin 
into internal capsule was evaluated and optimized in order to elucidate the pathophysiology of 
cerebral white matter disorders and develop therapeutic methods. After having evaluated the lesions 
comprehensively, we found morphological changes similar to lacunar infarct. Initially, we have 
applied restraint stress to the rat model for the induction of a psychological disorder 
corresponding to depression in this experimental animal. The rat model was found to present elements
 of “depressive” behavior, suggesting the association between cerebral white matter lesions and 
stress-vulnerability, a finding that may have clinical significance. Next, using this rat model, the
 therapeutic efficacy of brain microvascular endothelial cells (MVECs) transplantation for white 
matter disorders was examined in the same animals by MRI follow-up. We have confirmed the reduction 
of the lesion by the cell transplantation therapy.

研究分野： 脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
大脳白質障害は、脳梗塞をはじめとして、

脳腫瘍、外傷など脳外科的疾患と密接な関係
がある。また高齢化社会において喫緊課題で
あるアルツハイマー病や老人性痴呆症、多発
性硬化症などの変性疾患との関連も指摘さ
れている。さらに現代社会において、大脳白
質障害が、ストレス脆弱性を惹起するためう
つ病との関連も示唆されており、白質障害の
病態解明の重要性が認識されてきている。こ
れら種々の白質障害疾患に対応すべく、新た
な治療法の開発を目的として、白質障害にお
ける、局所的病態の解明と脳機能障害（運動
麻痺）評価と、その投射関連の大脳皮質細胞 
体（白質障害と関連する細胞体（灰白質））
への影響による脳機能障害（認知機能、うつ
症状など）の病態解明をおこない、細胞移植
による白質障害の機能を改善させる治療法
の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
大脳白質障害による脳機能障害の病態解明
とその治療法の開発を目的とする。細胞移植
による再生医療への可能性を探るための方
法論を確立するための動物モデルにおける
基礎研究を行う。 
 
(1) 大脳白質障害を再現できるラット選択的
白質障害モデルを作成する。(2) 局所的病態
の解明と脳機能障害（運動麻痺など）評価す
る。(3) その投射関連の大脳皮質細胞体（白
質障害と関連する細胞体：灰白質）への影響
による脳機能障害（認知機能、うつ症状など）
の病態解明をおこなう。(4)白質障害とそれに
関連する神経細胞体(皮質)の病態における脳
機能障害の表原型モデル（拘束ストレスによ
るうつ症状モデル）となりうるかどうか検証
する。 (5)白質障害に対する治療法の開発を
目的に細胞移植による病態改善と脳機能改
善の効果を評価する。 
 
３．研究の方法 
【Ⅰ】選択的白質梗塞（ラット白質脳梗塞）
モデル作成と局所および関連部位（神経細胞
体）における多角的病態評価 
 (A) 大脳白質障害における局所的な病態解
明 
(1) ラット内包障害モデルの作成:ラット大
脳白質(内包)へ定位的にエンドセリンを注
入し(血管収縮により)選択的な白質梗塞を
作成する。合併症を最小限にし、再現性を向
上させるための最適化を図る。  
(2) 組織･形態学的評価を行う。H&E 染色,  
免疫組織染色により軸索、髄鞘、オリゴデン
ドロサイト、アストロサイト、血管の障害、
浮腫について評価を行う。 
(3) 白質障害の神経解剖学的部位の同定と
体積評価を行う。 
 
【Ⅱ】大脳白質障害における脳機能障害の評

価  
(A) 行動(運動・感覚)を制御するシステムに

関して、皮質脊髄路が障害された場合の
運動機能評価を行う。 

(B) 情動反応や覚醒状態を調節するシステ
ム（大脳辺縁系、脳幹網様体賦活系などの高
次脳機能）に関して評価を行う。具体的には
白質障害に拘束ストレスを加えたうつ病モ
デルによる評価系を用いる。 
 
【Ⅲ】大脳白質障害に対する細胞移植による
治療法の開発  
 (A)脳血管内皮細胞を内包障害部位に移植
する。 
 初代培養系の脳血管内皮細胞移植による
実験を行う。移植細胞は、 GFP(green 
fluorescence protein)ラット大脳から微小
血管内皮細胞の分離をし、培養した細胞を用
いる（GFP 移植細胞はホスト脳においてその
細胞が明確に区別できる）。これらの細胞を
内包梗塞部位に定位的に移植して、経時的に
白質障害を評価する。移植による治療効果を
経時的に同一個体で追跡するために MR を用
いる。 
 (B) 白質障害治療効果の検証する再生の評
価をおこない細胞移植治療による効果を確
認する。移植細胞治療により白質（軸索およ
び髄鞘）再生および脳機能障害の改善を多角
的に評価する。 
 
４．研究成果 
【Ⅰ】選択的白質梗塞（ラット白質脳梗塞） 
(A) 大脳白質障害における局所的な病態解
明 
(1)  モデル動物作成手法の最適化 
 先行課題にてエンドセリンの局所注入によ
り内包に選択的に白質障害を作成すること
は判明していたが、その再現性と合併症には
課題があった。ある一定の確率で呼吸不全に
より致命的な合併症を呈した。 
 そこで再現性の向上と合併症の回避を目
的としてまず本モデルの最適化を行った。予
備実験にて侵入経路が側脳室を通過するこ
とがあり、この場合にエンドセリンが脳室へ
漏れ出ることにより呼吸不全等の合併症を
呈することが判明した。 
穿刺針の角度を変えることによりラット

の手術後 1週間の生存率は変化した。穿刺針
の角度が 20 度の時の生存率は 14%、25 度の
時は 43%、そして 30度の時は 100%であった。
死亡したラットは、全て術後 1時間以内であ
り、一度しっかりと覚醒したラットは 1週間
後まで生存した。結果を表に示す。角度を 30
度にて手術を行った時の生存率は、20 度の時
と比較して有意差を持って高かった （図１
論文 1 より）。 
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(2)  組織病理学的評価 
細胞体の形態学的変化や白質の髄鞘の変

化を観察するために Hematoxylin and eosin 
(HE) 染色、Kluver-Barrera (KB) 染色を施
行した。さらに軸索障害、炎症反応、グリア
瘢痕を評価するためにそれぞれ、アミロイド
前 駆 蛋 白  (Amyloid precursor protein; 
APP) 、ED1、グリア線維性酸性蛋白 (Glial 
fibrillary acidic protein; GFAP) の免疫
染色を行った結果を図 2（論文 1 より）に示
す。 
HE染色では、エンドセリン注入後3時間で、

損傷部の染色性が対側と比較して減弱し始
め、経時的に空胞化が顕在化した。軸索障害
を検出する APP 免疫染色では、エンドセリン
注入後 3時間（超急性期）で、神経軸索に免
疫反応陽性を認め、この所見は弱拡大でも検
知可能なほど顕著であった。それ以降の時間
帯における観察では、これらの免疫陽性の軸
索損傷部位は 3週間まで持続した。髄鞘を染
める KB 染色では、正常側白質である内包の
染色性がより明瞭である一方、エンドセリン
注入側では、損傷した髄鞘の染色性が経時的
に減弱し、ミエリンの空胞化もみられた。活
性化マイクログリアのマーカであるED1抗体
陽性細胞はエンドセリン注入直後の急性期
には見られなかったが、注入後 1 週間から 3
週間（亜急性期から慢性期）で組織障害部位
に集積し、2週間の時点で最も多く集積した。
さらにこの炎症細胞集簇部位においては、注
入後 2週の時点から、GFAP 免疫染色陽性細胞
が病変の周囲の領域に認められた。反応性の
グリア形成が確認できた。 
 

図 2 

 
(3) 白質病変の体積 

今回作製した病変は吻側から尾側に約 1.5mm
にわたっており、白質病変の体積は 1.83±
0.29 mm3（平均±標準偏差）であった。実際
の病変の広がりを図 3（論文 1 より）に示す。
限局した病変であることを確認した。 
 
図 3 

 
 
(4)大脳白質（軸索）おける関連（投射）部
位の神経細胞体（灰白質）での病態を解明す
る。 
エンドセリンによる障害部位（内包）に
Fluoro-Gold（FG）を注入して軸索を逆光さ
せて内包を通過する軸索のもとになる神経
細胞体を逆行性に標識した。 
 
大脳皮質、大脳基底核、扁桃体、視床、脳梁、
海馬、小脳のスライドを図 4（論文 1 より）
に示す。FG は障害された内包の同側の大脳皮
質（運動野など）、基底核や視床に広く分布
し、扁桃体や脳幹にも分布した。さらに対側
の小脳脚や脳幹神経核にも一部分布した。一
方、視床下部、海馬や嗅球には分布しなかっ
た。 
内包を通過する軸索（白質繊維）としては

皮質脊髄路だけでなく、大脳基底核への連絡
路としても内包が関与していることがわか
った。 
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【Ⅱ】大脳白質障害における脳機能障害の評
価 
 
(A) 皮質脊髄路が障害された場合の運動機
能評価を行う。 
神経学的評価として、ladder test により

運動機能を評価した。本実験では、大脳白質
病変を作製した群において、手術前と比較し
手術後1日の時点で病巣の対側下肢の運動機
能が低下する結果が得られた。この運動機能
の低下は手術後 3日の時点では改善した。 
本動物実験モデルの特徴として、内包の障

害だけでは手術後早期に運動機能の低下を
きたすが、その後は改善し明らかな左右差を
認めない、すなわち運動機能障害は一時的で
軽微なものであると言える。内包を中心とし
た白質病変では、感度の高い運動機能評価法
を用いない限り運動機能の障害は認められ
ない。 
 
(B) 情動反応や覚醒状態を調節するシステ
ム（大脳辺縁系、脳幹網様体賦活系など高次
脳機能に関して評価を行う。具体的には白質
障害に拘束ストレスを加えた。うつ病症状を
呈するかどうか評価した。 
 
 本実験において作製したラット大脳白質病
変モデルの特徴として、内包障害だけでは手
術後数日からは運動機能において明らかな
異常所見は認めない。しかし、組織学的には
大脳白質である内包において軸索と髄鞘が
明らかに障害されており、さらにその軸索が
障害された細胞体の存在は、前頭葉だけでな
く大脳基底に広く分布することが判明した。
以上の所見より、本ラットモデルは年齢的に
は高齢ではないが、病理組織所見、神経所見
からは、大脳白質病変を持つ中高年患者の一
病態（内在するストレス脆弱性：臨床からの
仮説）の疑似モデルとなりうるかどうかを検
証した。 
ストレス負荷にはいくつかの種類がある

が、今回我々は 1日 2時間の拘束ストレスを
選択した。ラクナ梗塞 2週後から 1日 2時間

13 日間の拘束ストレスを行う群と行わない
群を作成し、白質病変・ストレスの有無によ
り 4群に分けた。体重変化、行動試験、採血
により評価を行った。 
結果として最も顕著は症状として、対照群

と比較して体重増加が著しく鈍化している
ことが認められた。体重増加の鈍化をうつ症
状（食欲減退）の一つの指標とすると、結果
は明確である。4 群間で比較すると、拘束ス
トレスだけで体重増加が鈍化することが明
らかであり、かつ白質病変という器質的異常
が存在することによりさらにこの現象が顕
在化していた。体重増加の鈍化（おそらく食
欲減衰に起因すると推測される）という症状
でみるとうつ病症状の一側面を表している
可能性がある。さらにうつ病症状の評価バッ
テリーである強制水泳試験の結果では、白質
病変有り・拘束ストレス有りの群において、
白質病変無し・拘束ストレス無しの群と比較
すると、統計学的に有意差をもって無動時間
の延長が認められた。うつ病の動物実験にお
いて、体重変化と強制水泳無動時間はうつ状
態を示している指標として使われる。本実験
においてもこれらに変化を認め、大脳白質病
変と拘束ストレスにより、うつ状態の一面を
表していると考えた。 
 
【Ⅲ】大脳白質障害に対する細胞移植による
治療法の開発大脳白質障害に対する移植細
胞治療による治療法を開発する 
 
先行する科研費申請課題では、神経軸索の再
生を目的として、ラット選択的白質梗塞モデ
ルを用いて血管内皮細胞移植による治療効
果を検証した。血管内皮細胞（MVECs）移植
により、ラクナ梗塞後の炎症細胞の活性化が
抑制されること、さらにミエリンの再生が確
認され、これに伴い運動機能が改善すること
を病理組織学的に報告した（Puentes S, et al, 
Brain Res. 2012 21; 1469: 43-53）。これは、
研究手法の限界のために同一個体で治療効
果を示すことはできなかった。 
今回の科研費申請課題では、同一個体にお

ける脳梗塞巣の病変体積変化を解析するた
めに小動物用 MRI を用いた。ラクナ梗塞後 7
日目に MVECs を内包に移植した．コントロー
ルとしてウシ血清アルブミンを用いた．移植
直前と移植後７，２１日目に MRI を撮影し，
病変体積を計測し経時的体積変化を評価し
た（図 5 論文 6 より）。 
 
MVECs 移植群はコントロール群と比較し， 
MRI T2 高信号病変の体積の有意な縮小を認
めた。 
さらに、血管内皮細胞移植（MVECs）によ

る治療効果が、移植細胞からの分泌因子(エ
クソソーム)によりオリゴデンドロサイト前
駆細胞（OPCs）への生存・増殖調節によるこ
とを明らかにした  。細胞移植からの神経栄
養因子による大脳白質障害における軸索再



生の可能性を示した。 
図 5 
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