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緒言 

うつ病とは、様々な精神症状（抑うつ気分、興味・関心の減退、意欲・

気力の減退、思考力の低下など）、身体症状（睡眠障害、食欲変化、体重変

化など）が 2 週間以上にわたり継続して現れる病気であり、その生涯罹患率

は 10%を超えるとも言われ、決して珍しい病気ではない (Kessler et al., 2003)。
また、わが国の年間自殺者数は平成 10 年以降 12 年連続で 3 万人を超えてお

り、うつ病はその主因と考えられていることから、自殺予防対策としても、

うつ病治療は非常に重要である。 

現在、うつ病の治療はセロトニン (5-hydroxytryptamine, 5-HT) やノルア

ドレナリン (noradrenaline, NA) といったモノアミンを増加させる薬剤によ

る薬物療法が中心となっており、選択的 5-HT 再取り込み阻害薬 (selective 
serotonin reuptake inhibitor, SSRI)、5-HT/NA 再取り込み阻害薬などの抗うつ

薬が頻用されている。これら抗うつ薬は投与してから数時間以内に脳内の細

胞外モノアミン濃度を増加させることが動物実験で示されているが (Fuller, 
1994; Kreiss and Lucki, 1995; Sacchetti et al., 1999) 、臨床での治療効果発現ま

でには数週間の慢性投与が必要となる (Blier et al., 1994)。これまでに、この

抗うつ薬の作用発現時間の乖離を説明するために、抗うつ薬を動物に慢性投

与することによって認められる現象から様々な検討がなされてきた。古くは

脳内の 5-HT2A 受容体、β受容体の受容体数減少仮説があるが、比較的新しい

抗うつ薬である SSRI の慢性投与では上記受容体数の減少は認められなかっ

た (Moresco et al., 2000; Pälvimäki et al., 1994)。その後、抗うつ薬の慢性投与

により、受容体の細胞内情報伝達系である cAMP 量が増加することや、そ

の下流の転写因子である cAMP response element binding protein (CREB) が活

性化されること(Thome et al., 2000)、また脳由来神経栄養因子 (brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF)、血管内皮細胞増殖因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) などのたんぱく質が発現誘導されることが報告されて

いる (Warner-Schmidt and Duman, 2006)。また、cAMP を増加させる

phosphodiesterase 4 阻害剤である rolipram あるいは BDNF、VEGF を動物に

投与することにより抗うつ薬様作用が報告されていることから (Shiralyama 
et al., 2002; Warner-Schmidt and Duman, 2007; Zhang et al., 2002)、cAMP の増

加から始まる一連の現象が抗うつ作用発現に関与する可能性が示唆されて

いる。しかしながら、これらの現象により、脳内でどのような変化が起きて、

うつ病の治療効果発現に結びついているのか未だ充分に説明がなされてい

ない。 

そうした中、抗うつ薬の作用メカニズムの新しい仮説として海馬神経新
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生促進仮説が提唱され (Dranovsky and Hen, 2006; Duman et al., 2001; 
Warner-Schmidt and Duman, 2006)、注目を集めている。これまでは、神経細

胞は胎生期、幼若期において新生され、成熟期には新たに生じないという考

え方が主流であった。しかし近年、海馬歯状回などの特定の脳領域において

は、成熟期においても神経幹・前駆細胞が存在し、それらが増殖、分化する

ことにより神経細胞が新生されることが明らかにされている (Gage et al., 
2000)。この海馬歯状回の神経幹・前駆細胞は、ラット・サルといった動物

だけでなくヒトにおいても存在が確認されている (Eriksson et al., 1998)。 

ストレスはうつ病発症の危険因子と考えられているが (Gold et al., 2002)、
物理的・精神的ストレスを負荷することによって海馬歯状回の神経幹・前駆

細胞の増殖は抑制される (Gould et al., 1997; Pham et al., 2003)。逆に、臨床

における抗うつ薬によるうつ病の症状改善の時間経過と類似して、SSRI な
どの種々の抗うつ薬を動物に慢性投与すると海馬歯状回の神経幹・前駆細胞

の増殖が促進される (Airan et al., 2007; Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 
2003)。さらには放射線照射などによって海馬神経新生を阻害した動物を用

いると抗うつ薬による抗うつ様作用が消失することなどが報告されている

ことから (Airan et al., 2007; Santarelli et al., 2003)、抗うつ薬の治療メカニズ

ムに成体における海馬神経新生促進作用が関与していることが示唆されて

いる。 

抗うつ薬が海馬神経新生を増やすメカニズムについては、これまで充分

には明らかになっていない。抗うつ薬は海馬においても細胞外 NA や 5-HT
濃度を増やす (Kreiss and Lucki, 1995; Sacchetti et al., 1999)。また、NA 神経、

5-HT 神経を破壊すると海馬における神経幹・前駆細胞の数が減少する 
(Brezun and Daszuta 1999; Kulkarni et al., 2002)、すなわち NA、5-HT が海馬

神経新生を促進する方向で制御していることから抗うつ薬はモノアミン増

加を介して海馬神経新生を増加させていることが考えられている。抗うつ薬

の慢性投与により海馬で CREB のリン酸化が増えるが、この CREB リン酸

化は海馬神経幹・前駆細胞では認められず、周辺の成熟細胞において確認さ

れている (Nakagawa et al., 2002)。さらには CREB 結合サイトをプロモータ

ー領域に含む VEGF や BDNF といったたんぱく質が海馬で二次的に発現誘

導され、VEGF は神経幹・前駆細胞の増殖作用に、BDNF は神経幹・前駆細

胞の神経への分化や生存に影響を与えるとされている (Warner-Schmidt and 
Duman, 2006)。以上のことから、現在、図 1 に示すような成熟細胞の細胞内

情報伝達経路の活性化を中心としたメカニズムが推定されている。 

一方で、神経幹・前駆細胞に対して抗うつ薬、モノアミンが直接的にど
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のような作用を及ぼすかについてはほとんど明らかになっていない。その要

因の一つとして、成体由来の特に海馬歯状回の神経幹・前駆細胞の培養が難

しいことが挙げられる。実際、成体海馬歯状回由来の神経幹・前駆細胞の培

養についての論文報告は数少なく (Babu et al., 2007)、その方法が充分に確

立されているとは言い難い。そうした中、我々は成体ラット海馬歯状回由来

の神経前駆細胞 (Adult rat Dentate gyrus-derived neural Precursor cell, ADP) 
の培養系を確立することに成功した (Boku et al., 2009)。 

抗うつ薬、モノアミンの神経幹・前駆細胞に対する直接作用を検討する

ことは、抗うつ薬の海馬神経新生促進作用のメカニズム解明につながる可能

性があり、また新たな抗うつ薬創製の糸口になることが期待される。そこで

本研究では、4 種の抗うつ薬（5-HT 再取り込み阻害薬 fluoxetine、三環系抗

うつ薬 imipramine、NA 再取り込み阻害薬 reboxetine、モノアミン酸化酵素

阻害薬 tranylcypromine)及び NA、5-HT が ADP の増殖、分化、アポトーシス

に及ぼす影響について検討した。その結果、抗うつ薬、5-HT は ADP の増殖、

分化、アポトーシスのいずれに対しても影響を及ぼさなかった。一方、NA
は ADP の分化、アポトーシスには影響を及ぼさなかったが、ADP の増殖を

促進することが明らかとなった。また、この NA の ADP 増殖促進作用は β2 

アドレナリンレセプター (Adrenergic Receptor, AR) 刺激を介していること

を見出すことができた。 

海馬歯状回における神経幹・前駆細胞は、形態、特異的マーカーの発現、

増殖能などの特徴から現在 4 つのステージに分類されているが 
(Kempermann et al., 2004)、ADP はその特徴から type-2a cell に近い early 
progenitor cell に相当すると考えられた(Boku et al., 2009)。従って、抗うつ

薬は、脳内 NA 濃度を増加させ、海馬歯状回の early progenitor cells 上の β2-AR
を刺激して early progenitor cells を増殖促進させることによって海馬神経新

生を促進させている可能性が示唆された。 
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図 1．抗うつ薬による海馬神経新生促進作用の推定されているメカニズム 

海馬歯状回では、神経幹・前駆細胞が増殖、分化することにより神経細

胞が新生される。これまでに、抗うつ薬はモノアミン (NA, 5-HT) を増加さ

せ、成熟細胞の細胞内情報伝達経路を活性化し、二次的に蛋白質 (BDNF, 
VEGF)を発現誘導することにより神経新生を促進することが推定されてい

る。一方で、抗うつ薬やモノアミンの神経幹・前駆細胞に対する直接的な作

用は明らかとなっていない。AC：アデニル酸シクラーゼ、PKA：プロテイ

ンキナーゼ A、CAMK：カルモジュリンキナーゼ 
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略語表 

本文中および図中に使用した略語は以下のとおりである。 

 

ADP  adult rat dentate gyrus-derived neural precursor cell 

AR  adrenergic receptor 

BDNF  brain-derived neurotrophic factor  

bFGF  basic fibroblast growth factor 

BrdU  5-bromo-2-deoxyuridine  

CREB  cAMP response element binding protein  

DCX  doublecortin 

FBS  fetal bovine serum  

GFAP glial fibrillary acidic protein 

HBSS  hanks balanced salt solution  

5-HT   5-hydroxytryptamine  

5-HTR 5-HT receptor 

NA  noradrenaline  

PBS phosphate-buffered saline  

PS  penicillin-streptomycin 

SOX2 sex determining region Y-box 2 

SSRI  selective serotonin reuptake inhibitor  

Tuj-1 βIII-tubulin  

VEGF vascular endothelial growth factor 
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実験方法 

1．薬物 

Serotonin creatinine sulfate complex、fluoxetine hydrochloride、imipramine 
hydrochloride、reboxetine mesylate hydrate、tranylcypromine hydrochloride、
phentolamine hydrochloride、prazosin hydrochloride、yohimbine hydrochloride、  
(±)-propranolol hydrochloride、timolol maleate salt、 (-)-isoproterenol 
hydrochloride、xamoterol hemifumarate salt はいずれも Sigma-Aldrich Corp. 
(St. Louis, MO) から購入した。Salmeterol、CGP20712A dihydrochloride、
ICI-118551 hydrochloride は Tocris Bioscience (Bristol, UK) から購入し、

L-noradrenaline は東京化成工業 (Tokyo, Japan) から購入した。 

2．薬物濃度 

抗うつ薬のモノアミントランスポーターに対する結合親和性は 0.01 μM
程度であるが (Wong et al., 2000)、臨床における抗うつ薬の有効血中濃度は

約 1 μM であることが示されている (DeVane, 1999; Kelly et al., 1989)。また、 
fluoxetine など一部の抗うつ薬では、脳内における薬剤濃度は血中濃度の 10
倍ほど高いことが報告されている (Karson et al., 1993; Strauss et al., 1997)。
従って、今回抗うつ薬の濃度は 0.01 – 10 μM を用いることにした。 

正常動物の海馬細胞外液中における NA、5-HT 濃度はそれぞれ約 10 nM、 
0.3 nM であることがマイクロダイアリシス実験により報告されているが 
(Abercrombie et al., 1988; Mokler et al., 2007)、脳海馬スライスを用いた電気

生理学実験においては NA、5-HT ともにマイクロモーラーオーダーの濃度

を用いて研究されている (Krause and Jia, 2005; Muller et al., 1981)。つまりシ

ナプス間隙中のモノアミン濃度は、細胞外液中の濃度に比べ高いことが考え

られる。そこでモノアミン濃度は 0.01 – 10 μM を用いることとした。 

3. 組織培養 

雄性 SD ラット 8 匹（8 - 10 週齢、日本エスエルシー）をネンブタール麻

酔下で断頭し、脳を摘出した。氷冷下にて、小脳を取り除いた前脳を脳スラ

イスチャンバー（室町機械、東京）にセットし剃刀で約 1 mm 厚の冠状スラ

イス切片を作製し、実体顕微鏡下、冠状脳切片より海馬歯状回のみを限局し

て（図 2 の赤枠内）慎重に切り出した。 
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図 2 ラット海馬の明視野写真  (Scale bar : 500 μm) 枠内の歯状回を

顕微鏡下で切り出した。 

切り出した歯状回片を氷冷 1% penicillin-streptomycin (PS；Invitrogen Corp., 
Carlsbad, CA) 含有 Hanks balanced salt solution (HBSS；Sigma-Aldrich Corp.) 
に 8 匹分プールし、氷冷下のシャーレ上にてメスで十分に細切した。細切し

た組織を 2.5 U/ml Papain (Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ)、1 
U/ml Dispase II (F. Hoffman La Roche Ltd., Indianapolis, IN)、250 U/ml 
Deoxyribonuclease I (Worthington) からなる 40 ml PPD 溶液にて 37℃、30 分

間インキュベート（酵素処理）することによって細胞を単離した。その後、

室温で 500g x 5 分間遠心、上清を除去し、氷冷 10% fetal bovine serum (FBS; 
Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) 含有 DMEM/F12 (Sigma-Aldrich Corp.) 培地で

再懸濁後、70 μm ストレイナーを用いてろ過した。ろ液を室温で 500g x 5 分

間遠心、上清を除去した後、DMEM/F12/10%FBS による wash 操作を 2 回行

った。10 ml の DMEM/F12/10% FBS で再懸濁した液に同量の 100％等張

Percoll 溶液 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) を加え、室温で 20,000g x 30
分間遠心し、目的各分（図 3 の③層）（約 4 ml）を採取した（図 3 参照）。 

その後 15 ml の DMEM/F12/10%FBS を加え懸濁し、室温で 1,000g x 5 分間

遠心した。上清除去後、DMEM/F12/10%FBS (10 ml) で wash し、最終的に

DMEM/F12/10%FBS/PS (0.25 ml) に懸濁し、uncoated-plastic 48well plate（旭

テクノグラス）の 1well に播種し、CO2 インキュベーター (37℃、5%CO2) で
培養した。翌日、培地を無血清条件の増殖培地である B27 supplement minus 
vitamin A (Invitrogen Corp.)/2 mM L-Glutamine (Invitrogen Corp.)/1% PS/20 
ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF; Invitrogen Corp.) 含有 Neurobasal  
(Invitrogen Corp.) 培地に置換した。2 - 3 日後に、細胞を trypsin（ナカライ）

処理により剥離、phosphate-buffered saline (PBS；Sigma-Aldrich Corp.) で wash
後、上記無血清条件下の増殖培地で再懸濁し、poly L-ornithine (Invitrogen 
Corp.)- laminin (Invitrogen Corp.) でコーティング処理した plastic 48 well 
plate の 1 well に再播種した。その後 2 - 3 日に１度の割合で、半分量の培地

9 
 



を新鮮増殖培地に置換（残りの半分量の培地は conditioned medium として使

用）した。80 - 90% confluent になった時点で、poly L-ornithine-laminin でコ

ーティング処理した 24 well plate の 1well に再播種した。その後同様にコー

ティング処理した 12 well plate の 1 well、35 mm dish、60 mm dish、100 mm dish
（いずれも旭テクノグラス）に段階的に細胞播種面積を拡大した。その後は、

コーティング処理した 100 mm dish を用いて細胞継代を実施した。細胞は、

光学顕微鏡 (IX-70; Olympus) を用い観察を行い、画像はデジタルカメラ 
(DP12; Olympus) を用いて記録した。なお、動物の取り扱いは北海道大学医

学部「動物実験に関する指針」に基づき行った。 

 

細胞の単離の際の密度勾配法における採取画分

の予備検討結果 

赤血球層

3 cc

Debris 層

3 cc

5 cc

4 cc

5 cc

①

③

②

【①層】ADP とは異なる小さく丸い米粒状の

細胞が多い。 

【②層】①層、③層の混在。 

【③層】ADP と考えられる細胞が多く存在。 

以上の結果から③層を用いることに決定。 

 

 

 

 

 

図 3 Percoll 溶液を用いた密度勾配の模式図 
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4．免疫染色 

細胞を poly L-ornithine-laminin コーティング処理した 8 well ガラスチャン

バースライド (Lab-Tek II; Nalge Nunc International, Naperville, IL) に、1- 
2×104 cells/well の割合で、増殖培地を用いて播種。翌日、培地を除去後、4% 

Paraformaldehyde/PBS（和光純薬）を添加し、10 分間室温でインキュベート

して細胞を固定した。PBS で wash をした後、3% goat or rabbit serum (Vector 
Laboratories Inc., Burlingame, CA)/0.2% Triton X-100 /PBS で 15 分間室温イン

キュベートして blocking、透過処理を行った。3% goat or rabbit serum/PBS で

希釈した 1 次抗体液（表 1）を用いて 4℃で一晩インキュベートした。PBS
で wash した後、PBS で希釈した 2 次抗体液（表 2）で 1 時間室温インキュ

ベートした。PBS で wash した後, スライドは DAPI 入りの Vectashield  
(Vector Laboratories Inc.) で封入した。倒立蛍光顕微鏡 (IX-71; Olympus) を
用い可視化し、染色画像は CCD カメラ (DP30; Olympus) を用いて記録した。 

細胞の分化能を調べる実験においては、細胞播種翌日に培地を分化誘導

培地に置換した。分化誘導培地は、bFGF フリーの 1 μM all-trans retinoic acid  
(Sigma-Aldrich Corp.)/0.5% FBS (Invitrogen Corp.) 含有増殖培地を用いた。細

胞は分化誘導培地にて 7 日間培養した。その後、上記記載の方法で免疫染色

を行った。 

5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) 染色においては、細胞播種翌日に 10 μM 
BrdU (Sigma-Aldrich Corp.) を添加し細胞に取り込ませ、翌日に免疫染色を

行った。培地を除去後、細胞を 4% paraformaldehyde/PBS で 10 分間室温処置

し、PBS で wash をした後、2N HCl で 30 分間室温処置した。PBS による

wash 操作の後、1% H2O2/PBS で 5 分間室温処置した。その後、3% horse 
serum/0.2% Triton X-100 /PBS で 15 分間室温処置して blocking、透過処理を

行った。3% horse serum/PBS で希釈した mouse anti-BrdU 抗体を用いて一晩

4℃でインキュベートした。その後、biotin 標識 horse 抗 mouse IgG 抗体で 1
時間室温処置、PBS での wash 後、Abidin Biotin peroxidase complex (Vector 
Laboratories Inc.) で 1 時間室温処置した。PBS での wash 後、DAB 基質溶液 
(Vector Laboratories Inc.) を加え、発色させた。 
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以下に使用抗体の一覧を記載する。 

表 1. 1 次抗体一覧 

免疫主 抗原 使用濃度 メーカー 

mouse Nestin 1/2000 
BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ 

mouse βIII-tubulin  (Tuj-1) 1/5000 Covance Inc., Princeton, NJ 

mouse O4 1/2000 
Chemicon International Inc., 

Temecula, CA 

mouse BrdU 1/50 Becton Dickinson & Co 

rabbit 
glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) 

1/2000 
Dako, Glostrup, Denmark 

rabbit 
sex determining 
region Y-box 2  
(SOX2) 

1/2000 
Chemicon 

rabbit Prox1 1/2000 Chemicon 

guinea pig GFAP 1/400 
北海道大学大学院医学研

究科渡辺雅彦先生より供

与いただいた 

goat 
Doublecortin  
(DCX) 

1/100 
Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Santa Cruz, CA 

表 2. 2 次抗体一覧 

免疫主 標識 抗原 使用濃度 メーカー 

goat Cy3 mouse IgG 1/200 
Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc., West 

Grove, PA 

goat FITC rabbit IgG 1/100 Jackson ImmunoResearch 

goat Cy5 
guinea pig 
IgG 

1/50 
Jackson ImmunoResearch 

rabbit Cy3 goat IgG 1/200 Jackson ImmunoResearch 

horse Biotin mouse IgG 1/200 Vector Laboratories Inc. 

 

12 
 



5. 細胞数測定 

生細胞数は、簡便で非 RI アッセイである Alamar Blue assay 法にて定量し

た。Alamar Blue (Biosource International Inc., Camarillo, CA) は、MTT 同様の

酸化還元指示薬であり、代謝活性のある細胞によって還元されることから生

細胞数の評価に用いられており、MTT に比べ毒性が弱いとされている。 

poly L-ornithine-laminin コーティング処理した 96 well プレートに増殖培

地を用いて 5000 cells/well (100 μl/well) で播種した。翌日、薬剤処理を行っ

た。薬剤は PBS または DMSO にて溶解し、最終の PBS または DMSO 濃度

は増殖培地を用いて 0.5%となるように添加した。3 日間薬剤存在下で細胞

を培養した後、10 μl/well の割合で Alamar Blue を添加した。3 時間後にマル

チスペクトロマイクロプレートリーダー (Varioskan Flash; Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA) を用いて 570 nm、600 nm の 2 波長の吸光度を

測定した。Alamar Blue 還元率は、使用説明書の公式に従って算出した。NA
の作用に対する拮抗試験は、10 μM の NA 存在下、非存在下で各アンタゴニ

ストを用いて試験を実施した。 

予備検討により、ADP 細胞数と Alamar Blue の還元率が相関することは確

認した（図 4）。 
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図 4：細胞数と Alamar Blue の還元率の相関  

細胞は 96 well プレートに播種し、翌日に Alamar Blue assay を実施した。

Alamar Blue 添加 3 時間後に吸光度を測定した。 
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6. 細胞の DNA 合成測定 

DNA 合成の評価は、細胞周期の S 期に取り込まれるチミジンアナログで

ある BrdU の取込みを指標に、市販の ELISA kit (Cell proliferation ELISA, 
BrdU; Roche) を用いて行った。Alamar Blue assay の時と同様に細胞播種、

薬剤添加、3 日間培養後に細胞に BrdU を添加し、37℃で 2 時間インキュベ

ートした後、BrdU 取り込みを ELISA で測定した。 

7. レチノイン酸による ADP 分化に対する薬剤評価 

poly L-ornithine-laminin コーティング処理した 8 well ガラスチャンバース

ライドに、細胞を 2×104 cells/well の割合で、増殖培地を用いて播種。翌日

に培地を分化誘導培地（bFGF フリーの 1 μM all-trans retinoic acid /0.5% FBS
含有増殖培地）に置換すると共に薬剤を添加した。薬剤は PBS または DMSO
にて溶解し、最終の PBS または DMSO 濃度は増殖培地を用いて 0.5%とな

るようにした。7 日間培養した翌日にニューロンのマーカー (Tuj1)、アスト

ロサイトのマーカー(GFAP)を二重免疫染色した。各マーカー陽性細胞数を

カウントし、総細胞数（DAPI（核染色）陽性細胞数）に対する陽性率を算

出した。1 well の陽性率は 3 視野（30 – 50 cells/視野）の平均を用い、各薬

剤処理における数値は 3 回分（3 well 分）の値を平均することによって求め

た。           

8. スタウロスポリンによる ADP アポトーシス誘導試験 

分化誘導の試験と同様に細胞播種。翌日に 300 nM staurosporine 含有の増

殖培地に置換すると共に薬剤を添加し、3 日間培養した。アポトーシス誘導

された細胞は Dead End Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, WI) 
を用いて、TUNEL 染色によって検出した。TUNEL 陽性細胞数をカウントし、

総細胞数（DAPI（核染色）陽性細胞数）に対する陽性率を算出した。1 well
の陽性率は 4 視野（15 – 30 cells/視野）の平均を用い、各薬剤処理における

数値は 4 回分（4 well 分）の値を平均することによって求めた。           

9.  ADP lysate 及び培養上清中の 5-HT、NA 測定 

細胞は Alamar Blue assay の時と同様の手順で 1 - 3 日間培養した。各日に

おいて培養上清を採取し、等量の 0.2 M 過塩素酸を添加し混和した。培養細

胞は 0.1 M 過塩素酸を添加し回収した。各サンプルは 12,000g x 4℃で 30 分

間遠心した。上清中のモノアミンは、HPLC を用いて測定した。NA 測定は、

EP-300 liquid chromatograph pump (Eicom)、DG-300 degasser (Eicom)、reversed 
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phase ODS column Eicompak CA-5ODS 150 2.1 mm (Eicom)、ECD-300 
electrochemical detector (Eicom)、CTC-100 column oven (Eicom)、PowerChrom 
(AD Instruments, Sydney, Australia) で構成される HPLC システムを使用し、

移動相は 5% (v/v) methanol、50 mg/l Na2EDTA、500 mg/l L-octanesulfonate 含
有の 0.1 M phosphate buffer (pH 6.0) を用い、流速 0.23 ml/min で実施した。

5-HT 測定は、NA 測定とほぼ同様であるが、reverse phase ODS column を

Eicompak PP-ODS 30 4.6 mm (Eicom) に、移動相を 1% (v/v) methanol, 50 mg/l 
Na2EDTA、500 mg/l sodium L-decanesulfonate 含有の 0.1 M phosphate buffer 
(pH 6.0) に変えて、流速は 0.5 ml/min で実施した。 

10.  RNA 単離および reverse transcription polymerase chain reaction  
(RT-PCR) 

poly L-ornithine-laminin コーティング処理した 35 mm dish に増殖培地を用

いて 100,000 cells/dish で播種した。翌日、RNeasy extraction kit (Qiagen Inc., 
Hilden, Germany) を用いて total RNA を単離した。260 nm の吸光度を測定す

ることにより核酸量を定量した。Total RNAを Quantitect Reverse Transcription 
Kit (Qiagen Inc.)を用いて、cDNA に逆転写した。cDNA、SYBR GreenER qPCR 
SuperMix for ABI Prism (Invitrogen Corp.)、各プライマー（表 3 参照）を下記

に示す組成で 96 well plate (MicroAmp optical 96well- Reaction Plate; Applied 
Biosystems, Foster City, CA) に添加した。 

cDNA  1 μL 

10 μM primer Forward (final 200nM)  0.5 μL 

10 μM primer Reverse (final 200nM)  0.5 μL 

dH2O  10.5 μL 

2 x Syber mix  12.5 μL 

total  25 μL 

 

PCR は sequence detection system (ABI Prism 7000; Applied Biosystems) を
用いて実施した。PCR プロトコルは、50℃：2 分、 95℃：10 分、その後 40 
cycles（95℃：15 秒、 60℃：1 分）で行った。PCR 反応産物は 6 x loading buffer 
(Takara) と混和し、エチジウムブロマイド入りの 3%アガロースゲルに添加

し、Mupid-a (Advance)を用いて 100 V で 30 – 40 分間、電気泳動した。電気

泳動ゲルの写真はイメージ解析装置 (Kodak 1D; Eastman Kodak Company, 
Rochester, NY) を用いて取得した。 
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表 3.  RT-PCR に用いたプライマー配列一覧 

Primers  Sequences 
Products 
size (bp)

GAPDH forward  5’-AACTTTGGCATTGTGGAAGGG-3’ 260 

  reverse  5’-TCATCATACTTGGCAGGTTTCTCC-3’   

α1A-AR forward  5’-ACCATCTCCCTCGGTGAAA-3’ 67 

  reverse  5’-TTCTCCCTTTTCCTGTGACC-3’   

α1B-AR forward  5’-CTGGGCCACTCTTCACCTT-3’ 71 

  reverse  5’-GTTGCTGGTGTCGCCTTC-3’   

α1D-AR forward  5’-TCTTCTTCGTCCTGCCTCTG-3’ 109 

  reverse  5’-AGCGGGTTCACACAGCTATT-3’   

α2A-AR forward  5’-CAGCCCCTAGCACTCTGAAA-3’ 65 

  reverse  5’-AGTCCCCTCCAAACTGGGTA-3’   

α2B-AR forward  5’-CTGATCATCCTGCCTTCACC-3’ 61 

  reverse  5’-CCAGGTATGGTAGGGATTGTTG-3’   

α2C-AR forward  5’-GGACTTCAGGGTACAGTGTGG-3’ 64 

  reverse  5’-CAGAGGCCCAGTTGTCTCTC-3’   

β1-AR forward  5’-GGATCGCCTCTTCGTCTTCT-3’ 69 

  reverse  5’-CAGTAGATGATGGGGTTGAAGG-3’   

β2-AR forward  5’-CCTCACTGGTCAAGTATTAAGGATAA-3’ 92 

  reverse  5’-TCCAAGGGTACAGGAAGAAAAC-3’   

β3-AR forward  5’-TGTCTCCAGGTTCTGTGTTCC-3’ 61 

  reverse  5’-GGGTTTCCTGCTTTCCAAC-3’   

5-HT1AR forward  5’-GGGCAACTCCAAAGAGCA-3’ 62 

  reverse  5’-CGGGGGCATAGGAGTTAGAT-3’   

5-HT2AR forward  5’-TGATGTCACTTGCCATAGCTG-3’ 111 

  reverse  5’-TCGCACAGAGCTTGCTAGG-3’   

5-HT2BR forward  5’-TCAACTGATGAGACACTGATGAGA-3’ 64 

  reverse  5’-AAATGGTCTGGGCTGGTTTT-3’   

5-HT2CR forward  5’-ATCATGTGGTGCCCGTTT-3’ 61 

  reverse  5’-TACAGGCCTTCCCACAAAGA-3’   

SERT forward  5’-TAATCACGCTGGGATTGGAC-3’ 113 

  reverse  5’-GATGAGCACGAACCATTCC-3’   

16 
 



NAT forward  5’-CCCAGAGAGACGTGAGACAGT-3’ 87 

  reverse  5’-ACATTGGCACGTGGGTTC-3’   

 

11. データ解析 

グラフの結果は全て平均値±平均値の標準誤差で示した。統計解析は、

濃度反応実験においては one-way ANOVA で分散分析を行った後、Dunnett’s 
post hoc test で多重比較を実施した。薬物拮抗実験においては Student’s t-test
で解析した。解析には SAS for Windows, Version 5.1.2600 (SAS Institute Inc.) 
を用いた。P<0.01 をもって、統計学的有意差ありと判定した。 
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実験結果 

1. 成体ラット海馬歯状回由来の神経前駆細胞 (Adult rat Dentate 
gyrus-derived neural Precursor cell、ADP) の培養系の確立 

成体海馬歯状回の神経幹・前駆細胞に対する抗うつ薬、モノアミンの直

接作用を検討するため、まず成体ラット海馬歯状回由来の神経幹・前駆細胞

の培養系の確立を行った。 

用いた培養法の特徴は、①胎生期や幼若期でなく成熟期（8 週齢）のラッ

ト脳を使用したこと、②海馬全体ではなく歯状回に限局した組織を使用した

こと、③神経幹・前駆細胞の培養方法として monolayer 法を用いたことが挙

げられる。これまでにも成体ラット海馬由来の神経幹・前駆細胞の培養系の

報告はされている (Palmer et al., 1999) が、海馬全体を用いると神経幹・前

駆細胞が存在するもうひとつの脳領域である側脳室下帯由来の神経幹・前駆

細胞がコンタミする可能性が報告されていること (Seaberg and van der Kooy, 
2002) から、海馬歯状回のみを限局して組織を使用した。また、神経幹・前

駆細胞の培養法としては、大きく neurosphere 法と monolayer 法があるが、

neurosphere 法による培養であると細胞を大量調製しやすいというメリット

はあるが、sphere 内部の細胞の形態を顕微鏡観察では確認できない上に

sphere の内部の細胞には分化した細胞が多く含まれることや薬剤処置した

場合に sphere 内部まで薬剤が浸透しにくい可能性があるという報告がある 
(kempermann, 2006)。そこで、できるだけ homogeneous な細胞群を獲得する

ために、顕微鏡観察で細胞の形態、状態を確認しやすい monolayer 法を選択

した。 

1－1）細胞の取得  

先行研究（成体ラット海馬由来の神経幹・前駆細胞）の培養方法 (Palmer 
et al., 1999) を参考に、Percoll を用いた密度勾配法における採取画分の検討

や細胞維持における細胞播種密度に工夫を加えることにより、比較的

homogeneous な細胞群を得ることができた。細胞は、培養開始後 30 日から

50 日程度で 100 mm dish で培養できるまでに増殖した。 

1－2）細胞の特徴づけ 

神経幹・前駆細胞の特徴としては「① Nestin, SOX2 といった特異的抗原

マーカーが発現していること②自己増殖能を有すること③ニューロンやグ

リア細胞への分化能を有すること」という３つが挙げられる (kempermann, 
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2006)。そこで得られた細胞がこれら神経幹・前駆細胞の特徴を有するかど

うかについて検討した。 

1－2）A 細胞の形態 

図 5 に示すように、細胞の形態はフラットで短い突起を有する dark phase
の細胞であることが確認された。 

  Scale Bar = 45 μm

図 5. 培養開始してから 40 日後の ADP の明視野写真 

 

1－2）B 特異的マーカー発現の検討 

神経幹・前駆細胞のマーカーである Nestin の発現を蛍光免疫染色で検出

したところ、図 6 に示すように 90％以上の細胞が Nestin 陽性であることが

確認された。 

 Nestin DAPI  Scale Bar = 70 μm

図 6. 神経幹・前駆細胞のマーカーNestin（赤）、核染色 DAPI（青）の蛍光

二重染色像  

次に他の神経幹・前駆細胞のマーカーである SOX2, GFAP の発現につい

て検討した。細胞のフィラメント部分に Nestin, GFAP の存在が確認され、

転写因子である SOX2 は細胞の核内に確認できた（図 7- A, B, C）。GFAP の
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発色の強度は比較的弱いものであった。また三重染色画像を merge すること

により、Nestin 陽性細胞は SOX2, GFAP の両マーカーに対しても陽性である

ことが確認された（図 7D）。一方、immature neuron マーカーの DCX、Prox1
は陰性であった。また、Nestin、SOX2 の陽性率は実験期間中、常に 90%程

度であり homogeneous な細胞群であることも確認された。 

 

Nestin

A

SOX2

B

GFAP

C

Merged

D

 

Scale Bar = 20 μM 

図 7. 3 つの神経幹・前駆細胞のマーカーNestin（赤：A）、SOX2（緑：B）、

GFAP（青：C）それぞれの染色像および蛍光三重染色像（D） 
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1－2）C 増殖能についての検討 

細胞周期の S 期に取り込まれるチミジンアナログで増殖細胞のマーカー

となる BrdU を細胞に取り込ませた後、BrdU を酵素抗体法、DAB 発色によ

り検出した。核が茶褐色で示される BrdU 陽性細胞が多数あること（図 8）
から分裂能を有することが確認された。 

 Scale Bar = 50 μM

図 8. 増殖能のマーカーBrdU の DAB 発色（茶褐色）像 

 

一方で、この細胞は継代を約 15-20 代程度繰り返すと細胞が小さく丸くな

るといった形態変化を起こし Nestin 陰性の細胞が現れるとともに、増殖能

は低下し、その後増殖能は消失することが確認された。従って、この細胞の

増殖能は無限ではなかった。このような特徴の変化をきたすことから、以下

で述べる実験においては、特徴が安定した状態の継代数 7-13 代の細胞を形

態と Nestin の発現をチェックしてから使用することにした。 
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1－2）D 多分化能についての検討 

分化誘導因子として知られている retinoic acid (1 μM)と FBS (0.5%)を FGF
非存在下で 7 日間培養し、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサ

イトの各マーカーを蛍光免疫染色にて検出した。その結果ニューロンのマー

カーである Tuj1 陽性細胞、アストロサイトのマーカーである GFAP 陽性細

胞が検出された。GFAP の発色は、分化前にも弱いながら認められていたが、

分化誘導後の GFAP 陽性細胞の発色は強いものであり、またその形態も分化

前と明らかに異なり成熟グリア特有の形態を示していた（図 9A）。Tuj-1 陽

性ニューロン、GFAP 陽性アストロサイトは、それぞれ総細胞数中の約 40%, 
約 30%の割合であった。さらに、数は非常に少ないがオリゴデンドロサイ

トのマーカーである O4 陽性細胞も検出された（図 9B）。以上のことから

ADP がニューロン、グリアへの分化能を有することが確認された。 

 

 

A

Tuj1 GFAP DAPI O4 DAPI

B

 
Scale Bar = 100 μM Scale Bar = 60 μM 

図 9.（A）ニューロンのマーカーTuj-1（赤）とアストロサイトのマーカー

の GFAP（緑）の蛍光二重染色像。（B）オリゴデンドロサイトのマーカー

O4（赤）及び核染色 DAPI（青）蛍光二重染色像。 
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2．抗うつ薬、NA、5-HT が ADP の増殖、分化、アポトーシスに及ぼす影

響についての検討 

成体ラット海馬歯状回由来の神経前駆細胞である ADP を確立できたので、

抗うつ薬の神経新生増加のメカニズムを明らかにするために、抗うつ薬並び

にその作用により脳内で増加する NA、5-HT の ADP の増殖、分化、アポト

ーシスに及ぼす影響について検討した。抗うつ薬としては in vivo で投与す

ると海馬神経新生を促進することが報告されている 4 つのタイプの抗うつ

薬、SSRI (fluoxetine)、三環系抗うつ薬 (imipramine)、NA 選択的再取り込み

阻害薬 (reboxetine)、モノアミン酸化酵素阻害薬 (tranylcypromine) を用いた 
(Malberg et al., 2000)。 

2－1）抗うつ薬が ADP 増殖に及ぼす影響についての検討 

抗うつ薬が ADP 増殖に及ぼす影響について Alamar Blue assay を用いて細

胞数を指標に検討した。濃度は 0.01 μM から 10 μM まで用いたが、いずれ

の抗うつ薬も ADP の細胞数を増加させなかった（図 10）。fluoxetine、
imipramine においては 10 μM という非常に高濃度では細胞数を減少させた

が、これらの処置群の細胞を顕微鏡で観察すると細胞障害性が確認された。

従って、抗うつ薬には ADP の直接的な増殖促進作用は無いと考えられた。 
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図 10. 抗うつ薬が ADP 増殖に及ぼす影響 

4 種の抗うつ薬 SSRI (fluoxetine)、三環系抗うつ薬 (imipramine)、NA 選択的

再取り込み阻害薬 (reboxetine)、モノアミン酸化酵素阻害薬 
(tranylcypromine) を ADPと増殖培地下で 3日間処置した。生細胞数は Alamar 
Blue assay によって測定した。Control (Cont) 群に対する比率を平均値±平

均値の標準誤差で示した(n = 12)。**p < 0.001 vs Cont. (Dunnett’s test). 
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2－2）NA、5-HT が ADP 増殖に及ぼす影響についての検討 

2－2A） 細胞数を指標として 

次に抗うつ薬によりシナプス間隙において濃度上昇が見られる NA、5-HT
の ADP の増殖に及ぼす影響について Alamar Blue assay を用いて細胞数を指

標に検討した。濃度は 0.01 μM から 10 μM まで用い、3 日間処置した。その

結果、NA は 1 μM、10 μM 処置によってそれぞれ無処置群に比べ 117 ± 6%、 
125 ± 4%と有意に細胞数を増加させた（図 11A）。一方、5-HT は細胞数に影

響を及ぼさなかった（図 11B）。 
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図 11. NA、5-HT が ADP 増殖に及ぼす影響 

NA、5-HT を ADP と増殖培地下で 3 日間処置した。生細胞数は Alamar Blue 
assay によって測定した。Control (Cont) 群に対する比率を平均値±平均値の

標準誤差で示した(n = 12)。*p < 0.01, **p < 0.001 vs Cont. (Dunnett’s test). 
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2－2B） DNA 合成を指標として 

ADP 数を増加させた 1、10 μM NA 処置した細胞において、細胞の形態に

変化がないことを顕微鏡下で確認したが、この NA の細胞数の増加作用が増

殖促進では無くアポトーシス抑制といった他の作用の可能性を完全には否

定できない。そこで、NA、5-HT の細胞増殖に対する作用をより明確にする

ために、次に BrdU ELISA を用いて DNA 合成を指標に検討した。その結果、

細胞数の検討結果と同様に、NA は 1 μM、10 μM 処置によってそれぞれ無

処置群に比べ 126 ± 6%、161 ± 7%と有意な ADP の DNA 合成促進作用を

示した（図 12A）。一方、5-HT はいずれの濃度においても ADP の DNA 合成

に影響を及ぼさなかった（図 12B）。以上のことから、5-HT には ADP の増

殖促進作用は無いが、NA は ADP の増殖促進作用を有することが確認され

た。 
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図 12. NA、5-HT が ADP の DNA 合成に及ぼす影響 

NA、5-HT を ADP と増殖培地下で 3 日間処置した。DNA 合成は BrdU ELISA
によって測定した。Control (Cont) 群に対する比率を平均値±平均値の標準

誤差で示した(n = 12)。*p < 0.01, **p < 0.001 vs Cont. (Dunnett’s test). 
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2－3）抗うつ薬がレチノイン酸による ADP 分化誘導に及ぼす影響について

の検討 

レチノイン酸存在下では、ADP は Tuj-1 陽性ニューロン、GFAP 陽性アス

トロサイトにそれぞれ約 40%, 約 30%の割合で分化する。この ADP のニュ

ーロン、アストロサイトへの分化誘導対して 4 種の抗うつ薬 (fluoxetine、
imipramine、reboxetine、tranylcypromine) が及ぼす影響ついて検討した。濃

度は薬剤による細胞障害性が認められない最高濃度の 1 μM を用いた。その

結果、いずれの抗うつ薬も ADP のニューロン分化、アストロサイト分化に

ついて有意な影響を及ぼさなかった（図 13）。 
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図 13. 抗うつ薬が ADP のニューロン、アストロサイト分化誘導に及ぼす

影響 

分化誘導培地下において 4 種の抗うつ薬 fluoxetine (FLX)、imipramine (IMI)、
reboxetine (RBX)、tranylcypromine (TCP)を ADP と 7 日間処置した。ニュー

ロンのマーカーである Tuj1、アストロサイトのマーカーである GFAP の各

陽性細胞数を総細胞数に対する割合で評価した。グラフは平均値±平均値の

標準誤差を示す(n = 3)。Control (Cont) 群のみ n = 10。 
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2－4）NA、5-HT がレチノイン酸による ADP 分化誘導に及ぼす影響 

レチノイン酸による ADP のニューロン、アストロサイトへの分化誘導に

対する NA、5-HT が及ぼす影響について検討した。濃度は 1、10 μM を用い

た。その結果、NA、5-HT いずれもニューロン分化、アストロサイト分化に

ついて有意な変化は及ぼさなかった（図 14）。 
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図 14.  NA、5-HT が ADP のニューロン、アストロサイト分化誘導に及ぼ

す影響 

分化誘導培地下で NA、5-HT を ADP と 7 日間処置した。ニューロンのマー

カーである Tuj1、アストロサイトのマーカーである GFAP の各陽性細胞数

を総細胞数に対する割合で評価した。グラフは平均値±平均値の標準誤差を

示す (n = 3)。Control (Cont) 群のみ n = 10。 
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2－5）抗うつ薬がスタウロスポリンによる ADP のアポトーシスに及ぼす影

響についての検討 

予備試験により ADP は、汎用されているキナーゼ阻害剤のスタウロスポ

リン 300 nM で 3 日間処置することで約 30%がアポトーシスすることが確認

された。そこでこのスタウロスポリン誘発の ADP アポトーシス対する 4 種

の抗うつ薬 (fluoxetine、imipramine、reboxetine、tranylcypromine)が及ぼす影

響ついて検討した。濃度は薬剤による細胞障害性が認められない最高濃度の

1 μM を用いた。その結果、いずれの抗うつ薬もスタウロスポリン誘発 ADP
アポトーシスに対して有意な影響を及ぼさなかった（図 15）。 
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図 15. 抗うつ薬が ADP のアポトーシスに及ぼす影響 

スタウロスポリン 300 nM 含有の増殖培地下において 4 種の抗うつ薬

fluoxetine (FLX)、imipramine (IMI)、reboxetine (RBX)、tranylcypromine (TCP)
を ADP と 3 日間処置した。アポトーシスが誘導された細胞を TUNEL 染色

により検出し、TUNEL 陽性細胞数を総細胞数に対する割合で評価した。グ

ラフは平均値±平均値の標準誤差を示す (n = 4)。Control (Cont) 群のみ n = 
12。 
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2－6）NA、5-HT がスタウロスポリンによる ADP のアポトーシスに及ぼす

影響についての検討 

スタウロスポリン誘発の ADP アポトーシスに対する NA、5-HT が及ぼす

影響について検討した。濃度は 1、10 μM を用いた。その結果、NA、5-HT
いずれもスタウロスポリン誘発 ADP アポトーシスに対して有意な変化を及

ぼさなかった（図 16）。 
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図 16.  NA、5-HT が ADP のアポトーシスに及ぼす影響 

スタウロスポリン 300 nM 含有の増殖培地下において NA、5-HT を ADP と 3
日間処置した。アポトーシスが誘導された細胞を TUNEL染色により検出し、

TUNEL 陽性細胞数を総細胞数に対する割合で評価した。グラフは平均値±

平均値の標準誤差を示す(n = 4)。Control (Cont) 群のみ n = 8。 
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3．ADP における NA、5-HT の発現及び各レセプター、トランスポーター

mRNA 発現の検討 

3－1） ADP 可溶化液及び ADP の培養上清中の NA、5-HT 測定 

ADP 可溶化液及び ADP の培養上清中に含まれる NA、5-HT 量について

HPLC を用いて検討した。その結果、ADP 播種 1、2、3 日後のいずれの可溶

化液及び培養上清においても NA、5-HT は検出されなかった（検出限界は、

NA、5-HT はいずれも 1 nM）。 

 

3－2） ADP におけるアドレナリンレセプター (Adrenergic Receptor, AR)、
5-HT レセプター (5-HT Receptor, 5-HTR)、モノアミントランスポーター

mRNA 発現の検討 

AR のサブタイプ、5-HTR のサブタイプ及び抗うつ薬のターゲット分子で

ある 5-HT トランスポーター (serotonin transporter, SERT)、NA トランスポー

ター (noradrenaline transporter, NAT) の ADP における mRNA 発現を RT-PCR
法によって検討した。NA のレセプターは大きく分けてα1-、α2-、β-ARs の 3
つのサブファミリーに分類され、さらにそれぞれが 3 つのサブタイプα1A, 1B, 
1D; α2A, 2B, 2C; β1, 2, 3に分類され合計 9 つのサブタイプが存在することが知ら

れている (Pupo and Minneman, 2001)。NA が ADP の増殖促進作用を示した

ことから 9 つのサブタイプ全ての mRNA 発現について検討した。その結果、

α1A、α1B、α1D、α2C、β1、β2 の 6 つの AR のサブタイプの mRNA 発現が確認

された（図 17A）。5-HTR のサブタイプは 14 種類あるが (Hoyer et al., 2002)、
神経新生の制御と関わることが示唆されている 5-HT1A と 5-HT2A, 2B, 2Cの 4
つの 5-HTR サブタイプ (Banasr et al., 2004; Benninghoff et al., 2010; Santarelli 
et al., 2003) の mRNA 発現について検討した。その結果、5-HT1AR 、5-HT2CR
の mRNA 発現は認められなかったが、5-HT2A, 2B R の mRNA 発現が認めら

れた（図 17B）。また、ADP には SERT、NAT いずれも弱いながら mRNA の

発現が確認された（図 17C）。 
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図 17. ADP におけるアドレナリンレセプター、5-HT レセプター、モノア

ミントランスポーターの mRNA 発現 

RT-PCR 反応生成物をエチジウムブロマイド含有の 3%アガロースゲルを用

いて電気泳動し検出した。内部標準として GAPDH を用いた。(A) AR サブ

タイプ mRNA 発現、(B) 5-HTR サブタイプ mRNA 発現、(C)トランスポータ

ーの mRNA 発現。 
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4.  NA の ADP 増殖促進作用の作用レセプターの同定 

これまでの検討により、NA に ADP の増殖促進作用が認められたので、

この NA の作用するレセプターの検討を実施した。検討の際には、NA の作

用が明確に認められる 10 μM の NA を用いた。また評価方法としては、NA
の作用が Alamar Blue assayと BrdU incorporation assayでどちらも同じ傾向を

示したので、操作が簡便である Alamar Blue assay を用いた。 

 

4－1）NA の ADP 増殖促進作用に対する非選択的 AR アンタゴニストの作

用の検討 

ADP にはα1A、α1B、α1D、α2C、β1、β2 の 6 つの AR のサブタイプの mRNA
発現が確認されたので、まずそれぞれのサブファミリーに対するアンタゴニ

スト（非選択的 AR アンタゴニスト）を用いて、NA の ADP 増殖促進作用

に対する拮抗実験を実施した。その結果、α1/2-AR 非選択的アンタゴニスト

の phentolamine (10 μM)、α1-AR 非選択的アンタゴニストの prazosin (1 μM)、
α2-AR非選択的アンタゴニストの yohimbine (1 μM) は、いずれも NA (10 μM)
による ADP の増殖促進作用に影響を及ぼさなかった（図 18A）。一方、β-AR
非選択的アンタゴニストの propranolol (1 μM) と timolol (1 μM) は、いずれ

も NA (10 μM) による ADP の増殖促進作用を完全に拮抗した。また、これ

ら β-AR 非選択的アンタゴニストは、NA 非存在下における ADP 増殖には

影響を及ぼさなかったことから、これらの拮抗作用は細胞障害性などの非特

異的な阻害によるものではないと考えられた（図 18B）。 
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図 18 NA の ADP 増殖促進作用に対する非選択的 AR アンタゴニストの作

用 

A：NA の ADP 増殖促進作用に対するα-AR 非選択的アンタゴニスト の作

用α1/2-AR 非選択的アンタゴニストの phentolamine (PHE, 10 μM)、α1-AR 非

選択的アンタゴニストの prazosin (PRA, 1 μM)、α2-AR 非選択的アンタゴニ

ストの yohimbine (YOH, 1 μM) をそれぞれ NA (10 μM) 存在、非存在下で 3
日間処置した。 

B：NA の ADP 増殖促進作用に対するβ-AR 非選択的アンタゴニストの作用 

β-AR 非選択的アンタゴニストの propranolol (PRO, 1 μM) と timolol (TIM, 1 
μM) をそれぞれ NA (10 μM) 存在、非存在下で 3 日間処置した。生細胞数

は Alamar Blue assay によって測定した。NA 非存在下の Control (Cont) 群に

対する比率を平均値±平均値の標準誤差で示した (n = 8)。 **p < 0.001 vs 
NA 非存在下の Cont. (Student’s t-test)、##p < 0.001 vs NA 存在下の Cont. 
(Student’s t-test)。 
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4－2）非選択的β-AR アゴニストが ADP の増殖に及ぼす影響についての検

討 

ADP の増殖には β-AR の関与が示唆されたので、非選択的β-AR アゴニス

トの isoproterenol を用いて、ADP の増殖作用について検討した。その結果、

isoproterenol は 1 μM、10 μM 処置によって無処置群に比べ有意な ADP 増殖

促進作用を示した（図 19）。 
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図 19. 非選択的β-AR アゴニストが ADP 増殖に及ぼす影響 

増殖培地下で非選択的 β-AR アゴニストの isoproterenol を ADP に 3 日間処

置した。生細胞数は Alamar Blue assay によって測定した。Control (Cont) 群
に対する比率を平均値±平均値の標準誤差で示した(n = 8)。**p < 0.001 vs 
Cont. (Dunnett’s test)。 
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4－3）NA の ADP 増殖促進作用に対するβ-AR サブタイプ選択的アンタゴニ

ストの作用の検討 

先の実験により、NA の ADP 増殖促進作用には、β-AR を介していること

が明らかとなったため、次にどのβ-AR サブタイプが関与しているかを検討

した。β-AR は、β1, β2, β3-AR の 3 つのサブタイプが存在するが、図 17 に示

すように ADP にはβ3-AR の mRNA 発現は認められなかった。そこで、β1, β2, 
-AR の選択的アンタゴニスト用いて NA の ADP 増殖促進作用に対する拮抗

実験を実施した。その結果、β1-AR 選択的アンタゴニストの CGP20712A  
(0.1 μM) は、NA による ADP の増殖促進作用に影響を及ぼさなかった（図

20）。一方、β2-AR 選択的アンタゴニスト ICI-118,551 (0.1 μM)は、NA によ

る ADP の増殖促進作用を完全に拮抗した。また、ICI-118,551 は NA 非存在

下における ADP 増殖には影響を及ぼさなかったことから、ICI-118,551 の作

用は細胞障害性などの非特異的な阻害によるものではないと考えられた（図

20）。 
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図 20. NA の ADP 増殖促進作用に対するβ-AR サブタイプ選択的アンタゴ

ニストの作用 

β1-AR 選択的アンタゴニストの CGP20712A (CGP, 0.1 μM)、β2-AR 選択的ア

ンタゴニストの ICI-118,551 (ICI, 0.1 μM) をそれぞれ NA (10 μM) 存在、非

存在下で 3 日間処置した。生細胞数は Alamar Blue assay によって測定した。

Control (Cont) 群に対する比率を平均値±平均値の標準誤差で示した(n = 8)。
**p < 0.001 vs NA 非存在下の Cont. (Student’s t-test)、##p < 0.001 vs NA 存在
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下の Cont. (Student’s t-test)。 

4－4）  β-AR サブタイプ選択的アゴニストが ADP の増殖に及ぼす影響につ

いての検討 

ADP の増殖に関与するβ-AR サブタイプの関与をより明確にするために、

β1, β2, -AR の選択的アゴニスト用いての NA の ADP 増殖促進作用を検討し

た。その結果、β1-AR 選択的アゴニストの xamoterol (0.1-10 μM) は、ADP
の増殖作用に影響を及ぼさなかった（図 21A）。一方、β2-AR 選択的アゴニ

ストの salmeterol (1 - 100 nM) は、1 nM から無処置群に比べ有意な ADP 増

殖促進作用を示した（図 21B）。以上のことから NA の ADP 増殖促進作用は、

β2-AR を介していることが明らかとなった。 
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図 21. β-AR サブタイプ選択的アゴニストが ADP 増殖に及ぼす影響 

増殖培地下でβ1-AR 選択的アゴニストの xamoterol (0.1 - 10 μM)、β2-AR 選

択的アゴニストの salmeterol (1 - 100 nM)を ADP に 3 日間処置した。生細胞

数は Alamar Blue assay によって測定した。Control (Cont) 群に対する比率を

平均値±平均値の標準誤差で示した(n = 8)。*p < 0.01, **p < 0.001 vs Cont. 
(Dunnett’s test)。 
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考察 

細胞について 

今回確立した ADP は、「①神経幹・前駆細胞特異的抗原マーカー (Nestin, 
SOX2)が発現している②自己増殖能を有する③ニューロン、グリア細胞への

分化能を有する」という神経幹・前駆細胞の 3 つの特徴を有していた。海馬

の神経幹・前駆細胞は in vivo の解剖学的研究により、その形態・特異的マ

ーカーの発現・増殖能・分化能といった特徴に基づいて、type-1 (stem cell)、
type-2a、type-2b (transiently amplifying progenitor cell)、type-3 (progenitor cell) 
の大きく 4 つの分化段階（ステージ）に分類されている (表４、Kempermann 
et al., 2004)。ADP は免疫染色により、Nestin、SOX2、GFAP 陽性である一方

で immature neuron マーカーの DCX、Prox1 は陰性であることが確認された。

特異的マーカーの発現として Nestin、GFAP、SOX2 陽性、DCX, Prox1 陰性

という特徴は、type-1、type-2a 両タイプの cell の特徴と一致する。一方で、

増殖能に関しては type-1 cell が無限であるのに対し、type-2a は有限 
(limited) とされている。ADP は BrdU 取り込み試験により増殖能は確認され

たが、長期間培養を続けると増殖能が失われることから増殖能は有限 
(limited) であった。従って、ADP は type-2a early progenitor cells によく似た

特徴を有する神経前駆細胞であると考えられた (表 4、Boku et al., 2009)。 

Stage
Stem Cell Transiently Amplifying 

Progenitor Cell
Progenitor

Cell ADP

Type-1 Type-2a Type-2b Type-3 Type-2a 
like

Marker
の発現

Nestin ＋ ＋ ＋/－ － ＋

Sox2 ＋ ＋ － － ＋

DCX － － ＋ ＋ －

増殖能 Unlimited Limited Limited Limited Limited
 

表 4 成体海馬歯状回における神経幹・前駆細胞の分類と ADP の特徴の比較 

成体海馬の神経幹・前駆細胞は、その形態・特異的マーカーの発現・増殖能・

分化能といった特徴に基づいて、大きく４つのタイプに分類されている。

ADP は、Type-2a progenitor cell に類似した特徴を有する。 
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抗うつ薬が海馬のどのステージの神経幹・前駆細胞を増殖させるのかと

いった研究はほとんどなさていないが、興味深いことに Encinas ら (2006)
は in vivo の解剖学的研究によって、SSRI のひとつである fluoxetine 投与に

よって増殖する海馬神経幹・前駆細胞のタイプは type-1 に相当する stem-like 
cell ではなく、type-2a に相当する early progenitor cells であることを示して

いる。このことは、抗うつ薬による海馬神経新生作用メカニズムを検討する

という観点からすると type-2a early progenitor like な細胞と考えられる ADP
を用いての検討は非常に有用であると考えられた。 

 

抗うつ薬の作用について 

抗うつ薬の作用機序は、一般的にはモノアミントランスポーターの阻害

などによる脳内モノアミン増加作用である。従って、細胞に抗うつ薬を添加

した場合においても、細胞外モノアミンの増加を介した作用が考えられた。

しかしながら、ADP には NA、5-HT のトランスポーターの NAT、SERT の

mRNA は発現していたが、細胞の可溶化液中、培養上清中に NA、5-HT は

検出されなかった。従って、本実験条件において ADP に抗うつ薬処置をし

ても、NA、5-HT 増加を介した作用は無いと考えられた。一方で、抗うつ薬

にはモノアミン増加を介さない、直接的な全く異なる作用もあることも報告

されている (Hisaoka et al., 2007; Lai et al., 2003)。そこで、in vivo で海馬神

経新生を増加させることが知られている 4 つの抗うつ薬 (Malberg et al., 
2000) すなわち SSRI (fluoxetine)、三環系抗うつ薬 (imipramine)、NA 選択的

再取り込み阻害薬 (reboxetine)、モノアミン酸化酵素阻害薬 
(tranylcypromine) を用いて ADP の増殖、レチノイン酸誘発ニューロン分化

誘導、スタウロスポリン誘発アポトーシス誘導に対する直接作用を検討した

が、いずれの抗うつ薬にも作用は見出せなかった。従って、抗うつ薬による

ADP に対する直接作用は無いものと考えられた。このことは抗うつ薬は海

馬における type-2a early progenitor cell に対する直接作用が無いことを示唆

している。 

 

5-HT の作用について 

5-HT 神経を破壊すると海馬における神経幹・前駆細胞の数が減少するこ

とや (Brezun and Daszuta, 1999)、5-HT を増加させる抗うつ薬の SSRI が海馬

神経幹・前駆細胞を増やすことが数多く報告されていることから (Encinas 
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et al., 2006; Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003)、5-HT が ADP を増やす

ことが期待された。しかしながら、0.01 - 10 μM の 5-HT 処置によって ADP
の細胞数、DNA 合成に対する作用は認められなかった。また、分化やアポ

トーシスに対する作用も確認できなかった。5-HT 処置前の ADP の培養条件

中に 5-HT は検出されていないことから、5-HT 処置前の段階で 5-HT の ADP
に対する作用が飽和しているということは考えられず、また処置濃度も幅広

く十分高い濃度まで用いたことから 5-HT の ADP に対する作用は無いと考

えられた。このことは 5-HT は海馬歯状回における type-2a early progenitor 
cell に対する直接作用が無いことを示唆している。 

今回、5-HT の ADP に対する作用は見出せなかったが、5-HT のレセプタ

ーは 14 種類も存在することから (Hoyer et al., 2002)、各 5-HTR の刺激によ

って増加、減少の作用が異なりその作用が相殺され、total として 5-HT の作

用が検出されていない可能性は否定できない。従って、ADP に mRNA 発現

が確認された 5-HT2AR、5-HT2BR を含む各 5-HTR サブタイプの明確な関与

を知る上では、各サブタイプに対する選択的リガンドを用いた試験が必要で

あると考えられる。 

先に記したように、fluoxetine 投与によって増殖する細胞は type-2a early 
progenitor cells であることが示されているが (Encinas et al., 2006)、fluoxetine
そのものにも fluoxetine によって脳内で増加する 5-HT にも type-2a early 
progenitor cell に相当すると考えられる ADP の増殖促進作用が認められな

かった。fluoxetine の海馬神経新生促進作用は 5-HT1AR を介していることが

示唆されているが (Santarelli et al., 2003)、ADP には 5-HT1AR の mRNA 発現

が認められなかった。最近、神経幹・前駆細胞の増殖作用を有する VEGF 
(Warner-Schmidt and Duman, 2007)を、fluoxetine がニューロンや血管内皮細

胞といった成熟細胞上の 5-HT1AR 刺激を介して誘導することが報告されて

いる (Greene et al., 2009)。従って、少なくとも fluoxetine は、脳内の 5-HT
増加、5-HT による成熟細胞の 5-HT1AR 活性化、VEGF 発現誘導を介して間

接的に神経幹・前駆細胞を増殖していることが示唆される。 

 

NA の作用について 

NA には ADP の細胞数の増加作用だけでなく DNA 合成促進作用が認めら

れた。従って、NA は ADP の増殖促進作用を有していることが示された。

この結果は、NA を増加させる抗うつ薬（NA 選択的再取り込み阻害薬など）

が海馬神経幹・前駆細胞を増やすこと (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 
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2003; Warner-Schmidt and Duman, 2007) や NA 神経を破壊すると海馬におけ

る神経幹・前駆細胞の数が減少する (Kulkarni et al., 2002)といった in vivo 研
究と一致する。さらに解剖学的研究によって、NA 神経が海馬歯状回におけ

る神経幹・前駆細胞とコンタクトしていることが示されている (Rizk et al., 
2006)。以上のことから、in vivo において NA が直接、type-2a early progenitor 
cells に作用して、増殖促進していることが示唆される。 

ADP には、9 つ存在する AR サブタイプのうちのα1A-、α1B-、α1D-、α2C-、 
β1-、β2- ARs の 6 つのサブタイプの mRNA が発現していることが確認され

た。NA の ADP 増殖促進作用が複数のα-AR 非選択的アンタゴニストで拮抗

されず、複数のβ-AR 非選択的アンタゴニスト及びβ2- AR 選択的アンタゴニ

ストよって完全に拮抗されたこと、さらにはβ2-AR 選択的アゴニストによっ

て ADP の増殖が促進されたことから、NA の ADP 増殖促進作用にβ2-AR が

関与していることが明らかとなった。海馬歯状回の神経前駆細胞の増殖や神

経新生にβ2-AR が関与しているという報告はこれまでに無いことから、新し

い知見であると考えられる。 

最近になって、Jhaveri ら(2010)が成体マウス海馬由来の stem-like cell を
NA がβ2-AR でなくβ3-AR を介して増殖促進させることを報告した。興味深

いことに、Jhaveri らの細胞にはβ3-AR は発現しているが、β2-AR は発現して

いない。一方、ADP にはβ2-AR は発現していたが、β3-AR は発現していなか

った。使用した動物の違い（マウスとラット）、用いた脳組織の違い（海馬

全体と歯状回に限局）、培養方法の違い（neurhosphere 法と monolayer 法）な

ど様々な実験条件の違いがあるが、重要なのは用いた細胞の最終的な特徴の

違いつまり Jhaveri らの細胞が stem-like cell (type-1 like) であるのに対して

ADP は early progenitor cell (type-2a like)といった違いなのかもしれない。こ

れらのことを合わせ考えると、NA は様々なタイプの海馬神経幹・前駆細胞

の増殖を直接的に制御している重要な神経伝達物質であり、その制御の仕方

は type-1 や type-2a といった細胞のタイプによって異なることを示唆してい

る。従って、NA 選択的再取り込み阻害薬のような NA を増加させる抗うつ

薬は、神経幹・前駆細胞上のβ2-AR とβ3-AR を活性化して神経新生を促進し

ていることが示唆される。 

 

今後の展望 

緒言でも述べたように海馬神経新生促進作用はうつ病の治療メカニズム

である可能性が示唆されている (Dranovsky and Hen, 2006; Duman et al., 
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2001; Warner-Schmidt and Duman, 2006)。従って、今回のβ2-AR が海馬神経前

駆細胞の増殖に関与するという知見は、β2-AR 刺激により海馬神経新生が促

進され、抗うつ作用をもたらすといったことが推測される。これまでに、

β2-AR アゴニストが動物実験で抗うつ薬様作用を示すことや (O'Donnell, 
1990)、臨床においてもβ2-AR アゴニストである salbutamol が少数例のうつ

病患者を用いた研究で有効性を示したことが報告されている (Lecrubier et 
al., 1980; Lerer et al., 1981)。しかしながら、これらの作用と海馬神経新生が

関連しているかどうかは現在不明である。海馬歯状回には β2-AR が多く分

布していることから (Nicholas et al., 1993)、β2-AR 刺激による海馬神経新生

促進作用は期待が持たれるところであり、今後は、in vivo でβ2-AR 刺激によ

り海馬神経新生が促進されるかどうか、さらには神経新生促進を介した抗う

つ作用が認められるかどうかといった研究が必要と考えられる。 

また、in vitro の試験系においては、in vivo の生理的環境を充分に反映さ

せることができていないことを考慮しなければならない。本研究においても、

ADP の増殖は bFGF に依存的であり、また分化誘導はレチノイン酸、アポ

トーシス誘導はスタウロスポリンに依存する評価系である。従って in vivo
をより確度高く予測するためには、異なる複数の実験条件における ADP の

増殖、分化、アポトーシスに対する抗うつ薬、NA、5-HT の作用を検討する

必要があると考えられる。また、ADP は type-2a early progenitor cell に相当

する細胞と考えられたが、抗うつ薬の海馬神経新生促進のメカニズムを明ら

かにするためには、今後は違うタイプの細胞の培養系を確立し、抗うつ薬、

NA、5-HT の作用を検討すべきであると考えられる。 
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総括および結論 

抗うつ薬の成体海馬神経新生促進作用のメカニズムを検討する目的で、研

究を実施し、以下の新しい知見を見出した。 

・成体海馬神経前駆細胞の ADP の培養系を確立し、その特徴は type-2a early 
progenitor cell に相当すると考えられた。 

・NA は ADP のレチノイン酸による分化誘導、スタウロスポリンによるア

ポトーシス誘導には影響を及ぼさなかったが、ADP の増殖促進作用を有し

ていた。 

・NA の ADP 増殖促進作用はβ2-AR を介する作用であった。 

・4 種の抗うつ薬 SSRI (fluoxetine)、三環系抗うつ薬 (imipramine)、NA 選択

的再取り込み阻害薬 (reboxetine)、モノアミン酸化酵素阻害薬 
(tranylcypromine) 及び 5-HT は、いずれも ADP の増殖、レチノイン酸による

分化誘導、スタウロスポリンによるアポトーシス誘導に影響を及ぼさなかっ

た。 

 

本研究結果は、海馬歯状回の early progenitor cells を NA がβ2-AR 刺激を

介して、増殖促進させることを示唆するものである。従って、抗うつ薬は、

脳内 NA 濃度を増加させ、海馬歯状回の early progenitor cells 上の β2-AR を

刺激して early progenitor cells を増殖促進させることによって海馬神経新生

を促進させている可能性が示唆された。 

今後は、in vivo でβ2-AR 刺激により海馬神経新生が促進されるかどうか、

さらには神経新生促進を介した抗うつ作用が認められるかどうかといった

研究が必要と考えられる。また、ADP はβ2-AR 刺激により増殖促進された

が、その下流の作用メカニズムを明らかにすることにより、神経新生促進の

メカニズムがより明らかになると共に新規抗うつ薬のターゲット分子発見

に繋がることも期待される。 
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