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研究成果の概要（和文）：脳低温療法による脳保護機構を説明するため、Neurovascular Unit(NVU）を構成する
細胞群の中で、特に、T細胞（広義）と脳血管内皮細胞に着目した研究を行い、以下の結果を得た。
　CD4+およびCD8+ T細胞からのパーフォリン（Pfn）産生は、各々、37℃に比べ33℃では低値、39℃では高値を
示した。また、Pfnは、濃度依存的にニューロン死および脳血管内皮細胞死(アポトーシスとネクローシス)を誘
導した。
　脳血管内皮細胞の接着因子とケモカインは脳内への炎症細胞浸潤に重要な役割を担うが、それらの発現は、37
℃に比べ33℃では低値を示し、39℃では高値を示した。

研究成果の概要（英文）：The underlying mechanisms of therapeutic hypothermia for the neuroprotection
 are partially understood. Here we examined the effects of hypothermia and hyperthermia on T 
cell-derived perforin (Pfn) and the expression/production of adhesion molecules and chemokines by 
brain microvascular endothelial (bEnd.3)cells in an attempt to identify the mechanisms of this 
therapy. We also evaluated whether Pfn induced death in neuronal cells and bEnd.3 cells.
 Consequently, compared with normothermia, Pfn release in T cells was reduced by hypothermia but 
augmented by hyperthermia. Pfn caused the death of neuronal cells and induced both 
apoptosis/necrosis in bEnd.3 cells; both effects were concentration-dependent.
 In bEnd.3 cells, the mRNA expression of adhesion molecules was reduced by hypothermia compared with
 normothermia. The production of chemokines was reduced by hypothermia but augmented by 
hyperthermia. 

研究分野：神経免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究は、ニューロンの周りに存在し、その死の過程に関与するNeurovascular Unit(NVU)構成細胞の中で、特
に、T細胞（広義）と脳血管内皮細胞に着目し、それら由来のニューロン傷害性因子発現に低温・高温が及ぼす
影響を調べ、脳低温療法による脳保護機構を説明するものであった。得られた結果の中で、特に、T細胞由来パ
ーフォリン（Pfn）は、血液脳関門（BBB）を構成する脳血管内皮細胞死を誘導した。脳血管内皮細胞死は、血管
透過性亢進とBBB崩壊に基づく末梢性炎症細胞の更なる浸潤を伴い、脳障害増悪に繋がるため、Pfnの低温下での
産生低下は脳保護機構に非常に重要であることが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳保護治療法の一つである脳低温療法は、脳低酸素・虚血や重症頭部外傷等による脳障害時
に、脳温を 32～34℃の軽度低温にすることで、二次的ニューロン障害を抑える(ニューロンを
保護する)治療法であるが、その機序は多岐に渡るため不明な点が多い。報告者は、脳低温療法
による脳(ニューロン)保護作用の一機序を明らかにする目的で、脳低酸素・虚血や脳外傷時の
早期に活性化され、炎症性サイトカインや一酸化窒素(NO)等の神経傷害性(炎症性)因子放出を
介し脳障害増悪に関与するマイクログリアに着目し、それらの産生に低温・高温が及ぼす影響
をまず細胞培養系(in vitro)で調べた。その結果、脳低温療法による脳保護作用の一機序に、
神経傷害的炎症性因子(TNF-α、IL-6、IFN-β、NO)抑制のみでなく神経傷害的抗炎症性因子
(IL-10)抑制も関与－特にマイクログリアの早期での炎症性因子抑制と後期での炎症性・抗炎症
性因子抑制という時系列的(時間依存的)抑制機構が関与する可能性－、また、これらの抑制に
は p38 MAPK(Mitogen-Activated Protein Kinase)や Nuclear Factor(NF)-κB といった細胞内
や核内シグナル伝達因子阻害が重要であること、更に、脳損傷後の高温による脳障害増悪には、
逆にマイクログリアからのそれらの増加が関与する可能性、を主に報告してきた。 
報告者が示唆したその“脳障害の保護や増悪における温度および時間依存的機構”の存在は、
最近の脳虚血障害の動物実験と臨床研究において支持された。そこで報告者自身も、脳低温療
法の適応となる新生児低酸素性虚血性(Hypoxia-Ischemia: HI)脳障害のモデル動物からマイク
ログリアを単離・培養し、低温(33℃)は脳障害由来マイクログリアの早期での TNF-αおよび後
期での IL-10/NO 産生を低下させることを報告した。つまり、今までの in vitro データが臨床
的にも関連付けできることを示した。 
更に近年は、“時系列的(時間依存的)”という概念を発展させ、T細胞の炎症的関与に着目し
た研究を行った。T 細胞は、脳障害早期でのマイクログリア活性化から遅れて脳内に浸潤し、
IL-17 や蛋白分解酵素のグランザイム B(GrB)等の放出を介し持続的な脳障害増悪に関与する。
よって、それらの産生に低温・高温が及ぼす影響を調べた。その結果、T細胞の神経傷害的 IL-17
と GrB 産生は、低温下で低値、高温下で高値となる温度依存性変化を示すことを明らかにし、
脳低温療法は、T 細胞の IL-17 と GrB 産生を低下させ、遅発性にもニューロン死抑制効果をも
たらす可能性を示した。 
報告者はこのように、脳低温療法による脳保護機構の解明を、時系列的免疫細胞(マイクログ
リア－T細胞)に着目し行ってきた。ニューロン死の過程には、その他、脳血管内皮細胞や血管
周皮細胞(ペリサイト)、アストロサイトやオリゴデンドロサイトといった、いわゆる
“Neurovascular Unit(NVU）”を構成する細胞群(マイクログリアや、広義には脳内浸潤 T細胞
等の浸潤細胞も含まれる)が、多面的・複合的な機構(クロストーク)として関与していると考え
られる。よって、この NVU の概念を基盤にして、本療法による脳保護機構を捉えることは重要
であると考えた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、NVU 由来神経傷害性因子発現と血液脳関門(BBB)機能(タイトジャンクシ
ョン（TJ）蛋白発現や透過性)の低温・高温応答を、細胞培養系を用いて調べ、脳低温療法によ
る脳保護機構を NVU 機能の面から包括的に説明する。研究期間内には以下のことを明らかにす
る。 
(1)報告者は最近、T細胞－脳血管内皮細胞のクロストークとして、IL-17 による脳血管内皮
細胞の接着因子(E-selectin、ICAM-1、VCAM-1)とケモカイン(MIP-2/CXCL2、IP-10/CXCL10、
MCP-1/CCL2)発現の濃度依存的増加を報告した。接着因子/ケモカインは脳内への炎症細胞浸潤
に重要な役割を担い、脳障害増悪に繋がるので、それらの発現に低温・高温が及ぼす影響を明
らかにする。 
 
(2)BBB は脳血管内皮細胞、ペリサイトおよびアストロサイトで構成されている。脳障害時の
BBB では、脳血管内皮細胞同士を結び付けている TJ蛋白(Claudin-5、Occludin、ZO-1 等)の消
失や低下が問題となる。そこで、BBB 機能の低温・高温応答を TJ 蛋白発現と透過性(経内皮電
気抵抗)で評価する。 
 
(3)低温下で低値、高温下で高値となる温度依存性変化を示す NVU 構成細胞由来因子がみられ
た場合、それらの病態生理学的意義を明らかにするため、適宜、脳血管内皮細胞活性化、ニュ
ーロン死、脳血管内皮細胞死および BBB 機能障害を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)NVU 構成細胞(T 細胞－脳血管内皮細胞のクロストーク)に関する研究 
健常人の末梢血単核球から CD4+および CD8+ T 細胞を分離した。各細胞は、抗 CD2/抗 CD3/抗
CD28 抗体添加の下、33℃、37℃、39℃下で 72 時間培養した。培養液中のパーフォリン(Pfn)濃
度は ELISA により測定した。ニューロン死は、マウス神経芽細胞腫(Neuro-2a 細胞)をニューロ
ン様細胞に分化させ、Pfn を 24 時間添加し、比色法により求めた。また、脳血管内皮細胞死(ア
ポーシスとネクローシス)は、マウス脳微小血管内皮細胞(bEnd.3細胞)にPfnを 24時間添加し、
蛍光顕微鏡下で測定した。 



 
(2)NVU 構成細胞(マイクログリア－脳血管内皮細胞および T 細胞－脳血管内皮細胞のクロス
トーク)に関する研究   
bEnd.3 細胞に TNF-α(マイクログリア由来)や IL-17(T 細胞由来)を添加の下、37℃下で 2時
間培養し、接着因子とケモカインの各 mRNA 発現をリアルタイム PCR 法にて測定した。また、温
度による影響も調べるため、同様の培養を 33℃、37℃、39℃下でも行い、各 mRNA 発現を調べ
た。 
 
４．研究成果 
(1)NVU 構成細胞(T 細胞－脳血管内皮細胞のクロストーク)に関する研究 
CD4+および CD8+ T 細胞の Pfn 産生は、各々、37℃に比べ 33℃では低値、39℃では高値を示し
た。また、Pfn は、濃度依存的にニューロン死および脳血管内皮細胞死(アポトーシスとネクロ
ーシス)を誘導した。以上の結果をまとめると、Pfn の温度依存的産生動態とこの因子による濃
度依存的ニューロン死および脳血管内皮細胞死誘導動態は比例関係となり、33℃における T細
胞からの Pfn 産生低下はニューロン死および脳血管内皮細胞死抑制に、一方、39℃における Pfn
産生増加はこれらの細胞死増加に繋がると考えられた。脳血管内皮細胞死は、血管透過性亢進
と BBB 崩壊に基づく末梢性炎症細胞の更なる浸潤を伴い、脳障害増悪に繋がるため、Pfn の低
温下での産生低下は脳保護機構に非常に重要であることが示唆された。 
 
(2)NVU 構成細胞(マイクログリア－脳血管内皮細胞および T 細胞－脳血管内皮細胞のクロス
トーク)に関する研究  
まずは、TNF-αが、脳血管内皮細胞の接着因子(E-selectin、ICAM-1、VCAM-1)とケモカイン
(MIP-2/CXCL2、IP-10/CXCL10、MCP-1/CCL2)発現を、濃度依存的に増加させることを見出した。 
報告者は今までに、マイクログリア由来の TNF-α産生が、低温（33℃）下で低値、高温（39℃）
下で高値となる温度依存性変化を示すことを報告してきており、今回、この産生動態と TNF-α
による濃度依存的接着因子/ケモカイン発現誘導動態が比例関係となることを示した。よって、
33℃におけるマイクログリアからの TNF-α産生低下は接着因子/ケモカイン発現抑制に、一方、
39℃での TNF-α産生増加はこれらの発現増加に繋がると考えられた。E-selectin や ICAM-1 お
よび VCAM-1 は、白血球の血管内皮細胞への接着に重要な役割を担う。ケモカインは、その接着
した細胞の組織浸潤に重要な役割を担い、主に、MIP-2/CXCL2 は好中球に、IP-10/CXCL10 は CD4+

と CD8+ T 細胞に、MCP-1/CCL2 は単球に作用する。以上をまとめると、脳低温療法は、マイクロ
グリアの TNF-α産生を低下させることで、脳血管内皮細胞の接着因子/ケモカイン発現を低下
させ、脳内への炎症細胞(好中球や T細胞および単球)浸潤抑制効果をもたらし、脳保護効果を
示すことが示唆された。一方、脳高温下では、TNF-αの産生が増加し、脳血管内皮細胞の接着
因子/ケモカイン発現増加により、脳内へのそれらの炎症細胞浸潤が促進され、脳障害増悪に繋
がることが示唆された。 
 更には、TNF-α活性化脳血管内皮細胞の接着因子（ICAM-1、VCAM-1）とケモカイン(MIP-2/CXCL2、
IP-10/CXCL10、MCP-1/CCL2)発現は、37℃に比べ 33℃では低値を示し、39℃ではケモカイン
（MIP-2/CXCL2、IP-10/CXCL10、MCP-1/CCL2）発現のみ高値を示した。IL-17 活性化脳血管内皮
細胞では、ケモカイン(MIP-2/CXCL2、IP-10/CXCL10、MCP-1/CCL2)発現が、37℃に比べ 33℃で
は低値を示した。よって、脳低温療法はマイクログリア由来および T 細胞由来の炎症性因子
（各々、TNF-αおよび IL-17）により活性化された脳血管内皮細胞の接着因子/ケモカイン発現
を直接低下させ、脳内への炎症細胞浸潤抑制効果をもたらし、脳保護効果を示すと考えられた。
一方、脳高温下では、上述の TNF-α産生増加に加え、TNF-α活性化脳血管内皮細胞のケモカイ
ン発現も直接増加し、脳内への炎症細胞浸潤が更に促進され、脳障害増悪は顕著に進行すると
考えられた。 
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