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研究成果の概要（和文）：貧血の治療薬であるエリスロポエチン（EPO）は脳神経保護作用があることが近年知
られているが、その機序は不明である。多くの脳疾患では、脳を構成する細胞の一つであるミクログリアが活性
化していることが多い。我々は脳に傷害を及ぼす活性化ミクログリアに注目し、ミクログリアにEPOの受容体が
あることを発見した。
本研究では、ミクログリア培養細胞とマウスを用いて実験を行い、EPOが活性化ミクログリアによる脳への傷害
的な作用、例えば炎症性サイトカイン産生や傷害的な貪食などを抑制することにより脳保護効果を示すことを明
らかにした。救急・集中治療領域における急性期の脳疾患でEPOが治療薬として有用な可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Erythropoietin (EPO), which is a therapeutic drug for anemia, has recently 
been known to have a neuroprotective effect, but the mechanism is unknown. In many brain diseases, 
microglia, which are one of the cells constituting the brain, are often activated. We focused on 
activated microglia, which damage the brain, and found that microglia have a receptor for EPO.
In this study, experiments were carried out using microglia culture cells and mice, and the 
neuroprotective effect of EPO was achieved by inhibiting the activity of microglia in the brain, 
such as inflammatory cytokine production and damaging phagocytosis.  EPO may be useful as a 
therapeutic drug in acute brain diseases in the area of emergency and intensive care.

研究分野：救急、集中治療、麻酔、脳保護
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
貧血の治療薬であるエリスロポエチンの脳神経保護作用の機序の一部を明らかにしたことで、救急・集中治療領
域の急性期脳疾患に対するエリスロポエチン治療の適応が明らかになる。そして、エリスロポエチン治療を実際
に行うことで急性期の脳障害を最小限にし、意識障害の改善、死亡率の改善、脳後遺症の軽減などが期待できる
かもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 エリスロポエチン（EPO）は主に腎臓で産生される造血ホルモンである。貧血
の治療薬として EPO 製剤が商品化され、多くの臨床の現場で安全に、そして比
較的容易に使用されている。近年、この EPO の受容体（EPOR）が中枢神経で発
現していることが明らかになり、EPO の神経保護作用が確認された。一方で、中
枢神経において EPO は主にグリアのひとつであるアストロサイトから分泌され
ることが明らかとなり、虚血低酸素状態における神経保護作用が注目されてい
る。そこで申請者らは、アストロサイトから分泌される EPO に注目して研究を
続けてきた。その結果、低酸素刺激によってアストロサイトから分泌される EPO
が EPOR を発現するオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)の低酸素による細胞障
害を抑制することを明らかにした（Kato et al. J Neurosci Res 2011）。その
研究の中で、母体内感染時羊水中で上昇する炎症性サイトカイン TNF-αでアス
トロサイトを刺激すると、低酸素刺激による EPO の発現誘導が抑制されること
を確認した（Nagaya,Aoyama,Tamura et al. Eur J Neurosci 2014）。 
 これまで申請者らは、虚血低酸素状態でアストロサイトから分泌される EPO
に注目し、細胞レベルの解析で EPO-EPOR シグナルの細胞保護作用を研究してき
た。一方で、中枢神経系において、ニューロン、アストロサイト、ミクログリ
ア、オリゴデンドロサイトの中でも、ミクログリアに EPOR の発現が多いことを
世界に先駆けて発見した。ミクログリアは全グリアの 10—20％を占める免疫担当
細胞である。刺激のない状況では、ミクログリアは正常組織の周囲に繊毛突起
を出して絶えず移動して免疫を監視しているが、神経組織が炎症や変性などの
障害をうけると活性化し、傷害の悪化に関与するタイプ(M1)と修復に関与する
タイプ(M2)に変化する (Miron et al. Nat Neurosci 2013)。 M1 型は主に炎症性
サイトカインを産生し、M2 型は主に抗炎症性サイトカインを産生する。また、
貪食にも 2 種類あり、傷害的な貪食と保護的な貪食があると言われている。明
確な M1 タイプと M2 タイプへの活性制御機構は明らかになっていないが、我々
は、M1 型をすべて抑制することが良いということではなく、M1 と M2 のバラン
スが重要と考えている。多くの脳疾患でミクログリアが活性化しており、ミク
ログリアに対する EPO 刺激がミクログリアの活性状態に影響を与えるのではと
着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究計画は、ミクログリアに EPOR の発現が多いことに注目し、ミクログリ
アの活性調節の観点から EPO の脳保護作用機序を解明することを目的とする。
そして救急・集中治療領域で EPO 製剤による新規の脳保護治療法を提示するこ
とを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)ラット初代培養細胞、BV-2 細胞（ミクログリアセルライン）における EPOR
の確認 
 日齢 1 日のラット大脳皮質から採取した初代培養細胞からニューロン、ミク
ログリア、アストロサイト、オリゴデンドロサイトをそれぞれ分離培養し、BV-2
細胞も含めてそれぞれの EPOR の発現を確認する。EPOR の遺伝子発現レベルを
RT-PCR で、EPOR そのものを免疫組織染色により視覚的にも確認する。 
 
(2)BV-2 細胞の LPS による活性化と EPO による LPS 活性抑制効果の確認 
 BV-2 細胞に LPS 投与を行い、TNF-α、IL-1β、IL-6 などの細胞傷害関連遺伝
子の発現や iNOS 発現を RT-PCR で確認する。LPS により BV-2 が傷害的な M1 型に
なったことを確認する。また、EPO 追加投与によるサイトカインや iNOS への影
響や、Griess 試薬を用いた ELISA による NO 産生量も確認する。 
 次に、LPS 刺激 BV-2 細胞の貪食能を評価する。具体的には、ポリスチレンビ
ーズの細胞内取り込みを共焦点顕微鏡で観察し、ビーズを貪食している BV-2 細
胞の割合を貪食能の評価項目とした。LPS によって貪食能が高くなるかどうかを
確認し、EPO 追加投与が貪食能に及ぼす影響を調査した。 
 
(3)初代培養ミクログリアにおける LPS 刺激と EPO の効果確認 
 (2)の実験内容をラット初代培養細胞から分離した primary ミクログリアにお
いても施行する。 
 
(4)LPS 投与マウス脳におけるミクログリアの活性化と EPO 追加投与の効果の確
認 
 8 週齢のマウスに対して LPS を腹腔内投与し、マウス脳における EPOR、 TNF-
α、IL-1β、IL-6 などの遺伝子発現を調べる。また、腹腔内に EPO を追加投与



した場合の各種遺伝子発現の変化を調べる。次に、摘出した脳の凍結切片を使
用して、免疫組織学的手法でミクログリアの形態変化を観察する。 
 
(5)EPO によるミクログリア活性化抑制機序の解明 
 LPS-Toll like receptor-4 (TLR4) シグナルと EPO-EPOR シグナルのクロスト
ークから EPO の神経保護作用機序に関連している経路を明らかにするために、
BV-2 に対する LPS 刺激と EPO 投与によるリン酸化 MAPK（ ERK, JNK, p-38）、リ
ン酸化 NFkB などの変化をウエスタンブロットで確認する。リン酸化の反応時間
は短いため、短時間のタイムコースを設定してリン酸化を検知するのに最適な
時間を調べる。有意に変化する経路があればその経路の阻害剤を使用して確認
する。また、PI3K-Akt を介した抗酸化作用による機序を予測して、LPS と EPO
によるリン酸化 Akt への影響を調査する。 
 
(6)EPO の抗酸化作用の確認とその機序解明 
 (5)の機序解明にあたって、ミクログリア活性化抑制の機序の一つとして EPO
による抗酸化作用があるのではないかと考えている。BV-2 細胞において、LPS
刺激で活性酸素産生量が増加し、EPO 追加投与によって活性酸素が軽減すること
を確認する。具体的には、活性酸素の存在を染色する蛍光色素を用いて BV-2 に
おける活性酸素量を視覚化する。もし、EPO の抗酸化作用が確認されれば、その
機序として EPO による抗酸化酵素活性の増強を調べる。これは(5)の PI3K-Akt
を介した抗酸化機序の証明の一部である。抗酸化酵素である SOD1、 SOD2、
catalase などに注目し、ウエスタンブロットや抗酸化酵素 assay を行い、EPO
による抗酸化酵素活性の変化を確認する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)ラット初代培養細胞、BV-2 細胞（ミクログリアセルライン）における EPOR
の確認 
 初代培養細胞からのニューロン、ミクロ
グリア、アストロサイト、オリゴデンドロ
サイト、また BV-2 細胞において、RT-PCR
と免疫組織染色により EPOR の発現が確認
された（図 1）。初代培養細胞の中で、ミ
クログリアの EPOR 発現レベルが最も高い
ことがわかった。この事実より、申請者ら
は EPO とミクログリアの関係に注目した。 
 
 
 
 
 
 
 
(2)BV-2 細胞の LPS による活性化と EPO による LPS 活性抑制効果の確認 
 BV-2 細胞に LPS 投与を行ったところ、
TNF-α、IL-1β、IL-6 などの細胞傷害関連
遺伝子の発現量が増加し、BV-2 が傷害的な
M1 型になったことを確認した。LPS 投与に
より iNOS 発現も同様に増加した。また、
EPO 追加投与によりサイトカインや iNOS
発 現 が 低 下した。 Griess 試 薬 を 用 いた
ELISA による NO 産生量測定においては、感
度以下で NO は検知できなかった。貪食能
に関しては、LPS 投与により貪食している
BV-2 細胞の割合は有意に増加し、EPO 追加
投与により有意に減少した（図 2）。この
貪食は M1 型による傷害的な貪食と考えら
れる。 
 これらの結果より、In vitro において
LPS 刺激により傷害的に活性化したミクログリアの活性を EPO が抑制していると
考えられた。 
 
(3)初代培養ミクログリアにおける LPS 刺激と EPO の効果確認 
 ラット初代培養細胞から分離した primary ミクログリア細胞は、単離してし
まうとそれ以降の増殖が悪く、細胞数が十分に得られなかったため、BV-2 と同
様の LPS 刺激実験を行うことができなかった。 
 



(4)LPS 投与マウス脳におけるミクログリアの活性化と EPO 追加投与の効果の確
認 
 LPS を腹腔内投与したマウス脳における EPOR の遺伝子発現を確認できた。LPS
による EPOR の発現変化はなかった。また、TNF-α、IL-1β、IL-6 などの遺伝子
発現は LPS 投与により有意に増加したが、EPO 追加投与により低下した。摘出し
た脳の凍結切片におけるミクログリアの形態変化においては、LPS 刺激によりミ
クログリアは活性化形態となった割合が上昇したが、EPO 追加投与により活性化
形態の割合が有意に低下した。これらの結果は、in vivo においても LPS 刺激に
より傷害的に活性化したミクログリアの活性を EPO が抑制していることを示唆
する。 
 
(5)EPO によるミクログリア活性化抑制機序の解明 
 BV-2 に対する LPS 刺激により、リン酸化 MAPK（ ERK, JNK, p-38）、リン酸化
NFkB は刺激後 30 分〜 60 分で活性が最大になることを確認した。しかし、EPO に
よる有意な変化は未だ確認できていない。ただ、LPS によって活性が上昇したリ
ン酸化 JNK は EPO により抑制される傾向があった。EPO が JNK を抑制することに
より抗炎症作用や抗酸化作用を示し、結果的に神経保護作用を示す可能性が考
えられた。また、EPO によるリン酸化 Akt の有意な変化はなく、PI3K-Akt を介
した抗酸化機序は証明できなかった。 
 
(6)EPO の抗酸化作用の確認とその機序解明 
 蛍光色素を使用した実験では、LPS により BV-2 における活性酸素量は増加し、
EPO により活性酸素量が抑制される傾向にあった。抗酸化酵素である SOD1、SOD2、
catalase は LPS 刺激により発現上昇し、EPO によりさらなる上昇傾向があった
が、有意ではなかった。また、蛍光色素による染色実験を繰り返したが、LPS 刺
激をしていない control の状況でも染色が強い、つまり control でも活性酸素
量が多いことがあり再現性に乏しかった。 
 EPO には抗酸化作用が見られるという報告もあるが、今回の研究では証明する
ことはできなかった。 
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