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研究成果の概要（和文）：ミクログリアからの過剰な炎症性因子の放出が、慢性炎症を伴う中枢神経系疾患の発
症や維持に関与する。そこで本研究ではスクリーニングにより、既存薬の中からミクログリアにより生じる慢性
炎症を制御する化合物の探索を目指した。本成果よりP2X7受容体の機能を阻害する化合物を発見し、これら化合
物はミクログリアからのIL-1βの放出も抑えた。さらに最も有力な化合物は神経障害性疼痛を抑えることに成功
した。加えてIL-1βの産生や放出を抑える化合物が慢性炎症に基づくうつ様行動を抑えることにも成功した。こ
れらの結果からスクリーニングにより発見した既存薬がミクログリアにより生じる慢性炎症を制御できる可能性
を示唆する。

研究成果の概要（英文）：The excess production and release of inflammatory factors from microglial 
cells are involved in the development and maintenance of central nervous system inflammation. 
Therefore, in this study, we aimed to search for compounds to regulate microglia-mediated 
inflammation among approved drugs libraries by high-throughput screening (HTS). We found that some 
compounds inhibit not only the function of P2X7R but also the release of IL-1β from microglial 
cells. Moreover, we succeeded that intrathecal administration of a potent compound among them 
produced a reversal of nerve injury-induced mechanical allodynia in a rat model of neuropathic pain.
 In addition, we also succeeded that a compound, which suppresses the production and release of IL-1
β from microglial cells, recovered depressive-like behavior caused by chronic inflammation. These 
results suggest that approved drugs discovered by HTS may be able to regulate microglia-mediated 
inflammation.

研究分野： 創薬薬理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代の医薬品開発において、創薬ターゲットの枯渇が問題視されている中、安全性に関する適正な情報を有する
既存薬の中から中枢のミクログリアに新たな薬効を示す化合物を見出すことを目的とした本研究は、画期的な治
療戦略法となり得る。本研究成果からミクログリアを標的とした革新的な中枢疾患系疾患の治療薬につながるこ
とが期待でき、学術的意義および社会的意義は高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミクログリア細胞は中枢神経系を構成するグリア細胞の一つで、中枢の免疫担当細胞として

知られている。ミクログリアは組織の異常を感知し、ひとたび活性化型へと移行すると液性因子
（炎症性因子や細胞障害性因子）の産生放出を誘発し、炎症が起因とする中枢神経系疾患（神経
障害性疼痛や慢性ストレス）の発症に深く関与する。それ故、中枢の慢性炎症を抑える手段とし
て、活性化したミクログリアによる炎症応答の沈静化が注目されているが、これまでにミクログ
リアを標的とした治療薬は上市されていないのが現状である。さらに新薬開発には膨大な経費
と長い年月が必要となるという厄介な問題も控えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ハイスループットスクリーニング技術を駆使することで、すでに安全性や作用機

序が明らかになっている既存薬ライブラリーおよび安全性が高い薬用天然物の中から「ミクロ
グリアにおいて炎症惹起に関わる ATP 受容体（P2X7 受容体）の機能を阻害する化合物の探索」
および「ミクログリアから放出する炎症性サイトカイン（インターロイキン‐1β（IL-1β））を制御
する化合物または抗炎症性サイトカイン（インターロイキン‐10（IL-10））の産生を促進する化合
物の探索」という 2 つのアプローチ方法から、革新的な慢性炎症の制御治療薬の発見、さらには
病態動物モデルにおける有効性を確認する。 
 
３．研究の方法 
（1）ハイスループットスクリーニング法による Ca2+イメージング法 

1321N1 細胞にラット P2X7 受容体を安定発現させた細胞（rP2X7R-1321N1）を 96 ウェルプレ
ートに播種し、一晩培養後に Ca2+蛍光指示薬 Fluo 4-AM を細胞に取り込ませた。ローディング
後、アッセイ用の細胞外溶液（BSS）に置換し、FDSS7000EX を用いて測定を行った。化合物を
前処置してから Bz-ATP（P2X7 受容体刺激薬）で刺激した際の経時的な蛍光強度の変化を計測し
た。また東京大学創薬機構から提供された既承認薬 1,914 化合物を評価した。 
 
（2）単一細胞における Ca2+イメージング法 

rP2X7R-1321N1 もしくはラット初代培養ミクログリア細胞を培養チャンバーflexiperm に播種
し、一晩培養後に Ca2+蛍光指示薬 Fura2-AM を細胞に取り込ませた。ローディング後、BSS に置
換し、倒立蛍光顕微鏡を用いて化合物処置後の Bz-ATP 刺激によるカルシウム応答を計測した。
得られたデータは Aquacosmos を使用して解析を行った。 
 
（3）YO-PRO-1 アッセイ法 

rP2X7R-1321N1 あるいはヒト P2X7 受容体（hP2X7R）-1321N1 を 96 ウェルプレートに播種、
培養後に核酸蛍光染色試薬 YO-PRO-1 溶液に溶解した化合物を前処置した。その後 Bz-ATP で
刺激し、YO-PRO-1 の蛍光強度をプレートリーダーEnSpire で計測した。 
 
（4）NanoLuc レポーターアッセイ法による IL-1β および IL-10 の活性評価 
スクリーニングシステムとして、NanoLuc ルシフェラーゼおよび IL-1β の活性を反映させた検

出系（IL-1β プロモーター活性と caspase 活性による制御）もしくは IL-10 の活性を反映させた検
出系（IL-10 プロモーター活性による制御）のプラスミドを構築して、ミクログリア細胞株であ
る BV-2 に発現させた。そして各細胞を 384 ウェルプレートに播種し、市販の既存薬 1,599 化合
物の処置に加えリポ多糖（LPS）や ATP などの各種刺激後に、ルシフェラーゼによる発光強度を
マルチモードプレートリーダーEnSpire で計測した。 
 
（5）IL-1β mRNA およびタンパク質の定量 

IL-1β mRNA の検出は マウスミクログリア細胞株である BV-2 細胞もしくは C8-B4 細胞を用
いて検討を行った。24 ウェルプレートに細胞を播種し、培養後に化合物と LPS および ATP を共
処置した細胞より RNA を抽出し、定量的リアルタイム RT-PCR 法により IL-1β mRNA 発現量を
測定した。また IL-1β タンパク質の放出は、BV-2 細胞やラット初代培養ミクログリア細胞、ヒ
ト単球細胞株 THP-1 細胞を 24 ウェルプレートに播種し、培養後に化合物を前処置し、続いて
LPS および ATP もしくは Bz-ATP を加えて刺激した。その後、培養上清中の IL-1β タンパク質を
ELISA 法で定量した。 
 
（6）神経障害性疼痛モデルラットに対する薬物の評価 
神経障害性疼痛病態モデルラットは第 5 腰髄神経を結紮し、その末梢側を切断することによ

って作成した。痛み行動測定法（von Frey test）はフィラメントを用いてラット足底部に軽度機
械刺激を加えた際の疼痛関連行動の有無を観察し、その刺激に対する 50%後肢逃避閾値を算出
した。また神経損傷後 7 日目より薬物を髄腔内に連日投与し、投与後 30 分毎に痛み行動の測定
を行った。 
 
（7）うつ様行動に対する薬物の評価 

LPS 誘発性炎症モデルマウスは C57BL/6J 雄性マウスにおいて、LPS を腹腔内投与することに



よって作成した。15 分間のトレーニング時間の後 1 時間経過してから、5 分間の強制水泳試験を
ビデオ撮影し、無動時間を計測した。薬物は LPS 腹腔内投与の 30 分前に腹腔内投与した。 
 
４．研究成果 
（1） P2X7 受容体の機能を阻害する既承認薬の探索 
既承認薬から構成される化合物ライブラリー（1,979 化合物）の中から、カルシウムイメージ

ング法によりラット P2X7 受容体の機能を阻害する化合物の探索を試みた。その結果、ラット
P2X7 受容体の機能を強く阻害し、経口投与が可能な 3 種類の既承認薬（尿酸排泄促進薬のベン
ズブロマロン、喘息治療薬のザフィルルカストそして高血圧治療薬のシルニジピン）に着目した。
これら既承認薬はラットおよびヒト P2X7 受容体を介したカルシウム流入および小孔形成（YO-
PRO-1 アッセイ）に対して濃度依存的な阻害作用を確認した。 
 
（2）ミクログリア細胞に対する P2X7 受容体の薬効評価 

ラット初代培養ミクログリア細胞に対して高濃度 ATP 刺
激および Bz-ATP 刺激（P2X7 受容体アゴニスト）により誘発
するカルシウム流入は P2X7 受容体の機能を阻害する 3 種類
の既承認薬を前処置することで有意に抑制した（図 1）。さら
に LPS および ATP により刺激したラット初代培養ミクログ
リア細胞から放出される炎症性サイトカインである IL-1β に
対して、3 種類の既承認薬はいずれも IL-1β の放出を顕著に抑
制することを明らかにした。中でも最も強力に抑制作用を発
揮したシルニジピンは、ヒト単球細胞株である THP-1 細胞へ
の LPS および Bz-ATP 刺激による IL-1β の放出も有意に抑制
することを確認した。 
 
（3）神経障害性疼痛モデルラットへの薬効評価 
神経障害性疼痛は、脊髄ミクログリアから放出される炎症性サイトカインが影響を及ぼす。そ

こで IL-1β の放出を顕著に抑制するシルニジピンの効果を検証した。シルニジピンを神経障害性
疼痛病態モデルラット（神経損傷後 7 日目もしくは 14 日目）の髄腔内に投与したところ、疼痛
閾値の回復が認められた。 
 
（4）ミクログリアから産生放出される炎症性サイトカインを制御する化合物探索 
ミクログリアから産生放出される炎症性サイトカインを制御する化合物探索を目的として、

NanoLuc ルシフェラーゼを利用した IL-1β シグナル検出系および IL-10 シグナル検出系を開発し
た。本システムを利用して、天然物ライブラリー（319 化合物）および生理活性物質ライブラリ
ー（1,280 化合物）の計 1,599 化合物を評価した結果、ミクログリアから IL-1β の放出を抑えるこ
とが未報告の 2 種類の化合物（高血圧治療薬および植物フラボノイドである化合物 X）に着目し
た。このうち化合物 X は NanoLuc レポーターアッセイ法によるスクリーニングの結果と一致し
て、ミクログリア細胞株である BV-2 細胞からの IL-1β タンパク質の放出を有意に抑制し、さら
に IL-1β mRNA の発現も有意に抑制することを明らかにした。加えて、生理活性物質のノルアド
レナリンが炎症性サイトカインである IL-1β のプロモーター活性を惹起することを見出した
（Tozaki-Saitoh H,et. al., J. Pharmacol. Sci., 2020）。 
 
（5）LPS 誘発性炎症モデルマウスへの薬効評価 
マウスに LPS を投与することで、ミクログリアが起因となる炎症応答に基づき、うつ様行動

が惹起されることが報告されている。そこで化合物 X の抗炎症効果を評価するために、LPS 誘
発性炎症モデルマウスを用いて強制水泳試験を行った。マウスにLPSを腹腔内投与することで、
強制水泳試験による無動時間が有意に延長した。一方で、化合物 X を前投与することで LPS の
腹腔内投与による無動時間の延長を有意に減弱させた（論文作成中）。 
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