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研究成果の概要（和文）：敗血症のような全身性炎症反応は脳症の危険因子であるが、炎症の影響を脳に伝達す
る仕組みには不明な点が多い。本研究では、全身性炎症の影響を脳実質に伝える仕組みを、成体期と新生児期で
比較しながら明らかにしたいと考えた。実験の結果、成体では全身性炎症が生じて1～４時間後という極めて早
期に、脳脊髄液を産生する脳室内の器官である脈絡叢の中で、間質細胞および上皮細胞が多彩なサイトカインを
発現しながら互いを刺激し合い、炎症性変化を脳実質へと伝達することが分かった。これに対して、新生仔脳で
はサイトカイン濃度の上昇が成体に比べて長時間持続するのが特徴であり、その発現細胞が血管内皮である点も
成体とは異なっていた。

研究成果の概要（英文）：Systemic inflammation such as sepsis is a risk factor for encephalopathy. 
However, it remains to be revealed how systemic inflammation induces changes in brain 
microenvironment. In the present study, we aimed to investigate the mechanism underlying systemic 
inflammation-induced pro-inflammatory changes in the brain microenvironment and to compare the 
mechanisms between adult and immature brains. Our experimental studies using adult mice indicated 
that the choroid plexus, a organ to produce cerebrospinal fluid play a key role to transmit systemic
 inflammation to brain parenchyma by cytokine-mediated intercellular stimulation between stromal and
 epithelial cells. On the other hand, elevation in the brain tissue cytokine concentration lasted 
longer in the immature brains when newborn mice were challenged with systemic inflammation. It 
should be noted that the main cell population involved in the cytokine production were vascular 
endothelial cells in immature brains.

研究分野： 実験病理学、病態神経科学

キーワード： 脈絡叢　神経炎症　敗血症関連脳症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症は全世界で年間5000万人もの人々が罹患し、1000万人が死亡する重大な疾患である。ICUで治療を受ける
敗血症患者の約50%で脳症状が発生し、重症化の初期徴候であるが、画像上で脳に病変が確認できるのは約50%と
謎の多い病態である。とりわけ早産児は免疫力がまだ弱く、敗血症をはじめとする全身性炎症を発症すると、発
達途上の脳に何らかの病変が誘発され、脳性麻痺や神経発達症などの後遺障害をのこす。この際に全身性炎症の
影響を脳に伝達する機序は不明である。我々は、ヒトでは早産児に相当する新生仔マウスを用いて新生児敗血症
モデルを作製し、全身性炎症を脳に伝達する未熟脳に特有な機序の一端を明らかにした。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脳はかつて「免疫系から隔絶された特権器官」とされたが、近年では、脳と免疫系は相互作用して脳
機能を維持すると考えられている。一方、精神神経疾患の多くでは末梢組織の慢性炎症に起因して脳
組織にも炎症性微小環境が形成される。また、敗血症に代表される急性的な全身性炎症反応は脳症
の危険因子である。しかし、全身性炎症の影響を脳に伝達する機序には不明な点が多い。我々はこれ
までに、脳と免疫系のインターフェイスのひとつとして、骨髄由来ミエロイド細胞が脈絡叢を経由して脳
に進入する仕組みが存在することを立証した。そこで、脈絡叢が機能的にも全身性炎症の影響を脳実
質に伝える機能を有するかを実験的に確かめる必要がある。また、その仕組みが成体期と新生児期と
では異なるのかについても不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
① 成体期において、全身性炎症に応答して脈絡叢の中のどの細胞がいかなるサイトカインを産生して
脳実質の微小環境を炎症性に偏向させるのかを明らかにする。 
② 新生児期に生じた全身性炎症の影響が脳に伝達する仕組みを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
① 8 週齢オスの C57BL/6N マウスを用い、実験群には LPS を 3.0 mg/kg 体重の用量で単回腹腔投与
し敗血症モデルとした。対照群には生理食塩水（Saline）を同用量で投与した。LPS投与4時間後にPBS
で全身灌流し、脈絡叢を摘出して液体窒素で瞬間凍結した。凍結新鮮組織から RNA を精製し、
TaqMan chemistry にて種々のサイトカインをターゲットとした real-time RT-PCR を 7500Fast (Applied 
Biosystems)を用いて行った。一方、組織標本作製のためには、LPS または saline 投与の 1, 4, 24 時間
後に、8 週齢マウスを Zamboni 液で全身灌流固定し、頭蓋と脳を含む頭部の凍結ブロックを作製した。
クリオスタットで 14 µm に薄切し、二重免疫蛍光染色を行った。 
 
② ヒトでは早産児に相当する生後 7 日齢（P7）のオスの C57BL/6N マウスを用い、実験群には LPS を
0.75 mg/kg 体重の用量で単回腹腔投与し新生児敗血症モデルとした。対照群には Saline を同用量で
投与した。LPS 投与 4 時間後、24 時間後に PBS で全身灌流し、脾臓および脳を摘出した。脳は領域別
に分割後、液体窒素で瞬間凍結し、アッセイには左大脳皮質を用いた。凍結新鮮組織から蛋白質を抽
出し、タンパク質多項目同時イムノアッセイ装置 Luminex 200 xPONENT system を用いて、次の 15 種
類のサイトカイン濃度を測定した。G-CSF, CCL11, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, 
IL-17, CXCL10, CXCL1, CCL2, CXCL2, TNF-α。一方、組織標本作製のためには、LPSまたは saline
投与の 4, 24 時間後に P7 マウスを Zamboni 液で全身灌流固定し、頭蓋と脳を含む頭部の凍結ブロック
を作製した。クリオスタットで 14 µm に薄切し、免疫組織化学的染色, 二重免疫蛍光染色を行った。 
 
 
４．研究成果 
① 免疫組織学的検討の結果、LPS 投与 1 時間後に脈絡叢間質のマクロファージが IL-1βを発現し、
受容する細胞が脈絡叢間質に存在すること、4 時間後に間質細胞は IL-6 を始め CXCL2, CCL2 等を
発現し、CXCL1, CXCL2 の受容体も有していることが分かった。さらに、脈絡叢上皮が CXCL1, CXCL2
を発現し、その受容体と IL-6 の受容体を有していることが分かった。 

一方、real-time RT-PCR の結果から、LPS 投与 4 時間後に脈絡叢では Il1b, Il6, Cxcl1, Cxcl2, CCl2 
の遺伝子発現が急激かつ著明に上昇したことが証明され、免疫染色結果は mRNA レベルの遺伝子発
現の定量化によって再確認できた。以上より、全身炎症の際に脳実質に先行して脈絡叢の上皮と間質
の間で IL-１βをきっかけとするサイトカインを介した密な細胞間相互作用が生じ、炎症を脳実質に伝達
する初期応答を担っていることが証明された。 

 
② サイトカインのイムノアッセイの結果、大脳皮質、辺縁系、小脳で、LPS 投与後に濃度上昇したサイト
カインは６種類あった。そのうち、CCL2, CXCL10, G-CSF については４時間後も 24 時間後も高濃度で
あった。脾臓では１４種類のサイトカインが濃度上昇した。CCL2, CXCL10, G-CSF については４時間後
のみ高濃度を示した。脳内 CCL2 発現は軟膜血管および脳実質血管の内皮細胞に顕著に認められた。  

一方、免疫染色の結果から、CCL2 発現は LPS 投与４時間および 24 時間後に軟膜血管および脳実
質血管の内皮細胞に著明に上昇することが明らかとなった。また、抗 Iba-1 抗体を用いた免疫染色の結
果から、海馬、大脳新皮質、小脳をはじめとする広い範囲において、Saline4 時間後に比べ LPS4 時間
後ではミクログリアの軽度肥大が認められた。Saline24 時間後に比べ LPS24 時間後ではミクログリアの
著明な肥大・増生が認められた。 

 
 



 
[考察] 成体期の全身性炎症にいち早く応答する頭蓋内の組織は脈絡叢であり、その上皮細胞と間質
細胞とが多彩なサイトカインを介して刺激し合うことによって、脳実質内に炎症性微小環境を誘導する。
一方、新生仔期の全身性炎症に応答して脳内で濃度上昇したサイトカインは、成体期で濃度上昇した
ものと共通であったが、その濃度の経時変化パターンは成体とは異なっていた。新生仔脳の CCL2 上
昇は長時間持続するのが特徴で、発現細胞が血管内皮である点も成体脳とは異なっていた。さらに、
LPS 投与 4 時間から 24 時間後という早期にミクログリアが活性化した点も成体とは異なっていた。このよ
うな新生仔の特徴は、全身性炎症に応答して血管内皮細胞が主体となり CCL2 を産生すること、CCL2
に誘発されてミクログリアの進入が亢進することによってもたらされると考える。この免疫応答様式は、全
身性炎症を脳に伝達する未熟脳に特有な機序を知る上で鍵を握ると考察できる。 
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