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研究成果の概要（和文）：新生児の後遺症なき生存を阻む大きな壁は脳障害である。近年、低体温療法が新生児
低酸素性虚血脳症における治療法として確立している。しかし、その効果は限定的である。低体温療法は興奮性
アミノ酸、フリーラジカル、炎症性サイトカイン産生抑制、さらに抗炎症性サイトカインの誘導などにより脳傷
害を抑制すると考えられている。今回の研究で申請者は、アストロサイトが分泌するエリスロポエチン(EPO)
が、低体温療法における脳保護に重要であることを明らかにした。。さらに低体温療法はミクログリアにおいて
NFκ-Bの活性化を抑制することで、神経保護効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) has a high morbidity rate and involves
 severe neurologic deficits, including cerebral palsy. Therapeutic hypothermia (TH) has been shown 
to decrease the mortality rate and provide neuroprotection in infants with HIE.  We demonstrated 
that hypothermia after oxygen/glucose deprivation stabilized HIF-EPO signaling in astrocytes, and 
upregulated EPO expression could suppress neuronal apoptosis.  In addition, we demonstrated that, 
under hypothermic conditions, expression of pro-inflammatory cytokines and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) was suppressed. In addition, phagocytosis of latex beads was significantly 
suppressed in BV-2 cells under hypothermic conditions.Investigating the neuroprotective effect of 
EPO from astrocytes and microglia function under hypothermic conditions may contribute to the 
development of novel neuroprotection-based therapies for HIE

研究分野：新生児学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新生児の後遺症なき生存を阻む大きな壁は脳障害である。近年、低体温療法が新生児低酸素性虚血脳症における
治療法として確立している。しかし、その効果は限定的である。今回の検討で低体温療法の脳保護メカニズムの
一部をグリアの機能制御という観点で明らかにできた。本研究はグリアに注目した基礎研究で、低体温療法の脳
保護メカニズムのさらなる解明、新規補完治療法の開発につながると期待できる。さらにグリアの機能を制御す
ることで低体温療法が施行困難な早産児の脳室周囲白質軟化症も含めた包括的な新生児脳障害の治療成績を向上
させることにもつながると考えられる

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

新生児仮死は成熟児 1000 に対して 2-4 の頻度で起きる。新生児仮死にともなう、脳内の低酸素

虚血と再灌流による傷害が新生児低酸素性虚血性脳症（HIE）を引き起こす。さらに感染を合併

することで、弱い負荷であっても予想以上に重度の脳損傷をきたすことが知られており、感染に

伴う炎症が重症化因子であることが報告されている。HIE 患者の 25％以上に神経学的後遺症が

みられ、脳性麻痺の原因の約 10％を占めている現状がある。HIE の治療法として現在までに有効

性が認められているのは、低体温療法のみである。しかし低体温療法を施行しても 30-60%の症

例では依然として予後不良であり、HIE に対する確実な治療法は未だに確立されていない。 

 
２．研究の目的 

HIE に対する有効性が唯一証明されている治療は低体温療法であるが、その効果は限定的であり、

低体温療法を強力に補完する新規治療法の確立は喫緊の課題である。これまでわれわれは、HIE

の発症ならびに低体温療法の効果に酸化ストレスが関与していることを明らかにした。また様々

な疾患モデルにおいてグリアが疾患の増悪や神経保護において、多面的かつ主体的に関与して

いることを明らかにしてきた。これらの研究成果をもとに低体温療法の脳保護メカニズムを、グ

リア機能に着目して解明する。さらにグリア機能を制御するという全く新しい脳内の微小環境

改善戦略で、低体温療法を補完しその治療成績を向上させる新規治療法の確立を目指す。 

 
 
 
３．研究の方法 

1.低酸素・低栄養状態、LPS 刺激、低温状態が培養細胞に与える影響（担当：垣田） 

・低酸素・低栄養状態、LPS 刺激による影響 

 培養グリア（アストロサイト、オリゴデンデンドロサイト、ミクログリア）、ニューロンに低

酸素負荷と LPS 刺激を加え、細胞傷害および各種ケミカルメディエーターを測定し、細胞傷害に

影響を与えるケミカルメディエータについて検討する。すでに申請者らは細胞傷害性を示す

iNOS および細胞保護効果を示す EPO が低酸素・低栄養状態で発現誘導されることと、炎症を惹

起する LPS 刺激により iNOS の発現が亢進することを明らかにし、報告してきた。この発現が亢

進する iNOS および EPO については、活性化シグナルおよび活性化機能に与える影響について検

討する。さらにその他各種サイトカイン、興奮性アミノ酸、酸化ストレスのマーカーである 8-

OHDG についても遺伝子、タンパクレベルで測定する。それぞれの遺伝子発現は定量的 RT−PCR 法

を用いて測定する。またサイトカイン、8-OHDG の測定は ELISA 法を用いる。興奮性アミノ酸は

ウエスタンブロット法、細胞傷害については MTT assay、LDH 測定、TUNEL 染色で評価する。ミ

クログリアの活性化については形態変化、マイクロビーズを用いた貪食能の解析を行う。オリゴ

デンドロサイトに関しては、ミエリン形成タンパクの発現を中心に解析を行う。 

・低温状態による影響 

 刺激を加えた培養細胞を臨床現場の治療の際に行われている 34℃の低温状態に 72 時間おき、

細胞傷害および各種ケミカルメディエーターの変化を検討する。また最適な低体温療法の方法

をグリアの機能制御から検討するため、温度と持続時間の条件を替えて検討する。 

 アストロサイト、ミクログリアが放出するケミカルメディエーターがニューロン、オリゴデン

ドロサイトに与える影響を、低酸素・無糖状態、LPS 刺激で得られたコンディションメディウム

を用いて細胞傷害性について検討する。また、細胞間の直接的な影響を調べるため、アストロサ



イト、ミクログリア、オリゴデンドロサイト、ニューロンの共培養を行い、ニューロン、オリゴ

デンドロサイトの細胞傷害を調べる。さらに低温状態によってニューロン、オリゴデンドロサイ

トの細胞傷害が抑制されるかを検討する。細胞傷害ならびに低温状態による細胞保護に関与す

ると考えられる EPO,iNOS, その他ケミカルメディエーターに関しては、miRNA を用い遺伝子発

現を抑制し細胞傷害について検討する。 

４．研究成果 

1.低温状態はアストロサイトの発現を誘導することで、ニューロンを保護する。無酸素・無糖状

態にしたアストロサイトは神経保護効果を持つ EPO の発現を誘導する。さらにこのアストロサ

イトを低温状態にすると EPO の発現はさらに誘導されることが明らかになった。この誘導され

た EPO がニューロンを保護することを明らかにした。 

2.低温状態はミクログリアの活性化を抑制することでニューロンを保護する。培養ミクログリ

アにおいて低温状態は NFκB の活性化を抑制することで、炎症性サイトカイン、iNOS の発現を

抑制し、ニューロンを保護することを明らかにした。 
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