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研究成果の概要（和文）：野生型マウスでは低酸素/脳虚血負荷に伴いアストログリオーシスが軽度で、高度な
脳萎縮が生じた。一方、カテプシンH欠損マウスではニューロン死に伴い高度なアストログリオーシスが形成さ
れた。カテプシンH欠損マウスではミクログリア・マクロファージにおけるToll様受容体3発現が減少していた。
このためインターフェロン-beta(IFN -beta)の産生分泌が低下し、低酸素/脳虚負荷に伴い高度なアストログリ
オーシスが形成され、軽度な脳萎縮しか生じなかったと考えられる。さらにミクログリアから産生分泌された
IFN -betaが、ミクログリアの生存維持ならびにアストロサイトの増殖抑制に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wild-type mice showed a severe atrophy in association with neuronal death 
and moderate astrogliosis in the hippocampus following neonatal hypoxic-ischemia (H I). In contrast,
 CatH-deficient mice showed a marked neuronal death without severe atrophy. Moreover, a notable 
microglia/macrophages cell death and strong astrogliosis were observed in the hippocampus. The mean 
level of toll-like receptor 3 (TLR3) in the hippocampus from CatH-deficient mice was lower than in 
wild-type mice. In vitro experiments demonstrated that recombinant IFN -β suppressed H I-induced 
microglial cell death and astrocyte proliferation. These observations suggest that CatH plays a 
critical role in the maturation and stabilization of TLR3, which is necessary for IFN -β 
production. Therefore, impaired TLR3/IFN -β signaling resulting from CatH deficiency may induce 
microglial cell death and astrogliosis/glial scar formation in the hippocampus following HI injury, 
leading to suppression of hippocampal atrophy. 

研究分野：神経化学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳損傷に伴って生じるアストログリオーシスがどのように形成され、脳機能回復にどのように関与するのかを理
解することは、損傷脳の機能再生・回復技術開発にとって不可欠である。しかし、不明な点が多いのが現状であ
る。本研究においてミクログリアから産生分泌されるIFN -betaが、ミクログリアの生存維持yやアストロサイト
の増殖抑制に関与することを突き止めた。さらにIFN -beta産生に必要なTLR3の成熟・安定化にはカテプシンH 
によるプロテオリシスが関与していることを明らかにした。本研究より、カテプシンH の酵素活性阻害あるいは
発現抑制により高度なアストログリオーシス誘導が可能であることが示唆された。

※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。



1. 研究開始当初の背景	
	

脳損傷に伴って生じるアストログリオ

ーシスがどのように形成され、脳機能

の回復にどのように関与するのかを理

解することは、損傷脳の機能再生・回

復技術の開発にとって不可欠である。

しかし、不明な点が多いのが現状であ

る。申請者は、リソソーム性プロテア

ーゼの一種であるカテプシンHを欠損させたマウスにおいて、低酸素/脳虚血により著明なニューロン

死と高度なアストログリオーシスが生じ、脳萎縮は軽度であることを見出した。一方、野生型マウス

では、低酸素/脳虚血により著明な脳萎縮が生じた（図1）。	

	

2. 研究目的	
	

カテプシンHは正常脳では血管内皮細胞に局在しており、	低酸素/脳虚血後は活性化ミクログリアに

発現増大が認められた。さらに先行研究と予備解析より、カテプシンH欠損によるミクログリアから

のインターフェロン-b(IFN-b)産生分泌低下が、高度な

アストログリオーシスを引き起こす要因となるという

着想に至った。そこで本研究は、「カテプシンHを切り

口」とし、ミクログリアのToll様受容体3(TLR3)-IFN-b

シグナリングを介したアストログリオーシス制御機構

を明らかにすることを目的とする。さらに、損傷脳の機

能再生・回復技術の開発に繋がる物質的基盤を確立す

ることを目的に行った。		

	

3. 研究方法	
	

（1）野生型ならびにカテプシンH欠損マウスに低素/脳

虚血を負荷し、海馬における抗Iba1抗体ならびに抗

GFAP抗体を用いた免疫染色を行った。さらに、海馬可溶

分画における抗TLR3抗体、抗p-IRF3抗体ならびに抗

IRF3抗体を用いたウエスタン解析を行った。	

（2）カテプシンH	 siRNA導入により実験的脳虚血によ

り誘発されるミクログアリア細胞死を計測した。また、

ミクログリア細胞死に対するIFN-bの作用を解析した。 

（3）スクラッチ法により培養アストロサイトの増殖・

遊走に対するIFN-bの作用を解析した。 

	

4. 研究成果	
	

2021年度の研究において、マウス個体を用いた実験により以下の知見を得た。(1)カテプシンH欠損マ

ウスではニューロン死に伴って海馬に集積した貪食性ミクログリアの細胞数は野生型マウスと比べ

て著しく少なかった。一方、カテプシンH欠損マウスの海馬では今度なアストログリオーシスが生じ

ていた（図2）。(2)カテプシンH欠損ミクログリア/マクロファージではIRFのリン酸化の低下ならび

にTLR3のタンパク質レベルでの減少が認められた（図3）。さらに、IFN-b産生分泌が有意に低下して



いた。(3)TLR3ならびにリン酸化STAT1の発現は低酸

素/脳虚血を負荷した野生型マウスのミクログリア

に認められたが、カテプシンH欠損マウスには認めら

れなかった。	

2022年度の研究では主に培養ミクログリアなら

びにアストロサイトを用いた実験を行い、以下の知

見を得た。	(1)カテプシンHのsiRNA導入により実験

的脳虚血により誘発されるMG6ミクログアリアの細

胞死は有意に増大した（図4）。(2)リコンビナント

IFN-bは実験的脳虚血により誘発されるMG6の細胞死を有意に抑制した。(3)初代培養アストロサイト

を用いてアストロサイト増殖・遊走能に対するリコンビナンIFN-bの作用をスクラッチアッセイ法に

より解析した結果、IFN-bはアストロサイトの	増殖・遊走を有意に抑制した。	

2023年度は、低酸素/脳虚血負荷後の野生型ならびにカテプシンH欠損マウスの認知機能を比較す

ることでアストログリオーシスの脳機能

回復に及ぼす影響についての解析を試み

た。具体的には、低酸素/脳虚血負荷後、野

生型ならびにカテプシンH欠損マウスの自

発運動量ならびに新規物体認知テストに

よる解析を行なった。カテシンH欠損マウ

スでは野生型マウスと比較して低酸素/脳

虚血負荷に伴う自発運動量の減少ならび

に認知機能低下は改善される傾向は認め

られたが有意な差には至らなかった。	

以上の結果より、カテプシンH欠損マウ

スではニューロン死に伴い高度なアスト

ログリオーシスが形成されることを明らかにした。具体的には、野生型マウスでは低酸素/脳虚血負

荷に伴いアストログリオーシスが軽度で、高度な脳萎縮が生じた。詳細な解析を行った結果、カテプ

シンH欠損マウスではミクログリア・マクロファージにおけるTLR3の発現が減少していた。このため

IRF活性化の低下によりIFN-bの産生分泌が低下し、低酸素/脳虚負荷に伴い高度なアストログリオー

シスが形成され、軽度な脳萎縮しか生じなかったと考えられる。さらに、ミクログリアから産生分泌

されたIFN-bが、IFN-a/b受容体を介して貪食性ミクログリアの生存維持ならびにアストロサイトの増

殖抑制に関与することを突き止めた（図5）。	
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