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研究成果の概要（和文）：ミクログリアにはリポポリサッカライド(LPS）刺激により細胞死をおこす細胞と死を
免れ活発に死細胞を貪食する細胞の異なるサブセットが存在する。これらLPS誘発細胞死と死細胞貪食はいずれ
もP2Y2受容体を介して引き起こされた。LPS刺激はP2Y2受容体を形質膜先端部の表面に発現させた。また、TLR4
下流シグナルのERKやAKT活性化もP2Y2受容体に依存していた。さらに、LPS刺激はミトコンドリア活性を著しく
上昇させ、大量にATPを産生し細胞外へと放出することでP2Y2受容体を刺激する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Brain microglia play a protective role, whereas inflammatory activated 
microglia can perform excessive phagocytosis, leading to neuronal death. Live imaging showed that a 
TLR4 ligand lipopolysaccharide (LPS) induced rapid death in primary rat microglia, and surviving 
microglia actively removed the dying cells. The P2Y2 receptor (P2Y2R) antagonists, suramin and 
AR-C118925, inhibited dying cell removal more potently for LPS-stimulated microglia than for 
nonstimulated microglia. P2Y2R antagonists also suppressed LPS-induced death, but not spontaneous 
death. LPS stimulation elicited the redistribution of the P2Y2R on the plasma membrane. LPS also 
activated ERK1/2 and AKT signaling in a P2Y2R-dependent manner. Mitochondria activity was markedly 
elevated in LPS-stimulated microglia, possibly contributing to ATP release into extracellular space 
to activate P2Y2R. Thus, the P2Y2 receptor may play an essential role in various inflammatory 
responses of TLR4-activated microglia.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化に伴いアルツハイマー病などの神経変性疾患、脳梗塞などの脳血管障害などの増加が大きな社会問題と
して懸念されている。これらの病態には共通して過剰に活性化された炎症性ミクログリアが関与する。ミクログ
リアは異物や死細胞を貪食して神経保護に働く一方、炎症時には傷害性の高い炎症性サイトカインを放出すると
ともに弱った神経細胞も過剰に貪食し神経障害を引き起こす。本成果はこれまで不明であった炎症性ミクログリ
アの活性化のメカニズムを明らかにするものであり、学術的意義は大きい。また、炎症性ミクログリアの関わる
疾患の治療標的の開発にも繋がることから社会的にも意義のあるものと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ミクログリアは、死細胞や異物、βアミロイドなどの傷害性物質を貪食除去し脳の恒常性維持に
重要な役割を果たす。しかし、刺激により著しく活性化されると傷害的な炎症性メディエーター
を大量に放出し、また激しい貪食能を獲得し弱った生細胞まで貪食し死に至らしめる。近年、こ
れらの過剰な反応がアルツハイマー病をはじめとする多くの神経疾患の原因に関与すると考え
られるようになってきた。しかし、炎症刺激を受けた際の異常な貪食がどのようにして引き起こ
されるのかは明らかではない。研究代表者らは、これまでに、ATP や UTP により活性化される
P2Y2受容体がミクログリアの炎症刺激により著しく発現上昇すること、さらに、この受容体は炎
症時の異常な死細胞貪食に重要な役割を果たすことを見出してきた(Hide et al., 2023)。しか
し、炎症時に P2Y2受容体の活性化がどのような機序で引き起こされるのか、また、TLR4 シグナ
ル伝達にも関与するのか、さらに、P2Y2受容体を刺激する ATP/UTP の由来はどこなのか、などに
ついては不明の点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、炎症刺激により誘導される高貪食能ミクログリアの反応を明らかにする目的で、以
下の項目に焦点を当て検討を行った。 
(1) TLR4 リガンドであるリポポリサッカライド（LPS）刺激によるミクログリアの死細胞貪食
および細胞死における P2Y2受容体の役割と P2Y2受容体活性化メカニズムを明らかにする。 
(2) LPSによるTLR4刺激の下流シグナル(ERK/AKT)活性化におけるP2Y2受容体の関与を調べる。 
(3) ミクログリアのミトコンドリア呼吸活性（ATP 産生）に及ぼす LPS 刺激の影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ミクログリアの初代培養 
ラット新生児大脳から混合グリア初代培養細胞を作製し、10% FBS 含有 DMEM 中 37℃10%CO2存在
化で培養を行った。培養 9日目からフラスコを振盪し浮遊する細胞を回収し、ディッシュに接着
させた後洗浄によりミクログリアを調製した。ミクログリアの純度はマーカーである Iba-1 染
色より確認した。 
 
(2) タイムラプス観察 
ミクログリアを 4 分割ガラスボトムディッシュに播種し、位相差顕微鏡(BIOREVO Bz-9000, 
Keyence)で 10 分ごとに 18 時間タイムラプス観察した。顕微鏡のステージ上には細胞培養装置
(Tokai Hit)を取り付け、37℃ 5% CO2存在下とした。ミクログリアの振る舞いから以下の 4つの
グループに分けた。I.死ぬ細胞、II.生存するが死細胞には接触しない細胞、III.死細胞に接触
し貪食した細胞、IV.死細胞に接触し貪食しようとしたができなかった細胞。全細胞数に対する
それぞれの細胞数の割合(%)で示した。 
 
(3) 細胞免疫染色 
ミクログリアを 4%パラホルムアルデヒドで固定した後、0.03%Triton-X100 で膜透過処置を行っ
たのち 3%正常ヤギ血清でブロッキングを行った。一次抗体として P2Y2受容体ポリクローナル抗
体（5μg/mL, ARP-010, Alomone）を用いて細胞を一晩処置し、抗ウサギ IgG-Alexa 488(1μg/mL, 
Thermo Fisher Scientific)を作用させ洗浄後、共焦点レーザー顕微鏡(LSM 780, Carl Zeiss)
で蛍光画像を観察した。生細胞イメージングでは、P2Y2受容体の細胞外ドメインを認識する FITC
標識抗体(1:50, ARP-102-F, Alomone)をミクログリアに氷上で 30 分間処置し、その後 4%パラホ
ルムアルデヒドで固定した。洗浄後、細胞膜上の P2Y2受容体免疫染色を蛍光顕微鏡（BIOREVO Bz-
9000, Keyence）で観察した。 
 
(4) ERK1/2 および AKT の活性化の測定 
ミクログリアの LPS 刺激による ERK1/2 および AKT の活性化は、ERK1/2 およびリン酸化 ERK1/2、
AKT およびリン酸化 AKT を認識する抗体(Cell Signaling Technology)を用いてウェスタンブロ
ットを行い、全 ERK1/2 および全 AKT に対するリン酸化 ERK1/2 およびリン酸化 AKT の比として
算出した。 
 
(5) ミトコンドリアの活性測定 
ミクログリアのミトコンドリア呼吸鎖に存在する脱水素酵素の活性を測定した。ミクログリア
に LPS 刺激を行い、テトラゾリウム塩である WST-1 を作用させ変換されたホルマザン色素の吸
光度(450nm)をマイクロプレートリーダーで測定した。 
 
 
 



４．研究成果 
(1) タイムラプス観察によるミクログリアの死細胞貪食および細胞死の解析と P2Y2受容体の役割 
ラット初代培養ミクログリアはアストロサイトに依存し、アストロサイトから単離すると徐々
に細胞死をおこす。刺激がないと 24 時間以内のすべての細胞が死ぬが、炎症刺激であるリポポ
リサッカライド(LPS)刺激を行うと 2 時間以内に速やかに細胞死が誘導される(Harada et 
al.,2011)。全体のほぼ 2 割のミクログリアは生き残り、活発に隣接する死細胞を貪食する
(Kamigaki et al., 2016)。これまでに、P2Y2受容体拮抗薬(スラミンや AR-C118925)は無刺激時
の死細胞貪食には有意な影響を及ぼすことなく、LPS 刺激時の死細胞貪食を著明に抑制したこと
から、P2Y2受容体は炎症誘導性貪食を特異的に制御することを報告してきた(Hide et al., 2023)。
さらに、細胞死に対する P2Y2受容体拮抗薬(スラミンと AR-C118925)の効果を調べた結果、無刺
激で自発的におきる細胞死に対しては影響を及ぼすことなく、LPS 刺激による細胞死を強く抑制
した。したがって、LPS 刺激により引き起こされる細胞死もまた死細胞貪食と同様 P2Y2受容体の
活性化に依存することが示された。 
 
(2) LPS 刺激による P2Y2受容体活性化の仕組み 
これまでに、LPS 刺激により P2Y2受容体が活性化を受ける機序の一つとして、LPS 刺激が細胞内
部の P2Y2受容体を細胞膜付近に移行させる可能性を示してきた。しかし、形質膜の P2Y2受容体
が実際に細胞膜に組み込まれ細胞外の ATP/UTP と結合しうるのかは不明である。そこで、今回、
P2Y2受容体の細胞外ループを認識する特異的抗体を用いて LPS 刺激ミクログリアの形質膜付近
の P2Y2受容体が細胞外に表出しているかをライブイメージングで検討した。その結果、LPS 刺激
を行うとミクログリアは形態を細長く変化させその端の形質膜上に P2Y2受容体が表出すること
が示された。無刺激では先端に P2Y2受容体の発現が認められないことから、LPS 刺激による P2Y2
受容体刺激のメカニズムとして、先端形質膜上への P2Y2受容体の発現誘導とそこでの活性化を
引き起こす可能性が確認された。 
 
(3) LPS 刺激による ERK1/2 および AKT 活性化における P2Y2受容体の関与 
LPS 刺激によるミクログリアの反応の多くが P2Y2受容体に依存することを示す知見が得られた。
LPS が TLR4 を活性化し炎症関連遺伝子発現を誘導することはよく知られた事実である。TLR4 の
シグナル伝達には MyD88 依存的経路と MyD88 非依存的経路があり、MyD88 経路は TRAF6 を介して
NF-kB の活性化を介して炎症性サイトカイン遺伝子を発現する一方、MyD88 非依存的経路ではエ
ンドソームに内在化して TRAF3 を活性化し、転写因子 IRF3 を介して I型 IFN を産生する。しか
し、TLR4 から貪食や遺伝子発現に重要な ERK1/2 や PI3 キナーゼ/Akt へのシグナル経路には不
明の点が多い。今回、LPS 刺激による ERK1/2 および AKT の活性化は P2Y2受容体拮抗薬により抑
制されたことから、これらのシグナル伝達も P2Y2受容体を介して引き起こされる可能性が示さ
れた。 
 
(4) ミクログリアのミトコンドリア呼吸活性に及ぼす炎症刺激の影響 
ミトコンドリアにおける代謝を指標として生細胞数や細胞増殖能を測定する方法に MTT アッセ
イや WST-1 アッセイなどがある。これは、ミトコンドリアの呼吸鎖に存在する脱水素酵素の活性
により生成されるホルマザン色素の測定により行われる。ミクログリアを LPS で刺激すると、ミ
クログリアの 8割が死ぬにもかかわらず、WST-1 のホルマザン形成が著しい上昇を示した。さら
に、ATP 処置を行うとこの上昇はさらに促進された。この結果は、LPS 刺激を受け生存する貪食
ミクログリアはミトコンドリアの活性が著しく促進され、大量の ATP を産生する可能性を示し
ている。したがって、P2Y2受容体を刺激する ATP は少なくとも自ら産生する大量の ATP に由来す
る可能性が示唆された。さらに、ATP 刺激によりミトコンドリアの活性がさらに増大することか
ら、ATP 受容体を介した正の調節機構の存在が考えられる。 
 
(5) まとめ 
本研究成果とあわせて、これまでの検討から明らかになった知見を以下にまとめる（図 1）。 
① ミクログリアには炎症性刺激（LPS）に対して異なる反応を示すサブセットがある。一つは
活性化により速やかに細胞死を引き起こすサブセットであり、もう一つは生存し続け活発に死
細胞を貪食するサブセットである。この 2つの反応は、いずれも炎症刺激で急激に発現上昇する
P2Y2受容体を介して引き起こされる。P2Y2受容体は無刺激時の細胞死や貪食には関わらないこと
から、炎症時に誘導されるミクログリアの反応において特異的な働きを発揮すると考えられる。 
② 炎症刺激により P2Y2受容体が活性化される機序として細胞内部から形質膜上への移行を引
き起こす可能性が示された。 
③ これまでに、P2Y2受容体が炎症時の死細胞貪食を仲介するメカニズムとして、PYK2 チロシ
ンキナーゼを介して炎症性貪食受容体 AXL の発現を引き起こすことを明らかにしてきた。この
とき生理的貪食受容体 MER の発現は低下することから死細胞貪食において AXL が中心的役割を
果たすと考えられる。今回さらに、LPS 刺激による ERK および AKT 活性化にも P2Y2受容体の関与
が示され、TLR4 シグナル伝達には P2Y2受容体を介したシグナルにより一連の炎症反応が引き起



こされる可能性が示された。 
④ 炎症刺激は ATP の細胞外への放出も引き起こすが、その機序の一つとしてミトコンドリア
の活性を著しく高め、大量の ATP を産生することが関与すると考えられた。 
 
 

 
図 1. LPS 刺激によるミクログリアの細胞死と死細胞貪食における P2Y2受容体を介した制御機構 
 
 
以上の結果は、炎症時に誘導されるミクログリアの活性化メカニズムを明らかにするものであ
り、TLR4 活性化により引き起こされる幅広い反応に P2Y2受容体が重要な役割を果たすことを示
した。この研究成果から、炎症性ミクログリアが病態に関与する中枢炎症性疾患（アルツハイマ
ー病など）の新しい治療標的の開発へと繋がる可能性が期待される。 
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