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研究成果の概要（和文）：	 

	 (1)末梢の感染ストレスによる疲労や学習行動障害が、ミクログリアの活性化を特異的に抑制
するミノサイクリンによる抑制されること、(2)アストロサイトで IL-1βがセロトニントラン
スポーターの発現を誘導すること、(3)海馬の IL-6 の過剰発現が学習障害の重要な要因である
こと、および(4)感染ストレスによって海馬や前頭前野へβアミロイド蛋白が沈着することなど
を示し、それらの機序について検討した。	 
	 
研究成果の概要（英文）： 
(1)	 Impairment	 of	 learning	 and	 memory	 and	 fatigue	 in	 rats	 induced	 by	 peripheral	 infection	 
stresses	 were	 blocked	 by	 minocycline,	 which	 is	 known	 to	 suppress	 activation	 of	 microglia.	 
(2)	 Application	 of	 Il-1β	 to	 primary	 culture	 of	 rat	 astrocytes	 induces	 expression	 of	 
serotonin	 transporters.	 (3)	 Poly	 I:C-induced	 impairment	 of	 water	 maze	 test	 in	 rats	 was	 
due	 to	 IL-6,	 which	 expressed	 in	 the	 hippocampus.	 (4)	 Everyday	 injection	 of	 LPS	 (i.p.)	 
in	 adult	 mice	 for	 7	 days	 induced	 accumulation	 ofβamyloid	 protein	 in	 the	 hippocampus	 and	 
prefrontal	 cortex,	 which	 was	 attenuated	 by	 co-application	 of	 plasmalogens.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 末梢での感染ストレスが脳内の神経炎症を
惹起し、種々の高次脳機能障害を生じること
が示唆されていたが、ウイルス感染モデルで
ある polyriboinosinic:polyribocytidylic	 

acid	 (poly	 I:C)投与、および細菌感染モデ
ルであるLipopolysaccharide	 (LPS)投与によ
っておこるグリア細胞の活性化と、学習記憶
障害および疲労などの関連を詳細に検討し
た研究はほとんどなかった。	 
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２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、感染ストレスによって惹
起された情動や、学習行動への影響のメカニ
ズムを、脳内におけるサイトカインの主たる
産生源であるグリア細胞に焦点を当て、グリ
ア細胞の活性化による神経炎症の発現機序
を形態学的および分子生物学的に明らかに
し、グリア細胞と情動や学習行動との関連を
行動学的に解析するとともに、初代培養グリ
ア細胞を用いてこれらの機序を検討するこ
とであった。具体的には、以下の 4項目につ
いて検討を行った。	 
(1)	 poly	 I:C による疲労の発現機序における
脳内ミクログリアの関与	 
(2)初代培養グリア細胞におけるセロトニン
トランスポーター	 (5-HTT)の発現機序	 
(3)poly	 I:C による学習行動障害における
IL-6 の関与	 
(4)LPS による脳内βアミロイド蛋白の沈着
とプラズマローゲン(Pls)による改善機序	 
	 
３．研究の方法	 
(1)poly	 I:C による疲労の発現機序における
脳内ミクログリアの関与	 
	 感染ストレスモデルとして、合成2重鎖RNA
である poly	 I:C	 (3	 mg/kg)をラットに腹腔内
投与し、1、3、6、12、24、48 時間後にラッ
トを灌流固定し、大脳皮質前頭前野の脳薄切
片をミクログリアおよびアストロサイトの
マーカーである Iba-1 や、GFAP など、および
サイトカインを免疫染色し、グリア細胞の活
性化を検討した。また、これらの形態学的変
化が、ミクログリアの活性化を特異的に抑制
するミノサイクリンの前投与（40	 mg/kg を 3
日間連続腹腔内投与）によってどのように影
響を受けるかを検討した。	 
(2)初代培養グリア細胞における 5-HTT 発現
機序	 
	 poly	 I:C による大脳皮質での 5-HTT 発現細
胞とその機序を明らかにするため、新生児ラ
ットの脳から初代培養したミクログリア、ア
ストロサイト、および混合細胞系を用いて、
検討した。	 
(3)poly	 I:C による学習行動障害における
IL-6 の関与	 

	 poly	 I:C	 (3	 mg/kg)をラットに腹腔内投与

し、24、48 時間後に回避試験	 、恐怖消去試

験、およびモリスの水迷路学習行動実験を行

った。また、poly	 I:C 投与 24、48 時間後に

ラットを灌流固定し、海馬の CA1 や歯状回	 

(DG)領域のミクログリアおよびアストロサ

イトの形態学的変化を観察した。さらに、

poly	 I:C 投与 24 時間後に脳を取り出し海馬

領域の mRNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR

によって IL-1β、IL-6、IFN-α、TNF-α、c-fos	 

mRNA の発現を定量した。また、poly	 I:C 処

置 3 日前からミノサイクリン	 (MC)	 (40	 

mg/kg)を 3 日間連続で腹腔内投与し、その効

果を検討した。最後に IL-6 の中和抗体を側

脳室に前投与し、poly	 I:C による水迷路学習

障害に対する効果を検討した。	 
(4)	 LPS による脳内βアミロイド蛋白の沈着
と Pls による改善機序	 

	 マウスに LPS	 (250μg/kg)を 7 日間連続腹

腔内投与し、前頭前野および海馬のミクログ

リアの形態学的変化、サイトカイン産生、β

アミロイド蛋白の沈着、および膜リン脂質の

一つである Pls の含量の変化などについて検

討し、さらにこれらの変化に対する Pls の末

梢投与の影響を検討した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)poly	 I:C による疲労の発現機序における
脳内ミクログリアの関与	 
	 本研究者は、合成2重鎖RNAであるpoly	 I:C
をラットに末梢投与すると、回転かごによる
自発運動量が数日間低下し、その機序として
前頭前野の 5-HTT の過剰発現とその機能亢進
による皮質内のセロトニン	 (5-HT)濃度の低
下が考えられることを報告している	 
(Katafuchi	 et	 al.,	 2003,	 2005)。本研究で
は、poly	 I:C 投与によって視床下部、前頭前
野および海馬において、アメーバ状および肥
大した活性化ミクログリアが多数見られ、ま
たアストロサイトの活性化も観察された。こ
の時、既に報告しているように、疲労や不安
に関与する 5-HTT の発現が増強していた。さ
らにさらにミクログリアで IL-1βの産生が
増強していることが明らかになった。これら
すべての変化は、ミクログリアの活性化を特
異的に抑制するミノサイクリンの前投与に
よって抑制された(図 1)。また、poly	 I:C に
よる疲労や水迷路などの学習行動障害もミ
ノサイクリンによって減弱した。以上から、
感染ストレス時の脳内グリア細胞の活性化は、
情動や学習への影響のメカニズムにおいて重
要な役割を果たしていることが示唆された。 
	 
図 1	 poly	 I:C によるミクログリアの活性化
とミノサイクリン(MC)の前投与による抑制	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 	 a	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 b	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 c	 
a、対照群の大脳皮質前頭前野のミクログリ
ア(Iba-1 染色)	 
b、poly	 I:C によるミクログリアの活性化	 
c、MC の前投与による poly	 I:C によるミクロ
グリア活性化の抑制	 



 

 

	 
(2)初代培養グリア細胞における 5-HTT 発現
機序	 
	 poly	 I:C投与で脳内で発言が増強すること
が明らかになっている IFN-α、および IL-1
β(Katafuchi	 et	 al.,	 2003,	 2005)をミクロ
グリア、アストロサイト、および混合細胞の
初代培養系に直接投与したところ、アストロ
サイトに IL-1βを投与した場合のみ、5-HTT
蛋白の発現が見られた(図 2)。IFN-αはいづ
れの細胞系においても 5-HTT を誘導しなかっ
た。すでに述べたように、poly	 I:C 投与によ
って IL-1βはミクログリアで産生される。従
って、poly	 I:C による 5-HTT の発現は、ミク
ログリアが産生した IL-1βがアストロサイ
トに作用した結果であることが示唆された。	 
	 
図 2	 IL-1βによるアストロサイトにおける
5-HTT の誘導	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 (3)poly	 I:C による学習行動障害における
IL-6 の関与	 

	 poly	 I:C 投与によって海馬の CA1、DG 領域

のグリア細胞の活性化とともに学習記憶障

害が誘発された。これらはミクログリアの活

性化阻害剤であるミノサイクリンによって

有意に抑制された。この時、海馬の IL-6	 mRNA

が有意に増加し、ミノサイクリン前処置によ

ってその増加は有意に抑制された。しかし、

IL-1βおよび TNF-α、IFN-α、および c-fos

の発現は増加しなかった。また、IL-6 の中和

抗体を脳室内に前投与すると、水迷路試験に

おいて、poly	 I:C による学習障害、すなわち

水面下のステージへの到達時間	 (Escape	 

Latency)の延長が短縮され、対照群の値に近

づいた（図 3）。以上から、poly	 I:C による

学習記憶障害のメカニズムとして、グリア細

胞の活性化による IL-6 の発現増強が重要で

あることが示された。このことは IL-6 が海

馬スライス標本における長期増強現象を抑

制するという以前の報告(Li	 et	 al.,	 1997)

と一致している。	 

	 

図 3	 poly	 I:C による学習障害（Escape	 

Latency の延長）の IL-6 中和抗体脳室内前投

与による改善	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 
	 
	 
	 
(4)LPS による脳内βアミロイド蛋白の沈着
とプラズマローゲンによる改善機序	 
	 マウスに LPS	 (250μ/kg)を 7 日間連続腹腔
内投与すると、海馬でβアミロイド蛋白
(Aβ)の沈着、IL-1βと TNF-α の mRNA の発
現増強、およびミクログリアの活性化が惹起
された。さらにこれらの反応は、膜脂質の一
つであるプラズマローゲン	 (Pls)末梢投与
で完全に抑制された。図 4は LPS 投与による
海馬 CA1 領域のβアミロイド蛋白の沈着が
Pls の同時投与により減少したことを示して
いる。Pls はアルツハイマー病患者の脳内で
減少していることが知られているが、本研究
の LPS モデルにおいても脳内 Pls が減少し、
Pls 投与によってそれが抑制されることを明
らかにした。Pls のアルツハイマー病予防お
よび治療薬としての可能性が示唆される。	 
	 
図 4	 LPS 投与による海馬 CA1 領域のβアミ
ロイド蛋白の沈着と Pls 投与による沈着の減
少	 
	 対照群	 	 	 	 LPS 投与	 	 LPS+Pls 投与	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
上段は NeuN 免疫染色による CA1 領域の錐体
細胞を示し、下段は同じ切片のβアミロイド
蛋白沈着を示す。	 
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