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研究成果の概要（和文）：転写調節因子の一つとして知られるIRF4が、脳内の免疫担当細胞であるミクログリアを組織
保護・修復性のモードである「オルタナティブ活性化」状態に導く上で重要なシグナル因子であることを見出した。ま
た、ミクログリアの活性化制御を指標として探索的薬効評価を行った結果、複数の低分子量化合物にオルタナティブ活
性化促進効果を認め、うち天然由来の１化合物についてはパーキンソン病に関連するドパミンニューロンに対する神経
保護効果を新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that a transcription factor IRF4 plays a key role in mediating
 intracellular signals in microglial cells leading to induction of alternative activation state, the tissu
e preservative/reparative mode of this immune cell population in the brain. In addition, explorative pharm
acological evaluation, based on regulation of microglial activation, demonstrated stimulatory effects of s
everal low molecular weight compounds on alternative activation. One of the compounds, which has natural o
rigin, was newly found to possess neuroprotective properties on dopamine neurons whose degeneration is clo
sely associated with Parkinson disease.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳内のマクロファージ様細胞であるミクロ
グリアは、パーキンソン病や脳卒中などの神
経変性を伴う疾患時にいわゆる「活性化状
態」となり、神経組織の病理形成過程に関与
することが知られている。末梢組織のマクロ
ファージについては組織・細胞傷害性に働く
「古典的活性化」と、組織の修復・再生に働
く「オルタナティブ活性化」と呼ばれる２つ
の異なる活性化状態の存在が知られるが、脳
内ミクログリアについても同様に複数の活
性化状態が存在しており、それらは特徴的な
マーカータンパク質の発現の有無によって
区別できる。実際研究代表者は、脳出血病態
時において損傷した脳領域には、活性化状態
の異なるミクログリアが混在することを確
認している。このようなミクログリアの二面
性を適切に制御できれば、疾患に伴う神経細
胞の変性・脱落を阻止すること、また残存す
る神経細胞の軸索再生や神経組織の修復を
促すことができるものと考えられた。しかし、
ミクログリアのオルタナティブ活性化の制
御機構や、古典的活性化とオルタナティブ活
性化の間のスイッチング機構などについて
は十分に明らかになっておらず、オルタナテ
ィブ活性化を促進する化合物も報告されて
いない状況であった。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究では病態時の脳
において神経細胞の変性を抑制し、また組織
損傷からの回復を促す手段としての「ミクロ
グリアの多方向性活性化の薬物による制御」
の可能性について検証することを目的とし、
以下の点を明らかにすることを目指した。 
・古典的活性化とオルタナティブ活性化に関
わる細胞内シグナル伝達経路間の相互干
渉・スイッチングの機序を明らかにし、キ
ーとなるシグナル分子を同定する。 

・病態脳組織において、ミクログリアのオル
タナティブ活性化の誘導に関わる細胞内外
のシグナル伝達機序を明らかにする。 

・上記２項目より得た知見を勘案しつつ、病
態脳組織においてミクログリアの活性化状
態を組織修復性に指向させる低分子量化合
物を探索・同定し、その作用機序を明らか
にする。 

 
３．研究の方法 
ミクログリア系細胞株を用いて、オルタナテ
ィブ活性化に対する古典的活性化刺激の干
渉・阻害効果の機序を解析した。また、細胞
株より得られた知見、および末梢マクロファ
ージに関する従来の知見等を背景として、ミ
クログリアのオルタナティブ活性化を誘導
／促進する低分子量化合物の探索を行った。
ミクログリア系細胞株において有効性の認
められた化合物については、その作用機序を
解析するとともに、培養脳組織切片の病理モ
デルや in vivo 疾患モデルにおけるミクログ

リアの活性化状態に及ぼす影響、ならびに神
経組織保護効果の検証を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 古典的活性化とオルタナティブ活性化の
干渉作用の機序：マウスミクログリア系細胞
株 BV-2 細胞に既知のオルタナティブ活性化
誘導因子である IL-4 (20 ng/ml) を処置すると、
活性化マーカーであるアルギナーゼ-1 や
Ym-1, Fizz-1 の発現が亢進し、これらの発現
は JAK 阻害薬の JAK inhibitor 1 (1 μM) によ
り顕著に抑制された。また、翻訳阻害薬であ
るシクロヘキシミドによって IL-4 による諸
種活性化マーカーの発現は阻害されたこと
より、IL-4 はタンパク質の de novo 合成を介
してシグナルを伝達することが示唆された。
この IL-4 シグナル伝達を媒介する分子の実
体を探索した結果、転写因子である IRF4 を
同定した。実際、IL-4 の適用により IRF4 の
発現は増大し、この増大は JAK inhibitor 1 (1 
μM)やプロテインキナーゼ A (PKA)阻害薬
H89 (5 μM)の共処置により抑制され、 アデニ
ル酸シクラーゼ活性化薬 forskolin (100 μM) 
の共処置で増強された。また、siRNA を BV-2
細胞に導入することによって IRF-4 タンパク
質の発現を抑制すると、IL-4 処置によって増
大するアルギナーゼ-1 タンパク質の発現が
著明に抑制される一方で、リポ多糖(LPS; 100 
ng/ml)処置によって誘導される iNOS mRNA
の発現が増強されることが明らかになった
（図 1）。これらのことから, IL-4 によるオル
タナティブ活性化の誘導には JAK/STAT 経路
を介した IRF4 の発現および PKA が関与する
ことが明らかとなった. 

 次に、BV-2 細胞に IL-4 と古典的活性化誘
導因子である LPS (100 ng/ml) とを共処置す
ると、各活性化マーカーの発現が単独処置時
に比べて有意に低下した. この時、IL-4 によ
る IRF4 の発現も低下したことから, ミクロ
グリア活性化の方向性の制御に IRF4 の発現
調節が重要な役割を担うことが示唆された. 
 また非受容体型チロシンキナーゼである
Src の阻害薬 PP2 (10 μM) は、IL-4 によるオ
ルタナティブ活性化マーカーの発現を亢進

図 1. (A) IRF-4 siRNA の導入は、BV-2 細胞における
IRF-4 タンパク質の発現量を低下させるとともに、
IL-4 により誘導されるアルギナーゼ-1 タンパク質発
現亢進を抑制した。(B) IRF-4 siRNA 導入は、BV-2
細胞における LPS 誘導性の iNOS mRNA 発現亢進を
増強した。 



し、LPS による古典的活性化マーカーの発現
を抑制した. さらに、IL-4 および LPS を処置
した BV-2 細胞では、Src を介して発現する転
写因子 ATF3 の発現が亢進した。ATF3 は転写
抑制および転写促進の 2 つの機能を有するこ
とが知られており、ミクログリア活性化の方
向性の制御に Src/ATF3 経路も関与すること
が示唆された。 
 
(2) オルタナティブ活性化を促進する低分子
量化合物の探索：BV-2 細胞に対して GABA (1 
mM)を IL-4 (20 ng/ml)と共処置すると、24 時
間後におけるアルギナーゼ-1 mRNA の発現
増大が IL-4 単独処置の場合と比べて有意に
増強された（図 2A）。同様の効果は、GABAB

受容体特異的アゴニストであるバクロフェ
ンにも認められた。逆に、LPS (100 ng/ml) の
24 時間処置によって誘導される iNOS mRNA
の発現は、GABA あるいはバクロフェンの適
用によって有意に抑制された（図 2B）。一方
で、LPSにより誘発されるTNF-αおよび IL-1β
の mRNA 発現亢進は GABA によって有意な
影響を受けなかったことから、GABA による
ミクログリアの活性化方向の制御は単純な
二元論（古典的かオルタナティブか）では説
明できないことが示唆された。 

 次に、後述するペルオキシソーム増殖因子
活性化受容体(PPARγ)に関する知見などから、
種々の核内受容体ファミリーによる転写調
節がミクログリアの活性化方向の制御に関
わる可能性が考えられたため、代表的な核内
受容体リガンドの作用について検討を行っ
た。その結果、レチノイド X 受容体アゴニス
トである HX630 (3 μM)、レチノイン酸受容体
アゴニストである全トランスレチノイン酸(1
〜3 μM)および Am80 (0.3〜3 μM)を単独で
BV-2 細胞に処置することによって、アルギナ
ーゼ-1 mRNA の発現が促進されることが明
らかになった（図 3）。一方、ビタミン D 受
容体アゴニストである活性型ビタミン D3 
(100 nM)は、逆にアルギナーゼ-1 の発現を抑
制した。 
 
(3) オルタナティブ活性化を促進する低分子

量化合物の神経保護効果：ラット新生仔より
調製した培養中脳組織切片に対し、IFN-γ (50 
ng/ml)を 24 時間、その後 LPS (10 μg/ml)を 72
時間処置することによって、著明なドパミン
ニューロン変性が誘導された。我々の既報に
おいて、このドパミンニューロン変性はミク
ログリアの古典的活性化に伴う iNOS 発現亢
進と NO 過剰産生によって誘導されているこ
とが示されている(Shibata et al. J Neurochem 
2003)。この実験系を用いて化合物の作用の検
証を行った結果、ナツメグに含まれる天然化
合物であるマセリグナンのドパミンニュー
ロン保護効果を新たに見出した。すなわち、
マセリグナンは 3〜10 μM の濃度で LPS と同
時に適用した時に、IFN-γ／LPS により引き起
こされるドパミンニューロンの減少を濃度
依存的に抑制した。マセリグナンはこれまで
の研究で、PPARγ に対するアゴニスト活性を
有することが示唆されており、また PPARγ
アゴニスト活性を有する薬物がマクロファ
ージのオルタナティブ活性化を促すことも
報告されている。そこで、オルタナティブ活
性化のマーカーであるアルギナーゼ-1 の発
現を免疫組織化学により調べたところ、マセ
リグナン (10 μM)は IFN-γ／LPS 処置の有無
に係らず培養中脳組織切片内のミクログリ
アと見られる細胞においてアルギナーゼ-1
の発現を誘導することが確認された。また、
IFN-γ／LPS処置により誘導される iNOSの発
現は、マセリグナンの処置によって抑制され
る傾向が認められた。ただし、培地中の亜硝
酸濃度の測定により評価した NO 産生量につ
いては、マセリグナンは IFN-γ／LPS 処置に
よる増大にほとんど影響を及ぼさなかった。
アルギナーゼ-1 は iNOS と同じくアルギニン
を基質として利用することから、アルギナー
ゼの発現増大は NO の過剰産生を抑制するこ
とで細胞保護効果を発揮するといった機序
が一般に想定されているが、上記の知見はこ
の見解と相容れないものとなった。 
 そこで、アルギナーゼ-1 の発現誘導が実際
にマセリグナンのドパミンニューロン保護
効果に寄与しているか否かを明らかにする
ため、アルギナーゼの特異的阻害薬として知
られる nor-NOHA を用いた。Nor-NOHA (100 
μM)をマセリグナン (10 μM)と共処置すると、
マセリグナンのドパミンニューロン保護効

図 2. (A) GABA は、BV-2 細胞において IL-4 により誘
導されるアルギナーゼ-1 mRNA 発現亢進を増強した。
(B) GABA およびバクロフェンは、BV-2 細胞において
LPS により誘導される iNOS mRNA 発現亢進を抑制し
た。* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. 

図 3. BV-2 細胞におけるアルギナーゼ-1 mRNA 発現レ
ベルに対する HX630 (A)および Am80 (B)の効果。薬物
は示した濃度で 24 時間処置した。** P < 0.01 vs. 
control (cont). 



果は消失した。またこの時、IFN-γ／LPS 処置
による NO 産生量の増大は nor-NOHA の共処
置によって影響を受けなかった。したがって、
マセリグナンによるミクログリアのオルタ
ナティブ活性化促進に伴うアルギナーゼ-1
の発現誘導は、中脳ドパミンニューロンに対
して明確な細胞保護効果をもたらすこと、ま
たこの効果は従来認識されている NO 産生の
調節とは無関係の機序を介して発揮されて
いることが示唆された。 
 
(4) まとめ：転写因子 IRF4 がミクログリア
の古典的活性化／オルタナティブ活性化の
スイッチングに関わる重要なシグナル分子
であることが同定された。また複数の低分子
量化合物についてオルタナティブ活性化促
進作用や神経保護効果が見出された。これら
の知見は、従来とは異なる概念に基づく神経
疾患予防・治療薬の開発に資するものである。 
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