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研究成果の概要（和文）：リガンド制御型転写調節因子として機能する核内受容体ファミリーメンバーに焦点を当て、
PPARγアゴニストである天然化合物のマセリグナンがミクログリアのM2型活性化の促進を介して中脳組織内のドパミン
ニューロンに対する保護効果を発揮することを見出した。一方で、VDRおよびRXRのアゴニストがMAPキナーゼ依存的に
、またRARアゴニストがMAPキナーゼ非依存的に、転写因子NF-κBの動員を妨げることでミクログリアのM1型活性化を抑
制することを示した。

研究成果の概要（英文）：The present study focused on several members of nuclear receptor family that 
acted as ligand-regulated transcription factors, and found that a natural compound macelignan with PPARγ 
agonist activity protected dopaminergic neurons in midbrain tissues via promotion of M2 activation of 
microglia. On the other hand, the present study also demonstrated that agonists at VDR / RXR and an 
agonist at RAR suppressed M1 activation of microglia via inhibition of recruitment of another 
transcription factor NF-κB, in a MAP kinase-dependent manner and a MAP kinase-independent manner, 
respectively.

研究分野：神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 
脳内のミクログリアは、末梢組織のマクロフ
ァージと同様に、複数の異なる活性化状態を
取りうる。主な活性化状態として古典的(M1
型)活性化とオルタナティブ(M2 型)活性化と
が知られており、一般に前者は細胞・組織傷
害性に、後者は細胞・組織修復性に働くとさ
れている。そこで、このような脳内ミクログ
リアの二面性のバランスを適切に制御する
ことができれば、中枢神経細胞の変性を伴う
種々の疾患に対して新たな概念に基づく治
療・予防法が確立できる可能性がある。 
 研究代表者は、ミクログリア系細胞株 BV-2
細胞を用いて、M1 型活性化と M2 型活性化と
の間の相互作用に関わるシグナル伝達系に
ついて解析を進めてきた。その結果、リポ多
糖 (LPS) によって誘導される古典的活性化
に関わる細胞内シグナルと、インターロイキ
ン(IL)-4 によって誘導される M2 型活性化に
関わる細胞内シグナルとが互いに干渉・相殺
することを確認した。加えて、転写調節因子
の 一 種 で あ る interferon-regulatory 
factor-4 (IRF-4)が M2 型活性化誘導の鍵と
なる分子であり、IRF-4 の発現亢進の有無が
M1 型活性化と M2 型活性化のスイッチング機
構において中心的役割を担う可能性を見出
した。 
 
２．研究の目的 
脳内ミクログリアの異なる活性化状態の間
のスイッチング機構において重要な役割を
担うと目される転写調節因子群の挙動に着
目し、IRF-4 をはじめとする転写調節因子発
現増大・活性亢進作用を指標として、ミクロ
グリアの活性化方向を制御する化合物のス
クリーニング法を確立する。また、IRF や関
連する転写調節因子群の機能解析、ならびに
スクリーニングにより見出した化合物の
IRF-4 発現制御機序の解析と構造展開を行う
ことにより、新規の作用機序に基づく神経疾
患予防・治療薬候補を見出すことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、主として培養脳組織切片および
細胞株を用いて実験を行った。中脳は他の脳
部位と比較してミクログリアを多数含んで
おり、またパーキンソン病に関連する中脳黒
質ドパミンニューロンの変性がミクログリ
アの M1 型活性化によって誘導される。そこ
で、LPS の適用によりミクログリアの M1 型活
性化を誘導し、これに伴う種々の病理学的・
生化学的指標の変動に対する薬物の作用を
評価した。また細胞株についてはマウスミク
ログリア系細胞である BV-2 細胞を用い、LPS
処置によって誘導される炎症性サイトカイ
ン等の M1 型マーカー群の発現に対する薬物
の作用を評価するとともに、その作用を媒介
するシグナル伝達機序についても解析を行
った。 

 
４．研究成果 
(1) ミクログリアの M2 型活性化を促進する
低分子量化合物の神経保護効果の解析：ラッ
ト新生仔より調製した培養中脳組織切片に
対し、インターフェロン(IFN)- (50 ng/ml)
を 24 時間、その後 LPS (10 g/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る。このドパミンニュ
ーロン変性はミクログリアの M1 型活性化に
伴う誘導型 NO 合成酵素(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
我々の以前の研究により示されている
(Shibata et al. J Neurochem 2003)。この
実験系を用いて、IRF-4、iNOS（M1 型ミクロ
グリア活性化マーカー）およびアルギナーゼ
−１（M2 型ミクログリア活性化マーカー）の
発現変動、ならびにドパミンニューロン保護
効果を指標として8種の化合物の薬理作用を
検証した。その結果、ナツメグに含まれる天
然化合物であるマセリグナンがミクログリ
アの活性化フェノタイプを部分的に制御す
るとともに、ドパミンニューロン保護効果を
発揮することを見出した。具体的には、マセ
リグナンは 3〜30 M の濃度で LPS と同時に
適用した時に、IFN-／LPS により引き起こさ
れるドパミンニューロンの減少を著明に抑
制した（図１）。一方でマセリグナン(10 M)
は、IFN-／LPS 処置により誘導される NO 産
生量の増加に対して全く影響を及ぼさなか
った。また免疫組織化学により同定される
iNOS 発現は、LPS 処置後の中脳組織内におい
て一部のミクログリアに局在しており、その
発現量はマセリグナンによって抑制されな
かった。 
 一方で、マセリグナン処置下の培養中脳組
織切片では、一部のミクログリアにアルギナ
ーゼ-1 の発現が誘導されることを見出した。

 
図 1. (A) 培養中脳組織切片の TH 免疫組織化学の典
型例。IFN-/LPSによるドパミンニューロンの減少、
およびマセリグナン(10 M)の神経保護効果を示す。 
(B) TH陽性細胞（ドパミンニューロン）の計数結果。
(C) NO産生量の指標としての培地中の亜硝酸濃度の
定量結果。*** P < 0.001 vs. control; ### P < 0.001 vs. 
IFN-/LPS. 



iNOS とアルギナーゼ-1 との二重免疫蛍光染
色の結果、これら 2種の酵素はほとんどが組
織内の異なる集団のミクログリアに発現し
ており、両者を共に発現している細胞はごく
わずかであることが分かった。そこで次に、
アルギナーゼ-1 の発現誘導とマセリグナン
のドパミンニューロン保護効果との関係を
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 M)をマセリグナン (10 M)
と共処置すると、マセリグナンのドパミンニ
ューロン保護効果は消失した。またこの時、
IFN-／LPS 処置による NO 産生量の増大は
nor-NOHA によって影響を受けなかった（図
２）。アルギナーゼ-1 と iNOS はアルギニンを
共通の基質として利用するため、一般にアル
ギナーゼの発現増大は NO の過剰産生を抑制
すると考えられている。一方で本研究の知見
においては、LPS により iNOS を発現する細胞
とマセリグナンによりアルギナーゼ-1 を発
現する細胞が異なるため、細胞内での基質利
用の競合が起こらないものと考えられた。 
 続いて、過去の報告においてマセリグナン
が核内受容体型転写因子として機能する
PPARに対してアゴニスト活性を有すること
が示唆されていることから、PPARγの関与に
ついて検討を加えた。PPARγアンタゴニスト
である GW9662 (2 M)を共処置することによ
って、マセリグナン(10 M)のドパミンニュ
ーロン保護効果は消失した。 
 以上の結果をまとめると、マセリグナンは
核内受容体 PPARの刺激を介して中脳組織内
の一部のミクログリアに M2 型活性化（アル
ギナーゼ-1の発現）を誘導し、これによって
ドパミンニューロンに対する保護効果を発

揮することが示された。マセリグナンが LPS
によるミクログリアの M1 型活性化（NO 産生
や iNOS 発現）に何ら影響を与えることなく
このような効果を発揮しうることは特筆す
べき知見であり、ミクログリアの活性化にお
けるM1型/M2型の間のスイッチングは必ずし
も互いに排他的なものではないことを示唆
するものである。詳細なメカニズムに関して
は今後なお検討を要する。 
 
(2) 核内受容体 VDR および RXR による M1 型
ミクログリア活性化制御効果の解析：前項の
結果より、転写因子として機能する核内受容
体 PPARがミクログリアの活性化制御におい
て重要なターゲットとなることが示唆され
たことから、核内受容体ファミリーの他のメ
ンバーについても検証を行うこととした。特
に、ビタミン D 受容体(VDR)は免疫系を担う
種々の細胞に発現しており、その活性化が単
球やマクロファージにおけるサイトカイン
類の発現を調節するとの報告もなされてい
るが、脳内ミクログリアにおける機能につい
てはまだ十分に解明されていない。そこで
VDR アゴニストの活性型ビタミン D3 (VD3)、
およびVDRと二量体を形成して遺伝子転写を
制御することが知られる核内受容体RXRのア
ゴニストである HX630 を用いて検討した。 
 ミクログリア系細胞株 BV-2 細胞に LPS を
処置して M1 型活性化を誘導すると、iNOS の
他、TNF、IL-1、IL-6 の mRNA 発現量が著明
に増加した。LPS の 24 時間処置に 30 分先行
して VD3 (1 M)および HX630 (1 M)を処置
すると、iNOS および IL-6 の発現増大に対し
て両薬物はいずれも抑制効果を示し、VD3 と
HX630 を共処置した場合は相加的に抑制効果
が得られた。一方、IL-1の発現に対しては
VD3 のみが抑制効果を示し、TNF発現に対し

 
図 2. (A) 培養中脳組織切片におけるマセリグナン
(10 M)のドパミンニューロン保護効果に対するア
ルギナーゼ阻害薬 nor-NOHA (100 M)の拮抗作用。
(B) 培地中の亜硝酸濃度の定量結果。** P < 0.01, *** 
P < 0.001 vs. control; ### P < 0.001. 

 
図３. LPS (100 ng/ml)刺激 24時間後の BV-2細胞に
おける iNOS mRNA (A)、TNF mRNA (B)、IL-1 
mRNA (C)、IL-6 mRNA (D) 発現増大に対する VD3
および HX630の効果。VD3と HX630 はそれぞれ 1  
Mの濃度で LPS処置 30分前より適用した。### P < 
0.001 vs. no treatment; * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 
0.001 vs. LPS alone; $ P < 0.05, $$ P < 0.01, $$$ P < 
0.001. 



てはいずれの薬物も抑制効果を示さなかっ
た（図３）。VD3 と HX630 の相加的効果は、
NO産生量、iNOSタンパク質発現量およびIL-6
タンパク質産生量に対する抑制においても
確認された。 
 次に、VD3 および HX630 の作用を媒介する
細胞内シグナル伝達系について解析したと
ころ、LPS 刺激によって誘導される ERK の活
性化を両薬物が抑制することが判明した。加
えて、ERK の活性化を阻害する PD98059 (20 
M)が、LPS により誘導される iNOS および
IL-6 mRNA 発現増大を著明に抑制し、IL-1 
mRNA 発現増大に対しても程度は弱いものの
有意な抑制効果を示すことが明らかになっ
た。さらに、LPS 刺激開始 30 分後に見られる
転写因子 NF-B の核内移行は、VD3、HX630 お
よび PD98059 によって有意に抑制された。こ
れらの結果から、VDR および RXR は BV-2 細胞
において転写因子としての古典的な遺伝子
発現調節機構を介するだけでなく、ERK の媒
介する細胞内シグナル伝達経路と干渉する
ことによって M1 型活性化に伴ういくつかの
炎症性因子の発現を抑制しうることが示唆
された（図４）。 

 
(3) 核内受容体 RAR による M1 型ミクログリ
ア活性化制御効果の解析：研究代表者は脳出
血を対象として実施してきたこれまでの研
究において、レチノイン酸受容体(RAR)アゴ
ニストの Am80 が脳出血に伴う脳内ミクログ
リアの M1 型活性化を抑制すること、また脳
出血に伴う脳内ケモカインCXCL2の発現の抑
制が Am80 の治療効果に寄与することを示し
てきた(Matsushita et al. JCBFM 2011, J 
Neurosci Res 2014)。そこで本研究では、BV-2
細胞を用いて Am80 の CXCL2 発現抑制効果を
媒介するシグナル伝達機序について詳細に
解析を進めた。 
 LPS (10 ng/ml)処置によって誘導される著
明な CXCL2 mRNA 発現増大は、Am80 (0.3 – 3 
M)の12時間前処置によって著明に抑制され
た。一方で、Am80 は LPS の誘導する p38 MAPK
や ERK といった MAPキナーゼファミリーの活
性化に対して何ら抑制効果を示さず、前項に
示した VDRや RXR のアゴニストとは異なる作
用プロファイルを持つことが明らかとなっ
た。そこで NF-B シグナルに対する作用につ
いて検証したところ、Am80 は NF-B の転写活

性サブユニットであるp65タンパク質の細胞
内発現量を低下させること、p65 の抑制因子
である IB-タンパク質の発現量も低下させ
るとともに、LPS 刺激に伴って生じる IB-
タンパク質の分解を抑制することが判明し
た。併せて、Am80 は LPS 刺激により誘導され
る BV-2 細胞の核内への p65 の移行を著明に
抑制した（図５）。さらに、LPS 受容体である
TLR4がLPSなどのリガンドを認識する際に必
須の共同受容体として機能する CD14 の発現
量は、BV-2 細胞に LPS を処置することによっ
て増加したが、Am80 の前処置はこの増加を著
明に抑制した。以上の結果から、RAR アゴニ
ストは TLR4 シグナル伝達機構のうち NF-B
および CD14 の動員を妨げることによって
BV-2 細胞の M1 型活性化を抑制しうることが
示唆された。 
 
(4) まとめ：ミクログリアの異なる活性化型
の間のスイッチングを担う因子として、転写
因子の働きに着目して検討を行った。当初
IRF-4 の発現増大を指標としたスクリーニン
グを企図していたが、種々の検討で得られた
結果から、転写因子群のなかでも核内受容体
として機能するいくつかの分子が薬物の標
的としても適しているとの考えに帰着し、特
に PPAR、VDR、RXR、RAR に関する知見の集積
に注力した。本研究の成果により、これら核
内受容体はそれぞれ異なった様式でミクロ
グリアの M1型活性化の抑制あるいは M2型活
性化の亢進に至る細胞内シグナル伝達系を
駆動しうることが明らかとなった。これらの
成果は、核内受容体ファミリーメンバーを標
的とする新たな神経疾患の予防・治療薬の開
発の契機となる基礎資料を提供するもので

 
図４. BV-2 細胞における炎症性因子発現に対する
VDRおよび RXRアゴニストの抑制作用機序 

 
図５. NF-Bシグナル動員に対するAm80の効果。(A) 
BV-2細胞を LPS (10 ng/ml) で 60分間刺激した後の
NF-B p65 サブユニットの細胞内局在。Hoechst 染
色は核の位置を示す。Am80 (0.3 M)は LPS処置の 
12 時間前より BV-2 細胞に処置した。(B) (A)の実験
における核内に移行した p65 サブユニットの定量解
析の結果。** P < 0.01, *** P < 0.001 vs. time 0; # P < 
0.05. (C) Am80 (0.3 M) 12時間処置の細胞内 p65サ
ブユニットタンパク質量に対する作用。* P < 0.05 vs. 
control. 



ある。 
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