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研究成果の概要（和文）：新生児低酸素性虚血性脳症（HIE)に対して現在まで報告されている有効な治療法とし
ては、低体温療法のみである。本研究ではHIEに対する低体温療法によるグリア機能制御による脳内の微小環境
改善
を視野に入れた検討を行った。培養アストロサイト、ミクログリアにおいて低酸素負荷を行い、これらの細胞を
低温状態（32-34℃）にすることにより、iNOS、炎症性サイトカインの発現が抑制されることを明らかにした。
さらに神経保護作用を有するEryhtropoieitnは低温状態により、高発現が持続することを明らかにした。本研究
により、現在もなお予後不良疾患であるHIEの病因および治療法の開発に貢献できるものと考える。

研究成果の概要（英文）：Hypothermia has been reported to be only effective therapy for neonatal 
hypoxic ischemic encephalopathy (HIE) . We performed the examination of microenviroment improvement 
of glial function control with hypothermia. We found hypothermia (32-34℃) decreased the expression 
of iNOS and inflammatory cytokine in cultured glia under hypoxic condition. Furthermore, 
erythropoietin having neuroprotective effect made clear that overexpression lasted by a low 
temperature state. We found that these protein expression adjustment by hypothermia  decreased brain
 damage. This study might contribute to the development of an etiology of HIE which is still a poor 
prognosis and the cure. 
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1. 研究開始当初の背景 

 新生児仮死は成熟児 1000 に対して 2-4 の

頻度で起きる。新生児仮死にともなう、脳内

の低酸素虚血と再灌流による傷害が新生児

低酸素性虚血性脳症（HIE）を引き起こす。

さらに感染を合併することで、弱い負荷であ

っても予想以上に重度の脳損傷をきたすこ

とが知られており、感染に伴う炎症が重症化

因子であることが報告されている。HIE 患者

の 25％以上に神経学的後遺症がみられ、脳性

麻痺の原因の約 10％を占めている現状があ

る。HIE の治療法として現在までに有効性が

認められているのは、低体温療法のみである。

しかし低体温療法を施行しても 30-60%の症

例では依然として予後不良であり、HIE に対

する確実な治療法は未だに確立されていな

い。 

 新生児仮死に伴う虚血再灌流や感染などの

炎症が起こると、脳内環境に関わるアストロ

サイトや脳内炎症に関わるミクログリアの

活性化が生じる。主としてアストロサイトか

らグルタミン酸などの興奮性アミノ酸が放

出される。この興奮性アミノ酸が NMDA 受容

体を介してアストロサイトやミクログリア

から一酸化窒素（NO）、フリーラジカル、炎

症性サイトカインなどのケミカルメディエ

ータを誘導する。これらのケミカルメディエ

ータは直接的、あるいはミクログリアの貪食

能を亢進させることで間接的にニューロン

を傷害する。低体温療法は血液脳関門の保持、

興奮性アミノ酸、フリーラジカル、炎症性サ

イトカイン産生抑制、さらに抗炎症性性サイ

トカインの誘導などにより脳損傷を抑制す

ると考えられている。 

しかしながらその脳保護メカニズムについ

ては十分に解明されていない。さらなる治療

成績の向上のためには、とりわけグリアの機

能制御に着目した脳保護メカニズムの解明

は必要不可欠であると考える。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的はHIEによる脳損傷に対する

低体温療法の脳保護メカニズムを解明する

ことである。さらに低体温療法の治療向上を

可能とするグリアの活性化調節に基づく新

規治療法の確立を目指す。 

 HIE において低体温療法が有効であること

は証明されているが、その効果は限定的であ

る。また低体温療法による脳保護の詳細なメ

カニズムはいまだ不明である。低体温療法は

一見メカニズムの解明が曖昧になりがちな

治療である。本研究ではグリアの機能制御に

着目し、分子生物学的な手法を用い解析する

ことを目的とする。細胞レベルでの HIE と

グリアの関係を明らかにすることで、HIE に

対してさらに病態に踏み込んだ特異的治療

法の確立が期待できる。細胞および分子レベ

ルでの治療効果のメカニズム、新規治療法の

開発は低体温療法の治療成績向上のために

極めて重要であると考える。 

 

３．研究の方法 

1.低酸素・低栄養状態、LPS 刺激による影響 

 培養グリア（アストロサイト、オリゴデン

デンドロサイト、ミクログリア）、ニューロ

ンに低酸素負荷と LPS 刺激を加え、細胞傷害

および各種ケミカルメディエーターを測定

し、細胞傷害に影響を与えるケミカルメディ

エータについて検討する。サイトカイン、

8-OHDG の測定は ELISA 法を用いる。興奮性ア

ミノ酸はウエスタンブロット法、細胞傷害に

ついては MTT assay、LDH 測定、TUNEL 染色で

評価する。ミクログリアの活性化については

形態変化、マイクロビーズを用いた貪食能の

解析を行う。オリゴデンドロサイトに関して

は、ミエリン形成タンパクの発現を中心に解

析を行う。 

2. 低温状態による影響 

 刺激を加えた培養細胞を臨床現場の治療



の際に行われている 34℃の低温状態に 72 時

間おき、細胞傷害および各種ケミカルメディ

エーターの変化を検討する。また最適な低体

温療法の方法をグリアの機能制御から検討

するため、温度と持続時間の条件を替えて検

討する。アストロサイト、ミクログリアが放

出するケミカルメディエーターがニューロ

ン、オリゴデンドロサイトに与える影響を、

低酸素・無糖状態、LPS 刺激で得られたコン

ディションメディウムを用いて細胞傷害性

について検討する。また、細胞間の直接的な

影響を調べるため、アストロサイト、ミクロ

グリア、オリゴデンドロサイト、ニューロン

の共培養を行い、ニューロン、オリゴデンド

ロサイトの細胞傷害を調べる。さらに低温状

態によってニューロン、オリゴデンドロサイ

トの細胞傷害が抑制されるかを検討する。細

胞傷害ならびに低温状態による細胞保護に

関与すると考えられる EPO,iNOS, その他ケ

ミカルメディエーターに関しては、miRNA を

用い遺伝子発現を抑制し細胞傷害について

検討する。 

3. モデルラットの解析 

 LPS 投与、低酸素虚血モデルラットおよび

低酸素虚血のみのモデルラットを用い、傷害

後低温状態におくことで死亡率、神経学的症

状の改善がみられるかを検討する。さらに脳

の凍結切片を作成し免疫染色を行い、脳障害

の部位、程度、病変部でのグリア細胞の集積、

形態変化などを検討する。また in vitro で

すでに明らかになっている EPO と iNOS の発

現変化が in vivoの解析により脳内でも起き

るかを確認し、低体温療法による発現変化の

局在部位を免疫染色により検討する。さらに

上記 in vitro で明らかになったケミカルメ

ディエーターに関しても in vivoで脳内での

発現変化を確認する。 

 

４．研究成果 

 培養アストロサイト、ミクログリアにおい

て低酸素負荷を行い、iNOS/erythropoietin、

各種サイトカインが誘導されることを遺伝

子・タンパクレベルでの発現で確認した。さ

らにこれらの細胞を低温状態（32-34℃）に

することにより、iNOS、炎症性サイトカイン

の発現が抑制されることを明らかにした。ま

た神経保護作用を有する erythropoietin は

低温状態により、高発現が持続することを明

らかにした。さらにこれらの発現調節には NF

κB、HIF1 が関与していることを明らかにし

た 。 ま た 低 温 状 態 に よ る iNOS 、

erythropoietin、炎症性サイトカインの発現

調節がミクログリアの活性化を抑制し、細胞

障害を軽減させることを明らかにした。 

 モデルラットの解析を現在行っているが、

細胞培養の実験結果と同様の結果が得られ

た。研究期間内に論文完成は間に合わなかっ

たが、現在これらの結果をもとに論文作成を

行っている。HIE の病態ならびに低体温療法

における脳保護メカニズムは未だ不明であ

る。またグリアに着目した基礎研究はほとん

どない。本研究により、現在もなお予後不良

疾患であるHIEの病因および治療法の開発に

貢献できるものと考える。 
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