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研究成果の概要（和文）：低温応答性シグナルであるSIRPαの脳機能調節機構を研究する目的でSIRPαマウスが
リポポリサッカライド（LPS）投与により低体温が強く誘導される原因を探った。SIRPα KOマウスはLPS腹腔内
投与により脳内の炎症性サイトカイン、特にIL-1β遺伝子の発現が野生型マウスに比べて有意に誘導され、それ
はミクログリア由来のサイトカインであると考えられた。脳におけるSIRPαの機能は、ミクログリアのLPSに対
する反応を抑制的に制御することで、炎症時の恒温性維持に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：SIRPα phosphorylation is induced by cold exposure. In this study, we tried 
to find out physiological roles of SIRPα in the regulation of brain function when animals became 
hypothermia. Among some methods to induce hypothermia, LPS treatments particularly resulted in the 
severe hypothermia and decreased physical activity in SIRPα knockout (KO) mice, that lasted more 
than 24 hours. In SIRPα KO mice, moreover, levels of gene expression in pro-inflammatory cytokines 
were elevated significantly after LPS treatments compared with those in wild type (WT) mice. Results
 of experiments using conditional KO mice in which a gene of SIRPα was deleted in macrophages or 
microglia shows the gene deletion in microglia was responsible for hypothermia in part but not in 
macrophages. These results indicate that microglial SIRPα inhibit cellar responses to LPS 
stimulation, which may regulate thermogenesis to maintain a constant body temperature.

研究分野： 神経化学
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１．研究開始当初の背景 
（1）温度変化は生物にとって一般的なスト
レスの一つであり、微生物や植物、変温動物
では低温への適応能力が生存のために重要
な意味を持つ。一方、恒温動物では、細胞や
組織の低温への適応については、主に冬眠動
物をモデルとして解明が進められているも
のの、十分に解明されていない（Al-Fageeh 
MB and Smales CM, Biochem J, 2006）。低
温は脳血管障害に対して神経保護効果を示
すため臨床現場では低体温療法として応用
されている。しかし、低体温は記憶障害を引
き起こすことが実験動物だけでなく人でも
報告されており、脳機能を大きく変化させる
が、そのメカニズムは十分理解されていない。
このように、脳の低温への応答反応について
の研究は、基礎的な研究分野として重要なだ
けでなく、これを利用して、神経保護や脳機
能や記憶の操作など、新たな応用分野を創出
する可能性を秘めた研究分野である。 
（２）研究代表者らは近年、低温刺激により
チロシンリン酸化を受け活性化する膜型分
子を低温応答シグナル分子として同定した。
その分子は Signal Regulatory protein α 
(SIRPα)と呼ばれる分子で、神経細胞や免疫
細胞の細胞膜に存在し、細胞外領域に３つの
イムのグロブリン（Ig）様構造を、細胞内領
域には、チロシンリン酸化モチーフを持つ膜
型タンパク質である（Matozaki T et al., 
Trends Cell Biol, 2009）。また、SIRPα 分子
の細胞外領域は、リガンドである膜型分子
CD47 と接触することで、双方向性にシグナ
ルを伝達する。これまで明らかになっている
SIRPα 分子の機能は、免疫系ではマクロフ
ァージの貪食作用の抑制に関わっているこ
とが分かっている。一方神経系では、SIRPα
ノックアウト（KO）マウスを使った実験で、
強制水泳中の無動時間の増加（＝マウスのう
つ様行動）が見られることから、マウスのう
つ様行動の制御に関わることが明らかにな
っている。また、強制水泳で泳がせたマウス
の体温が低下することにより、SIRPα がリン
酸化することが判明し、培養神経細胞におい
ても低温暴露が SIRPα のリン酸化を誘導す
ることから低温応答性であることが明らか
となった。しかし、脳における SIRPα の低
温応答性シグナルとしての生理的機能の詳
細は不明であるため、SIRPα のリン酸化を手
掛かりに生体の低温応答反応の研究を展開
すべく本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、脳機能調節における
SIRPα 分子の低温応答性シグナルとしての
生理機能を明らかにし、それを手掛かりに、
脳の新たな制御機構とその機能解明に取り
組む。本研究により、低体温という従来の生
理的条件下では見出すことのできない新た
な生体調節機構が解明されるとともに、将来
これを標的とした神経保護、脳機能維持・改

善などに向けた基盤的成果を得ることを目
標とする。 
 
３．研究の方法 
（1）実験には、全身に発現するヒトサイト
メガロウイルスプロモーター支配下にCreリ
コンビナーゼの遺伝子を導入したマウスと
loxP 配列で挟んだ SIRPα 遺伝子配列を持つ
SIRPα-flox マウスとを交配して得られた
SIRPα ノックアウト（KO）マウスを用いた。
コントロールマウスとしては野生型マウス
（C57BL/6）を用いた。また、低体温易誘導
性の原因を特定するために細胞特異的に
SIRPα を欠損させたコンディショナル KO
（cKO）マウスを作成した。マクロファージ
特異的 cKO マウス作成には LysM-Cre マウ
スを、ミクログリア特異的 cKO マウスには
CX3CR1-CreER マウスを用い、それぞれ
SIRPα-flox マウスと交配して、マクロファー
ジおよびミクログリア cKO マウスを作成し、
SIRPα の低体温誘導性への関与を評価した。 
 
（2）SIRPα KO マウスと野生型（WT）マウ
スに既知の低体温誘導薬を使って、慢性実験
テレメトリー自動計測システム（DSI 社製）
を用いて低体温の誘導性を評価した。あらか
じめ、体温と活動量を測定するための送信機
（TA11TA-F10）をイソフルレン麻酔下でマ
ウス腹腔内に埋め込んだ。実際の体温および
活動量の測定は術後 7 日目以降に行った。使
用した低体温薬は、アデノシン 5’-リン酸ジナ
トリウム（5’-AMP）とリポポリサッカライド
（LPS）であり、腹腔内投与により低体温を
誘導した。 
 
（3）LPS 投与による低体温により SIRPα の
リン酸化の誘導をウエスタンブロッティン
グによって確認した。サンプルには LPS 投
与 8時間後のWTマウスの脳を用いた。また、
SIRPα リン酸化が低体温の影響か、あるいは
LPS の影響かを明らかにするために、LPS
投与後のマウスのケージをヒートマット
（39℃）の上に置き、保温することで体温低
下を妨げたマウスについても SIRPα リン酸
化を検出した。ウエスタンブロッティングは、
10%アクリルアミドゲルを用いて電気泳動し
たのち、PVDF メンブレンに転写を行い、5%
アルブミン含有の PBS にてブロッキングを
行った。SIRPα のリン酸化 Y501 を認識する
抗体を用いて SIRPα チロシンリン酸化を検
出した。ブロッキングバッファーで希釈した
抗体液で一晩インキュベーションをした後、
HRP 標識した抗ウサギ IgG 抗体でさらにイ
ンキュベーションした後、ECL による発光検
出を行った。 
 
（4）LPS 投与後の脳と肝臓の炎症サイトカ
イン、一酸化窒素合成酵素の遺伝子発現量を
測定した。LPS 投与３時間後と 24 時間後に
全脳を摘出し、液体窒素で凍結後-80℃で保管



した。一方、肝臓は 8 時間後に摘出したもの
を用いた。RNA の抽出は、まず、セパゾー
ル RNA I Super G（Nacalai tesque）中で各
サンプルをポリトロンホモジナイザーにて
破砕、均質化し、その後 RNeasy mini kit 
(QIAGEN)を使って Total RNA を抽出し、
Quanti Tect Reverse Transcription
（QIAGEN）を使って cDNA を作成した。
発現量を測定した遺伝子は Tumor Necrosis 
Factor α (TNFα)、IL-1β、IL-6、iNOS であ
り、それぞれの遺伝子配列に特異的なプライ
マーを作成しSYBR greenによる検出系にて
LightCycler®96（Roche）を使ってリアルタ
イム PCR を行った。 
 
４．研究成果 
（1）LPS 投与による低体温が誘導する
SIRPα のリン酸化 
 LPS 投与による低体温が SIRPα リン酸化
を誘導するのかどうかを確認するために、
LPS 投与をした WT マウスの脳（視床下部）
を採取し、ウエスタンブロッティングでリン
酸化を定量的に解析した。神経細胞の SIRPα
分子は体温依存性にリン酸化しており、体温
が30−35 ℃の動物と25−29 ℃のものとでは
後者の方がより強くリン酸化が誘導された。
また、体温の低下度は室温依存性であった。
さらに、神経細胞の SIRPα リン酸化が低温
によるものなのか、あるいは LPS の作用に
よるものなのかを明らかにするために、LPS
投与後に保温し、体温を 37 ℃前後で維持し
たマウスの脳について調べたところ、リン酸
化は誘導されなかった。これらの結果より、
神経細胞の SIRPα のリン酸化は LPS の直接
的作用によるものではなく、低体温によって
誘導され、体温の低下度が大きいほど強く誘
導されることが明らかになった。 
 
（2）SIRPα KO マウスにおける LPS 投与後
の体温と活動量への影響 
 SIRPα KO マウスと WT マウスの LPS 投
与後の体温変化と活動量をモニターし比較
した。WT マウスでは LPS 投与 6-7 時間後に
1 日の平均体温より約 1.09 ℃低下し、その
後投与 18 時間後には 37 ℃台を維持してい
た。一方、SIRPα KO マウスは投与 8 時間後
には最低 28 ℃まで低下し、その後徐々に上
昇するし、24 時間後に 33 ℃、その後 37 ℃
まで回復した。また活動量への影響はより顕
著で、LPS 投与後 0-24 時間および 24-48 時
間後の活動量ともにSIRPα KOマウスでWT
マウスと比較して有意に低下していた。LPS
投与は、Sickness behavior と呼ばれる活動
量低下（うつ様行動）、食欲減退、体重減少
などの一連の症状を引き起こすことが知ら
れているが、SIRPα KO マウスでは野生型マ
ウスと比較して低体温だけではなくその
Sickness behavior の影響も顕著であり、そ
の原因として SIRPα KO マウスにおいて
LPS に対して免疫応答性が強い可能性があ

る。つまり体温と活動量測定の結果より、脳
内のミクログリア、脳血管周囲のマクロファ
ージなど中枢系の免疫細胞、あるいは末梢の
マクロファージのいずれかの LPS への応答
性が強いことが予想された。そこで次に、
SIRPα KOマウスの活動量の低下や低体温が
強く現れる表現系の原因を調べる目的で、
LPS 投与後の脳および肝臓のサイトカイン
等の遺伝子発現量を調べ、これらの臓器に存
在する免疫細胞の LPS 応答性を検討した。 
 
（3）LPS 投与後の SIRPα KO マウスの脳と
肝臓におけるサイトカイン等の遺伝子発現
量の変化 
 LPS 投与 3 時間および 24 時間後の脳の炎
症性サイトカインおよび iNOS の遺伝子発現
量を SIRPα KO マウスと野生型マウスで比
較した。投与 3 時間後は IL-1β の発現量が
SIRPα KO マウスで有意に高く、また TNFα、
IL-6、iNOS の発現量は KO マウスで高い傾
向にあったが、有意差は示されなかった。さ
らに 24 時間後には、KO マウスと WT マウ
ス共にこれらの遺伝子発現量は低下し、両者
の値を比較したところ有意差は認められな
かった。一方、LPS 投与 8 時間後の肝臓での
炎症性サイトカインおよび iNOS 発現量は、
SIRPα KO マウスと野生型マウスとの間に
IL-1β、TNFα、IL-6 および iNOS の発現量に
有意差は示されなかった。 
従ってこれらの結果より、SIRPα KO マウス
の LPS 投与による体温低下や活動量の低下
は、末梢のサイトカインよりも脳内のサイト
カインの発現が上昇していることが関与し
ている可能性が示された。Sickness behavior
は、炎症性サイトカイン IL-1β がその症状の
発現を誘導するとされている（Saper CB, 
Nat Neurosci, 2012）。SIRPα KO マウスの
LPS 投与後の顕著な活動量の低下は、脳内
IL-1β の有意な上昇が原因かもしれない。今
後の研究でこれらの詳細を検討する予定で
ある。 
 
（4）細胞特異的 cKO マウスにおける LPS
による低体温誘導性の検討 
 脳内には免疫細胞として主にミクログリ
ア、血管周囲にはマクロファージが存在し、
これらの細胞は SIRPα を発現する。そこで、
これらの免疫細胞の SIRPα の欠損が LPS 低
体温易誘導性に関連している可能性を検討
するためにミクログリアおよびマクロファ
ージ特異的 cKO マウスについてテレメトリ
ーシステムを使って LPS 投与後の体温、活
動量を測定した。マクロファージ特異的 cKO
マウスについては野生型マウスと比較して
顕著な体温低下は認められなかった。一方、
ミクログリア特異的 cKO マウスはやや体温
低下や活動量の低下が強く出る傾向がある
ものの全身 SIRPα KO マウスに比べるとそ
の変化は穏やかであった。 
 これら結果より、➀脳血管周囲や末梢のマ



クロファージの SIRPα が Sickness behavior
や低体温に関与している可能性は少ないと
考えられること、➁ミクログリアの SIRPα
欠損は炎症性サイトカイン、特に IL-1β の上
昇を引き起こし、Sickness behavior の症状
を悪化させる可能性が示された。しかし、➂
ミクログリアの SIRPα 欠損だけでは、全身
KO マウスの症状の説明には至らず、ミクロ
グリアだけでなく神経細胞の SIRPα の関与
が疑われる。つまり、ミクログリアや神経細
胞の SIRPα 分子は通常では低体温を抑制し
恒温性を維持するよう機能すると想定され
る。一方で、神経細胞の SIRPα のリン酸化
は低温ではより強く誘導されるので、冬眠の
ような体温低下が強く誘導されるような状
況では、リン酸化を受けた SIRPα は体温調
節とは別の機能、例えば低温耐性を誘導する
ような機能が存在するのかもしれない。 
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