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研究成果の概要（和文）：エリスロポエチン(EPO)は主に腎臓で産生される造血作用ホルモンである。近年、EPO受容体
(EPOR)が中枢神経で発現し、EPORを介したシグナルが神経保護効果を有することが報告された。申請者は、EPOによる
ミクログリア活性化調節機構に注目して解析を行った。その結果、EPOは神経保護効果のみならず、ミクログリアの炎
症性サイトカインの産生、貪食能、形態変化をはじめとする細胞活性化調節作用も有することをあきらかにした。
　

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been demonstrated that erythropoietin (EPO), a hematopoietic 
hormone, has a neuroprotective effect and EPO receptor (EPOR) is expressed in the central nervous system 
(CNS). In our previous study, brain immune cells microglia had higher expressions of EPOR than astrocytes 
and neurons. In vitro , we assessed the effect of EPO using microglial cell line BV-2 activated by 
lipopolysaccharide(LPS). LPS increased the gene expressions of cytokines in BV-2, but these increases 
were significantly suppressed by EPO. Next, LPS treatment increased the phagocytosis in BV-2 compared 
with untreated BV-2, but this increase was significantly suppressed by EPO. In vivo, LPS induced 
microglia to be activated types, but EPO alleviated the active morphological change. These data indicated 
that LPS made microglia activated and cytotoxic, but EPO-EPOR signal might attenuate LPS-induced 
microglial cytotoxic activation.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： エリスロポエチン　ミクログリア　神経保護　細胞活性

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 エリスロポエチン(EPO)は主に腎臓で産生
されるホルモンで造血作用を有している。貧
血の治療薬として EPO 製剤が商品化され、
多くの臨床の現場で使用されている。近年、
この EPO の受容体(EPOR)が中枢神経で発
現していることが明らかになり、EPO に神経
保護作用があることが確認された。一方で、
中枢神経において EPO は主にグリアのひと
つであるアストロサイトから分泌されるこ
とが明らかとなり、虚血低酸素状態における
神経保護作用が注目されている。これまで
EPO による細胞保護効果については EPO 製
剤を実験動物に投与して個体レベルで解析
した報告がほとんどで、アストロサイトから
分泌される EPO が、個々の細胞に直接与え
る影響についての解析はわずかである。そこ
で、申請者は、アストロサイトから分泌され
る EPO に注目して研究を続けてきた。その
結果、低酸素刺激によってアストロサイトか
ら分泌される EPO が EPOR を発現するオリ
ゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)の低酸素に
よる細胞障害を抑制することを明らかにし
た(Kato et al. J Neurosci Res 2011)。その研
究の中で、母体内感染時羊水中で上昇する炎
症性サイトカイン TNFα, IL-1βでアストロ
サイトを刺激すると、低酸素刺激による EPO
の発現誘導が抑制されることを確認した（未
発表）。この結果は、母体内感染時には胎児
脳内で EPO の産生が抑制されている可能性
を示唆した。さらに、新生児期の低酸素虚血
性白質障害マウスに EPO 製剤を投与すると
成熟オリゴデンドロサイトへの分化が亢進
し、マウスの運動機能が改善することを明ら
かにした(Kako et al. Stem Cells 2012)。こ
の結果は、EPO による神経再生医療の可能性
を提示した。 
 脳室周囲白質軟化症(PVL)は在胎週数 34
週未満の早産児の 7〜8%に見られる早産児
特有の疾患である。比較的軽度の虚血により、
選択的に脳室周囲の白質に障害を生じ、未熟
児脳性麻痺の主な原因となっている。障害部
位の特異性として、解剖学的および生理学的
な未熟性のために容易に低灌流になりやす
い点がある。さらに、脳室周囲白質に OPC
が集積し、OPC の選択的な障害が病態に深く
関与していると考えられている。一方、母体
内感染と病態との関与も指摘され、脳内の炎
症に関与するミクログリアと細胞障害の関
係も指摘されている。さらなる、PVL の病態
の解明のために、これまでに申請者は、新生
児期の低酸素虚血性白質障害マウスにおけ
る OPC と病態の関係について解析した
(Kako et al. Stem Cells 2012)。その研究の
中で、白質障害後に脳室下帯で OPC の産生
が亢進する一方で分化が抑制されることを
明らかにした。さらに、低酸素下での OPC
の細胞障害性についても細胞レベルでの解

析を行った(Kato et al. J Neurosci Res 2011)。
その研究の中で、低酸素刺激により OPC の
細胞障害が生じ、低酸素再酸素化刺激により
OPC への細胞障害がさらに亢進することを
明らかにした。現在のところ、危険因子を回
避した周産期医療が行われているが、障害部
位での脳内環境改善を意識した PVL 発症予
防のための治療は確立していない。 
 
２．研究の目的 
 ニューロンおよびグリアの細胞分化レベ
ルに依存した EPO に対する反応性の違いを
明らかにし、効果的な EPO による脳内微小
環境改善を利用した治療の可能性を提示す
ることを目標とする。 
１、分化レベルの異なるマウス初代培養細胞
における EPO-EPOR シグナルの解析 
 マウス神経幹細胞・ニューロン・オリゴデ
ンドロサイト・ミクログリアを培養し、分化
レベルの異なる細胞を準備する。アストロサ
イト由来 EPO による、細胞増殖および細胞
分化の変化を確認する。さらに、低酸素およ
び低栄養状態、炎症を模したサイトカイン存
在下での、細胞保護効果および細胞分化の変
化を確認する。ミクログリアについては活性
化の変化についても解析する。 
２、ヒト iPS 細胞由来神経系細胞を用いたヒ
ト細胞における EPO-EPOR シグナルの解析 
 ヒト iPS 細胞から神経幹細胞・ニューロ
ン・アストロサイト・オリゴデンドロサイト
を作製し、分化レベルの異なる細胞を準備す
る。ヒト iPS 細胞由来細胞を用いた in vitro
の解析を行い、マウス初代培養細胞で得られ
た知見と比較検討する。 
３、新生児期および若年期の虚血マウスモデ
ルを用いた EPO-EPOR シグナルの解析 
 脳内部位特異的に EPOR の発現を抑制し
たマウスを用いて、虚血マウスモデルでの年
齢および脳内部位特異的な EPO の効果につ
いて個体レベルの解析を行う。さらに、母体
内感染を合併した虚血モデルマウスでの
EPO-EPOR シグナルの変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
１、マウス神経幹細胞・ニューロン・オリゴ
デンドロサイト・ミクログリアの培養 
 マウス神経幹細胞については胎生 13 日の
海馬・脳室下帯から採取した初代培養細胞と
マウス ES 細胞およびマウス iPS 細胞から分
化誘導した神経幹細胞を用いる。 
 マウスニューロンについては胎生 15 日の
大脳皮質から採取した初代培養と、上記の神
経幹細胞から分化誘導して得られるニュー
ロンを用いる。いずれも、移動性を持つ幼若
なニューロンである doublecortin(DCX)陽性
細胞、分化が進むにつれて tubulin→MAP2



→NeuN と特異的細胞マーカーを発現しなが
ら成熟ニューロンへと分化することを確認
する。 
 オリゴデンドロサイトについては日齢１
日の大脳皮質から採取した初代培養細胞を
培養する。震盪によって、他のグリアと分離
した後、さらに PDGF および FGF2 の存在
下で培養することで、純度の高い O4 陽性の
オリゴデンドロサイト前駆細胞を作製でき、
CNTF および T3 を添加することで 2’, 
3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase 
(CNPase)→myelin basic protein (MBP)陽
性のミエリン形成を行う成熟オリゴデンド
ロサイトとなることを確認する。 
 ミクログリアについては日齢１日の大脳
皮質から採取した初代培養細胞を用いる。短
時間の震盪によって、他のグリアから分離し
た後、純度の高い Iba-1 陽性のミクログリア
を用いる。 
 多彩な細胞を準備する必要があるため研
究分担者とともに行う。 
２、分化レベルの異なるマウス初代培養細胞
を用いた EPO-EPOR シグナルの解析 
 ニューロンおよびグリアにおける様々な
細胞分化レベルによる、EPO-EPOR シグナ
ルの応答性の違いを明らかにすることを目
標とする。 
 マウス初代培養細胞から、アストロサイト
を作製し、低酸素刺激により EPO を培養液
中に分泌することを確認する。神経幹細胞・
ニューロン・オリゴデンドロサイト・ミクロ
グリアを培養し、様々な分化レベルの細胞を
準備する。アストロサイト由来の EPO によ
る、細胞増殖および細胞分化の変化を確認し、
低酸素および低栄養状態、炎症を模したサイ
トカイン存在下での、細胞保護効果および細
胞分化の変化を確認する（図１）。ニューロ
ン・オリゴデンドロサイトの分化成熟過程で
の EPOR の発現を確認したあと、細胞保護効
果についてはMTTアッセイ、LDHアッセイ、
細胞染色により核の凝集化、形態の変化を観
察する。細胞分化の変化については特異的細
胞マーカーの発現を細胞染色により確認す
る。また、ミクログリアについては活性化の
変化について解析する。具体的には、RT-PCR
および ELISA を用いて炎症性サイトカイン
の産生を解析し、マイクロビーズを用いて貪
食能の変化について解析する。 
３、ヒト iPS 細胞由来ニューロンおよびグ
リアの作製 
 研究代表者は文部科学省再生医療実現化
プロジェクトに参加し、慶應大学の岡野ら
が確立したヒト iPS 細胞由来神経幹細胞を
作製する技術を習得し、培養系を確立した。
本研究では、iPS 細胞由来の神経幹細胞を
ニューロスフェアの状態で継代培養を繰り
返し、in vitro で神経発生過程を再現する。

特定の栄養因子（塩基性線維芽細胞増殖因
子 FGF2 および白血病抑制因子 LIF）を除
去することによって分化誘導を行う。その
結果、継代数によるニューロンおよびグリ
アへの分化能の違いを解析し、ニューロン
のみに分化する段階（発生初期）、グリアを
含むようになる（発生後期）、グリアを豊富
に含むようになる（出生後）神経幹細胞を
順次作製する（図２）。分化誘導によって得
られた、ヒト iPS 細胞由来ニューロンおよ
びグリアを用いて解析を行う。 
  多彩な細胞を準備する必要があるため
研究分担者とともに行う。 
４、ヒト iPS 細胞由来神経系細胞を用いたヒ
ト細胞における EPO-EPOR シグナルの検証 
 ヒト iPS 細胞から神経幹細胞・ニューロ
ン・アストロサイト・オリゴデンドロサイト
を作製し、様々な分化レベルの細胞を準備す
る。マウス初代培養細胞で行った実験を、ヒ
ト iPS 細胞由来の細胞でも行い、マウス初代
培養細胞で得られた知見と比較検討する。 
 
４．研究成果 
2013 年度において、日齢１のラットからニュ
ーロン、アストロサイト、ミクログリア、オ
リゴデンドロサイトを初代培養細胞として
準備し、ニューロンおよびグリアにおける
EPO および EPOR の発現を確認した。さらに、
アストロサイトが低酸素刺激によりEPOを培
養液中に分泌することを確認した。ミクログ
リアについては、マウス細胞株である BV2 を
用いて、EPO 投与によるサイトカイン遺伝子
発現の変化を RT-PCR を用いて解析した。同
時に、EPO 投与によるミクログリアにおける
貪食能の変化をマイクロビーズを用いて解
析した。2014 年度は、2013 年度に引き続き
マウス細胞株であるBV2を用いて解析を行っ
た。その結果、LPS 刺激により、M1 ミクログ
リアマーカーである炎症性サイトカインの
発現誘導が確認され、同時に EPO を投与する
ことで発現が抑制されることを確認した。さ
らに、蛍光ビーズの取り込み率を解析したと
ころ、LPS 刺激により取り込み率が上昇し、
同時にEPOを投与することで低下することを
確認した。さらに、６週齢の成体マウスの腹
腔内に EPO 製剤を投与し、LPS 刺激によって
活性化した脳内ミクログリアに与える影響
について解析した。免疫組織染色をおこない、
ミクログリアの細胞マーカーである Iba1 を
蛍光染色することで形態変化を観察した。
LPS 刺激により脳内のミクログリアが静止型
の形態から活性化型の形態に変化すること
を認めた。EPO を腹腔内に投与することで、
活性化型の形態をしたミクログリアが減少
したことを確認した。2015 年度は、2014 年
度にひきつづきEPOによるミクログリアの活
性化調節について解析を行った。結論として、
EPO はミクログリアのサイトカイン分泌、貪



食能、および形態変化に影響を与えることを
明らかにした。マウス ES細胞およびヒトiPS
細胞由来のニューロンおよびグリアの作成
を開始し、マウス ES 細胞由来の神経幹細胞
の作成は安定に行うことができた。神経幹細
胞からニューロンおよびグリアへの分化に
ついては、ニューロンへの分化はできる一方、
アストロサイトやオリゴデンドロサイトへ
の分化はごく限られた細胞だった。今後、EPO
の効果を評価する上でより安定したグリア
への分化を検討する必要がある。 
 研究期間全体において、これまでに報告の
あった EPO の神経保護効果のみならず、ミク
ログリアをはじめとした細胞の機能調節機
能の可能性を in vitro および in vivo であ
きらかにすることができた。これまでの成果
をまとめて現在論文投稿中である。 
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