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研究成果の概要（和文）：野性型マウス脳から単離したミクログリアでは脳損傷に伴ってM1様傷害性分子の発現
が増大したが、カテプシンBあるいはE欠損マウス脳から単離したミクログリアでの発現は認められなかった。一
方、M2様保護性分子の発現ピークは野性型マウスと比較しカテプシンBあるいはE欠損マウスのミクログリアでは
早期に認められた。さらにNF-kBはミクログリアのリソソーム分画存在下で活性化され、このNF-kB活性化はカテ
プシンBあるいはE阻害剤により有意に抑制された。以上の結果より、活性化ミクログリアにおいてカテプシンE
ならびにBはNF-kBを持続的に活性化し、傷害性M1に転換する分子スイッチとして働く可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The mean mRNA levels of both M1 and M2 markers in microglia acutely isolated
 from the hippocampus of wild-type mice were gradually and significantly increased after brain 
injury. In contrast, the mean mRNA levels of M1 markers in microglia acutely isolated from the 
hippocampus of cathepsin B-deficient mice showed no significant change after brain injury. The mean 
mRNA levels of the M2 markers increased rather rapidly to reach a peak after brain injury and then 
returned to the control level. Furthermore, cathepsin E-dependent proteasomal system is involved in 
an early activation of NF-kB in microglia after brain injury. Autophagy caused a delayed but 
long-lasting activation of NF-kB through cathepsin B-mediated autophagy machinery in microglia. 
Therefore, a proteolytic relay through modulator actions of cathepsins E and B could work as a 
phenotypic switch in microglia along the M1-M2 phenotypic continuum through the dynamics of NF-kB 
activity. 

研究分野： 神経薬理学
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１．研究開始当初の背景 

これまでリソソーム性タンパクシ質分解酵

素のカテプシン群が限定分解による「モジュ

レーター作用」により疼痛炎症の発症・慢性

化において重要性であることを明らかにし

てきた。さらに慢性脳炎症では、ミクログリ

アにおいてカテプシン群が関与するオート

ファジー系プロテアーゼ反応が転写因子

NF-B の活性化を誘導することを明らかに

した。このためカテプシン群が神経傷害

（M1）的ミクログリアに極性転換する「分

子スイッチ」として働き、疼痛炎症の発症・

慢性化に関わっているという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

カテプシン群がミクログリアの傷害性（M1）

あるいは保護性（M2）の二極性を決定する

「分子スイッチ」として働く可能性を明らか

にし、「モジュレーター作用」の概念を「分

子スイッチ」へとさらに発展させることを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

①IB分解・NF-B 活性化を誘導するカテ

プシンの同定、②ミクログリア極性モニタリ

ングマウス創出によるミクログリア極性転

換の生体イメージング解析、さらに③遺伝子

欠損マウスならびに特異的阻害剤を用い、ミ

クログリア極性「分子スイッチ」としてのカ

テプシン群を標的とした疼痛炎症に対する

創薬の可能性の検討を行う。 

 
４．研究成果 

❶ ミクログリアの極性「分子スイッチ」と

してのカテプシンの役割に関する解析：炎症

性脳病態モデルにおいて野性型ならびにカ

テプシン群欠損マウス脳から単離したミク

ログリアを用い、極性マーカー遺伝子に対す

るプライマーを用いた定量的 RT-PCR を行

った。その結果、野性型マウス脳から単離し

たミクログリアではオートファジーに伴っ

て M1 様分子の iNOS、TNF-ならびに IL-1

の発現は時間依存的に増大したが、カテプシ

ンBあるいはカテプシンE欠損マウス脳から

単離したミクログリアでは M1 様分子の発現

は認められなかった（図１）。一方、M2 様分

子の arginase1、IL-4 ならびに IL-10 の発現

は野性型マウス脳から単離したミクログリ

アでは 48 時間をピークに発現増大が認めら

れた。ところが、カテプシン B あるいはカテ

プシン E 欠損マウス脳から単離したミクロ

グリアでは 12 時間をピークに発現増大が認

められた（図１）。これらの実験結果より、

カテプシン B ならびにカテプシン E が M1

様ミクログリアへの極性転換スイッチとし

ている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

❷ オートファジー系プロテアーゼ反応によ

り NF-B 活性化に関与するカテプシンの解

析：ミクログリアのリソソーム分画存在下で

リコンビナント IBをインキューベートし

た結果、時間依存的にリコンビナント IB

分解が観察された。さらに IBの分解はカ

テプシン E 阻害剤のペプスタチン A（PepA）

あるいは特異的カテプシン B 阻害剤

（CA-074Me）により有意に抑制された（図

2）。これらの結果より、オートファジー系プ

ロテアーゼ反応に

よりカテプシン E

ならびびカテスシ

ン B の IB分解

を介してNF-Bが

活性化する可能性

が示唆された。 

 

 

❸ ミクログリアの産生するカテプシン群の

疼痛炎症における役割の解明：カテプシン B

あるいはカテプシン E が炎症疼痛において

保護性（M2）から傷害性（M1）への「分子

スイッチ」として働くことが示唆された。し

かし、カテプシン B ならびにカテプシン E

図２ 

図１ 



はニューロンならびにグリア細胞に分布し

ているため、このことを直接的に証明するは

ミクログリア特異的にカテプシン B あるい

はカテプシン E の発現を欠損あるいは低下

させたマウスの作成が不可欠と考えられる。 

 先行実験として行ったカテプシンDの flox

マウスと Nestin-Cre マウスをかけ合わせニ

ューロン特異的にカテプシン D を欠損させ

たマウスにおいて、ニューロンに依然として

カテプシン D が検出された。これは周囲の細

胞から産生分泌されたプロカテプシン D が

細胞表面のマンノース 6-リン酸受容体を介

してニューロン内に取り込まれ、リソソーム

に運ばれて成熟型のカテプシン D に変換し

たと考えられる。このためミクログリア特異

的なカテプシンBあるいはカテプシンE欠損

マウスを作製しても周囲の細胞がミクログ

リアに欠損酵素を供給する可能性がある。こ

のためミクログリア特異的なカテプシン B

欠損マウスを作成するにカテプシンBの flox

マウスと CX3CR1-Cre マウスをかけ合わせ

るだけでは不十分で、さらに細胞膜に発現す

るマンノース 6-リン酸受容体を阻害する必

要があると考えられる。 
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