
高知大学・教育研究部医療学系基礎医学部門・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６４０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

ミクログリア活性化因子としてのキレータブル亜鉛の役割―脳卒中後遺症の克服―

The role of chelatable zinc in microglial activation

８０３８００６２研究者番号：

東　洋一郎（Higashi, Youichirou）

研究期間：

１５Ｋ１０３０７

平成 年 月 日現在３０   ６   ８

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：脳虚血時に海馬神経細胞から放出される亜鉛はミクログリアの形態変化を惹起する。
脳虚血後、ミクログリアはM1とM2に極性誘導される。今回、我々はM1極性誘導に対する細胞外亜鉛の役割を検討
した。亜鉛を前処置したミクログリアにリポ多糖によりM1誘導したところ、炎症性サイトカイン産生が増大化し
た。この増大化は細胞内亜鉛キレート薬、P2X7受容体拮抗薬、活性酸素除去薬で抑制され、さらに脳虚血による
認知障害も亜鉛キレート薬で抑制された。以上のことから、細胞外亜鉛はミクログリアをプライミングしM1誘導
後の炎症性サイトカイン産生を増大化し認知障害の惹起に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Here, we examined the role of extracellular zinc in microglial M1 
activation. Pretreatment with ZnCl2 caused aggravation of pro-inflammatory cytokine secretions when 
M1 activation was induced by lipopolysaccharide. The intracellular zinc chelator, the radical 
scavenger, and the P2X7R antagonist suppressed the effects of zinc pre-treatment on microglia. 
Furthermore, ischemia-reperfusion induced endogenous zinc release, resulting in up-regulation of 
pro-inflammatory cytokine, and the M1 marker, in addition to cognitive impairments, all of which 
were suppressed by the zinc chelator. Extracellular zinc may prime microglia to enhance the 
production of pro-inflammatory cytokines through P2X7R activation followed by ROS generation in 
response to M1 stimuli, which may cause cognitive impairments.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： ミクログリア　脳卒中後遺症　キレータブル亜鉛
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
脳卒中は主要な死亡要因である。昨今の医
療進歩により死亡率は減少している反面、患
者数は依然と多く、治療後も深刻な後遺症が
長期にわたって持続することが少なくない。
また、このような脳卒中後遺症は自殺や社会
復帰の遅れなどの要因となっており医学的
のみならず社会的にも重大な問題として認
識されている。 
脳卒中後遺症、特に認知障害やうつ症状、
不安障害などは海馬領域の傷害との関連性
が強く示唆されている。また、齧歯類の検討
から脳卒中後の海馬における脳傷害に
toll-like receptor (TLR) 4 を介する炎症反応
の関与が指摘されており、TLR4 欠損マウス
では脳虚血再灌流 1~7 日後に惹起される海
馬の神経細胞死や神経学的並びに行動学的
障害が軽減または改善していることが報告
されている。 
ミクログリアは、脳内免疫担当細胞であり

TLR4 を発現している主な細胞である。この
ミクログリアは、TLR4 アゴニストである
lipopolysaccharide（LPS）によって活性化
し、MyD88 や TRIF、NF-κBなど炎症シグ
ナルを介して①炎症性サイトカイン（IL-1β、
IL-6 など）及び nitric oxide（NO）の産生
とこれらによる神経細胞死誘導、②神経細胞
機能障害及び神経細胞死を惹起する proform 
型 nerve growth factor（NGF）の産生、③
神経新生の抑制など脳傷害性機能が誘導さ
れることが知られている。実際に脳卒中患者
脳内において、ミクログリアの活性化及び脳
脊髄液中の炎症性サイトカイン並びに NO 
の増加が報告されている。その一方で、活性
化ミクログリアは傷害細胞の貪食など脳保
護的な機能も発揮する。これら相反するミク
ログリアの機能誘導は活性化因子や脳内環
境に依存することが明らかになってきた。し
かし、未だミクログリアの活性化は十分に理
解されておらず、そのため治療を目的とした
活性化ミクログリアの機能制御は可能にな
っていない。 
以前、代表者らは、脳虚血時に海馬の神経

細胞から放出される「キレータブル亜鉛」が
ミクログリアの活性化因子として機能する
ことを世界で初めて見出し、その活性化機序
を詳細に解析しキレータブル亜鉛シグナル
（ミクログリアによるキレータブル亜鉛取
り込みと、hemichannel による ATP 放出、
P2X7 受容体を介した NADPH oxidase なら
びに PARP-1 の活性化）として報告している。
しかし脳卒中患者脳内におけるキレータブ
ル亜鉛誘導性活性化ミクログリアの役割に
ついては明らかになっていない。これに関し
て代表者らは、予備検討としてキレータブル
亜鉛誘導性活性化ミクログリアに LPS を添
加したところ、LPS によって惹起される培養
液中の IL-1ならびに IL-6 の増加が抑制さ
れることを見出し、この結果から「キレータ
ブル亜鉛」の抗炎症作用を推察している。 

 
２．研究の目的 
本研究では、脳卒中の病態の重篤化に関与
しているTLR 4 の活性化に着目し、(I) TLR4 
を介したミクログリアの脳傷害性機能誘導
に対する「キレータブル亜鉛」の効果とその
機序を解明しつつ、(II)「キレータブル亜鉛」
による機能制御が脳卒中後遺症の軽減また
は克服に関与するか否かを詳細に解析する
ことで(III)脳卒中後遺症予防及び治療に応用
可能なミクログリアの機能制御分子を同定
することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）TLR4 を介したミクログリアの脳傷害
性機能誘導に対する低濃度キレータブル亜
鉛の効果を明らかにするため、予め低濃度キ
レータブル亜鉛（30～60μM）処置した初代
培養ミクログリアにTLR4作用薬であるリポ
多糖（LPS）を添加し 24 時間後の培養液中
の炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6、TNF）
量を ELISA 法により検討した。 
 
（２）研究（１）で得られたキレータブル亜
鉛の効果にキレータブル亜鉛シグナルが関
与するか否かを明らかにするため、初代培養
ミクログリアに細胞内亜鉛キレート薬また
は P2X7 受容体拮抗薬、活性酸素除去薬の存
在下でキレータブル亜鉛前処置を行い、その
後、（１）と同様に LPS 刺激後の炎症性サイ
トカイン量を ELISA 法により検討した。 
 
（３）脳虚血時の海馬神経細胞から放出され
るキレータブル亜鉛がミクログリアの脳傷
害性機能誘導に作用するか否かを検討する
ため、マウス脳室内に細胞外亜鉛キレート薬
（CaEDTA）を前投与し、両側総頚動脈を 20
分間閉塞することで脳虚血・再灌流モデルマ
ウスを作成した。再灌流 3 日後の海馬より
RNA を抽出し、（１）と同様の炎症性サイト
カイン遺伝子の発現レベルをリアルタイム
PCR 法により検討した。 
 
（４）再灌流後に惹起される脳傷害性ミクロ
グリアの活性化誘導に対する放出キレータ
ブル亜鉛の効果を検討するため、（3）と同様
に CaEDTA 前投与脳虚血・再灌流モデルマ
ウスを作成した。再灌流 3 日後の海馬切片を
用いて脳傷害性ミクログリアの細胞表面マ
ーカー分子（CD16/32）の発現誘導を免疫組
織化学染色法により調べた。同時にミクログ
リアのマーカー分子 Iba-1 についても二重染
色して検討した。 
 
（５）脳卒中後遺症として知られている認知
障害と放出キレータブル亜鉛の関連性を検
討するため、（３）と同様に細胞外亜鉛キレ
ート薬前投与脳虚血・再灌流モデルマウスを
作成した。再灌流 10 日後の認知機能は物体
認識試験により調べた。 



（６）脳保護性ミクログリアの活性化誘導に
おける細胞内キレータブル亜鉛の動態を明
らかにするため、IL-4 添加 1～6 時間後のミ
クログリアにキレータブル亜鉛プローブで
ある FluoZin-3AM を取り込ませ共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した。 
 
 
４．研究成果 
（１）Control 群と比較して、LPS 処置は培
養液中の炎症性サイトカイン量を増加させ
たが、キレータブル亜鉛単独処置は効果が認
められなかった。しかし、キレータブル亜鉛
前処置したミクログリアに LPS を処置する
とキレータブル亜鉛の濃度依存的に炎症性
サイトカイン量がさらに増加した（図１．）。
近年のげっ歯類を用いた検討から、脳虚血・
再灌流処置後にはミクログリアの脳傷害性
機能誘導を増大化させる内在性因子の存在
が指摘されている。しかし、未だその因子は
同定されていない。一方、キレータブル亜鉛
は脳虚血時に海馬の神経細胞から細胞外へ
放出されることが多くの研究から明らかに
なっている。以上のことから、今回の結果は
キレータブル亜鉛がミクログリアをプライ
ミングし、その後の脳傷害性機能誘導を増大
化する内在性因子であることを示唆してい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．LPS 誘導性炎症性サイトカイン産生に
対するキレータブル亜鉛前処置の効果。 
ELISA法による培養液中 IL-1 (a)、IL-6 (b)、
TNF (c)量の測定。 
 
 
（２）キレータブル亜鉛前処置による LPS
誘導性炎症性サイトカイン産生増大化の機
序を明らかにするため、細胞内亜鉛キレート
薬 (TPEN) を取り込ませたミクログリアに
LPS 処置を行ったところ、キレータブル亜鉛
の炎症性サイトカイン産生増大化作用が抑

制された（図２．）。さらに、この抑制された
炎症性サイトカイン量は LPS 単独処置群と
同等レベルであった。同様に、P2X7 拮抗薬 
(A438079) な ら び に 活 性 酸 素 除 去 薬 
(Trolox) 存在下でキレータブル亜鉛前処置
した場合も、LPS 単独処置群と同等レベルま
で炎症性サイトカインレベルが抑制された
（図２．）。以前、代表者らは脳虚血時に海馬
の神経細胞から放出されるキレータブル亜
鉛がミクログリアの活性化因子として機能
することを見出し、その活性化機序を詳細に
解析しキレータブル亜鉛シグナル（ミクログ
リアによるキレータブル亜鉛取り込みと、
hemichannel による ATP 放出、P2X7 受容
体を介した NADPH oxidase ならびに
PARP-1 の活性化）として報告している。今
回の結果は、キレータブル亜鉛によるミクロ
グリアの脳傷害性機能誘導の増大化の機序
も同様にキレータブル亜鉛取り込みと P2X7
受容体の活性化を介した NADPH oxidase の
活性酸素産生が関与していることを示唆す
る重要な成果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．キレータブル亜鉛前処置による LPS
誘導性炎症性サイトカイン産生増大化に対
するミクログリアの亜鉛取り込み、P2X7 受
容体、活性酸素産生産生の関与の検討。 
ミクログリアに TPEN (a)～(c)、A438079 (d)
～(f)、Trolox (g)～(i)存在下でキレータブル亜
鉛を前処置し、その後 LPS を添加し ELISA
法により培養液中の IL-1 (a)～(g)、IL-6 (b)
～(h)、TNF (c)～(i)量を測定した。 
 
 
（３）ミクログリアの脳傷害性機能誘導には
TLR4 の活性化が重要であることが知られて
いる。また、脳虚血・再灌流後には TLR4 の
内在性リガンドが傷害細胞から放出される
ことも報告されている。その一方で、脳内の
細胞外キレータブル亜鉛が脳虚血・再灌流後
に増加することが知られているが、検討方法
により検出可能なキレータブル亜鉛濃度が
異なるために正確な濃度は不明である。蛍光
キレータブル亜鉛プローブによる解析では
10～30M のキレータブル亜鉛が神経細胞か
ら放出されると報告されており、原子吸光に
よる測定では、脳虚血・再灌流後の増加した
キレータブル亜鉛濃度はおよそ 100 nM と報
告されている。しかし、これらの報告は今回、



初代培養ミクログリアに添加した濃度より
低い。このことから、今回は実際に脳虚血時
に放出されるキレータブル亜鉛がミクログ
リアの脳傷害性機能誘導の増大化に関与し
ているか否かを検討するために細胞外亜鉛
キレート薬である CaEDTA を脳室内に前処
置し、その後、脳虚血・再灌流処置を施した。
その結果、脳虚血・再灌流処置により海馬に
おける IL-1、IL-6、TNF遺伝子の有意な
発現誘導が惹起されたが、CaEDTA 前処置に
よりこれら遺伝子の発現誘導が阻止された
（図３．）。この知見は、脳虚血時に細胞外へ
放出されるキレータブル亜鉛が実際にミク
ログリアの炎症性サイトカイン遺伝子の発
現誘導の増大化に関与していることを示す
重要な成果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．脳虚血・再灌流処置による炎症性サイ
トカイン遺伝子発現誘導に対する CaEDTA
の効果。 
リアルタイムPCRにより IL-1 (a)、IL-6 (b)、
TNF (c)遺伝子の発現変化を検討した。 
 
 
（４）脳虚血・再灌流処置 3 日後の海馬にお
ける脳傷害性ミクログリアの誘導を免疫染
色法により検討したところ、マーカー分子で
あるCD16/32がhilus領域で顕著に誘導され
ていた。しかし、CaEDTA 前処置は CD16/32
発現を抑制した（図４．）。これらの知見は、
脳虚血時に放出されるキレータブル亜鉛が
炎症性サイトカイン遺伝子の発現誘導の増
大化のみに関与しているのではなく脳傷害
性ミクログリアの誘導を増大化することで、
その表現型である炎症性サイトカイン遺伝
子の発現誘導を増大化していることを示す
重要な成果である。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．脳虚血・再灌流後の海馬における脳傷
害性ミクログリアの誘導に対する細胞外亜
鉛キレート薬の効果の検討。 
免疫組織化学染色の結果(a)と CD16/32 陽性
ミクログリアの定量化(b)。 
 
 
（５）認知障害は脳卒中後遺症の一つであり、
患者の生活の質を著しく低下させる。脳内の
炎症性サイトカインは主にミクログリアに
よって産生され、認知機能に影響を及ぼすこ
とが知られている。海馬はこのような炎症応
答に脆弱な脳領域であり、海馬における炎症
応答は認知機能の障害を惹起することが報
告されている。その一方で、通常、炎症性サ
イトカインは低レベルで発現しており正常
な中枢神経系機能に関与している。また、い
くつかの報告では、TNF 受容体の欠損マウス
が脳虚血・再灌流後の脳傷害が増悪すること
や抗 IL-6 抗体を脳虚血・再灌流直後に投与
すると神経細胞死を増大化することなどが
示されている。このようなことから、現在で
は炎症性サイトカインは脳卒中後の脳修復
に関与しており、それは発現レベルとタイミ
ングが重要であると認識されている。今回の
検討により、脳虚血・再灌流モデルマウスで
観察された物体認知機能の低下が CaEDTA
の前処置により阻止されていた（図５．）。こ
の知見は、放出キレータブル亜鉛によって惹
起された脳傷害性ミクログリアによる炎症
応答が認知機能を低下させたことを示唆す
る重要な成果である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．脳虚血・再灌流後の認知障害に対する
CaEDTA の効果の検討。 
物体試験による検討結果。見本段階(a)、テス
ト段階(b)。 
 
 
（６）細胞内キレータブル亜鉛プローブであ
る FluoZin-3AM を初代培養ミクログリアに
取り込ませ、脳保護性ミクログリアに誘導す
るため誘導剤である IL-4 を添加したところ、
添加 6 時間で細胞質に FluoZin-3AM のシグ
ナルが観察された（図６．）。ミクログリアに
予め細胞内亜鉛キレート薬である TPEN を
処 置 し 、 IL-4 を 添 加 し た と こ ろ 、
FluoZin-3AM シグナルが抑制された。しかし
細胞外亜鉛キレート薬の CaEDTA では
TPEN のような抑制効果は観察されなかっ
た。一過性の細胞内キレータブル亜鉛の増加
は細胞ホメオスタシスの維持に重要な役割
を担っている。神経細胞やアストロサイトで
は活性酸素やグルココルチコイド刺激に呼
応して細胞内キレータブル亜鉛が増加する
が、このキレータブル亜鉛は細胞外から輸送
担体を介して輸送されたり、または細胞内亜
鉛結合タンパク質から遊離することで増加
することが知られている。代表者らは脳傷害
性ミクログリアへの誘導の増大化に細胞外
キレータブル亜鉛が関与していることを本
研究で見出している。今回の検討結果は、
IL-4 による細胞内キレータブル亜鉛の増加
を CaEDTA が抑制できなかったことから、
IL-4 が脳保護性ミクログリアの誘導の際に
細胞内亜鉛結合タンパク質に由来する細胞
内キレータブル亜鉛の増加を誘導している
ことを示唆する重要な成果である。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．IL-4 による脳保護性ミクログリアの誘
導における細胞内キレータブル亜鉛の動態
についての解析。 
FluoZin-3AM（緑）を用いた検討。青は DAPI
による核染色。 
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