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研究成果の概要（和文）：脳室周囲白質軟化症(PVL)は、早産児に特有で比較的軽度の虚血から脳室周囲白質の
傷害を引き起こし、脳性麻痺の主な原因となる重篤な疾患である。申請者は造血作用ホルモンであるエリスロポ
エチン(EPO)の脳保護作用について研究を継続し、本研究ではEPOによるミクログリアの活性化調節作用に注目し
解析した。細胞レベルの解析により、EPO投与によりミクログリア活性化が抑制されることを確認した。生体内
での活性化ミクログリアに対するEPOによる効果も細胞レベルの解析と同様だった。以上の結果をまとめて、論
文として報告した。引き続き、EPOによる脳保護効果についての詳細なメカニズムの解析を継続していく。

研究成果の概要（英文）：Periventricular leukomalacia (PVL) is a white matter brain injury. PVL is 
specific for the premature infants with the greatest risk of the cerebral palsy. Erythropoietin 
(EPO), a hematopoietic hormonal cytokine induced in response to hypoxia, has neuroprotective 
effects. In our present study, we investigated whether EPO could attenuate the microglia activation,
 developing the neuroprotection. These data indicate that EPO treatment attenuates microglial 
activation including morphological change, phagocytosis, and the production of inflammatory 
cytokines in vitro and in vivo. Further investigation of EPO modulation of the microglial activation
 may contribute to the development of novel neuroprotective therapies.

研究分野：新生児学、神経科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで脳内において細胞保護に作用すると考えられてきたEPOがミクログリア活性化を調節する効果につい
て解析する研究である。EPOによる脳内環境整備を視野に入れた新たな治療戦略を明示できる。
　PVLをはじめとする新生児期の虚血性中枢神経障害の発症予防および症状の軽減を実現化できれば、患者本人
のみでなく、患者を介護する家族の肉体的・精神的な苦痛が軽減される。すなわち、小児疾患の治療は、我が国
の将来を担う子供と、現在の社会を支える子育て世代の両方に多大な恩恵を与えることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳室周囲白質軟化症（PVL）について 
 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。PVLに対する確実な治療法は未だに確立されていないのが現状である。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、脳室周囲白質にオリゴデンドロサイト前駆細胞(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。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; 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、低酸素後の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。一方、母体内感染と PVL の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注目されている。さらに、急性期回復後の
晩期循環不全の関与も報告されている。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。OPCと同様に脳室周囲白質に集積するミクログリアの活性化および周囲の細胞への影響
を詳細に解析した研究はほとんどない。 
エリスロポエチン(EPO)の中枢神経作用について 
 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 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)。さらに、母体内感染時羊水中で上昇する炎症性サイト
カイン TNFαでアストロサイトを刺激すると、低酸素誘導因子 HIF2αタンパクの不安定化が
おこり低酸素刺激による EPO の発現誘導が抑制され、神経保護効果が減弱することを明らか
にした（Nagaya et al. Eur J Neurosci 2014）。この結果は、母体内感染を合併すると脳内で
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。  
脳内の免疫担当細胞であるミクログリアと脳内神経保護環境 
ミクログリアは全グリアの 10—20％を占める脳内の免疫担当細胞である。刺激のない状況で
は、ミクログリアは正常組織の周囲に繊毛突起を出して絶えず移動して免疫を監視しているが、
神経組織が炎症や変性などの障害をうけると活性化し、傷害の悪化に関与するタイプ(M1)と修
復に関与するタイプ(M2)に変化する (Miron et al. 2013)。しかし、現在のところM1タイプと
M2 タイプへの詳細な活性制御機構は明らかになっていない。申請者はこれまでインフルエン
ザ脳症の病態におけるアストロサイトおよびミクログリアの異常活性化に注目してきた 
(Kakita and Aoyama et al. 2009 and 2013)。その解析の中で、形態変化や貪食能やサイトカイ
ン産生能といった様々なミクログリア活性化の指標を評価してきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、発達段階での中枢神経において EPO によるミクログリアの活性化調節作用に
注目した PVLに対する新規の脳保護効果について解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1-1.EPO存在下での活性化ミクログリアへの影響 
日齢 1日のラット大脳皮質から初代培養細胞として、ニューロン、ミクログリア、アストロ
サイトを準備し、EPOの受容体である EPORの発現を、定量的 RT-PCRで遺伝子発現を、細
胞膜での発現を免疫細胞染色によって確認した。次に、ミクログリアの代表的な細胞株である
BV2に対して炎症を模した刺激としてリポポリサッカライド(LPS)刺激を行い、EPO同時投与
群と EPO非投与群における、炎症性サイトカインの産生を定量的 RT-PCRにより確認した。 
1-2.EPO によるミクログリア細胞傷害的活性化（M1 活性）および細胞保護的活性化（M2 活
性）の影響 
 ミクログリアに対して LPS刺激を行い、細胞傷害関連遺伝子(M1遺伝子)や細胞保護関連遺
伝子（M2遺伝子）の発現量を調べ、同時 EPO投与による遺伝子発現量の変化を定量的 RT-PCR



を用いて観察する。さらに、ミクログリアの貪食能を評価するために蛍光標識したポリスチレ
ンビーズの細胞内への取り込み率を共焦点顕微鏡によって定量的に評価した。 
 
４．研究成果 
 日齢 1日のラット大脳皮質から初代培養細胞として、ニューロン、ミクログリア、アストロ
サイトを準備し、EPOの受容体である EPORの発現を、定量的 RT-PCRで遺伝子発現を、細
胞膜での発現を細胞染色によって確認した。その結果、ミクログリアでの発現が高いことを確
認した。さらにミクログリア細胞株である BV2においても EPORの高発現を確認した。そこ
で、LPSによって活性化されたミクログリアの活性化調節を EPO投与によって行えるか確認
したところ、炎症性サイトカインの発現が抑制されることを確認し、さらに貪食能を抑制して
いることを細胞レベルで確認した。さらに、ミクログリアの２つの異なる活性化型（M1とM2）
のちがいを確認するため、M1遺伝子M2遺伝子の発現量の変化を EPO投与の有無によって比
較したが、はっきりとしたちがいは確認できなかった。 
 LPS を腹腔内投与したマウス脳における EPOR 発現の変化を確認したが、有意な変化はな
かった。TNF-α、IL-1β、IL-6 の炎症性サイトカインの発現を確認したところ、LPS 腹腔内
投与により有意に上昇したが、EPOを追加投与することで発現は低下した。摘出した脳切片を
用いてミクログリアの形態変化を観察した。LPS投与によって、ミクログリアは活性化型のア
メーバ状に変化する細胞を多数観察したが、EPOの投与により、活性化型のミクログリアの比
率は減少した。これらの結果から、in vivo においても、LPS 刺激によって活性化したミクロ
グリアがEPOによりその活性化を減弱することがあきらかになった。以上の結果をまとめて、
論文として報告した(Tamura and Aoyama et al. 2017)。 
 これらの知見を踏まえ、EPOのミクログリアの活性化の調節機構に注目して解析をつづけた。
予想されるシグナルとしてMAPK, p-39, NFκBシグナルを中心に、LPSの活性化に対する、
EPOによるシグナル減弱作用を確認したが、変化は見られなかった。おそらく、既存のシグナ
ルではなく、未知のシグナルによる変化の可能性があり、今後の課題として残った。 
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15. 立松 尚衞, 永谷祐子, 川口洋平, 生田憲史, 小栗雄介, 小林正明,野崎正浩, 青山峰芳, 

浅井清文, 大塚隆信. 関節リウマチ線維芽細胞様滑膜細胞に置いてグリオスタチンによって誘

導された MMPs は Sp１阻害剤によって抑制される.  
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