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研究成果の概要（和文）：周産期医療の進歩により新生児の救命率は改善したが、中枢神経の後遺症に苦しむ患
児を救うことは未だ切実な課題である。低体温療法の普及により、多くの新生児低酸素性虚血性脳症（HIE）患
者の予後を改善しているが、課題が存在する。本研究では、低体温療法の作用メカニズムの解明と至適化に向け
た基礎研究を計画した。その結果、脳内の炎症に関与するミクログリアやアストロサイトのHIEにおける細胞傷
害性の活性化が低温度環境で抑制され、そのメカニズムに温度感受性チャネルTRPV4などが関与することを明ら
かにした。本研究を発展させることで、新生児医療におけるよりよい脳保護治療を提案することが期待できる。

研究成果の概要（英文）：The development of the perinatal medicine can make the survival rate of 
newborn better. However, there are still severe issues about neurological sequelae in newborn after 
the intensive therapy. Hypothermic therapy has the neuroprotective effect on neonatal hypoxic 
ischemic encephalopathy (HIE). The therapeutic mechanism has not been clarified. In this study, we 
would show the mechanism of HIE and more effective therapy based on hypothermic therapy. In the 
cellular analysis, microglia and astrocyte had toxic activation under hypoxic ischemic conditions. 
However, hypothermic culture suppressed microglial toxic activation and astrocyte toxic activation. 
In the animal model analysis, hypothermic condition suppressed brain damage by the toxic activation 
of glial cells. These results may suggest a novel therapeutic approach to complement hypothermia 
therapy. 

研究分野：小児科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、いまだ謎の多い脳保護治療である低体温療法の作用メカニズムの解明につながる成果であり、
医療現場で効果が不十分な症例や他の合併症によって低体温療法を断念する症例に対する、新たな治療提案につ
ながる。周産期医療の進歩の中で中枢神経の後遺症に苦しむ患児を救う提案である。子育て世代の誰もが直面す
るかもしれない出産におけるリスクの克服は少子化社会において社会的波及効果が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
周産期医療の進歩により新生児の救命率は著しく改善した一方で、中枢神経の後遺症に苦しむ患
児を救うことは本人や家族や新生児医療関係者にとって切実な課題である。中枢神経の後遺症の主な
原因となる新生児仮死は成熟児 1000 に対して 2-4 の頻度で起きる。新生児仮死にともなう、脳内の低
酸素虚血と再灌流による傷害が新生児低酸素性虚血性脳症（HIE）を引き起こす。この HIE の治療法と
して現在有効性が認められているのは、低体温療法のみである。しかし低体温療法を施行しても 30-
60%の症例では依然として予後不良であり、HIE に対する確実な治療法は未だに確立されていない。低
体温療法は予後を改善する画期的な治療でありながら、その脳保護メカニズムについては十分に解明
されていない。さらなる治療成績の向上および適応疾患の拡大のためには、基礎研究による詳細なメカ
ニズムの解明は必須である。申請者はこれまで、中枢神経疾患とグリアの機能異常の関連について多く
の報告をしてきた。さらに、新規の脳保護治療の可能性を検索する中で、造血ホルモンとして知られて
いるエリスロポエチン(EPO)の脳保護効果に注目し、多くの知見を報告してきた。一連の研究成果をふ
まえ、グリア機能制御という観点から低体温療法の脳保護メカニズムを解明したい。 
 近年、急性および慢性の中枢神経損傷の共通の病態として Neuroinflammation という概念が注目され
ている。炎症には、常在するグリアであるミクログリアやアストロサイトの機能が中心である一方で、末梢
から浸潤してくるマクロファージやリンパ球の機能も重要である。一見、炎症は傷害的なイメージが強く、
実際に初期には炎症性サイトカインの放出をはじめとする活性化が生じる。一方で、その後の修復期の
組織の再構築の時期には、炎症は保護因子の放出など重要な働きがある。すなわち、toxic stage から
protective stage への smooth な移行をもたらすことが、後遺症を最小限に食い止め、中枢組織の再生
につなげるために重要である。smooth な移行のカギとなるのが、微小環境にかかわるグリアと考えた。 
 本研究では、未だ謎の多い低体温療法の効果の本質をグリアによる Neuroinflammation の制御という
観点から明らかにし、より効果的な低体温療法の提案につなげることである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、HIE に有効性が確認されている低体温療法の脳保護メカニズムの解明をグリアによ
る Neuroinflammation の制御に注目した脳内環境最適化という観点から明らかにすることである。これま
で多くの臨床研究および基礎研究が報告されてきているが、低体温療法の脳保護メカニズムについて
は十分に解明されてきていない。本研究では、これまでの申請者の研究背景から、グリアの機能制御に
注目して脳保護メカニズムを明らかにしていく。さらに、最新の知見である、炎症制御の観点からもグリ
アに注目していく計画である。 
 
３．研究の方法 
HIE を模した In vitro および In vivo の実験により、低体温が細胞レベルおよび生体レベルでどのよう
な効果があるか検討する。 
 
１）In vitro 病態モデル：脳内細胞と脳内に侵入する炎症細胞への低温度環境が与える影響 
 培養グリア（アストロサイト、オリゴデンデンドロサイト、ミクログリア）、培養ニューロンに細胞傷害をあた
えたのち、低温度環境下で培養を持続した結果得られる細胞の反応について解析する。 
低酸素および低栄養下での培養（HIEモデル） 
 すでに申請者は、培養グリアおよび培養ニューロンを用いて、低酸素低栄養刺激後の低温度環境下
での効果について解析を開始している。現在のところ、低酸素低栄養刺激によって活性化した培養ミク
ログリアにおいて、細胞傷害性を示す iNOS の発現が低温度環境下で培養することで早期に発現が抑
制されることを確認した。さらに、培養アストロサイトにおいて、低酸素低栄養刺激によって発現誘導され
た細胞保護効果を示す EPO が低温度環境下で長期に発現を持続し、培養ニューロンの細胞保護に
働くことを確認した（未発表データ）。引き続き詳細なメカニズムを明らかにしていく（文献 1,2 参照）。 
申請者のこれまでの過剰な炎症反応（サイトカインストーム）の病態研究をふまえて解析を行う。さら
に、BD Biosciences 社製の FACS AriaⅡを用いて、骨髄からマクロファージやリンパ球を回収し、共培
養することで培養グリアおよび培養ニューロンの変化を観察する。（文献 3,4,5 参照） 
 In vitro モデルにおける解析は、細胞レベルおよび分子レベルの解析として、細胞の形態変化および
アポトーシスシグナルを中心に蛍光免疫細胞染色などを用いて行う。遺伝子発現変化については、細
胞傷害性因子および細胞保護因子を中心に行う。サイトカインの産生および活性酸素の産生を解析す
る。 



 

（文献）（ * は corresponding author であることを示す。） 
1. Kako E, Kaneko N, Aoyama M, et al. Stem Cells. (2012) 30(10):2234-47. 
2. Kato S, *Aoyama M, Kakita H, et al. J Neurosci Res. (2011) 89(10):1566-74. 
3. Kakita H, *Aoyama M, et al. Toxicol Appl Pharmacol. (2013) 268(2):99-105.  
4. Asai H, Kakita H, *Aoyama M, et al. Cell Mol Neurobiol. (2013) 33(3):393-4. 
5. Kakita H, *Aoyama M, et al. Toxicol Appl Pharmacol (2009) 238(1):56-63. 
 
２）In vivo 病態モデル：脳内細胞と脳内に侵入する炎症細胞への低温度環境が与える影響  
 病態を模したモデルラットを用い、傷害後低温状態におくことで死亡率、神経学的症状の改善がみら
れるかを検討する。さらに脳の凍結切片を作成し免疫染色を行い、脳傷害の部位、程度、病変部での
グリアの集積、形態変化などを検討する。 
低酸素性虚血性疾患モデルの解析(HIE モデル)  
生後 1 週齢ラット(正期産児相当)の中大脳動脈結紮モデルを作成する。 
上記のモデル動物作成の技術は、研究室ですでに確立しており、多くの成果を報告してきた。（文献
1,2,3,4,5 参照） 
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In vivo 病態モデルにおいても細胞レベルおよび分子レベルでの解析を行うため、傷害後低温状態
にさらしたラットの脳を回収し、Milteny Biotech 社製の gentle MACS によりマイルドに単細胞化したの
ち、BD Biosciences 社製の FACS Verse を用いて、全脳細胞の中からグリアおよびニューロンの表面抗
原の発現の変化を解析する。さらに、BD Biosciences 社製の FACS AriaⅡを用いて、特定の細胞集団
を回収し、活性化マーカーである炎症性サイトカインや神経保護因子の発現を定量的 RT-PCR によっ
て解析し、細胞レベルでの変化を遺伝子発現の変化によって比較検討する。FACS AriaⅡによって回
収された細胞については、培養を継続することで詳細な細胞反応性の変化を形態変化および遺伝子
発現の変化として解析を行う。 
上記解析技術は、研究室ですでに確立しており、多くの成果を報告してきた。（文献 1,2 参照） 
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３）In vitro および in vivo 病態モデルの解析からのより効果的な低体温療法の提案の可能性 
HIE に対する低体温療法に関しては、国内外の優れた臨床研究が発表されており、その有効性は証
明されている。本研究では、HIE に対する低体温療法によるグリア機能制御を明らかにすることを目指
す。より詳細な治療メカニズムを明らかにすることで、より効果的な治療デザインを提案できる。もしも、
十分な効果が得られなかった場合は、補完する治療として神経保護因子としての EPO の投与、炎症シ
グナルの中心をなす NFκB シグナルの阻害剤の併用投与を試みる。その結果、低体温療法のみでは
十分でなかった治療を補完し、新たな治療ミックスとして提示することができる。 
 
４．研究成果 
細胞レベルの解析において、培養グリア、培養ニューロンを低酸素および低栄養状態に暴露すること
で細胞傷害をあたえたのち、低温度環境下で培養を持続した結果得られる細胞の反応について解析
を行った。生体レベルの解析において、新生児低酸素性虚血性脳症（HIE）モデルラットの作製をおこ
なった。生後 7 日齢ラット左総頚動脈結紮の後に低酸素負荷を加えることで一側性に脳傷害を誘導で
きた。脳傷害の部位、程度を確認し、低温環境により脳障害性が改善することを確認した。HIE モデル
ラットに実験的低体温療法を施した後、immunopanning 法によりミクログリアを分取した。分取したミクロ
グリアにおける遺伝子発現解析の結果、炎症性サイトカインの発現が強く誘導されていることを確認し
た。さらに、低体温療法群ではこれらの因子の発現誘導が抑制された。 
アストロサイトにおいて神経保護因子としての EPO の発現が低酸素および低栄養状態では抑制さ
れ、低温度環境下で長期に発現を持続し、培養ニューロンのアポトーシスを抑制することで細胞保護に
働くことを確認した。（文献 1 参照） 



蘇生後脳症モデルラットから分取したミクログリアにおいて、炎症性サイトカインの発現が強く誘導さ
れ、低体温療法群ではこれらの傷害性因子の発現誘導が抑制された。さらに、低温度環境下のミクログ
リアにおける温度感受性チャネルTRPV4に着目した。TRPV4阻害剤が低温度環境と同様に、ミクログリ
アの炎症症性サイトカイン産生や貪食能を抑制し、低温度環境下でのTRPV4活性化剤が低温環境によ
るミクログリア活性化抑制効果を打ち消すことを明らかにした。（文献2参照） 
以上から、低体温療法の作用メカニズムについて、アストロサイトにおけるEPO産生やミクログリアにお
けTRPV4シグナルの関与があることが明らかになった。本研究により、新生児医療におけるよりよい低体
温療法を提案し、新生児期中枢神経疾患の後遺症の予防法開発につながることが期待できる。 
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Efficacy of tolvaptan in an infant with syndrome of inappropriate antidiuretic hormone
secretion associated with holoprosencephaly: A case report

World Journal of Clinical Cases 6262～6267

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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miR-1914-5p regulates vascular endothelial cell-monocyte adhesion in the inflammatory environment of atherosclerosis

Anti-tumor effect of mannose-conjugated chlorin e6 photodynamic therapy targeting M2-like tumor-associated macrophages
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低温刺激はTRPV4を介してミクログリアの神経傷害的な活性化を抑制する

Hypothermia attenuates neurotoxic microglial activation via TRPV4 channel

TRPV4-AMPK-NF-κB経路抑制を介する低温刺激によってミクログリアの過剰な炎症反応は鎮静化する

Hypothermic culture enhances secretion of astrocyte-derived neuroprotective erythropoietin.

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名



2022年

2022年

2022年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第99回日本生理学会大会

第44回日本神経科学大会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第40回日本骨代謝学会学術集会

日本薬学会第142年会

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

大塚勇斗、青山峰芳

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

大塚勇斗、後藤洋、青木啓将、永谷裕子、宮澤健、後藤滋巳、青山峰芳

非破骨細胞でのケモカインとIGF2の発現上昇を介して、IL-1βは破骨細胞の形成を促進する
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IL-1βは非破骨細胞のケモカインとIGF2の発現を上昇させることで破骨細胞の分化を促進する
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低温培養はLPSによるミクログリアの神経傷害的な活性化を抑制する

低温培養によるアストロサイトのエリスロポエチン分泌亢進を介した神経保護効果

低酸素刺激は一酸化窒素合成経路の活性化を介して破骨細胞分化を促進した
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低温培養はアストロサイトにおけるエリスロポエチン発現を持続させニューロンのアポトーシスを抑制する

miR-1914-5pは血管内皮細胞の単球接着性を変化させ動脈硬化の病変形成に関与する
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炎症性サイトカインが破骨細胞分化微小環境に与える影響
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