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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウスの脳出血－発熱モデルを作成し、血小板由来サ

イトカイン CD40L が発熱に関与している可能性を検討した。マウス視索前野へのコラゲ

ナーゼ投与は脳出血を引き起こし、発熱とシクロオキシゲナーゼ２(COX-2)の発現を引き

起こした。CD40L の脳内投与は発熱と脳血管内皮細胞での COX-2 発現を引き起こした。

これらの結果は CD40L が脳出血時に内因性発熱物質として働く可能性を支持する。 
研究成果の概要（英文）：This study examined in mice whether CD40L, a platelet-derived 
cytokine, is an endogenous pyrogen that plays an essential role in febrile response after 
intracerebral hemorrhage. Injection of collagenase into the medial preoptic area in mice 
induced hemorrhage, which was followed by fever and cyclooxygenase-2 induction. 
Intracerebral injection of CD40L also induced fever and cyclooxygenase-2 expresson in 
brain endothelial cells. These results support the idea that CD40L as an endogenous 
pyrogen in brain hemorrhage. 
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１．研究開始当初の背景 
1970 年代以降、発熱の研究は大きく進展し、
感染や炎症による発熱のメカニズムが、ほぼ
明らかとなった。その概略は次のようにな
る；外因性発熱物質→内因性発熱物質→脳血
管内皮細胞におけるシクロオキシゲナーゼ
２(COX-2)の誘導→プロスタグランジン E2
（PGE2）産生→視索前野の EP3 受容体活性
化→効果器反応。しかし、この考えは感染や

炎症による発熱を対象としたもので、それ以
外の原因による発熱（たとえば脳出血時の発
熱）の説明には不十分である。研究代表者は
すでに、ラット脳出血－発熱モデルを作成し、
その発熱の一部に COX-2 の誘導が関わって
いることを示した。脳出血時には様々な血液
成分が脳実質に漏出する。血液の何等かの成
分が、内因性発熱物質として脳で COX-2 を誘
導し、発熱を引き起こしていることは間違い
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ない。しかし、その実体は不明である。その
一つの候補として、活性化血小板から放出さ
れるサイトカイン CD40L を考えた。その根
拠として、CD40LはTNFαファミリーに属し、
COX-2 を誘導するという in vitro の実験報告
がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は次の 2 点である。 
(1)マウスの脳出血－発熱モデルを作成する。
(2)血小板由来サイトカイン CD40L が発熱と
COX-2 の誘導を引き起こす可能性を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
(1)脳内投与と体温測定 
①ddy マウスまたは C57BL6 マウス（8 週齢、
雄）をペントバルビタール麻酔し、腹腔内に
体温測定用テレメータを留置した。 
②一週間以上の回復期間後、マウスをフォー
レンで麻酔し、脳定位装置に固定した。 
③コラゲナーゼ(Sigma TypeIV)または CD40L
を視索前野に投与した。コラゲナーゼの濃度
は 50 unit/ml～400 unit/ml、CD40L の濃度は
1µg/µL とし、0.2 µL/min の流速で 7 分間投与
した。溶媒は人工脳脊髄液を用いた。 
④投与は午前 10 時～12 時の間で行った。投
与後、麻酔から回復させ、自由行動下で 24
時間体温を測定した。 
⑤ペントバルビタール麻酔下で生理食塩水
潅流により脱血し、脳を凍結保存した。 
⑥脳の新鮮凍結切片を作成し、スライドガラ
スに貼りつけた。 
 
(2)出血領域の DAB 染色 
①脳切片を風乾後、ホルマリン蒸気により固
定した。 
②固定した脳切片をDAB溶液と反応させた。
赤血球の漏出した部位では、DAB が褐色に発
色した。 
③メチルグリーン・ピロニン Y により対比染
色し、乾燥後、透徹・封入した。 
 
(3) COX-2 染色 
①脳切片を風乾後、10％ホルマリン(in 0.1M 
PBS)で 10 分間固定した。 
②抗 murine COX-2 抗体(Cayman Chemical)を
200 倍希釈し、室温オーバーナイトで切片と
反応させた。 
③Alexa488 標識 2 次抗体により可視化し、蛍
光顕微鏡で観察・撮影を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マウス脳出血－発熱モデル 
①出血領域の染色 
コラゲナーゼ視索前野投与は脳出血を引き
起こした。図１は 100unit/ml の濃度でコラ

ゲナーゼを投与されたマウス脳の、24 時間後
の出血状態である。褐色に染まっている部分
が脳出血の領域である。これまで、新鮮凍結
切片では、染色作業中に赤血球の成分が流出
し DAB 発色が不可能であった。ホルマリン
蒸気による固定で、赤血球成分の流出を防ぎ、
出血領域を明確にすることができた。この手
法はこれまでに報告がなく、本研究の成果の
ひとつである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②脳出血による発熱 
図１のマウスでの体温変化を図２に示す。縦
軸は前日の同時刻の体温との差、横軸はコラ
ゲナーゼ投与後の時間を表している。投与後
1 時間から 12 時間の間、発熱が認められる。
また、2 時間から 9 時間の間は 3℃を超える
体温上昇となっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③脳出血時の COX-2 発現 
コラゲナーゼ投与 24 時間後の脳切片で、
COX-2 を染色した。図３A に示すように、脳
出血部位の周辺組織では、主として血管と思
われる部分に COX-2 の発現が認められた。一
方、脳出血の中心部（図３B）では、血球細
胞と思われる細胞に COX-2の発現が認められ
た。 
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④課題と今後の展望 
今回の研究で、マウスでもラットと同様にコ
ラゲナーゼによる脳出血－発熱モデルを作
成できることが明らかとなった。しかし、ラ
ットと比較して、出血の程度にバラツキが大
きく、安定した結果を得ることができていな
い。結果が不安定な原因として、つぎの２つ
の可能性を考えている。ひとつはコラゲナー
ゼに対する感受性の種差である。今回は主に
ddy マウスを用いたが、すでに報告のある
C57BL6 マウスで試す必要がある。他の可能
性として、マウスの血圧のバラツキが脳出血
の程度に影響することが考えられる。術時に
血圧を管理することが必要かもしれない。安
定した脳出血－発熱の条件が確立された後、
様々な薬理学的処置、遺伝子改変マウスの利
用によって、脳出血時の発熱の分子メカニズ
ムが解明できると期待する。 
 
(2)CD40L による発熱と COX-2 誘導 
①マウス視索前野に CD40L(1.4µg/1.4µL)を 7
分かけて投与すると、体温上昇が観察された
（図４）。図４の縦軸は前日同時刻の体温と
の差、横軸は投与後の時間を表している。体
温は投与後 3－4 時間目で最大に達した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②CD40L 投与後、4 時間で脳を取り出し、
COX-2 免疫染色を行った結果を図 5（右は拡
大図）に示す。緑が COX-2、赤は PECAM に
よる血管内皮細胞の染色像である。一部の血
管内皮細胞に COX-2 が誘導されていること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③課題と今後の展望 
CD40L の溶媒である人工脳脊髄液の投与に
よっても、ある程度の体温上昇と COX-2 誘導
が見られた。これは、カニューレ刺入や溶液
投与による出血や組織破壊によると考えら

れる。注入液の濃度、体積を検討することで
CD40L の効果をより明確にできると考えて
いる。また、当初予定していた赤血球由来の
成分による発熱反応については、実験の準備
段階に留まっている。今後、実験を進めてい
く予定である。 
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