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研究成果の概要（和文）：ジクロフェナックナトリウムと炎症性サイトカインの同時刺激がミク
ログリアにおいて iNOS mRNA、iNOS タンパクの発現をサイトカイン単独刺激に比べてさらに強
く誘導することを見出した。この iNOS の誘導は NFκBのシグナルを介して起こり、さらに誘導
された iNOS により、ミクログリアが活性化し、その貪食能が増強することを見出した。

研究成果の概要（英文）：this study demonstrates that iNOS and NO are induced in microglia 
cultures by proinflammatory cytokines. The addition of DCF further augments NO production. 
This effect is mediated via NF-B signaling and induced microglia activity and 
phagocytosis.
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１．研究開始当初の背景

インフルエンザ脳症は 5歳以下の小児にお

いて重篤な神経学的後遺症を残し、死亡率は

27-44％と極めて予後不良の疾患群である。

インフルエンザ脳症の発症メカニズムとし

てはウイルスの直接浸潤ではなく、血中サイ

トカインの異常増加、いわゆる「サイトカイ

ンストーム」が中心的役割を担っていると考

えられている。しかし「サイトカインストー

ム」がどのように神経細胞障害を引き起こす

のかは、解明されていない。「サイトカイン

ストーム」によるインフルエンザ脳症の発症、

増悪には以下の可能性が指摘できる。(1) 

「サイトカインストーム」による神経細胞の

直接障害関与、(2) 「サイトカインストーム」
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に伴う血液脳関門の破たん、(3)炎症に誘導

され高濃度で細胞毒性を呈する窒素化合物

（NOx）の関与、(4) 神経細胞の興奮性を制

御するアストロサイトの機能障害、(5)ミク

ログリアの異常活性による神経細胞障害、(6）

ジクロフェナック（DCF）に代表される解熱

鎮痛剤の関与。しかしながらそれぞれの可能

性がどの程度関与しているかについては、ほ

とんど分かっていない。発症機序、治療法、

さらに他の解熱鎮痛剤の影響についてはま

だ十分に解明されていない。

インフルエンザ脳症で亡くなった剖検例で

は脳内でグリア細胞が異常に増殖しているこ

とから、申請者らはこれまでインフルエンザ脳

症発症メカニズムにおけるグリア細胞の役割

に注目して、解析を行ってきた。DCF と炎症

性サイトカインの同時刺激をラットの培養アスト

ロサイトに対して行うと、サイトカイン単独刺激

に比べて誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）

の mRNA、タンパクの発現を誘導し、その結

果、NOx 産生を増強し、細胞障害を引き起こ

すことを明らかにした。さらにそれらの作用は

NFκB を介した細胞内シグナルが関与してい

ることを明らかにし、インフルエンザ脳症増悪

の in vitro のモデルとして解析を進めてきた

２．研究の目的

インフルエンザ脳症における脳障害メカ

ニズムを解明するために、神経細胞を取り巻

く微小環境の維持および神経伝達の調節に

関与するグリア細胞の機能異常が病態に与

える影響に注目し、細胞培養および疑似ウイ

ルス感染モデルラットを用いて機序を明ら

かにすることが本研究の目的である。

３．研究の方法

(1) ミクログリアにおける NOx、iNOS の発現

ラットのミクログリアを用いジクロフェ

ナックナトリウムと炎症性サイトカインの

同時刺激が NOx、iNOS の産生を増強し細胞障

害を引き起こすか否かを確認する。NOx の測

定は Griss 反応を用いて培養液中のNOx 量を

測定する。iNOS 発現については、mRNA の発

現を定量的 RT-PCR によって検討し、タンパ

ク発現をウェスタンブロットおよび細胞染

色を用いて検討する。細胞障害性については

DAPI 染色による核の断片化や凝集化の有無

によって検出するとともに、LDH 放出による

細胞障害性の評価も行う。

(2) アクアポリンの発現

アストロサイトでは主にアクアポリン4の

発現がみられ、血液脳関門の維持および脳損

傷時における脳浮腫の進展に関与している

ことが知られている。アストロサイト、ミク

ログリアの培養系でジクロフェナックナト

リウムと炎症性サイトカインがアクアポリ

ン 4 の発現に与える影響について、遺伝子、

蛋白レベルで検討する。mRNA の発現を定量的

RT-PCR によって検討する。タンパク発現をウ

ェスタンブロットおよび細胞染色を用いて

検討する。特にウェスタンブロットではリン

酸化した活性化アクアポリン 4の存在を確認

し、細胞染色においてはタンパクの細胞内局

在も明らかにすることを計画している。発現

変化したアクアポリン 4によって実際、水の

流入および流出にどのような影響があるの

か、細胞体の腫脹の有無について検討する。

４．研究成果

(1) 哺乳 1日齢のラットのアストロサイトを

使用しジクロフェナックナトリウムと炎症

性サイトカインの同時刺激がアクアポリン 4

の mRNA、タンパクの発現を誘導することを見

出した。またこれらのアクアポリン 4の発現

誘導は主に NFκBのシグナルを介しておこる

ことを明らかにした。またアクアポリン 4の



発現上昇に伴い、アストロサイトの形態変化

が起こることを明らかにした。このアクアポ

リン4の発現誘導がインフルエンザ脳症の病

態増悪因子である脳浮腫に関係があること

が示唆された。

(2) 哺乳 1日齢のラットから培養したミクロ

グリアを使用し、アストロサイトと同様にジ

クロフェナックナトリウムと炎症性サイト

カインの同時刺激が、iNOS mRNA、iNOS タン

パクの発現を誘導することを見出した。さら

に誘導された iNOS により、ミクログリアが

活性化し、その貪食能が増強することを見出

した。このミクログリアの活性化はイブプロ

フェンやインドメタシンなどの他の解熱鎮

痛剤ではみられなかった。またこれらの iNOS 

mRNA、iNOS タンパクの発現誘導は NFκB の

シグナルを介しておこることを明らかにし

た。インフルエンザ脳症患者へのジクロフェ

ナックナトリウムがその死亡率を上げるこ

とは、これまでに報告されているが、その理

由については明らかになっていない。本研究

により、現在もなお予後不良疾患であるイン

フルエンザ脳症の病因、治療法の開発に貢献

できるものと考える。
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