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研究成果の概要（和文）：マイクログリアは脳低酸素・虚血や脳外傷時に活性化され、神経傷害

性因子放出を介し、脳障害増悪に関与する。よって、脳低温療法は活性化マイクログリアのそ

れらの産生を低下させ、脳保護効果をもたらす可能性がある。本研究では、低酸素性虚血性（HI: 

hypoxia-ischemia）脳障害由来マイクログリアを用い、Toll 様受容体（TLR2 および TLR4）刺

激によるサイトカイン（炎症性: TNF-α、抗炎症性: IL-10）および一酸化窒素(NO)産生を 33℃

と 37℃培養下で比較した。その結果、TNF-α産生は培養 6時間、IL-10 と NO 産生は培養 48時

間で、各々、37℃に比べ 33℃では低値を示し、軽度低温は HI 脳障害由来活性化マイクログリ

アの早期での TNF-αおよび後期での IL-10/NO 産生を抑制することが判明した。この機序は HI

脳障害に対する脳低温療法の脳保護機構になることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Activated microglia produce neurotoxic factors, including 
pro-inflammatory cytokines and nitric oxide (NO), in response to neuronal destruction. 
Hence, the suppression of the microglial release of these factors may contribute to the 
neuroprotective effects of therapeutic hypothermia. I examined the effects of hypothermic 
culture on the production of pro- and anti-inflammatory cytokines and NO in ex vivo
microglia that were derived from mice with hypoxic-ischemic (HI) brain injury, through 
the stimulation of toll-like receptors (TLRs) that play significant roles in the 
pathological processes underlying sterile central nervous system injury. Microglia were 
isolated from HI brain-injured mice and then cultured with TLR2 and TLR4 agonists at 33°C 
and 37°C. As a result, compared with 37°C, hypothermia (33°C) reduced the production 
of TNF-α at 6 h and IL-10 and NO at 48 h. In a clinically relevant setting using 
TLR-activated microglia that were derived from mice with HI brain injury, hypothermia 
reduced the production of TNF-α, IL-10, and NO in a time-dependent manner, supporting 
the idea that neuroprotection conferred by therapeutic hypothermia could be related to 
attenuation of both early-phase TNF-α and late-phase IL-10 and NO released from microglia. 
In particular, this mechanism may be responsible for HI brain injury.
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１．研究開始当初の背景 
 重症頭部外傷や低酸素・虚血等の脳損傷に
より増加した炎症性サイトカインや一酸化
窒素（NO）は二次的脳障害に関与する。マイ
クログリアは虚血や組織障害時に増殖・活性
化し、これらの細胞傷害性（炎症性）因子を
放出し、ニューロン障害を引き起こす。よっ
て、脳低温療法による脳（ニューロン）保護
作用の一機序には、活性化マイクログリアか
らの炎症性因子抑制の関与が考えられる。し
かし、その機序は未だ明らかでなく、特に抗
炎症性サイトカインに対して低温が及ぼす
影響は全く不明であった。 
 そこで、研究代表者は現在までに、脳低温
療法による脳保護作用機構を調べる目的で、
活性化マイクログリアの産生する炎症性
（IL-6）および抗炎症性（IL-10）サイトカ
イン並びに NO 産生が、温度（低温および高
温）によりどのような影響を受けるのかを細
胞培養系で解析し、以下のように報告してき
た。 
 低温(33℃)下では、Lipopolysaccharide
（LPS）活性化マイクログリアからの IL-6、
IL-10およびNO産生が低値を示すこと、また、
高温下ではマイクログリアからの IL-10 産生
が特異的に増加することを見出し、脳低温療
法による脳保護作用の一機序に、従来報告さ
れてきた炎症性因子抑制のみでなく、抗炎症
性因子抑制も関与する可能性並びに脳損傷
後の高温下における脳障害増悪にはマイク
ログリアからの IL-10増加が関与する可能性
を示してきた(Matsui and Kakeda, IL-10 
production is reduced by hypothermia but 
augmented by hyperthermia in rat microglia. 
J Neurotrauma, 25:709-715, 2008)。 
 LPS はマイクログリア活性化によく用いら
れているが、本物質は非生理的であり、より
臨床に近い状態でこのような研究をするこ
とは意義深いと考え、最近、脳損傷時のニュ
ーロンやグリア細胞から遊離・放出されるマ
イクログリアの内因性刺激物質、アデノシン
三燐酸(ATP)に着目し、同様の検討を行った。
その結果、ATP 活性化マイクログリアからの
IL-6 および NO 産生が低温下で抑制されるこ
と 並 び に そ の 抑 制 は p38 MAPK
（Mitogen-Activated Protein Kinase）の活
性化阻害に基づいていることを見出し、本療

法の脳保護効果における炎症性因子抑制に
はマイクログリアの p38 MAPK 阻害が重要で
あることを示してきた(Matsui, Hypothermia 
reduces the release of inflammatory 
factors via suppression of p38 MAPK in 
ATP-activated rat microglia. ニュー・フ
ロンティア・プロジェクト報告集, 10:54-58, 
2009)。 
 以上、研究代表者は脳低温療法による脳保
護作用機構の一端を、活性化マイクログリア
に着目し、産生されるサイトカイン（炎症性
のみでなく抗炎症性も）や NO 動態から解明
する研究を行っているが、マイクログリアを
活性化させる“シグナル“は、その性質を変
える可能性があり（Suzuki et al, Production 
and release of neuroprotective tumor 
necrosis factor by P2X7 
receptor-activated microglia. J Neurosci, 
24:1-7, 2004）、”シグナル“に依存したサイ
トカインや NO 動態が温度変化によりどのよ
うな影響を受けるのかを調べるのは非常に
興味深い。 

２．研究の目的 
 そこで本研究では、“Toll 様受容体（TLR）
活性化”と“低酸素・虚血刺激”の 2つのマ
イクログリア活性化シグナルに着目し、低酸
素性虚血性（HI: hypoxia-ischemia）脳障害
モデルを用いた ex vivo 解析を行った。 
 TLR は各種病原菌を認識し、炎症反応を惹
起することで生体防御を担う自然免疫に極
めて重要な受容体であるが、近年の研究から
Central Nervous System（CNS）領域におけ
る組織障害や神経変性疾患等の炎症反応に
おいても重要な役割を担うことが次第に報
告されてきている。つまり、ある特定の微生
物成分（LPS 等）が存在しなくても、ATP の
ような内因性物質が TLRを活性化させている。
マイクログリアには TLR1～TLR9 が存在して
いる。脳虚血時、CNS 領域において増加する
のは主に TLR2 と TLR4 であり、これら TLR を
介した活性化マイクログリアは虚血による
脳障害に関与している可能性がある。 
 CNS 系から取り出した細胞の ex vivo 培養
は、生体内環境下での細胞の表現系を維持し
ており、in vivo 状態を知る１つのモデルで
ある。 



 以上、本研究では、HI脳障害由来マイクロ
グリア（ex vivo）の TLR 刺激による炎症性
および抗炎症性サイトカイン並びに NO 産生
に低温培養が及ぼす影響を調べた。 

３．研究の方法 
 HI 脳障害モデルはマウス（2日齢）を用い
て、右総頸動脈を結紮後、37℃下で酸素濃度
6%に 30 分間留置することにより作製した。
その後 37℃下に 1日留置したマウス（3日齢）
の大脳から、MicroBeads 結合抗 CD11b 抗体を
用いてマイクログリアを磁気分離し、TLR2 お
よび TLR4 活性化剤（Pam3CSK4および LPS）を
加え、33℃および37℃下で48時間培養した。
培養液中のサイトカイン（炎症性: TNF-α、
抗炎症性: IL-10）濃度は ELISA により、NO2
－（NO の安定な代謝産物）濃度は比色法によ
り、各々測定した。 

４．研究成果 
 HI 脳障害由来マイクログリアの TLR2
（Pam3CSK4）および TLR4（LPS）誘導 TNF-α
産生は培養 6時間（図 1）、IL-10 産生は培養
48 時間（図 2）、NO産生は培養 48時間（図 3）
で、各々、37℃に比べ 33℃では低値を示した。 

図 1. HI 脳障害由来マイクログリアの TLR 誘
導 TNF-α産生に及ぼす低温培養の影響 
**p<0.01 vs 37℃ 

図 2. HI 脳障害由来マイクログリアの TLR 誘
導 IL-10 産生に及ぼす低温培養の影響 
*p<0.05 vs 37℃ 

図 3. HI 脳障害由来マイクログリアの TLR 誘
導 NO 産生に及ぼす低温培養の影響 
*p<0.05 vs 37℃ 

 以上、臨床と関連した HI 脳障害モデルを
用いた本研究においても、軽度低温は TLR 活
性化マイクログリアの早期での TNF-αおよ
び後期での IL-10/NO 産生を抑制した。よっ
て、脳低温療法による脳保護作用の一機序に、
マイクログリアの早期での炎症性因子抑制
と後期での炎症性・抗炎症性因子抑制が関与
する可能性が更に支持された。特に、この機
序は HI 脳障害後の脳保護機構になることが
示唆された。 
 今後は、脳損傷直後（急性期から）のマイ
クログリアのみでなく、亜急性期からの脳内
浸潤炎症性 T細胞にも主眼を置き、それらと
脳障害との関連に低温・高温が及ぼす影響を
HI 脳障害モデルを用い、ex vivo および in 
vivo で解析していく予定である。 
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