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研究成果の概要（和文）：ラット初代培養ミクログリアはトル様受容体4活性化により速やかに細胞死を起こすが、そ
の中に長期にわたり生存する細胞が現れる。本研究ではこの生存ミクログリアに注目し、長期生存の機序としてGM-CSF
の自己分泌を介したメカニズムを明らかにした。さらに、P2Y2受容体、アデノシンA2a受容体の発現誘導を介して死細
胞貪食・抗炎症性機能を獲得すること、さらにアクチビンなどの神経保護因子の産生を介して神経保護作用を発揮する
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Toll-like receptor 4 activation by lipopolysaccharide (LPS) induced both death 
and survival in rat primary cultured microglia. Here, we investigated the mechanism of survival and 
purinergic modulation of dead cell phagocytosis and cytokine production in TLR4-activated microglia. LPS 
stimulation drastically induced the production of GM-CSF and up-regulated GM-CSF receptor signaling in 
surviving microglia. In addition, LPS-stimulated surviving microglia became motile and actively engulfed 
dead cells possibly through up-regulated P2Y2 receptors. Furthermore, Adenosine A2a receptors 
up-regulated by LPS stimulation suppressed TNF production. Purinergic activation promoted a marked 
elevation of protective cytokines such as activin-A. LPS-stimulated microglia protected neuronal cells in 
co-culture system. Together, TLR-4-activated long-lived microglia produce GM-CSF as an autocrine survival 
factor and may acquire protective phenotype through up-regulation of specific purinergic receptors.

研究分野： 神経薬理学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎え、アルツハイマー病や

パーキンソン病などの神経変性疾患や脳梗塞
などの脳血管障害の急増が懸念され、その対
応が急がれるが、いまだ有効な方策は得られ
ていない。これらの病態の基盤にはいずれも
ミクログリアの活性化と慢性炎症がある。ミ
クログリアは脳に定住するマクロファージで
あり、細胞外の環境変化に応答して傷害的に
も保護的にも働き、神経疾患の増悪・改善に
深く関わる。したがって、ミクログリアの作
用の二面性を引き起こす仕組みを理解するこ
とは、ミクログリアの活性を制御し病態を改
善させるために極めて重要である。近年、ミ
クログリアの作用の多様性はサブポピュレー
ションの存在と M1/M2 分類で説明されるよ
うになってきた。すなわち、ミクログリアは
IFN-γや LPS による刺激で炎症誘導型となる
M1 へ、IL-4 刺激では抗炎症型の M2 へシフト
し、それぞれ傷害的・保護的に働くという仮
説である。一方、研究代表者らはこれまでに、
ラット初代培養ミクログリアにおいて、リポ
ポリサッカライド（LPS）によるトル様受容
体４(TLR4)活性化が個々の細胞に異なる反応
を誘導すること、つまり多くは過剰な活性化
により細胞死をおこすが、そのなかに細胞死
を免れ生存し続けるサブタイプが存在するこ
とを見出した (Harada et al., J. Neurochem. 
2011)。これらの長期生存ミクログリアは傷害
性因子の産生が低いことから、保護的に働く
可能性が高いと考えられる。本研究では、同
じ TLR4 刺激に対して異なる反応性を示すミ
クログリアのサブポピュレーションのうち長
期生存する細胞群に注目し、その長期生存の
メカニズムと死細胞貪食などの細胞機能制御
と神経保護作用について検討を行った。 
 
２．研究の目的 
ラット脳ミクログリア初代培養細胞を用いて、
(1) TLR4 活性化により長期生存するミクログ
リアが生存維持するメカニズムを明らかにし、
(2) TLR4 活性化生存ミクログリアに発現誘導
されるプリン受容体（P2Y、アデノシン受容
体）を解析し、死細胞貪食・抗炎症作用への
関与を調べ、(3)さらに、これらの細胞の神経
保護作用を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ラット生後 1 日の新生児大脳より混合グリ

ア初代培養を調製し、振盪により浮遊する細
胞をプラスチックディッシュに播種し、洗浄
後接着する細胞をミクログリアとして使用し
た。細胞のタイムラプス観察は、細胞培養装
置をステージ上に設置した位相差顕微鏡によ
り行った。mRNA 発現は、LPS 刺激の時間経
過を追って細胞から全 RNA を抽出し cDNA

を合成し、特異的プライマーを用いたリアル
タイム PCR により定量した。蛋白発現は、ウ
ェスタンブロッティングと免疫染色により行
った。 
神経細胞はラット新生児大脳より調製し

B27 サプリメントを添加した Neurobasal-A 培
地で培養し、アストロサイト除去のため培養
3 日後より 2 日間 10μM Ara-C 処置を行った。
神経・ミクログリア共培養は、培養プレート
に神経細胞を、セルカルチャーインサートに
ミクログリアを播種し、血清無添加の低栄養
D-MEM で培養し、神経細胞形態観察および
MAP-2 染色を行った。 
 
４．研究成果 
(1) LPS 刺激に対するミクログリアの個々の反応
のリアルタイム観察 
これまでに研究代表者らは、ラット新生児

初代培養ミクログリアの LPS 刺激により、細
胞死を起こす細胞とその後長期にわたり生存
維持する細胞が存在することを報告している。
この LPS に対する個々の細胞の異なる反応を
リアルタイムで明らかにするため、細胞培養
装置をステージに設置した位相差顕微鏡によ
りタイムラプス観察を行った。その結果、LPS
（10 ng/mL）刺激により多くのミクログリア
は 1-2 時間以内に死んでいくが、一部の細胞
は死ぬことなく活発に動き回り、隣接する死
細胞に突起を伸ばして触りダイナミックに貪
食する様子が観察された。これに対し、無刺
激のミクログリアでは徐々に細胞死を起こし、
死細胞は隣のミクログリアにゆっくりと貪食
されることから、ミクログリアの死細胞貪食
能は LPS 刺激により大きく促進されることが
示された。この結果から、TLR4 活性化はある
ポピュレーションのミクログリアの生存を維
持し、その死細胞貪食機能を著しく亢進させ
ることが明らかとなった。 
 
(2) LPS 刺激ミクログリアの生存維持の分子メカ
ニズム 
ミクログリアは、アストロサイトとの混合

グリア培養から単離すると 2 日以内に徐々に
死滅していく。これはアストロサイトが産生
するミクログリア生存因子を受け取れなくな
るためと考えられる。では、LPS 刺激を受け
たミクログリアはどのようにして長期にわた
り自己の生存を維持するのだろうか？その機
序を明らかにする目的で、ミクログリアが
LPS 刺激により生存因子を自己産生する可能
性を検討した。まず、ミクログリア生存因子
として知られるマクロファージコロニー刺激
因子（M-CSF）、顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子（GM-CSF）、IL-34 に注目した。
その結果、LPS(3 ng/mL)刺激生存ミクログリ
アはM-CSFと IL-34のmRNA発現は誘導しな



かったが、GM-CSF の mRNA 発現を劇的に上
昇させた。これらの受容体発現について調べ
た結果、LPS 刺激は、M-CSF と IL-34 の共通
の受容体である M-CSF 受容体（M-CSFR）の
mRNA 発現には影響を及ぼさなかったが、
GM-CSF 受容体（GM-CSFR）の β サブユニッ
トの mRNA 発現を有意に誘導し、α サブユニ
ット mRNA 発現も増加傾向を示した。したが
って、ミクログリアは GM-CSF の自己産生と
その受容体発現を選択的に上方制御する可能
性が示された。一方、GM-CSFRは JAK2/STAT5
シグナルを介して生存遺伝子の発現を制御し
生存を促進することが知られている。そこで
次に、GM-CSFR シグナル伝達について検討を
行 っ た 。 JAK2 特 異 的 阻 害 薬 で あ る
NVP-BSK805 処置を行うと LPS 刺激によるミ
クログリアの生存は抑制された。また、STAT
５のリン酸化抗体を用いたウェスタンブロッ
トおよび免疫染色により、LPS 刺激により
STAT5 のリン酸化と核への移行が誘導され、
この反応は NVP-BSK805 処置により抑制され
た。これらの結果から、TLR4 活性化生存ミク
ログリアは GM-CSF の自己分泌を介して
GM-CSFR/JAK2/STAT5 シグナルを駆動し、長
期にわたり自身の生存を維持する可能性が示
された。 
 
(3) TLR4 活性化生存ミクログリアにおいて発現
制御されるプリン受容体の検索 
ミクログリアはTLRなどのパターン認識受

容体と同様、ATP やアデノシンにより活性化
されるプリン受容体によっても強力な制御を
受ける。また、細胞傷害や TLR 刺激は ATP・
UTP などのヌクレオチドを細胞外に放出させ
プリン受容体を活性化する。そこでまず、LPS
刺激による長期生存ミクログリアにおいてこ
れらのプリン受容体の発現がどのように制御
されるのかを調べた。その結果、P2Y 受容体
（P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y12）のうち、LPS
刺激により P2Y2受容体の mRNA 発現が選択
的に上昇した。また、アデノシン受容体（A1, 
A2a, A2b, A3）のうち A2a受容体が選択的に発現
上昇した。したがって、ミクログリアは TLR4
活性化により P2Y2受容体および A2a受容体の
発現誘導を介して新しい機能を獲得する可能
性が示された。 
 
(4) LPS 活性化ミクログリアの死細胞貪食におけ
る P2Y2 受容体の役割 

LPS 刺激生存ミクログリアによる死貪食亢
進における P2Y2 受容体の関与を知る目的で、
死細胞貪食に対する P2Y 受容体拮抗薬スラミ
ンの効果を検討した。スラミンは非選択的
P2Y 受容体拮抗薬であるが低濃度で P2Y2 受
容体に比較的選択性を示す。ミクログリアを
スラミン(30μM)で処置したのち LPS 刺激を

行うと、生存ミクログリアは細胞死をおこし
たミクログリアに向かいその周りを回るが貪
食はしなかった。この結果は P2Y2受容体が死
細胞の認識ではなく、死細胞を取り込み貪食
する過程に役割を果たす可能性を示すものと
考えられた。今後、特異性の高い P2Y2受容体
拮抗薬や P2Y2 受容体ノックダウンの手法を
用いて詳細に確認する予定である。 
 
(5) TLR4 活性化生存ミクログリアにおける炎症
性メディエータ産生に及ぼす A2a 受容体の役割 
ミクログリアは LPS 刺激により炎症性サイ

トカインや一酸化窒素（NO）を産生・放出し、
神経傷害的に働くと考えられている。細胞外
に放出されたATPはATP受容体を刺激すると
ともに、速やかに分解されアデノシンとなり
アデノシン受容体を活性化する。まず、LPS
刺激により発現が著明に上昇する A2a 受容体
が TNF-α産生をどのように修飾するのかを
検討した。その結果、LPS 誘発 TNF-α 発現に
及ぼす A2a 受容体選択的アゴニスト（CGS 
21680）およびアンタゴニスト(SCH442416)は、
それぞれ TNF-αの mRNA 産生と遊離に対し
て抑制・促進効果を示した。この結果は、TLR4
活性化により発現誘導されるアデノシン A2a

受容体を介して抗炎症性の作用が発揮される
可能性が示された。 
 
(6) 長期生存ミクログリアの神経保護作用 
初代培養神経細胞を FBS 非存在下 D-MEM の

低栄養培地で共培養すると徐々に死滅してい
く。しかし、ミクログリアと共培養を行うと、
低栄養条件下でも神経細胞の生存は長期にわ
たり維持された。また、LPS 刺激を行うと神
経細胞とミクログリアの共培養下での神経保
護作用はより強く観察された。したがって、
TLR4活性化生存ミクログリアは神経保護作用
を発揮することが示された。 
また、LPS 刺激ミクログリアはアクチビン A

などの神経保護因子を産生し、この作用はプ
リン受容体刺激が入ることで、劇的に促進さ
れた。したがって、LPS 刺激生存ミクログリ
アはプリン受容体の制御下でアクチビン A な
どの神経保護因子の産生を介して神経を強く
保護する可能性が示された。 
 
以上の結果から、個々の初代培養ミクログ

リアは TLR4 活性化に対し異なる振る舞いを
示し、その中で長期生存するポピュレーショ
ンは特異的なプリン受容体の発現誘導を介し
て死細胞貪食、抗炎症作用・神経保護因子産
生を引き起こし、神経細胞を強く保護する可
能性が明らかとなった。 
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