
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

若手研究(B)

2013～2012

脳梗塞巣辺縁部に存在するＮＧ２陽性マイクログリアの病態生理学的意義の解明

Activated microglia in a rat stroke model express NG2 proteoglycan in peri-infarct t
issue through the involvement of TGF-beta1

００５８１０３４研究者番号：

杉本　香奈（SUGIMOTO, KANA）

大阪大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４７９１５０７

平成 年 月 日現在２６   ４ １４

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、虚血病巣の周辺領域にNG2陽性マイクログリアの存在を明らかにした。この細
胞は、内在性マクロファージ由来であり、梗塞巣に集積する骨髄由来のNG2陽性細胞とは異なっていた。貪食細胞のマ
ーカーであるCD68やTREM-2を発現しており、実際に神経細胞片を細胞内に取り込んでいる像が観察された。梗塞巣で発
現量が多いTGF-beta1をマイクログリアに添加すると、NG2タンパクやTREM-2 mRNAの発現量を増加させ、更に遊走能を
亢進させた。従ってNG2がマイクログリアによる貪食作用のいずれかのプロセスに関与し、NG2発現誘導因子としてTGF-
beta1が関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated activated microglia in ischemic brain lesions. Activated microglia
 expressing NG2 chondroitin sulfate proteoglycan (NG2) were found only in the narrow zone (demarcation zon
e) that demarcated the peri-infarct tissue and ischemic core. NG2(+) microglia expressed both CD68 and a T
REM-2, suggesting that NG2(+) microglia eliminated apoptotic neurons. In fact, NG2(+) microglia often atta
ched to degenerating neurons and sometimes internalized NeuN(+) or neurofilament protein(+) material.Kinet
ic studies revealed that expression of transforming growth factor (TGF)-beta1 was most evident in the isch
emic core. In response to TGF-beta1, primary microglia enhanced the expression of NG2 protein and TREM-2 m
RNA as well as migratory activity.A TGF-beta1 inhibitor, SB525334, abolished these effects. The present re
sults suggest that TGF-beta1 produced in the ischemic core diffused toward the peri-infarct tissue, drivin
g activated microglial cells to eliminate degenerating neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
	 ラット一過性中大脳動脈閉塞による脳梗
塞巣核心部には、 Iba1 と NG2 chondroitin 
sulfate proteoglycan (NG2)の両方を発現する
BINCs (Brain Iba1+/NG2+ Cells)が多数集積す
る。BINCsは単球由来のマクロファージであ
り、Iba1はマクロファージのマーカーである。
BINCsは、IGF-1や HGF等の神経保護的ペプ
チドの発現レベルが高く、実際に重症ラット
脳梗塞モデルの病巣に BINCs を移植すると
予後が大きく改善することが分かってきた。  
	 正常脳において、NG2 は NG2 グリア（オ
リゴデンドロサイト前駆細胞）にのみ発現が
認められ、このような二重陽性細胞は病的脳
にしか存在しない。我々は、虚血病巣核心部
を取り囲む周辺領域に、BINCs とは異なる
NG2 陽性マイクログリアの存在を明らかに
した。この細胞はペナンブラ領域の変性神経
細胞を貪食するが、その病態生理学的意義は
不明である。 
 
２．研究の目的 
	 脳梗塞巣辺縁部（ペナンブラ）領域の神経
細胞の生存は、脳梗塞の予後と深く関連する。
このペナンブラ領域に存在する NG2 陽性マ
イクログリアの役割について分子細胞生理
学的な検討により明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 一過性中大脳動脈閉塞術（MCAO）と骨
髄移植 
	 動物実験は愛媛大学医学部動物実験のガ
イドラインに沿って実施した。8 週齢の雄
Wistarラットの中大脳動脈を 90分間遮断し、
その後再灌流することにより、脳梗塞モデル
ラットを作成した。骨髄移植ラットは移植の
2ヶ月後に閉塞術を施行した。 
(2) 細胞培養 
	 BINCsはMCAO後 7日目に梗塞巣から単
離、マイクログリアは生後 1日目の新生仔ラ
ットの脳から単離し、培養した。 
(3) 灌流固定と凍結切片 
	 脳梗塞モデルラットの左心室から 4%パラ
フォルムアルデヒドを注入し、10分間灌流し
た。その後、凍結切片を作成した。 
(4) 蛍光免疫染色 
	 一次抗体 (NG2, Iba1, CD68, TREM-2, 
NeuN)反応後、二次抗体 (DyLight 488, 
DyLight 549, DyLight 649)を用いて染色し
た。その後、オールインワン蛍光顕微鏡、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
(5) リアルタイム PCR 
	 MCAO 後 1-14 日目に脳を摘出し、
triphenyltetrazolium chloride (TTC)染色を
用いて梗塞巣・梗塞巣周辺・反対側の正常領
域を判別した。各領域を採取し、cDNA合成
を行った。その後、リアルタイム PCR を用
いて遺伝子発現量を測定した。内在性コント
ロール遺伝子として GAPDHを用いた。 
(6) Western blotting 

	 5-12.5 % SDS-PAGEを用いてタンパクを
分画し、PVDF メンブレンに転写した。
Canget signal solutionを用いて一次抗体、
二次抗体を反応させた。その後、ImageJ 
1.43u を用いて解析した。内在性コントロー
ルとして β-actinを用いた。 
(7) 免疫沈降 
	 BINCs を 24 時間培養した液に抗 TGF-β1
抗体と protein A/G agarose slurryを 4℃で
一晩反応させた。その後、遠心し、上清を回
収した。 
(8) Wound healing assay 
	 マイクログリアをカバースリップの上に
コンフルエントになるように播いた。200-µL
ピペットチップを用い細胞を引っ掻き、
TGF-β1 を添加した。24 時間培養後に細胞を
固定し、観察した。その後、ImageJ 1.43u
を用いて遊走範囲を解析した。 
(9) 統計処理 
	 統計処理は Instat3 ソフトウェアを用いて、
one-way analysis of variance (ANOVA) と 
Tukey's post hoc testで評価した。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 NG2 陽性マイクログリアの神経保護/神
経傷害効果の検討 
①	 NG2陽性マイクログリアの出現分布 
	 ラット一過性中大脳動脈閉塞後、7 日目に
灌流固定し凍結切片を作成、蛍光免疫染色を
行い、NG2 陽性マイクログリアの分布領域
および形態を観察した。その結果、NG2 陽
性マイクログリアは脳梗塞巣から 100µm の
範囲内のペナンブラ領域にのみ存在してい
た。NG2陽性マイクログリアは、大きな細胞
体と短い突起を持つ活性化マイクログリア
に似た形態を示していた（図 1）。 

 
図 1.	 脳梗塞モデルラットのペナンブラ領域に存

在する NG2 陽性マイクログリア（緑:	 Iba1、赤:	 NG2、

青:	 Hoechst	 33258）	 

黄色の矢印は NG2 陽性マイクログリア、水色の矢

印は NG2 陰性マイクログリアを示す。	 

	 

② NG2陽性マイクログリアの由来 
	 NG2 陽性マイクログリアの由来を調べる
ために GFP 陽性ラットの骨髄を移植したラ
ットの梗塞巣およびその周辺領域を観察し
た。その結果、梗塞巣に集積している NG2



陽性細胞は GFP を発現しているのに対し、
ペナンブラ領域のNG2陽性細胞はGFPを発
現していなかった。従って、NG2陽性マイク
ログリアは骨髄由来ではない、内在性のマイ
クログリア由来であることが示唆された。 
③ NG2陽性マイクログリアの役割 
	 NG2 陽性マイクログリアのペナンブラ領
域での役割を検討した。その結果、NG2陽性
マイクログリアは貪食細胞のマーカーであ
る CD68、アポトーシス細胞を認識する受容
体である TREM-2の発現が認められた。更に、
神経細胞のマーカーである NeuN 陽性の神
経細胞片を NG2 陽性細胞が取り込んでいる
染色像が観察された。梗塞巣から距離を経る
につれ、NG2の発現は失われ、NeuNを取り
込んでいる細胞も見られなくなった。 
 
(2) NG2 陽性マイクログリアの出現誘導物質
の検討 
	 NG2 陽性マイクログリアが梗塞巣から
100µmの狭い範囲内に限局していた。従って、
NG2陽性マイクログリアの出現誘導には、梗
塞巣核心部から放出される生理活性物質の
濃度勾配が関与しているのではないかと考
え、以下の実験を行った。 
 
① 脳梗塞発症後における遺伝子発現の空間
的・経時変化 
	 MCAO 施行後、1-14 日目の脳を摘出し、
TTC染色を用いて梗塞巣・梗塞巣周辺・反対
側の正常領域をそれぞれ採取し、遺伝子発現
の変動を測定した。その結果、MCAO施行後
5-7 日目の梗塞巣で TGF-β1 の発現量が増加
することがわかった（図 2）。更に、ペナンブ
ラでは TGF-β1 受容体の発現も認められた。
また、培養 BINCsや培養マイクログリアにお
いても TGF-β1、TGF-β1受容体の高い発現が
認められた。従って、梗塞巣で BINCs が
TGF-β1 を産生し、その受容体をペナンブラ
領域にいるマイクログリアが発現している
可能性が示唆された。 

図 2.	 脳梗塞発症後 1-14 日目における遺伝子発現

変動 
core は梗塞巣、penumbra は梗塞巣周辺領域、cntra

は反対側の正常領域を示す。TGF-β1	 mRNA が脳梗
塞発症後、5-7 日目の梗塞巣で増加していた。	 

*,***p<0.05,0.001	 vs.1	 dpr,	 ++p<0.01	 vs.7	 dpr.	 

 
② NG2の発現誘導に及ぼす TGF-β1の作用 
	 培養マイクログリアに TGF-β1 を添加し、

NG2 タンパクの発現量に及ぼす影響を検討
した。TGF-β1 を添加後 24 時間で NG2 タン
パクの発現量増加が認められた。これらの効
果は TGF-β1 阻害剤により明らかに抑制され
た（図 3）。 
	 更に、BINCs を 24 時間培養した培養液を
マイクログリアに添加すると、NG2タンパク
の発現誘導が認められた。また、BINCsの培
養液から免疫沈降を用いて TGF-β1 を除去す
ると NG2タンパクの発現誘導は抑制された。 

図 3.	 培養マイクログリアの NG2 タンパク発現量

に及ぼす TGF-β1 と TGF-β1 阻害剤の影響 
TGF-β1 添加後、24 時間で培養マイクログリアの
NG2 タンパク発現量の増加が認められた。これら

の作用は、TGF-β1 阻害剤である SB525334(1	 µM)
により明らかに抑制された。***p<0.001	 vs.	 

control,+++p<0.001	 vs.	 TGF-β1	 alone.	 
 
③ マイクログリアの機能に及ぼす TGF-β1
の作用 
	 TGF-β1 がマイクログリアの機能に及ぼす
影響を検討した。培養マイクログリアに
TGF-β1 を添加すると、24 時間後に TREM-2 
mRNA の発現量が増加した。TGF-β1 による
作用は TGF-β1 阻害剤により明らかに抑制さ
れた。しかしながら、CD68 mRNAの発現量
には影響を及ぼさなかった。さらに wound 
healing assayを用いて、TGF-β1が遊走能に及
ぼす影響について検討した。その結果、
TGF-β1 により明らかに遊走能の亢進が認め
られ、これらの作用は TGF-β1 阻害剤により
抑制された。 
	 以上の結果から、NG2 がマイクログリア/
マクロファージによる貪食作用のいずれか
のプロセスに関与し、NG2発現誘導因子とし
て TGF-β1が関与していると考えられる。 
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