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研究成果の概要（和文）：頭部外傷においてグリオトランスミッター制御が治療効果をもつかをラットの脳挫傷モデル
を用い検討した。挫傷中心部に人工髄液もしくはP2Y1の選択的拮抗薬MRS2179を投与した。活性型マイクログリアのマ
ーカーとしてGalectin-3を定量した。Galectin-3陽性細胞は外傷脳にのみ認められた。外傷1日後からGalectin-3の強
い発現が認められたが発現量は経時的に低下した。Galectin-3は挫傷脳周囲で最も強い発現が認められ、MRS2179投与
により有意に低下した。外傷遠位部の大脳皮質や海馬でも3日目以降に有意な発現量低下を認めた。MRS2179投与群では
一部の行動試験で改善を認めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated if suppression of gliotransmitter potent 
therapeutic effect in a rat traumatic injury model. Rat cerebral contusion model was made and either 
cerebrospinal fluid or MRS2179, a selective P2Y1 blocker was in situ administrated. Galectin-3 was used 
as a marker of active microglia. Galectin-3 positive amoeboid microglia was observed mainly around the 
contused tissue from 1 day after injury. Administration of MRS2179 significantly suppressed the 
expression of Galectin-3 after day 3. MRS2179 injection improved some behavioral test score.

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
Cornell-Bell等（1990, Cornell-Bell AH, Science）
が 1990年にアストロサイトも情報伝達能を
もつことを発見して以来アストロサイトの
機能が見直されてきた。以降様々な報告がな
され現在では脳内でシナプス強度の調整、記
憶の形成、マイクログリア活性化による炎症
反応の賦活、脳血流の調整などあらゆる機能
に関与していることが解明された。具体的に
はアストロサイトは機械的あるいはその他
の刺激を受けると細胞内の小胞体から大量
のカルシウムを放出し活性化状態となる。活
性化したアストロサイトは細胞外にグリオ
トランスミッターである ATPを放出する。放
出された ATPはパラクリンにより隣接する
アストロサイトに到達しその膜状にある P2
受容体と結合する。すると PLC経路が活性化
され IP3が小胞体上の IP3受容体に結合する
ことによりこのアストロサイトも細胞内の
カルシウム濃度を上昇させ活性化される。こ
の反応が次々と起こることにより集団とし
てアストロサイトは活性化する。このカルシ
ウムの上昇をシャーレなどの平面で観察す
ると刺激点から同心円状にアストロサイト
が活性化されることが観察されることから
この現象はカルシウムウェーブと呼ばれて
いる（図 1； 2001, Hydon PG, Nat Rev Neurosci）。 
図 1 

さらに重要なことはアストロサイトが作り
出すスポンジのような空間にはその他の細
胞が存在しそれらの細胞も P2受容体を有す
ることである。これらのその他の細胞もアス
トロサイトが作るカルシウムウェーブの中
で活性化され、様々な働きを開始する。例え
ば脳内の炎症細胞であるマイクログリアや
伝達にかかわる神経細胞とそのシナプスも
ATPによる影響を大きく受けるようである。
このカルシウムウェーブが成立するために
は様々な受容体が関与しているようだが特
に P2Y1受容体は重要と考えられている。そ
のほかにも様々な受容体が存在し、それぞれ
の機能を有している。例えばマイクログリア
が活性化し活動するには P2X4、P2X7や
P2Y12が大きな働きをすると考えられている
（2006, Haynes S, Nat Neurosci、2007, Koizumi 
S, Nature）。これらのアストロサイトの研究で
特に大きな成果をあげているのは炎症反応
の惹起に関する研究である（2005, Davalos D, 
Nat Neurosci）。 

長らく脳研究は神経細胞の研究を中心とし
てなされてきたが今日ではシナプスでさえ
もアストロサイトの調整がかかわっている
ことが判明しており脳におこる様々な疾患
でアストロサイトが重要な役割を果たして
いるであろうことが推察される。そこでラッ
トの外傷モデルを用いてアストロサイトの
活動をコントロールすることが何らかの治
療効果につながるのではないかと考えこの
研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
これまでのアストロサイトをめぐる多くの
現象は In vitro研究で証明されており、In vivo
のものは少ない。当研究は In vivo 脳外傷
（Cortical Contusion Injury： CCI）モデルを用
い、アストロサイトの活性化制御を通して脳
損傷後に悪影響を及ぼす炎症反応の鎮静化、
最終的には予後を改善出来るかを検討した。
一連のカルシムウェーブは様々な過程があ
りどこを拮抗することが最善なのかは現在
わかっていない。先ず今回はカルシウムウェ
ーブの主要受容体である P2Y1受容体を拮抗
することにより何らかの治療効果が得られ
るかを検討した。 
 
３．研究の方法 
イソフルレン麻酔下（4%で導入、2%で維持）
に SDラットを定位脳手術台に固定した。体
温測定プローブを直腸内に挿入し体温パッ
ドで術中の体温を管理した。切開部位をイソ
ジンと 70%エタノールを用いて消毒する。頭
皮を 1%キシロカインで麻酔し頭部皮膚を正
中切開し頭蓋骨を露出した。ハイスピードド
リルを用いてBregma から3 mm後方、3.5 mm
側方を中心に半径 3 mmの骨窓を設けた。硬
膜を露出しその中心にCCIを用いて脳挫傷を
作成する。CCIの条件はチップの速度: 
3.5m/sec、接触時間: 100 msec、深さ: 2 mm、
チップの直径: 2mmとした。これは我々のこ
れまでの実験から経度～中等度の脳挫傷を
作る条件である。外傷直後に Alzet Brain 
Infusion kit （Alzet 8851）を人工硬膜とスペ
ーサーを用いて固定し針先端を脳皮質内に 2 
mm挿入し固定した。薬物を充填した小動物
用浸透圧ポンプ（Alzet 292）をラット背部皮
下に移植し脳内留置針と接続した。皮膚を縫
合した後、保温室内でラットを覚醒させた。
十分に覚醒するまでは保温器内で管理し、そ
の後個々のケージにて飼育した。皮下に埋め
込んだAlzet pumpから挫傷脳内に 1.人工髄液、
もしくは 2. MRS2179のいずれかを投与した。
MRS2179は選択的 P2Y1 レセプターの拮抗
薬である。MRS2179の希釈には人工髄液を用
いた。モデル作成後 1日後、3日後、7日後
もしくは 28日後に脳組織を摘出しサンプル
として用いた。 



第一に経時的な炎症細胞の変化と炎症性サ
イトカインの定量をWestern blotting と PCR 
を用いて行った。具体的にはマイクログリア
の定量には抗 Iba-1抗体で全マイクログリア
の定量を行い、抗 Galectin-3抗体で活性型の
マイクログリアの定量を行った。これらには
1日後、3日後、7日後の脳を用いた。組織学
的にもマイクログリアの状態を観察するた
め一部のラットは経心臓的に 4%パラホルム
アルデヒドで還流固定し脳を固定後摘出し
た。これらの標本はスライディングマイクロ
トームで 20 umに薄切した。脳挫傷中心部か
ら前後に合計 6000 umを 500 umごとに薄切
した。一般的な染色法としてヘマトキシリ
ン・エオジンなどの組織染色を行った。さら
に特定抗体を用いた免疫染色を行った。一次
抗体としてマイクログリアの観察に抗
Galectin-3抗体、アストロサイトの観察に抗
GFAP抗体、神経細胞の観察には抗 NeuN抗
体を用いた。この組織学的検討には 3日後の
脳を用いた。 
第二の実験としてMRS2179投与が機能予後
を改善するかを行動評価試験を用いて評価
した。モデルの作製と薬物の投与は同じであ
る。運動機能の評価法としてロタロッド試験
を行った。これは回転する円柱上をどれだけ
長くラットが歩いていられるかを観察する
ものである。モデル作成前に 5 rpmで 120秒
歩いていられるように訓練しておく。モデル
作製 1日後、3日後、7日後、28日後に 3 rpm
から徐々に加速するロタロッド上で試験し
どれだけ運動機能が保たれているかを評価
した。次に空間認知機能の評価として Y字迷
路試験を行った。外傷 28日後にラットを Y
字型をした迷路の中にいれ 10分間の観察を
行った。ラットは正常であればそれぞれのア
ームを均等に探索行動するはずであり、この
配分を計算して空間認知機能の指標とした。
最後に前足、後ろ足の立ち直りなどの神経反
射をモデル作製 1日後、3日後、7日後、28
日後に評価した。前足の評価には Tactile 
placing反射を、後ろ足の評価には Hind limb 
extension反射を、両前足の評価に
Contraflexion反射を調べた。行動評価を行っ
たラットは 28日後に還流固定し組織評価を
行った。 
 
４．研究成果 
先ずはマイクログリアに対するどの抗体が
評価として優れているかを検討した。抗 Iba-1
抗体で染色すると陽性細胞は naïveなラット
でも両側大脳皮質や海馬に認められそれら
は非活性化型の ramifield型であった（2001, 
Stence N, Glia）。挫傷脳組織でも Iba-1陽性細
胞は認められたがそのほとんどは活性型で
ある ameoboid型をしていた。挫傷部周辺のみ
ならず、その直下の海馬や対側大脳皮質にさ
えも陽性細胞が認められた（図 2）。一方で
Galectin-3陽性細胞は naïveなラットではどの
部位にも発現は認められなかった。しかし挫

傷脳においては挫傷部周囲とその直下に陽
性細胞が認められ、形態学的にすべて
ameoboid型のマイクログリアであった（図 3）。
蛍光二重染色を用いて評価すると Galectin-3
陽性細胞は Iba-1と共染色された。以上から
Galectin 3は活性型マイクログリアの良いマ
ーカーになると考えた。 
図 2 

図 3 

脳を挫傷中心部、周辺部、遠位部、同側海馬、
対側大脳皮質、対側海馬の 6つの領域に分け
てサンプリングした。外傷後 1日後から
Galectin-3の強い発現が認められた。
Galectin-3は壊死組織を除いた脳挫傷周囲に
おいて最も強い発現が認められたが
MRS2179投与群では人工髄液投与群と比較
して全体的に発現を抑制した。図 4は 3日後
の挫傷周辺組織の発現量である。 
図 4 

各部位で経時的に Galectin-3を定量してみ
ると挫傷周辺組織ではMRS2179投与群で 3
日後、7日後に人工髄液投与群と比し有意な
発現の低下を認めた（図 5）。 
外傷遠位部の大脳皮質や海馬でも外傷 1日後
には強い Galectin-3の発現を認めた。これら
の部位は挫傷周辺組織と比較して人工髄液
投与群でも素早い発現量の低下が認められ



た。しかし外傷後 3日目ではMRS2179の投
与は人工髄液投与に比較して有意に発現を
抑制し炎症反応の励起を抑制しているもの
と考えられた（図 6、7）。体側大脳皮質や海
馬にはそもそも発現が認められなかった。 
図 5 
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次にMRS2179の投与がラットの行動を改善
するかを検討した（n=4/群）。運動機能の評価
であるロタロッド試験では外傷後 1日目より
も 3日目に機能の悪化が認められた。人工髄
液投与群では以降 7日目、28日目と改善を認
めなかったが、MRS2179投与群では 7日目に
改善傾向を示した。しかしこれらの差は統計
学的な有意差を示さなかった。前足と後ろ足
の神経反射試験では共に人工髄液投与群で
は 3日目に最低値を示した。MRS2179投与群
では 3日後、7日後と有意に良好な改善を示
した（図 8）。 

空間認知機能試験である Y字迷路試験では
両群ともに同様のスコアを示し、MRS2179
投与による改善は認められなかった。 
図 8 
 

 
以上の結果からMRS2179の投与は脳挫傷後
の炎症反応の励起を抑制するものと考えら
れた。また一部の行動評価試験において
MRS2179投与による改善が認められた。今後
のさらなる検討により何らかの治療効果に
結びつく可能性がある。 
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