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Ⅰ．要旨 

新生児医療は著しく発展してきたが、新生児低酸素性虚血性脳症

（hypoxic-ischemic encephalopathy: HIE ）の発症率は 20 世紀後半より変化

がない。低体温療法は新生児 HIE に有効な治療であるが、より簡便かつ普遍的

な治療法の開発が必要である。本研究の目的は、低体温療法の神経保護作用機

序の解明と、それを利用した代替治療の開発である。最初に、新生仔 HIE モデ

ルラットの低体温療法から LOX-1 分子の高い神経傷害性をみいだし、さらに、

抗 LOX-1中和抗体が低体温療法と同程度にアポトーシスと脳浮腫を抑制するこ

とを明らかにした。 

LOX-1 は新生児 HIE における新しい治療ターゲットである。 
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（略語表） 

ATP : adenosine triphosphate 
cCASP3 : cleaved caspase 3 
DAPI : 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DW : deionaized-water 
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 
HI : hypoxia-ischemia 
HIE : hypoxic-ischemic encephalopathy 
LDL : low density lipoprotein 
LOX-1 : lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 
MDA : malondialdehyde 
MMP : matrix metalloproteinase 
Olr1 : oxidized low density lipoprotein receptor 1 
P2ry13 ,P2y13: P2Y purinoceptor 13 
PBS : phosphate buffer saline 
PCR : polymerase chain reaction 
ROS/RNS : reactive oxygen species / reactive nitrogen species 
SD rat : Sprague-Dawley rat 
TBS : tris-buffered saline 
TJP : tight junction protein 
TUNEL : TdT-mediated dUTP nick end labeling 
2MeSADP : 2-(Methylthio)adenosine 5’-diphosphate trisodium salt hydrate 

 
CTL 群：コントロール群 
HIE 群：低酸素性虚血性脳症群 
HT 群：低体温療法群 
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Ⅱ．序文 

１．新生児低酸素性虚血性脳症 

新生児低酸素性虚血性脳症（hypoxic-ischemic encephalopathy: HIE）は、新

生児仮死に伴う脳の低酸素・虚血によって引き起こされる脳傷害である。近年

の新生児医療の発展は目覚ましいが、新生児 HIE は出生 1000 に対して 1-6 人

の割合で起こる 1。新生児 HIE は、その致死率は 10-60％と依然高く、生存者の

25％が脳性麻痺、発達遅滞、聴覚障害、てんかんなどの神経学的後遺症を残す

2,3。新生児 HIE は母体要因（子癇、低血圧、感染、ショックなど）、胎盤要因（臍

帯巻絡、前置胎盤、常位胎盤早期剥離など）、児の要因（奇形、ショック、感染、

呼吸循環不全など）がもたらす新生児の脳血流減少が病態の第一段階であり、

臨床的には新生児仮死に引き続き起こる。満期産児における新生児 HIE では、

大脳皮質や基底核といった脳灰白質が傷害を受けやすい。 

HIE の生化学的研究から、興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の神経毒

性やサイトカインなどの炎症性物質の重要性が知られている。HIE は、低酸素・

虚血負荷後の時間経過によりいくつかの段階に分けられる。様々な臨床症状が

みられる primary phase は数分～数時間の極急性期で、その後、再灌流後に臨

床的に症状を認めず、一旦回復したかのようにみえる latent phase（～数時間）、

再び痙攣、脳浮腫などの臨床症状が現れる secondary phase（数時間～数週間）
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Latent phase から secondary phase においては、細胞死へのカスケードが進

行し、さらに不可逆的な悪循環へと進行する。細胞内への過剰な Ca2+の流入は

reactive nitrogen species (RNS)を産生し、ミトコンドリアの機能を障害するこ

とで reactive oxygen species (ROS)を産生する。これによりミトコンドリアか

ら cytochrome c、apoptosis-inducing factor (AIF)が放出されてアポトーシスを

誘導する（内因性経路）。一方で、低酸素・虚血で生じる神経炎症には、主にサ

イトカイン、ケモカイン、ROS、matrix metalloproteinases (MMPs)、細胞接

着分子が関わっている。炎症性サイトカインは神経細胞の Fas 受容体を活性化

することで外因性経路による細胞死を誘導する。MMPs は炎症性サイトカイン

の活性化を引き起こし、さらに、細胞外マトリックスを分解して血液脳関門を

破壊し、単球やマクロファージの侵入、脳浮腫を起こすことで神経を傷害する

6,7。アポトーシスの過程で断片化された DNA は poly-ADP-ribose polymerase 1 

(PARP1)を活性化することで nicotinamide adenine dinucleotide（NAD）＋を

消費し、ミトコンドリアのエネルギー不足を加速する。これらカスケードにお

けるミトコンドリアの機能不全が、さらにエネルギー不足を招き、再び膜電位

の消失を招き、細胞傷害の悪循環に陥る（図３）5,8。 
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protein. nNOS=neuronal nitric oxide synthase. NO= nitric oxide. 
BclXL=B-cell lymphoma-extra large. Bax and Bak=Bcl-2-associated X 
protein and Bcl-2 homologous antagonist/killer. tBid=truncated BH3-only 
proapoptotic protein. Bid=BH3 interacting domain. Apaf1=apoptotic protein 
activating factor 1. Casp9=caspase 9. SMAC= second mitochondria-derived 
activator of caspases. IAP=inhibitor of apoptosis. CAD=caspase activating 
DNAse. Cyt c=cytochrome c. ROS=reactive oxygen species. GSH=glutathione. 
AIF=apoptosis-inducing factor. ADP=adenosine diphosphate. ATP= 

adenosine triphosphate. PARP1=poly-ADP-ribose polymerase 1. 
PAR=poly-ADP ribose formed by ribosylation of DNA and proteins. 
NAD=nicotinamide adenine dinucleotide. 
（Lancet Neurol. 10(4):372-82 (2011)5.より引用、一部改変） 

 

このため HIE の治療は、不可逆的な細胞傷害の悪循環に陥る前に行われなけ

ればならない。Primary phase は受傷起点となるので治療介入は難しく、

secondary phase ではすでに不可逆的な病態に陥っているため遅すぎる。HIE

と診断されてから latent phase の間に治療を開始することが必要となる。

Latent phase は HIE の重症度によって異なるが、ヒトにおいては受傷後約 6

時間と考えられている。 

 

２．新生児低酸素性虚血性脳症に対する低体温療法 

低体温療法は新生児 HIE に対して臨床的に有効性が証明されている。新生児

に対する低体温療法の歴史は古く、17 世紀に英国で仮死児を冷水に浸して蘇生

していたという記述がある 9。1950 年代に低体温療法による脳保護の臨床デー

タが集められたが、早産児に対する低体温療法の危険性が拡大解釈され、新生
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児での低体温療法の道は一時閉ざされることとなった 9-12。その後、成人領域で

の応用と新生児領域での実験データの蓄積により、1990 年代後半より臨床試験

が行われるにいたった。2010 年までに 6 つの大規模な多施設ランダム化比較試

験、 Cool Cap Trial、 National Institute of Child Health and Human 

Development（NICHD）  Trial、Total Body Hypothermia for Neonatal 

Encephalopathy（TOBY） Study、neo. nEURO Trial、中国での Trial、Infant 

Cooling Evaluation（ICE） Trial が行われ、新生児 HIE に対する低体温療法

の有効性が証明された 13-18。2010 年、低体温療法は International Liaison 

Committee on Resuscitation (ILCOR)にて中等度から重度の新生児HIEに対す

る標準治療とされた 19。 

低体温療法は患児の脳温度を低下させることでエネルギー消費を減らし、グ

ルタミン酸の放出を抑制し、グルタミン酸再取り込み障害を改善し、フリーラ

ジカルの発生を抑制することで細胞傷害の悪循環を断ち、脳神経保護に働くと

されている 4,8。さらに、脳傷害後の低体温療法は、脳浮腫による脳圧亢進を抑

制する働きもある 20。しかし、このような低体温療法の脳保護作用に関わる分

子機序は非常に複雑であり、明確にはわかっていない。 

また、低体温療法には多くの問題点がある。低体温療法を行うには冷却装置、

人工呼吸器、脳波モニターなど特別な機器を必要とし、手技、管理が非常に煩
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雑であるため、低体温療法は特定の高度医療機関でしか行うことができない。

一方で、新生児仮死および新生児 HIE はあらゆる出産施設にて予期せず起こり

うるものであり、低体温療法を行うためには高度医療機関への新生児搬送が必

要となる。低体温療法は出生後 6 時間以内に開始されないと効果がないといわ

れているが、新生児 HIE は出生前または出生時から進行しており、煩雑な手技

に加え、新生児搬送などで時間をとられているとその治療効果は失われてしま

う。さらに、低体温療法からの復温時には、血液脳関門の透過性亢進から、脳

圧のリバウンド上昇が認められる 20。特に発達段階の脳においては、血液脳関

門が様々なストレスに弱く、脳浮腫に対する対策は非常に重要である 21。より

多くの患児を救うためには、このような低体温療法の欠点を補うことのできる、

あらゆる施設で早期より施行可能で、より簡便な治療の開発が必要なのである。 

 

３．Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1)とは 

LOX-1はSawamuraらによって1997年に酸化 low-density lipoprotein（LDL）

の受容体として同定された 22。構造は、N 末端が細胞質内、C 末端が細胞外に

出る細胞膜一回貫通型のⅡ型膜蛋白である。N 末端側より細胞質ドメイン、膜

透過性ドメイン、ネックドメイン、レクチン様ドメインの 4 つのドメインから

なり、レクチン様ドメインが酸化 LDL 認識部位である。ヒト LOX-1 は、レク

チン様ドメインの根元にシステイン残基が 1 つ余分にあり、これが分子間の S-S
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結合に寄与することにより、ホモ２量体として機能している。LOX-1 の発現を

誘導する刺激は多数あり、in vitro で、angiotensin Ⅱ、C-reactive protein(CRP)、

endothelin-1、interleukin-1β、oxidant species、shear stress、tumor necrosis 

factor-αなど、in vivo で、粥状硬化症、糖尿病、高脂血症、高血圧、虚血再灌

流などが確認されている。LOX-1 のリガンドとしては、酸化 LDL、heat shock 

protein 70、アポトーシス細胞、フォスファチジルセリン、CRP などが同定さ

れている。LOX-1 は主に粥状硬化症の形成および増悪因子として研究がされて

おり、血管内皮細胞、単球・マクロファージ、血管平滑筋細胞、心筋細胞など

に発現していることが確認されている。粥状硬化症において、LOX-1 の活性化

は血管内皮細胞のアポトーシス・機能不全、血管内皮細胞への単球の接着、血

管平滑筋細胞の増殖・アポトーシス、マクロファージの泡沫細胞形成、血小板

の凝集を引き起こす 23-28。 
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Ⅲ．目的 

近年、低体温療法の補助治療、代替治療として N-methyl-D-aspartate（NMDA）

受容体のアンタゴニストであるキセノン、抗酸化効果を有するアロプリノール、

フリーラジカルスカベンジャーであるエダラボン、一酸化窒素合成酵素阻害剤、

抗酸化・抗炎症・神経栄養作用のあるエリスロポエチンなどの開発、導入が試

みられているが、いずれも十分な治療効果を示すには至ってはいない 29。これ

らの治療は新生児 HIE の病態に着眼し、その一部を改善する目的で考案された

ものである。そこで、現在 HIE に対する有効性が証明されている低体温療法の

作用機序を解明し、同じ作用機序を持つ治療法を開発することが、より普遍的

な代替治療の確実な開発につながると考えた。 

本研究の目的は、低体温療法の新生児 HIE に対する分子作用機序を解明する

ことと、その作用機序を利用した新生児 HIE に対する新たな治療法を開発する

ことである。 
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Ⅳ．方法 

１．新生仔 HIE モデルと低体温療法のメカニズム解明 

１－１．動物、新生仔 HIE モデル、低体温療法 

全ての実験は国立精神・神経医療研究センターの動物実験倫理委員会の承認

を得て行った（承認番号：2012009）。生後 7 日齢の Sprague-Dawley（SD）ラ

ットを使用し（CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan）、コントロール群（CTL 群）、

低酸素性虚血性脳症群（HIE 群）、低体温療法群（HT 群）に分けた。新生仔

HIE モデルのための低酸素・虚血負荷（hypoxic-ischemic insult: HI 負荷）は、

Rice-Vannucci のモデルに従い、生後 7 日齢に行った 30。まず、ジエチルエーテ

ル吸入によってラットに麻酔をかけ、頸部正中に切開を入れ、左総頸動脈を同

定した。次に、左総頸動脈を二重結紮し、結紮間にて動脈を切断した。その後、

2 時間の母仔飼育を行った。その後、アクリルボックスの中にラットを配置し、

酸素濃度モニター下にて窒素を 10L/分の流量でアクリルボックス内に流し込み、

8％の低酸素状態として 2 時間保持した。HI 負荷の間、全てのラットの体温を

36℃に保持した。体温は、一実験の中で無作為に選ばれた一匹のラットで、直

腸温にてモニターし、外気温と、ヒートマットを利用した体温コントローラー

によって管理した（ACT-101B, Unique Medical, Tokyo, Japan）。体温コントロ

ーラーは直腸温からフィードバックしてヒートマットにて体温を管理するもの

であるが、実際の体温の経時的変化は記録していない。体温管理中はラット同
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１－２．脳組織の準備 

 ラットは HI 負荷後 3，6，24，48，72 時間に、ジエチルエーテルの吸入にて

麻酔をかけ、経心室的にリン酸緩衝食塩水（phosphate buffer saline : PBS, pH 

7.4）または 4％パラフォルムアルデヒドで十分に灌流した。その後、速やかに

脳を摘出した。 

病理組織学的解析のために、4％パラフォルムアルデヒドで灌流後、4℃で 24

時間 4％パラフォルムアルデヒドにて後固定した。その後、エタノールで脱水し、

パラフィン包埋した。脳のパラフィンブロックは冠状方向で厚さ 4μm の切片

にしたのち、Nissl 染色、TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)解析、

および in situ hybridization に使用した。 

  発現解析のために、マイクロアレイ解析と定量 polymerase chain reaction

（PCR）用の脳を PBS にて灌流後、脳下垂体茎の 1 ㎜前方で冠状方向に切断し

た。切断面の後部の左大脳皮質の病巣部を切除し、液体窒素にて凍結後、－80℃

にて保存した。全ての手技は、RNase free 処置した状態で行われた。 

 ウェスタンブロットと enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）用の

脳は、PBS にて灌流後、大脳を左右半球に分けて液体窒素にて凍結後、－80℃

にて保存した。 
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１－３．梗塞面積の評価 

梗塞面積の評価は、海馬・視床レベルの切片を Nissl 染色することで行った。

Nissl 染色は神経細胞の Nissl 小体を染色することにより、神経細胞を特異的に

染色する手法である。切片を脱パラフィン後、0.1%クレシルバイオレットにて

5 分間処理し、染色した。神経細胞の染色された切片の写真は、顕微鏡（BX51 ; 

Olympus, Tokyo, Japan）にて 20 倍率の拡大にて撮影した。写真上で、梗塞側

（左）半球の正常な組織面積の合計と健側（右）半球全体の面積を測定し、そ

の比（梗塞側の正常組織面積／健側の面積）を計算して梗塞面積の評価に使用

した。面積の測定は Image J ソフトにて行った。 

 

１－４．アポトーシスの評価 

 アポトーシスの評価は、海馬・視床レベルの切片において TUNEL 解析にて

行った。TUNEL 解析は、Apop Tag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit 

(Millipore, Billerica, MA)を使用した。パラフィン切片の脱パラフィン処理を行

ったのち、プロテナーゼ K（20μg/ml）にて 15 分間酵素処理を行った。PBS で

洗浄後、terminal deoxynucleotidyl transferase（TdT）緩衝液で処理し、37℃

で 1 時間 TdT 反応液にて deoxyuridine triphosphate（dUTP）を付加した後に、

遮光、室温にて蛍光標識抗 digoxigenin 抗体と 30 分間反応させた。PBS で洗浄

後、対比染色として 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)染色を行った。また、
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１－５．マイクロアレイと定量 PCR による遺伝子発現解析 

 RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands)を使用し、－80℃に保存さ

れていた梗塞側大脳皮質のサンプルから total RNA を抽出した。DNaseⅠ

（QIAGEN）にて DNA を分解処理した。NanoDrop (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA)にて、抽出した total RNA の RNA 濃度を測定した。 

 マイクロアレイ解析は HI 負荷後 3 時間のラットを用いて行った。2 匹のラッ

トから別々に抽出した total RNA を等量ずつ混合し、1 つのサンプルとし、各

群 2 サンプルずつ準備した。Ambion WT Expression Kit および GeneChip WT 

Terminal Labeling Kit and Controls Kit（Affymetrix, Santa Clara, CA）を使

用し、random primer を用いて reverse transcription を行って total RNA より

cDNA を合成、精製し、ビオチン標識したのちに GeneChip Rat Gene 1.0 ST 

Array (Affymetrix)に加え、45℃、17 時間でハイブリダイズさせ、Expression 

Console Version1.1 (Affymetrix)にて解析を行った。各群で 2 サンプルの平均値

を計算し、群間の発現量の比較を行った。HI 負荷による遺伝子発現の変化は 3

倍以上の上昇、または 1/2 以下の低下を有意な変化とした。 

 次に、マイクロアレイ解析にて低体温療法の神経保護作用に関連している可

能性があるとされた 12 遺伝子について、HI 負荷後 3，6，24，48 時間のラッ

トを用いて定量 PCR を行った。まず、High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA)を使用し、大
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脳皮質から抽出した total RNA から random primer にて cDNA を合成した。

その後、TaqMan プローブを用いて目的の 12 遺伝子の定量 PCR を行った。レ

ファランス遺伝子として、Gapdh を用い、全ての遺伝子の発現量は Gapdh に

て補正した。 

 

１－６．In situ hybridization 

遺伝子発現解析によって治療ターゲットの候補となった Olr1 と P2ry13 の発

現部位を同定するために、in situ hybridization を行った。PCR DIG Probe 

Synthesis Kit (Roche, Basel, Switzerland)を使用して、Olr1 のプライマー

（forward(F): TGACCCTGCCATGCCATGCT、reverse(R): TGGGGATGGTG 

GAGGCCCTG）、P2ry13 のプライマー（F: CCTGGGGCTGCTGTGGCATC、

R: TTCGCCTCCAGCCGCTTGTG）を用い、PCR にてそれぞれのテンプレー

ト DNA を増幅し、digoxigenin（DIG）に標識したプローブを作成した。海馬・

視床レベルの冠状断のパラフィン切片を脱パラフィン後、4％パラフォルムアル

デヒドにて 20 分間再固定を行った。Tris-buffered saline（TBS, pH 7.5）にて

洗浄後、200mM HCl にて 10 分間タンパク変性を行った。TBS で洗浄後、非特

異的バックグラウンドを減らすため、0.5%無水酢酸を含む 100mM Tris（pH 8.0）

にて 10 分間処理した。TBS にて洗浄後、プロテナーゼ K 溶液（2mM CaCl2、

20μg/ml プロテナーゼ K in TBS）にて 37℃、20 分間処理し、洗浄、反応停止
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後にエタノールにて脱水した。その後、切片とプローブを 55℃、16 時間ハイブ

リダイズさせた。洗浄後、10% BSA in TBS にてブロッキングを行い、アルカ

リフォスファターゼ標識の抗 DIG 抗体と 60 分間反応させ、4-nitro blue 

tetrazolium chloride（NBT）／ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate（BCIP）

にて発色させた。全ての手技は、nuclease free 状態にて行った。切片の写真は、

顕微鏡にて 20 倍率の拡大にて撮影した。 

 

２．新たな治療方法の効果判定 

２－１．新たな治療薬と投与方法 

新生児HIEに対する新たな治療薬として、抗LOX-1中和抗体（R&D Systems, 

Minneapolis, MN）と P2Y purinoceptor 13（P2y13）のアゴニストである

2-(Methylthio)adenosine 5’-diphosphate trisodium salt hydrate（2MeSADP）

（Sigma-Aldrich Corporate, St. Louis, MO）を用いた。各種治療群では、生後

7 日齢に HI 負荷を施し、HI 負荷直後から治療を開始し、同時に体温を 36℃で

3 時間保持してから母親のもとに返した。 

 抗 LOX-1 中和抗体は、PBS に溶き、6μg/kg あるいは 60μg/kg の用量で腹腔

内投与した。対照として PBS 治療群を作り、PBS を 0.1ml/回にて腹腔内投与し

た。それぞれ、ラットが屠殺されるまで最大 72 時間、1 日 2 回投与された。 
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２－３．ウェスタンブロットと ELISA 

 低体温療法および新たな治療法の分子動態を調べるため、梗塞側半球でのア

ポトーシス、酸化ストレス、tight junction proteins (TJPs)の量的評価をウェス

タンブロットとELISAによって行った。梗塞側の半球全体を組織溶解液（50mM 

Tris-HCl, pH7.4, 0.15M NaCl, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 1% deoxycholic 

acid）の中で、超音波ホモゲナイザーを使用して溶解し、タンパク質を抽出した。

BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA)を用い

て、抽出液のタンパク質濃度を測定した。 

 ウェスタンブロットでは、sodium dodecyl sulfate (SDS)ポリアクリルアミド

ゲル（12％）に各レーン 20μg ずつのタンパク質をのせ、125V で電気泳動後に

ポリビニリデンジフルオリド膜に 2mA/cm2、1 時間にて転写した。5%スキムミ

ルク in PBS-Tween にて 37℃、20 分間のブロッキング後、ポリビニリデンジフ

ルオリド膜を 4℃で一晩、一次抗体と反応させた。二次抗体（5000 倍希釈の抗

ウサギ IgG 抗体）と室温で 60 分間反応後、膜上の目的タンパク質は ECL Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)に

て検出した。一次抗体として、抗 active-caspase 3 ウサギ抗体（1000 倍希釈）

（Sigma-Aldrich Corporate, St. Louis, MO）、抗 occludin ウサギ抗体（250 倍

希釈）（Zymed Laboratories Inc., Carlsbad, CA）、抗 ZO-1 ウサギ抗体（500 倍

希釈）（Zymed Laboratories Inc.）、抗 Gapdh ウサギ抗体（1000 倍希釈）（Abcam, 
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Cambridge, UK）を用いた。特異的バンドを検出後、Image Quant TL (GE 

Healthcare)にて相対的発現量を評価した。Gapdh をレファランスタンパクとし

て補正を行った。 

 Malondialdehyde（MDA）の量的評価を行うために、Rat MDA ELISA Kit 

(CUSABIO, Hubei, China)を使用し、ELISA を行った。MDA に対する抗体が

塗布されたウェルにサンプルを加え、反応させ、さらにビオチン標識抗 MDA

抗体と反応させた後に、発色させ、吸光度計にて測定を行った。MDA レベルは

サンプルのタンパク質濃度にて補正した。全ての検体は二重に検出を行い、そ

の平均値を用いた。 

 

２－４．脳浮腫の評価 

 脳浮腫の評価として、脳水分率の評価を行った。HI 負荷後 24、48、72 時間

にラットをジエチルエーテル吸入にて麻酔し、速やかに脳を取り出した。直後

に左右大脳半球を切断し、それぞれ重量を測定した（乾燥前重量）。その後、オ

ーブンにて 85℃で 72 時間、脳を乾燥させ、左右半球それぞれの重量を測定し

た（乾燥後重量）。各半球で脳水分率を｛（乾燥前重量－乾燥後重量）／（乾燥

前重量）｝として計算し、健側半球を対照として、梗塞側半球／健側半球の比を

算出した。この比を脳浮腫の評価に使用した。 
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３．統計解析 

 全てのデータは平均値±標準偏差で表した。Statcel 2（OMS Publication、

Saitama、Japan）を用いて、多群間の比較には analysis of variance（ANOVA）

解析を、2 群間の比較には t 検定または Mann-Whitney’s U 検定を行った。

p<0.05 を有意差とした。 
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Ⅴ．結果 

 本研究には 396 匹の SD ラットを用いた。生後 7 日齢において、各群間で性

別および体重に有意な差はなかった（表１）。 

 

 

表１：各群のラットの分布 
各群間で性別および体重に有意差はなかった。TUNEL=TdT-mediated dUTP 

nick end labeling. qPCR=quantitative polymerase chain reaction. 
ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay. 

 

１．新生仔 HIE モデルと低体温療法の評価 

 本研究で用いた新生仔 HIE モデルおよび 28℃、3 時間の低体温療法の治療効

果を確認するため、CTL 群、HIE 群および HT 群において、Nissl 染色による

梗塞面積の評価と TUNEL 解析によるアポトーシスの評価を行った。HI 負荷後

3、6、24、48、72 時間に取り出された脳のパラフィン切片にて評価を行った。 

CTL HIE HT
anti-LOX-1
60μg/kg

n 27 30 27 23
male 14 17 14 10

weight (g) 18.1±1.81 17.8±1.75 17.8±1.86 19.0±2.61
n 26 33 25

male 18 23 20
weight (g) 15.5±2.05 14.8±1.28 15.1±1.03

n 12 25 23 23
male 5 11 12 13

weight (g) 21.4±1.01 20.3±2.13 20.9±2.11 19.9±1.65
n 21 27 26

male 8 13 13
weight (g) 19.2±1.75 18.9±1.82 19.1±2.13

65 109 102 72

実験群
実験

Infarct &
TUNEL

Microarray
& qPCR

ELISA &
Western
blotting

Brain
edema

total
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 梗塞評価では、CTL 群には梗塞は全く認められなかったが、HIE 群では梗塞

側半球の広範囲に梗塞が認められ、HT 群では一部に梗塞が認められた（図７A）。

量的評価には、（梗塞側の正常面積／健側の面積）比を用いて評価した。HIE 群

では、3 時間 0.79±0.08（p<0.001）、6 時間 0.71±0.08(p<0.001)、24 時間 0.31

±0.12 (p<0.001)、48 時間 0.31±0.15 (p<0.001)、72 時間 0.31±0.15 (p<0.001)

であり、CTL 群に比べて有意に正常面積比が減少していた。一方で、HT 群で

は、24 時間 0.70±0.25 (p<0.05)、48 時間 0.70±0.26 (p<0.05)、72 時間 0.71±

0.11 (p<0.001)であり、HIE 群に比べて有意に正常面積比が増加していた（図７

B）。HI 負荷後 3、6 時間では HIE 群と HT 群で正常面積比に有意差を認めなか

った。本研究の低体温療法は HIE モデルでの梗塞巣を 24、48、72 時間におい

て有意に減少させ、24 時間以降の病巣に変化は認められなかった。それゆえ、

以降の評価は HI 負荷後 24 時間以降のサンプルについて行うこととした。 
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どが NeuN 陽性であり、神経細胞の多くにアポトーシスが起こっているものと

考えられた（図８B）。アポトーシスの量的評価は、（TUNEL 陽性細胞数／総

（DAPI 陽性）細胞数）比を用いて行った。CTL 群では全経過でほとんど TUNEL

陽性細胞を認めなかったのに対し、HIE 群では、24 時間 0.43±0.08 (p<0.001)、

48 時間 0.54±0.05 (p<0.001)、72 時間 0.49±0.08 (p<0.001)と TUNEL 陽性細

胞数が有意に増加していた。一方で、HT 群では、24 時間 0.10±0.10 (p<0.05)、

48 時間 0.23±0.18 (p<0.05)、72 時間 0.12±0.07 (p<0.001)と HIE 群に比べて

TUNEL 陽性細胞数が有意に減少していた（図８C）。本研究の低体温療法は新

生仔 HIE モデルにおけるアポトーシスを有意に減少させた。 
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２．マイクロアレイ解析と定量 PCR による低体温療法関連遺伝子の特定 

 HIE の latent phase で生じる遺伝子発現変化がその後の治療効果を左右する

との仮説に基づいて、CTL 群、HIE 群、HT 群において HI 負荷後 3 時間の大

脳皮質より抽出した total RNA を用いてマイクロアレイによる遺伝子発現の網

羅的解析を行った。HI 負荷によって７遺伝子が発現量を 1/2 未満に減じ（表２）、

そのうち３遺伝子で HT 群では HIE 群に比べて発現量が高いことがわかった。

このような遺伝子は、HIE では発現が抑制され、低体温療法において発現が促

進されたことから、神経保護的な作用に関する分子である可能性が高いと考え

た。このうち tRNAの遺伝子を除いた１分子を神経保護候補分子とした（表３）。

また、HI 負荷によって 28 遺伝子が発現量を 3 倍以上に増加し（表２）、そのう

ち 12 遺伝子で HIE 群に比べて HT 群では発現量が低くなっていることがわか

った。このような遺伝子は、HIE では発現が増強され、低体温療法で抑制され

たことから、神経傷害性の作用に関する分子である可能性が高いと考えた。こ

のうち、機能不明のmRNAを除いた 11分子を神経傷害候補分子とした（表３）。 



34 
 

 
表２：HIE 群における mRNA 発現の変化 

※ENSEMBL 番号、※※Rattus norvegicus の reference sequence、HIE/CTL
比は CTL 群に比べた HIE 群での mRNA の相対量を示している。HI 負荷によ

って 7 遺伝子が発現を抑制され、28 遺伝子が発現を促進された。 

 
 
 
 
 

down-regulation
(<0.5)

mir-9-2 miRNA 0.32

NC_001665 tRNA 0.38

P2ry13 Purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 13 receptor 0.39

NC_001665 tRNA 0.41

mir-154 miRNA 0.44

Hist2h2ab Histone H2A type 2-B nucleosome assembly 0.47

mir-382 miRNA 0.48

up-regulation
(>3.0)

Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 chemokine 20.58

Il1a Interleukin 1 alpha cytokine 14.61

Cyr61 Cysteine-rich angiogenic inducer 61 extracellular matrix binding 14.29

Ttr Transthyretin hormone activity 10.16

Npas4 Neuronal PAS domain protein 4 DNA binding 10.04

Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 chemokine 8.35

Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 (Ccl3) chemokine 8.22

ENSRNOG00000036290* Small nucleolar RNA SNORA57 snoRNA 7.66

Zfp36 Zinc finger protein 36 mRNA binding 6.88

Hspb1 Heat shock protein 1 chaperone 6.68

Fos FBJ osteosarcoma oncogene transcription factor 5.92

ENSRNOG00000035145* snoRNA 5.91

Atf3 Activating transcription factor 3 transcription factor activity 5.84

Hspa1b Heat shock 70kD protein 1B chaperone 5.83

Ier3 Immediate early response 3 protein binding 5.01

Cxcl10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 chemokine 4.98

Btg2 BTG family, member 2 transcription factor activity 4.64

Olr1 Oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 receptor 4.64

Dusp1 Dual specificity phosphatase 1 protein tyrosine phosphatase activity 3.9

Nr4a1 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 nuclear receptor 3.78

Angptl4 Angiopoietin-like 4 angiogenesis 3.75

ENSRNOG00000036062* Small nucleolar RNA SNORD34 snoRNA 3.45

ENSRNOG00000035153* snoRNA 3.44

Pdk4 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 protein kinase activity 3.16

Junb Jun B proto-oncogene transcription factor activity 3.15

NM_001013062.1 Thrombospondin 1 (Thbs1), mRNA (unknown) 3.14

Plat Plasminogen activator, tissue serine-type endopeptidase activity 3.09

ENSRNOG00000035684* snoRNA 3.01

変化 機能 HIE/CTL 比Gene symbol/name または Accession number
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表３：HI 負荷と低体温療法での mRNA 発現の変化 

HIE/CTL 比は CTL 群に比べた HIE群での mRNAの相対量、HT/HIE 比は HIE
群に比べた HT 群での mRNA の相対量を示している。HI 負荷によって発現を

抑制された遺伝子のうち 1 遺伝子が低体温療法によって発現を促進され、HI 負
荷によって発現を促進された遺伝子のうち 11遺伝子が低体温療法によって発現

を抑制された。 

 

 遺伝子発現変化の検証のため、12 の候補遺伝子の梗塞側大脳皮質での発現量

を定量 PCR にて経時的に評価した（図９）。その結果、latent phase（HI 負荷

後3～6時間）にてHIE群とHT群間に発現量の有意差が認められたのはP2ry13

と Olr1 のみであった。P2ry13 の発現は、HI 負荷後 3、6 時間に HIE 群で CTL

群に比べて有意に減少しており、HT 群では発現の減少が抑制されていた。Olr1

は lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1)とも呼ばる。 

変化 Gene symbol HIE/CTL 比 HT/HIE 比

down-regulation P2ry13 0.39 1.41

up-regulation Ccl2 20.58 0.53

Il1a 14.61 0.27

Ccl4 8.35 0.39

Ccl3 8.22 0.65

Zfp36 6.88 0.73

ENSRNOG00000036290 7.66 0.67

Ier3 5.01 0.85

Cxcl10 4.98 0.48

Olr1 4.64 0.49

Nr4a1 3.78 0.93

ENSRNOG00000036062 3.45 0.68
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Olr1 の発現は HI 負荷後 3 時間に HIE 群で有意に上昇しており、HT 群では発

現の上昇が抑制されていた。以上から、P2y13 の活性化と LOX-1 活性の阻害が

新生仔 HIE モデルに対する低体温療法の効果に関わっている可能性が考えられ

た。 
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４．2MeSADP 治療と抗 LOX-1 中和抗体治療の梗塞面積による評価 

 P2y13 のアゴニストである 2MeSADP と抗 LOX-1 中和抗体の、新生児 HIE

における新たな治療法の可能性を提案した。Takizawa らによる報告によると、

同モデルの病態および治療効果の判定には HI 負荷後 48 時間が最も有効であっ

たことから 32、まず始めに両治療法が新生仔 HIE モデルにおける HI 負荷後 48

時間の梗塞巣に与える影響について検討した（図 11、12）。 

 2MeSADP の投与は、0.25mg/kg、2.5mg/kg、25mg/kg/回、1 日 1 回および

対照の蒸留水（DW）0.1ml/回、1 日 1 回の 4 群に分けて、治療効果を評価した。

HI 負荷直後に腹腔内投与を開始し、48 時間後の脳のパラフィン切片に Nissl

染色を行い、梗塞の評価を行った。その結果、2MeSADP 治療群では半球全体

に及ぶ梗塞巣を認めた（図 11A）。HI 負荷後 48 時間の HIE 群、2MeSADP 治

療の 3 群、DW 治療群の間で（梗塞側の正常面積／健側の面積）の比に差は認

められず、2MeSADP による治療効果はないものと考えられた（図 11B）。 

 抗 LOX-1 中和抗体の投与は、6μg/kg、60μg/kg/回、1 日 2 回および対照の PBS 

0.1ml/回、1 日 2 回の 3 群に分けて治療効果を評価した。60μg/kg 抗 LOX-1 中

和抗体治療群で梗塞巣の縮小が認められた（図 11A）。48 時間後の評価では HIE

群（0.31±0.15）、6μ/kg 治療群（0.18±0.08）、PBS 治療群（0.19±0.10）の間

で（梗塞側の正常面積／健側の面積）の比に差は認めらなかったが、60μg/kg

治療群（0.52±0.14）では HIE 群、PBS 群に比べて正常面積比が有意に増加し
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６．抗 LOX-1 中和抗体治療の生化学的評価 

 新生仔 HIE モデルにみられるアポトーシス細胞では、これまでの報告から酸

化ストレスによる DNA 損傷、カスパーゼ活性からのシグナル伝達による核損傷

が知られている 5。そこで、HI 負荷後 24～72 時間の梗塞側大脳半球において、

酸化ストレスマーカーとして脂質過酸化物である malondialdehyde（MDA）、

アポトーシスマーカーとしてアポトーシス誘導タンパク質である cleaved 

caspase 3（cCASP3）を調べた。 

 MDA は、HIE 群（24 時間 98.0±7.1、48 時間 170.0±59.7、72 時間 220.1

±92.3 pmol/pro.mg）では HI 負荷後 24～72 時間の全てで CTL 群に比べて有

意に高値であった。一方で、抗 LOX-1 中和抗体治療群での MDA は、24 時間

61.7±13.5、48 時間 91.6±60.0、72 時間 84.3±49.0 pmol/pro.mg であり、全

てにおいて HIE 群に比べて有意に少なかった。CTL 群、HT 群、抗 LOX-1 抗

体治療群間では有意差を認めなかった（図 14A）。 

 cCASP3 は、HI 負荷後 24 時間では 4 群間に有意差がなかった。また、48、

72 時間において HIE 群（48 時間 1.99±0.94、72 時間 1.69±0.28）では、CTL

群に比べて cCASP3 が有意に高かったが、抗 LOX-1 中和抗体治療群（48 時間

0.88±0.33、72 時間 1.29±0.24）ではどちらの時間でも有意に低かった。CTL

群、HT 群、抗 LOX-1 中和抗体群間では有意差を認めなかった（図 14B）。 

 以上から、抗 LOX-1 中和抗体治療は新生仔 HIE モデルにおいて、細胞傷害
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につながる酸化ストレスおよびアポトーシス経路を低体温療法と同等に抑制す

ることが生化学的に証明された。 
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７．抗 LOX-1 中和抗体治療の脳浮腫と tight junction proteins への影響の評価 

 HIE の病態として、アポトーシスを介した神経細胞死に加え、脳浮腫が生じ

ることが知られている 6,7。このため、抗 LOX-1 中和抗体の効果をさらに評価す

るため、HIE 群、HT 群、抗 LOX-1 中和抗体治療群において脳水分率を測定し、

脳浮腫の評価を行った。各群とも健側半球の水分率を対照として（梗塞側大脳

半球の水分率／健側大脳半球の水分率）比を用いて評価した。HI 負荷後 24 時

間においては３群間に有意差を認めなかった。しかし、48、72 時間では、抗

LOX-1中和抗体治療群とHT群の両群ともHIE群に比べて水分率比が有意に低

下しており、両群間の有意差は認められなかった（図 15A）。 

 また、CTL 群、HIE 群、HT 群、抗 LOX-1 中和抗体群において、脳浮腫の一

因として、血液脳関門に多く分布する主な tight junction proteins (TJPs)である

occludin および ZO-1 の量を評価した。HIE 群では、CTL 群に比べて occludin

の量が有意に減少しており、抗 LOX-1 中和抗体治療群では HIE 群に比べて有

意に増加していた。また、同様に HIE 群では ZO-1 の量が CTL 群に比べて有意

に減少しており、抗 LOX-1 中和抗体治療群では HIE 群に比べて有意に増加し

ていた（図 15B）。 

 以上から、抗 LOX-1 中和抗体は新生仔 HIE モデルにおいて、TJPs の分解を

抑制し、脳浮腫を軽減することが分かった。 
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Ⅵ．考察 

 新生児 HIE は医療の進歩にも関わらす、発展途上国だけでなく先進国におい

ても一定の割合で発生している疾患であり、その完全な予防は不可能と思われ

る。本研究では、現在、新生児 HIE の予後を改善する治療法とされている低体

温療法の複雑なメカニズムを解明することで、新たな治療法の開発を試みた。 

 

１．新生児 HIE モデルと実験的低体温療法について 

 本研究では、Rice-Vannucci のラット新生仔 HIE モデルを採用した 30。本研

究中においても同ラットモデルにおいて、傷害側の脳半球における MDA と

cCASP3 測定および TUNEL 解析、Nissl 染色による梗塞面積評価によって、

HI 負荷後の酸化ストレス、アポトーシス誘導タンパクの活性化により神経細胞

が傷害され、脳傷害が生じることを十分に証明した。また、同モデルにおいて

TJPs の分解から脳浮腫が生じることも証明し、同モデルの有用性を確認した。

低体温療法の実験的な施行方法には、温度、開始時間、持続時間に関連して様々

な報告があるが 33-35、本研究では HI 負荷直後の開始、28℃、3 時間という低体

温療法を選択した。HIE の治療においては、受傷から数時間以内の latent phase

における介入が secondary phaseにおける神経損傷を軽減するといわれており 4、

HI負荷直後の低体温療法の開始により latent phaseでのメカニズムを解明する

ことが妥当であると考えた。体温管理に関しては、予備実験において 32℃、28℃
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の体温管理を試みたうえで、32℃に比べて 28℃において梗塞面積がより縮小さ

れることを確認し（データなし）、28℃とした。持続時間に関しては、Thoresen

らは 3 時間の低体温療法が実験的に有用であると報告しており 36、latent phase

でのメカニズム解明および短期的な治療評価に十分であると考えた。本研究で

は、このような低体温療法が実際に HI 負荷による細胞傷害および脳浮腫を有意

に減少させており、妥当なものであったことを意味する。 

 

２．遺伝子発現変化と候補遺伝子について 

 HIE の病態では、primary phase に続く latent phase においてその後の神経

損傷のカスケードが始まっているため、latent phase での低体温療法による遺

伝子発現の変化こそが重要であると考えた。HI 負荷後 3 時間、つまり体温管理

直後の latent phase での遺伝子発現の変化を網羅的に解析することでそのメカ

ニズムの解明を試みた。これまでにも HIE の病態および低体温療法の作用メカ

ニズムの解明を目的に遺伝子発現の変化を調べた研究は多数あるが、そこから

直接に新たな治療法の開発につながっているものはない 37-44。本研究では、HI

負荷によって発現が増強され、低体温療法によって発現の増強が抑制された遺

伝子を細胞傷害性の候補遺伝子とし、また、HI 負荷によって発現が減弱され、

低体温療法によって発現の減弱が抑制された遺伝子を細胞保護性の候補遺伝子

として、12 の遺伝子を同定した。その中に含まれていたサイトカイン、ケモカ
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インの多くは既に神経炎症との関係が報告されており、今回の実験モデルにお

いても神経炎症と関連していた可能性がある。これらのサイトカイン、ケモカ

インに関しては、定量 PCR で脳組織中の発現量に有意差こそ認められなかった

が、HI 負荷で増加し、低体温療法で減少する傾向にあるものが多かった。

Muramatsu らは Zfp36 が虚血脳傷害において炎症性サイトカインの発現を抑

制することで神経保護的に働いていることを報告しており 45、このことは本研

究で Zfp36 を細胞傷害性の候補遺伝子としたことと矛盾する。これは、

Muramatsu らの実験が成獣ラットで行われたことや塩類による前処置が虚血

に対する耐性となるメカニズムを解明しようとした実験であるという違いに起

因する可能性がある。また、Nr4a1（あるいは Nurr77）と Ier3 はアポトーシ

スとの関連が報告されているが 46-48、新生児 HIE における役割は不明である。

これら、定量 PCR にて latent phase での発現量に有意差が認められなかった分

子も HIE の病態に関わっている可能性はある。本研究のマイクロアレイによる

網羅的解析では、2 匹のラットの大脳皮質病巣部位から得た total RNA を混合

して 1 サンプルとして使用し、各群 2 サンプルを解析したものである。定量 PCR

においては十分なサンプル数をもって解析を行ったが、網羅的解析においては

サンプル数の不足は否めない。より多くのサンプル数をもって網羅的解析を行

えば、低体温療法のメカニズムに関連しうる遺伝子がさらに発見される可能性
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もある。 

 

３．新生児 HIE に対する新しい治療としての LOX-1（遺伝子名 Olr1）の阻害 

 HIE の latent phase における遺伝子発現の網羅的解析および定量 PCR にお

いて、Olr1 は HI 負荷によって発現が促進され、低体温療法によって発現が抑

制されたことから神経傷害性の作用を有する遺伝子であると考えられる。すな

わち、LOX-1 の発現抑制または活性抑制が低体温療法の神経保護メカニズムの

一つであると考えられた。さらに、in situ hybridization から Olr1 の mRNA

が神経細胞および血管内皮細胞に発現していることが確認された。LOX-1 につ

いては主に粥状硬化症に関連して、血管内皮細胞および血管平滑筋での働きに

ついての報告が多いが 23-28、Schwarz らは成獣ラットの虚血梗塞モデルの線条

体において LOX-1 の遺伝子発現が増加していたと報告しており 37、本研究の結

果と合致する。また、Li らはラットの高血圧症モデルにおいて LOX-1 が神経細

胞に発現しており、神経細胞のアポトーシスを誘導したと報告している 49。こ

れらの報告は、LOX-1 が新生児 HIE において細胞傷害性の役割を果たしている

ことを十分に示唆するものである。そこで、本研究では、低体温療法と同様に

LOX-1の発現または活性を抑制することが新生児HIEの新たな治療法になると

考え、抗 LOX-1 中和抗体を新生仔 HIE モデルの新たな治療方法として用いた。

Xu らは粥状硬化症のマウスモデルにおいて抗 LOX-1 中和抗体が LOX-1 の発現
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を抑制することを報告しており 50、また、Schreurs らは成獣妊娠ラットの高脂

血症モデルにおいて抗 LOX-1 中和抗体が LOX-1 の活性を抑制することを報告

している 51。これらの報告からも抗 LOX-1 中和抗体が、LOX-1 の発現と活性化

を抑制することが証明されているが、新生仔 HIE モデルの治療として用いられ

るのは本研究が初めてである。 

本研究では、まず、抗 LOX-1 中和抗体治療が、新生仔 HIE モデルにおいて

梗塞巣と神経細胞のアポトーシスを抑制することを証明した。新生仔 HIE モデ

ルのアポトーシスにはカスパーゼ活性からの核損傷や酸化ストレスによる

DNA 損傷が深く関わっている 5。Cleaved caspase 3（cCASP3）は強力なアポ

トーシス誘導タンパクであり、LOX-1 の活性化が cCASP3 を増加させることが

報告されている 52。また、malondialdehyde（MDA）は脂質の過酸化産物であ

り、DNA を直接に破壊し、アポトーシスを誘導する、酸化ストレスマーカーで

ある。本研究では HIE モデルの傷害半球において、このどちらも抗 LOX-1 中

和抗体によって抑制されることを証明した。これは病理組織学的結果にも矛盾

しないものであった。このような細胞傷害の抑制は、神経細胞と血管内皮細胞

の両方で生じている可能性がある。 

LOX-1の活性化はmatrix metalloproteinases (MMPs)の発現と活性化を促進

するといわれている 23-28。MMPsはHIEにおける神経炎症に深く関わっており、
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炎症性サイトカインを活性化する一方で、細胞外マトリックスを破壊すること

により血液脳関門を破壊し、さらなる炎症細胞の流入や脳浮腫を促進している

6,53。Occludin と ZO-1 は代表的な tight junction proteins (TJPs)である。Chen

らは、ラットの新生仔 HIE モデルにおいては、MMPs の発現と活性が促進され

ることにより occludin と ZO-1 が分解され、血液脳関門の透過性亢進と脳浮腫

が促進されるが、MMP 阻害剤がこれを改善したと報告している 54。本研究にお

いても、抗 LOX-1 中和抗体が新生仔 HIE モデルにおける occludin および ZO-1

の分解を抑制し、脳浮腫を軽減することを証明した。Occludin は抗 LOX-1 抗体

治療群で CTL 群より増加していた。このことから LOX-1 の抑制が occludin 発

現に深く関わっており、治療により神経血管単位の再形成が始まっている可能

性が示唆された。本研究では MMPs の測定は行っていないが、LOX-1 の誘導す

る MMPs が抑制されたことで、TJPs の分解が抑制され、脳浮腫が軽減された

可能性がある。また、TJPs の分解抑制により、脳内循環が改善され、細胞傷害

が軽減された可能性もある。 

本研究において抗 LOX-1 中和抗体は、新生児 HIE の神経傷害の中核となる

細胞傷害と脳浮腫を、低体温療法と同程度に軽減した。今回、抗 LOX-1 中和抗

体がどのような細胞に作用しているかということは証明できていないが、HIE

によって破壊された血液脳関門を通過して、神経細胞での LOX-1 の発現および
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ない。抗 LOX-1 中和抗体の作用機序を明確にするためにも、LOX-1 のタンパク

レベルでの発現細胞や in vitro での HI 負荷後の神経細胞および脳内血管内皮細

胞に対する中和抗体の作用を確認する必要がある。さらに、治療群においては

初回投与以降の投与時には体温コントロールを行っておらず、PBS 治療群との

比較を行っていない生化学的評価および脳浮腫評価においては、治療薬投与に

よる体温低下が神経保護作用を発揮した可能性を完全には否定できない。投薬

時の体温管理も今後の課題と考える。臨床応用を視野に入れると、低体温療法

と抗 LOX-1 中和抗体併用療法が新生児 HIE に与える影響の評価も今後の課題

と考える。 

 

４．P2y13 の新生児 HIE に対する治療法としての可能性 

 本研究における遺伝子発現の網羅的解析および定量 PCR によると、P2ry13

は latent phase において HI 負荷によって発現を抑制され、低体温療法によっ

て発現が促進された。このことから、P2ry13 は神経保護的な作用を有する遺伝

子であると考えられた。また、in situ hybridization により神経細胞での発現も

確認され、P2ry13 の発現促進が低体温療法の神経保護メカニズムの一つと考え

られた。P2y13（P2ry13）はプリン作動性受容体の一つで、神経細胞、グリア

細胞に発現していることが知られている。Espada らはマウスの小脳顆粒細胞に

おいて、P2y13 の選択的アゴニストである 2MeSADP が Nrf2/HO-1 経路を活性
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化することで抗酸化作用を発揮し、酸化ストレスによる神経細胞死を抑制した

と報告している 55。また、Zheng らは photothrombosis によるマウスの梗塞モ

デルにおいて、2MeSADP 投与が細胞毒性浮腫と梗塞を軽減したことを報告し

ている 56。本研究においても同様の効果を期待して治療を試みたが、梗塞巣の

改善は認められなかった。Tan らはマウスの膵β細胞で P2y13 がアポトーシス

を誘導したと報告しており 57、また、P2y13 が神経細胞の分化・成長を抑制し

たという報告もある 58,59。さらに、Zheng らは 2MeSADP の高濃度投与によっ

て呼吸抑制や痙攣といった副作用が認められたと報告している。本研究におい

ても、新生仔 HIE モデルにおいて P2y13 は神経保護的に働かないものと考えら

れた。 

（Photothrombosis とは、光感受性色素（ローズベンガル）の存在下に特定波

長の光 （562 nm レーザー光）を照射すると、血管内皮の機能異常を引き起こ

し、血管内に血栓 を生じる現象である。） 
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Ⅶ．結論 

 分子生物学的探索により、新生児 HIE における低体温療法の作用メカニズム

の一つとして LOX-1 発現・活性の抑制が関与していることを同定した。新生児

HIE に対する新たな治療法として、抗 LOX-1 中和抗体をラットの新生仔 HIE

モデルに投与することで、HIE において生じる神経細胞傷害および脳浮腫が軽

減されることを証明した。抗 LOX-1 抗体は、直接に神経細胞に作用し、あるい

は血管内皮細胞に作用して脳浮腫抑制および脳内循環の改善を通して、神経細

胞傷害を抑制することが考えられた。本研究において抗 LOX-1 中和抗体の新生

仔 HIE モデルに対する治療効果は低体温療法と同等のものであり、その汎用性

と脳浮腫抑制効果から抗 LOX-1中和抗体は低体温療法に勝る治療ともなりうる

可能性が考えられた。臨床応用までには、抗 LOX-1 中和抗体の詳しい作用機序

の解明、長期予後の検討、治療薬の開発などが必要とされるが、LOX-1 の発現・

活性の抑制が新生児 HIE の新たな治療ターゲットとなることは確かである。 
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