
 

 

 

博士論文 

 

論文題目 低酸素性虚血性障害に対する神経伝達物質ノル 

エピネフリンのミクログリアを介した脳保護効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

氏  名  利光 正岳 

 

 

 

 



 

1 

 

 

低酸素性虚血性障害に対する神経伝達物質ノルエピネフリン

のミクログリアを介した脳保護効果 

 

 

 

 

 

 

東京大学大学院医学系研究科 

生殖・発達・加齢医学専攻 周産期医学分野 

指導教員：藤井 知行 

 

利光 正岳 

 

 

 

 



 

2 

 

-目次- 

要旨                                 -4- 

序文                                 -5- 

1. 方法                                                         -12- 

1-1 新生児低酸素性虚血性脳症モデルラットの作製          -12-   

1-2 薬物処置                             -13-  

1-3 免疫組織化学と評価方法                       -13- 

1-4 ミクログリアの形態分類                      -17-   

1-5 ラット初代培養細胞の作製(ミクログリア、神経細胞)         -17-  

1-6 免疫細胞化学                           -19- 

1-7 ミクログリアと神経細胞の共培養系の作製               -19-      

1-8 低酸素刺激                            -20-         

1-9 細胞傷害活性測定                        -20-          

1-10 NE、LPS の培養ミクログリアへの添加              -21-             

1-11 リアルタイム RT-PCR 法                     -21-      

1-12 IL-1ELISA                           -22-     

1-13 新生児ラットの右側脳室へのリポソーム投与              -24-        

1-14 脳白質傷害モデルラットの作製                    -25-      



 

3 

 

1-15 免疫組織化学と評価方法                              -25-          

1-16 統計解析                                  -28-        

2. 結果                                                        -29- 

2-1 選択的 NE 再取り込み阻害剤アトモキセチンは HIE を軽減する      -29-    

2-2 アトモキセチンは低酸素虚血によるアポトーシスを軽減する         -32-   

2-3 アトモキセチンは低酸素虚血下でCREBリン酸化を亢進する         -34-   

2-4 ミクログリアは低酸素虚血侵襲とアトモキセチンの影響を受ける     -36-  

2-5 低酸素下の神経細胞がミクログリアの IL-1産生に影響する          -38-    

2-6 NE は低酸素下におけるミクログリアの抗炎症性応答を増強する      -41-     

2-7 ミクログリアは低酸素虚血に対して白質保護的に作用する           -43-      

3. 考察                                                         -48-  

3-1 HIEモデルラットにおけるアトモキセチンを用いたNEの脳保護効果  -48- 

3-2 NE のミクログリア応答性への作用を介した脳保護効果              -49- 

3-2-1 HIE へのミクログリアの関与                                   -50- 

3-2-2 NE のミクログリアの応答性に対する直接作用                    -51- 

謝辞                                                            -55-  

参考文献                                                           -56-     

 



 

4 

 

要旨 

周産期脳障害における神経伝達物質ノルエピネフリン(NE)の役割について、

低酸素性虚血性脳症(HIE)モデルの新生児ラットとミクログリア初代培養系を

用いて検討した。 In vivo では選択的ノルエピネフリン再取り込み阻害剤アト

モキセチンを使用して、転写因子 CREB のリン酸化亢進とアポトーシスの抑制

を認め、組織学的に脳傷害が軽減した。 In vitro では NE が LPS によるミクロ

グリア IL-1蛋白産生を抑制し、低酸素によるミクログリア iNOS/Arg1 mRNA

発現比を低下させた。 NE は脳保護的に作用し、その機序として CREB を介し

た抗アポトーシス作用とミクログリアを介した作用が示唆された。 
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序文 

周産期の低酸素虚血や子宮内感染により胎児脳が障害を受けると、出生した

新生児に脳性麻痺、てんかん、自閉症、学習障害などの根本的な治療法のない

神経学的後遺症や発達障害が続発することが明らかになり、大きな問題となっ

ている［1,2］。 周産期脳障害は脳の発達段階により受傷部位が異なり、早産児

では子宮内感染をはじめとした炎症により脳室周囲白質軟化症(Periventricular 

leukomalacia; PVL)、正期産児では分娩中の低酸素虚血により大脳皮質層状壊

死・基底核壊死を呈する［3,4］。 近年の新生児管理の発展・普及により早産児

脳障害である PVL の発症率は減少傾向にある［5］。 一方、正期産児脳障害は

合併症のない妊婦にも突発的に生じ、人員や設備が小規模な一次施設や夜間帯

で発生した場合、児やその家族への負担に加えて周産期医療従事者の消耗など

依然として臨床上大きな問題となっている［6,7］。 正期産児脳障害は主に分娩

中の低酸素虚血に起因し、低酸素性虚血性脳症(Hypoxic-ischemic 

encephalopathy; HIE)と呼称される。 現在、正期産児 HIE に対して神経学的

予後を改善する唯一の治療として、限定的な脳保護効果ではあるが生後 6 時間

以内の児に限って施行される低体温療法が確立している［8,9］。 しかしながら、

臍帯脱出を含めた臍帯因子や常位胎盤早期剥離に代表される低酸素虚血侵襲の

発生は突発的で予測困難であることに加え、HIE の診断ならびに低体温療法実
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施可能施設への搬送までの時間経過により、低体温療法の恩恵を十分に受ける

ことのできない事例も少なくない［9］。 従って、正期産児 HIE への対策の一

つとして、低酸素虚血侵襲を受けた HIE ハイリスク新生児に対して脳傷害カス

ケードがより早期である一次施設で取り扱いが可能な治療法の開発が望まれて

いる。 

脳は主に神経細胞と神経細胞を取り巻くグリア細胞で構成され、 胎児期では

神経細胞とグリア細胞が相互に影響し合い増殖、細胞死、分化して脳回路が構

築されている［10］(図 1)。  

 

図 1 幼若脳における神経細胞とグリア細胞の相互発達  

胎児期から新生児期において、神経細胞とグリア細胞が協調しながら増殖・ア

ポトーシス・分化して脳回路が構築される。 
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正期産児 HIE は、神経細胞とグリア細胞による脳回路の構築が盛んな時期に

侵襲による傷害機転と侵襲に対する内因性保護機構の応答が関与する複雑な病

態であり、最終的に神経細胞がアポトーシスに至り発症する［11］。 HIE に対

する有効な治療法を開発する上で、神経伝達物質グルタミン酸興奮毒性をはじ

めとした傷害機転に焦点を置いた基礎研究が数多く行われているが［11,12］、

ヒトが元来有する内因性の脳保護機構を同定し賦活化することで脳傷害を軽減

できるかどうか検討することも重要である［11］。 これまでに発達期脳の応答

機構としてエリスロポエチン［13］やプロスタグランジン D2［14］などの内在

性脳保護機構が明らかになっている。  

低酸素虚血侵襲を受けたヒト正期産児の脳脊髄液を調べた研究において、神

経伝達物質ノルエピネフリン(NE)の代謝が HIE の重症度と相関して亢進・消耗

していることが報告されている［15］。 NE はモノアミン系神経伝達物質のひと

つであり、・の各受容体を介して神経細胞、グリア細胞に作用する［16］。

発達期において脳回路構築や可塑性に関与するが［16］、基礎研究により NE が

脳保護作用を有する物質である可能性が示唆されている［17-19］。 例えば、脳

内 NE を除去した成獣ラットに低酸素虚血処置を加えると脳海馬傷害が悪化す

ること［17］や、NEが酸化ストレスを軽減して培養神経細胞を保護すること［18］

が観察されている。 また、NE は脳由来成長因子や抗アポトーシス因子である
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Bcl-2、抗酸化物質チオレドキシンなど脳保護にかかわる複数の蛋白を制御する

転写因子 CREB の上流因子であることが知られている［19］。 これらの報告を

総合すると、発達期の脳において神経伝達物質 NE は低酸素虚血侵襲に対する

内因性保護機構のひとつとして機能しているが、最終的に消耗して脳傷害が拡

大している可能性が考えられる。 しかしながら、正期産児 HIE における NE

の機能について検討した報告はない。 以上の背景より、神経伝達物質 NE の応

答機構の亢進により、CREB を介して神経細胞死を抑制することで HIE を軽減

できるかどうか新生児ラットを用いて組織学的に検討を行った。 本実験では、

NE が新生児ラットの脳血液関門を容易には通過しないため［20］、NE の末梢

投与ではなく選択的 NE 再取り込み阻害剤アトモキセチン(Atomoxetine; Atx)

を使用した。 Atx は選択的に NE トランスポーターに結合して NE 再取り込み

を阻害することにより、シナプス間隙中の NE 濃度を増加させる作用がある。 

Atx を成獣ラットに投与した場合、脳内 NE 濃度が投与後 4 時間まで上昇・維

持することが観察されている［21］。  

正期産児 HIE は神経細胞死が主病態であるが、ミクログリアの病態への関与

が指摘されている［22-24］。 ミクログリアはグリア細胞のひとつであり、活性

酸素の産生を介した神経前駆細胞数の調整や発達の過程で不要になりアポトー

シスした細胞の貪食、余剰なシナプスの刈り込みを行い、amoeboid 型から
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ramified 型へ形態変化して脳発達に寄与している［25-28］。 これらのミクログ

リアの生理的活動は周囲の神経細胞の膜型分子や神経伝達物質などの液性因子

により制御されている［29］。 一方、ミクログリアには Toll 様受容体(Toll like 

receptors; TLRs)やプリン受容体、サイトカイン受容体が発現しており、外部刺

激によって神経傷害性に働く M1 極性や神経保護的に働く M2 極性を示すこと

が報告され、マクロファージに類似した機能をもつ脳内在性の免疫担当細胞と

して認識されている［30］(図 2)。  

 

図 2 ミクログリアの多様な役割 

ミクログリアの細胞表面には多様な受容体が発現し、神経細胞の膜型分子や神

経伝達物質などの液性因子により制御され、神経細胞数の調整や貪食、シナプ

ス刈り込みを行い脳発達に寄与する。 一方、脳虚血や感染時には TLRs やプリ

ン受容体を介して異物やDAMPsに反応し、脳内免疫担当細胞として応答する。 
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ミクログリアの脳内免疫・炎症細胞としての観点から、低酸素環境や DAMPs 

(damage-associated molecular patterns)と呼称される傷害を受けた神経細胞か

ら放出される内因性の danger signal がミクログリアに直接作用して、IL-1や

inducible NO synthase(iNOS)の発現や M1/M2 比の上昇を伴う炎症性応答を示

すことが報告されている［31-33］。 ミクログリアの炎症性応答は感染症におい

ては重要な異物排除機構であるが、脳虚血においては病態の悪化に関与すると

考えられ、正期産児 HIE においてミクログリアは神経細胞死を誘導する傷害的

な細胞であると認識されている［24,33］。 一方、ミクログリアには興奮毒性物

質グルタミン酸の除去や抗炎症性サイトカイン、栄養因子を産生して状況によ

っては脳保護的に機能すると推測されており［34-36］、正期産児 HIE における

ミクログリアの動態については一定の見解を得るに至っていない［37,38］(図

3)。  
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図 3 低酸素性虚血性脳症(HIE)に対するミクログリアの関与 

低酸素虚血により神経伝達物質グルタミン酸が興奮性神経細胞死を引き起こす

ことに加えて、低酸素環境や DAMPs がミクログリアの炎症性応答を惹起して

炎症性サイトカインや活性酸素種・窒素種を産生し神経細胞死を促進する。 

一方、ミクログリアが保護的に作用する可能性も指摘されている。 

 

ミクログリアには NE 受容体である・受容体が発現しており［16］、病態下

ではミクログリアの・受容体の発現度が変化することや、・受容体を介し

て運動性やサイトカイン、プロスタグランジン産生を修飾することが報告され

ている［39-41］。 ヒト正期産児の脳脊髄液中 NE が HIE の重症化に伴い消耗

していること［15］を併せると、NE の消耗がミクログリアの機能に影響を及ぼ

して脳傷害に関与している可能性が推測されたため、 ミクログリアに着目して

作用機序の検討を行った。  
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1. 方法 

1-1  新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)モデルラットの作製 

東京大学動物実験倫理委員会の承認を得て動物実験を行った (承認番号：医

-P12-137)。 雄の Sprague-Dawley (SD) 新生児ラット(日本 SLC)を使用した。  

12 時間毎の明暗周期で室温調整された動物棟で母獣と共に飼育した。 ラットが

産まれた日を日齢 0 日目(P0)と定義した。 脳の発達段階がヒト正期産児に相当

する P7 ラットを用いて過去の報告を参考に HIE モデルを作製した［42］。 イ

ソフルラン吸入麻酔下で P7 ラットの頸部皮膚を縦切開し、実体顕微鏡を用いて

左側総頸動脈を迷走神経から単離して 4-0 絹糸で 2 重結紮後に切断した。 左側

総頸動脈を離断後に、切開した皮膚を 3-0 絹糸で縫合して 36°C で管理した箱内

に 2 時間置いた。 次に、36°C で管理した 8%酸素チャンバー内で 2 時間低酸素

負荷をかけた (図 4)。 新生児ラットを用いた HIE モデル作製には、Willis 動脈

輪の存在のため片側頸動脈の結紮・切断単独では患側脳組織を傷害できず、低

酸素負荷との組み合わせによる 2 段階の処置が必要である［42］。 検体間の脳

組織傷害の不均一性に関して、私の実験では 8%酸素を 2 時間負荷することで安

定した脳組織傷害を認めたことから、HIE モデルとして妥当であると判断した。 
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1-2  薬物処置 

低酸素負荷終了後、新生児ラットをAtx群とVehicle群の2群に分類した。 Atx

群の新生児ラットには低酸素終了直後にアトモキセチン塩酸塩(0.3mg/kg, 

Wako)を溶解した生理食塩水 0.1ml を腹腔内へ単回投与した。 Vehicle 群には

生理食塩水のみ 0.1ml を単回腹腔内投与した。 投与後、新生児ラットを母獣の

もとに戻して解析に使用するまで飼育した (図 4)。 腹腔内投与後、母獣のもと

に戻してから 3 時間経過するまで、30 分毎に直腸プローベ(Physitemp 

Instruments)を新生児ラットの肛門に挿入して直腸温を測定した［43］。 直腸

温を測定した新生児ラットはプローベの繰り返しの挿入による出血などの侵襲

があるため、他の実験評価には使用しなかった。 

 

1-3  免疫組織化学と評価方法 

低酸素虚血処置(Hypoxia-ischemia; HI)を加えた 24時間後(P8)と 7日後(P14)

に新生児ラットをイソフルランで安楽死させ、開胸開腹して潅流固定を行った

(図 4)。 生理食塩水を左心室から灌流して脱血し、次に 4%パラホルムアルデヒ

ド(PFA)で左心室から灌流して固定した。 続いて、大脳を摘出して 4%PFA で

一晩以上外固定した後にパラフィン包埋し、6.0m 厚の冠状断のパラフィン切

片を作製して組織染色に使用した。 神経細胞を検出するために、P14 の検体に
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Kluver-Barrera(KB)染色を行った。 脳標本の全体像は Leica LAS Live Image 

Builder を用いて撮影した。 脳組織傷害の程度を、ヒト正期産児 HIE への低体

温療法導入根拠となった新生児ラット実験で用いられた基準に従い［44］、大脳

皮質・線条体・海馬・視床の 4 領域を 0 から 4 までの 5 段階で各検体の実験条

件を知らない検者 2名が評価を行った(表 1)。 点数が高いほど傷害程度が強い。 

TUNEL 染色は P8 の検体に ApopTag® Peroxidase Kit S7100 (Millipore)を製

造者の推奨する手順で行った。 phosphorylation of the cAMP response 

element-binding protein (pCREB)免疫組織化学は P8 の検体に rabbit anti- 

pCREB antibody (1:1000, Millipore)を用いて一晩かけて4°Cで一次抗体反応さ

せた。 次に、goat-anti-rabbit antibody Envision+system-HRP labelled 

polymer(Dako)を用いて 30 分間室温で二次抗体反応させた後、

3,3’-diaminobenzidine(DAB)で発色反応を行い、マイヤーヘマトキシリン溶液

で核染色した。 ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) 免疫組織

化学はP8の検体に rabbit anti-Iba1 antibody (1:1000, Wako)を用いて一晩かけ

て 4°C で一次抗体反応させた。 次に、goat-anti-rabbit antibody 

Envision+system-HRP labelled polymer を用いて 30 分間室温で二次抗体反応

させた後、DABで発色反応を行い、マイヤーヘマトキシリン溶液で核染色した。 

TUNEL 陽性細胞、pCREB 陽性細胞、Iba1 陽性細胞の数については、光学顕
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微鏡を用いて 20倍視野(図 10A,11A,12A)で計測した。 1個体で隣接する 2切片、

1 切片 1 視野で陽性細胞数を計測し、1 視野あたりの平均陽性細胞数を算出して

各個体の数値とした。 海馬においては、私の実験では HI による CA1-3 領域の

組織脱落が著しかったため、細胞数計測部位として歯状回を選択した。 
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図 4 実験手順 

日齢 7(P7)の SD ラットの左頸動脈を結紮・切断後に、低酸素(8%)を 2 時間負荷

して HIE モデルを作製した。 低酸素終了直後に Atx あるいは生食を腹腔内へ

単回投与した。 P8 と P14 に脳を摘出し免疫組織化学を行い解析した。 

 

 

表 1 神経組織障害スケール ［44］ 

脳領域 障害領域(%) Grading 

大脳皮質、線条体、視床 ≦10 

20-30 

40-60 

>75 

1 

2 

3 

4 

海馬 ≦20 

50 

75 

100 

1 

2 

3 

4 

Grade 0： 組織学的に神経細胞の脱落なし。 
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1-4  ミクログリアの形態分類 

In vivoにおける Iba1陽性ミクログリアを ramified 型と amoeboid型の 2種

類に形態分類した［45］。 小さな細胞体で細かく分枝した突起を有する形態の

ミクログリアを ramified 型、大きな細胞体で突起が退縮した形態のミクログリ

アを amoeboid 型と定義した［45］。 

 

1-5  ラット初代培養細胞の作製 

ミクログリアの単離 

過去の報告を参考に初代培養ミクログリアを作製した［46］。 P1 SD ラット

の全身を 70%エタノールで消毒後に断頭し、頭皮ならびに頭蓋骨を切開して大

脳を摘出した。 摘出した大脳から嗅葉ならびに小脳を除去した後に実体顕微鏡

下で髄膜を除去し大脳皮質のみにした。 摘出した大脳半球に Dispase (Roche) 

0.5mg/mL と DNase Ⅰ (Roche) 1mg/mL を加えて酵素分解処理し、

MEM(Nissui) 培養液中でピペッティングにより懸濁した。 懸濁液を 70µm 孔

のセルストレイナー(REF352350, BD Falcon)で濾過し、4°C10 分間 1000 rpm

で遠心した。 上清を取り除き、10%Fetal Bovine Serum (FBS)を含む MEM で

懸濁後、濃度 2.0×107/15ml/flask になるよう 10%FBS を含む MEM 培養液を

加えて poly-L-lysine(PLL)でコーティングした T-flask 75cm2 (IWAKI, Tissue 
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Culture Flask with Vented Cap)に播種した。 37°C 5% CO2/95% 大気下で培

養し、3 日毎に培地交換した。 10-14 日間培養後、orbital shaker にて室温 30

分間 150rpm で振盪して浮遊した細胞を回収した。 この手順によりアストロサ

イトに接着しているミクログリアを単離した。 剥がれたミクログリアを PLL

でコーティングした 6well dish に濃度 5×105cell/well で播種した。 播種翌日

に培地交換を行い、各実験に用いた。  

神経細胞の単離 

過去の報告を参考に初代培養神経細胞を作成した［47］。 妊娠 17 日目の SD

ラットをイソフルラン麻酔下に開腹して子宮を摘出した。 摘出子宮から胎児を

取り出して大脳を摘出した。 摘出した大脳から嗅葉ならびに小脳を除去した後

に実体顕微鏡下で髄膜を除去し大脳皮質のみにした。 摘出した大脳半球に

Dispase 0.5mg/mL と DNase Ⅰ 1mg/mL を加えて酵素分解処理し、neurobasal 

medium (Life Technologies) に 2% B27 (Gibco)、0.5 mM L-グルタミン、25 M 

グルタミン酸を加えた培養液で懸濁し、PLL でコーティングした 6well dish に

濃度 2.0×105/cm2 で播種し、37°C 5% CO2/95% 大気下で培養した。 翌日、

neurobasal medium に 2% B27 と 0.5 mM L-グルタミンを加えた培養液へ培地

交換した。 4-5 日間培養後に各実験に用いた。  
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1-6  免疫細胞化学 

培養細胞を PBS で洗浄し、4%PFA を加え室温で 10 分間固定した。 次に、

PBSで洗浄し 10%ヤギ血清に調整した PBSを加え室温で 60分間ブロッキング

した後、一次抗体反応を以下の通りに行った。 一次抗体反応終了後、PBS で洗

浄し goat anti-rabbit antibodies conjugated to Alexa Fluor 488 (1:800, Life 

Technologies)を用いて室温暗室で 1 時間二次抗体反応を行った。 最後に PBS

で洗浄し核染色封入剤 Dapi-Fluoromount-G (SouthernBiotec)で封入し、共焦

点顕微鏡(Zeiss)で観察した。 

一次抗体反応： 

・rabbit anti-Iba1 antibody (1:500, Wako) 室温 1 時間 

・Neuro-ChromTM Pan Neuronal Marker (1:500, Millipore) 室温 2 時間 

・rabbit hypoxic inducible factor 1HIF-1 antibody (1:250, Millipore) 4°C

一晩 

 

1-7  ミクログリアと神経細胞の共培養系の作製 

 神経細胞のミクログリアへの影響を調べるために transwell を用いて共培養

を行った。 細胞の移動や接触を防ぎ、液性因子による細胞間相互作用を調べる

共培養システムを作製するために 0.4 m 孔の transwell insert を使用して分離
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培養を行った。 ミクログリアを well に播種した翌日に neurobasal medium に

2% B27 と 0.5 mM L-グルタミンを加えた神経細胞用培養液に交換し、神経細胞

を播種した insert を挿入して翌日に実験に使用した(図 5A)。 

 

1-8  低酸素刺激 

嫌気培養専用の角型ジャーに炭酸ガス発生剤アネロパックケンキ 5%(三菱ガ

ス化学)、培養細胞が入った dish を入れて 37°C 5% CO2/95% 大気下で 4 時間培

養した。 ジャー内の酸素濃度が 1 時間以内に 1.0%未満になっていることを低

酸素指示薬の変色にて確認した。 4 時間後に dish を角形ジャーから取り出した

(図 5B)。 コントロールは 37°C 5% CO2/95% 大気下で培養した。 

 

1-9  細胞傷害活性測定 

培養神経細胞の傷害活性を LDH assay を用いて測定した(図 5B)。 LDH 活性

の測定は Cytotoxicity Detection Kitplus (Roche Diagnostics)を用いて製造者の

推奨する手順で行った。 LDH 放出量(%) = (experimental value - culture 

medium background)/(target cell maximum LDH release - culture medium 

background) ×100。 
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1-10  NE、LPS の培養ミクログリアへの添加 

L-(-)-Norepinephrine (+) bitartrate salt monohydrate(NE)粉末

(Sigma-Aldrich)を最終濃度が 10 M となるよう細胞培養液で調整して、ミクロ

グリア単培養に添加した(図 5C)。 NE の投与濃度は過去の報告を参考にした

［39］。 LPS 粉末 E coli 055:B5 (Sigma-Aldrich)を最終濃度が 1g/ml となるよ

う細胞培養液で調整して、ミクログリア単培養に添加した(図 5C)。 

 

1-11  リアルタイム RT-PCR 法 

6well dish に播種したミクログリアから RNeasy mini kit (Qiagen)を用いて

製造者の推奨する手順で RNA を抽出した。 抽出した RNA を ReverTra Ace 

qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (Toyobo)を用いて製造者の推奨す

る手順で cDNA に逆転写した。 リアルタイム PCR は THUNDERBIRDTM 

SYBER○R qPCR Mix(Toyobo)を用いて、Thermal Cycler Dice(Takara )により

以下に示す条件で反応を行い測定した。 ラット HPRT1 遺伝子を内部遺伝子と

して、その相対量を算出した。 使用したプライマーの塩基配列は以下のとおり

である。 

リアルタイム PCR 条件： 

初期変性 95°C 1分間; 熱変性/アニーリング/伸長反応 40サイクル、95°C 10秒
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、60°C 10秒、72°C 30秒; 融解曲線分析 95°C 15秒、60°C 30秒、95°C 15秒。 

プライマー塩基配列： 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) 

Forward primer: TCCTCATGGACTGATTATGGACA 

Reverse primer: TAATCCAGCAGGTCAGCAAAGA 

IL-1

Forward primer: CTACCTATGTCTTGCCCGTGGAG 

Reverse primer: GGGAACATCACACACTAGCAGGTC 

iNOS 

Forward primer: CAAACTGTGTGCCTGGAGGTTC 

Reverse primer: AAGTAGGTGAGGGCTTGCCTGA 

arginase1(Arg1) 

Forward primer: GCTGTGGTAGCAGAGACCCAGA 

Reverse primer: CATCCACCCAAATGACGCATAG 

 

1-12  IL-1ELISA

培養ミクログリアの上清 IL-1蛋白量を Rat IL-1 Assay Kit (Takara)を用い

て製造者の推奨する手順で定量測定した(図 5C)。 
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図 5 ミクログリアを用いた培養実験 

(A) P1 新生児ラット脳からミクログリア、妊娠 17 日目胎児ラット脳から 

神経細胞を単離。 well にミクログリア、insert に神経細胞を播種して共培養を

作製した。 (B) ミクログリア単培養に低酸素(<1.0% O2 4 時間)負荷し、終了直

後に HIF-1の免疫細胞化学を施行した。 神経細胞の単培養に低酸素開始 6 時

間後に LDH assay を施行した。 単培養と共培養に低酸素負荷し、低酸素開始 6

時間後にミクログリアの IL-1 mRNA をリアルタイム PCR 法で測定した。 (C) 

ミクログリア単培養に LPS±NE を投与し、24 時間後に ELISA で IL-1を測定

した。(D) ミクログリア単培養に低酸素負荷し、低酸素開始 24 時間後にミクロ

グリアの iNOS/Arg1 mRNA 比をリアルタイム PCR 法で測定した。 
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1-13  新生児ラットの右側脳室へのリポソーム投与 

 P4 SD ラットをイソフルラン吸入麻酔下で頭部皮膚を正中切開して Bregma

を露出した。 Bregma より 1.0mm 背側、1.0mm 右側方、頭蓋骨から深さ 2.0mm

の部位に 32-gauge 針のマイクロシリンジ(伊藤製作所)を用いて clophosome-A 

含有リポソーム(Clod-lip, 7mg/mL, フナコシ)を右側脳室内に 3µl/pup 投与した。 

コントロール群はPBS含有リポソーム(PBS-lip, フナコシ)を3µl/pup 右側脳室

内に投与した。 脳室内注射後、3-0 絹糸で頭皮縫合し、母獣のもとに戻して解

析に使用するまで飼育した(図 6)。 clophosome-A は取り込んだ細胞の ATP 代

謝を阻害してアポトーシスを引き起こすことで細胞を除去するビスフォスフォ

ネート製剤のひとつであるが、細胞膜透過性が低いため細胞除去効率が悪いこ

とが知られている。 リポソームは脂質組成を有する人工的な小胞で薬物配達シ

ステムのひとつである。 clophosome-A をリポソームで封入することにより細

胞膜透過性が向上し、ミクログリアなどの貪食作用のある細胞に取り込まれや

すくなる［48］。 クロドロネートは血液脳関門を通過できず、末梢投与では脳

内に存在するミクログリアを除去できないため、本実験では脳室内投与を選択

した。 
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1-14  脳白質傷害モデルラットの作製 

右側脳室内注射 2 日後(P6)、イソフルラン吸入麻酔下で P7 ラットを用いた

HIE モデルと同様の手技で過去の報告を参考に脳白質傷害モデルを作製した

［49］。 左側総頸動脈を 4-0 絹糸で 2 重結紮・切断した後、36°C で管理した箱

内に 1 時間置いた。 次に、36°C で管理した 6%酸素チャンバー内で 30 分間低

酸素負荷をかけた(図 6)。 母獣のもとに戻して解析に使用するまで飼育した。 

 

1-15  免疫組織化学と評価方法 

 脳室内注射 2 日後(P6)と 7 日後(P11)に新生児ラットをイソフルランで安楽死

させ潅流固定を行い、パラフィン包埋後に 6.0m 厚の冠状断の切片を作製して

組織染色に使用した。 Iba1 染色を P6 の検体に上述と同様の方法で免疫組織化

学を行った。 Iba1 陽性細胞の数については光学顕微鏡を用いて 20 倍視野で計

測した。 1 個体あたり 1 切片中の白質内 Iba1 陽性細胞数を計測し、各個体の

数値とした。 Myelin basic protein(MBP)免疫組織化学を P11 の検体に mice 

anti-MBP antibody (1:2000, SMI-99)を用いて一晩かけて 4°C で一次抗体反応

させた。 一次抗体反応終了後、PBS で洗浄し goat anti-mice antibodies 

conjugated to Alexa Fluor 488 (1:800, Life Technologies)を用いて室温暗室で 1

時間二次抗体反応を行った。 最後に PBS で洗浄し核染色封入剤
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Dapi-Fluoromount-G で封入し、共焦点顕微鏡で観察した。 MBP の脱落程度

を、白質傷害研究で汎用されている基準に従い［49］、脱落を認めないスコア 0

から完全に脱落しているスコア 5 まで 6 段階で評価した(図 7)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 実験手順 

P4 SDラットにクロドロネートリポソームならびにPBSリポソームを右側脳室

内へ注射し、48 時間後(P6)に左総頸動脈を結紮・切断して低酸素(6%)を 30 分間

負荷した。 P6 と P11 に脳を摘出し免疫組織化学を行った。 
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図 7 MBP 損傷スコア ［49］ 

同一検体の HI 側(左側)と非 HI 側(右側)で比較して、突起と脳梁が完全に脱落し

ている状態を5、突起は脱落しているが脳梁が菲薄化でとどまっている状態を4、

突起は脱落しているが脳梁が保たれている状態を 3、突起のみが中等度に脱落し

ている状態を 2、突起のみが軽度に脱落している状態を 1、左右差を認めない状

態を 0 として判定した。 
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1-16  統計解析 

実験データは平均±標準誤差で表示した。 有意差検定は、Student’s t-test

あるいは One-way ANOVA による分散分析後、Bonferroni post hoc test による

多重検定を行った。 P<0.05 の場合、有意差ありとした。 
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2. 結果 

2-1  選択的 NE 再取り込み阻害剤アトモキセチンは HIE を軽減する 

P7 ラットに HI(左頸動脈切断、8%酸素 2 時間)を加えた直後に、Atx 群には

Atx(0.3mg/kg)を、Vehicle 群には生理食塩水をそれぞれ腹腔内へ単回投与した

(図 4)。 7日後(P14)に神経組織の脱落程度をKB染色にて表 1に従い比較した。 

Vehicle 群(n=10)では非 HI 側(右側)に比較して HI 側(左側)の大脳皮質・線条体・

海馬・視床の 4 領域において Nissl 染色の広範な脱落を認めた(図 8A)。 一方、

Atx 群(n=10)では HI 側は萎縮にとどまり、Vehicle 群と比較すると大脳皮質・

線条体・海馬・視床のいずれの領域においても神経組織は維持されていた(図

8A-C)。 直腸温は両群(n=11/群)とも 33 から 34 °C を推移し、有意な差を認め

なかった(図 9)。 
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図 8 HIE モデルラットにおけるアトモキセチンの脳保護効果 

P7 で左頸動脈切断、8%酸素 2 時間負荷し Atx あるいは生食を腹腔内へ単回投

与した。 7 日後(P14)に KB 染色で脳組織障害を評価した。 (A) 脳全体像。  

Vehicle群では非HI側に比較してHI側のKB染色の脱落と脳室拡大を認めた。 

Atx 群では HI 側の軽度萎縮を認めた。 (B) 大脳皮質、線条体、海馬、視床の

強拡像。 (C) Atx 群(n=10)では Vehicle 群(n=10)に比較して、大脳皮質・線条体・

海馬・視床の 4 領域において神経組織障害の程度が有意に軽度であった(平均値

±標準誤差, ＊P <0.05)。 Scale bars: (A) 1 mm、(B) 200 µm。 Atx; アトモキ

セチン、Veh; Vehicle。 
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図 9 直腸温の推移 

腹腔内投与直後から 3 時間経過するまで、Vehicle 群(n=11)と Atx 群(n=11)を

30 分毎に間欠的に直腸温を測定した。 両群とも 33～34 °C で推移し、統計学

的に有意な差は認めなかった。 
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2-2  アトモキセチンは低酸素虚血によるアポトーシスを軽減する 

正期産児 HIE はアポトーシスを中心とした神経細胞死が引き起こされ発症す

る［11］。 従って、Atx 群で HI に対して脳組織傷害が軽減した仕組みを調べる

ために、急性期である HI 24 時間後(P8)に神経細胞のアポトーシスを TUNEL

染色で組織学的に検討した。 Vehicle 群(n=5)では多数の TUNEL 陽性細胞を認

めた(図 10)。 一方、Atx 群(n=5)では大脳皮質、線条体、海馬、視床のいずれの

領域においても TUNEL 陽性細胞数の減少が観察された(図 10)。  
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図 10 アトモキセチンによる神経細胞死の抑制 

P7 で左頸動脈切断、8%酸素 2 時間負荷し Atx あるいは生食を腹腔内へ単回投

与した。 24 時間後(P8)に TUNEL 染色(茶色)で評価した。 (A) HI 側の TUNEL

染色像。 Scale bar: 100 µm。 (B) Atx 群(n=5)では Vehicle 群(n=5) に比較し

てHI側のTUNEL陽性細胞数が有意に減少した(平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。 

Atx; アトモキセチン、Veh; Vehicle。 
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2-3  アトモキセチンは低酸素虚血下で CREB リン酸化を亢進する 

発達期脳に内在する脳保護機構の重要な分子経路として、転写因子 CREB の

リン酸化を介する生存経路が報告されている［50］。 CREB リン酸化を認めた

神経細胞はアポトーシスに至らず、細胞死に至ったものは CREB リン酸化を認

めなかったことが報告されている［51］。 CREB のリン酸化を促す上流因子の

一つに NE があることから［19］、神経細胞死を軽減した機序に CREB リン酸

化が関与しているかどうか組織学的に検討した。 TUNEL 染色を行った P8 の

時期で pCREB 染色を施行した。 無処置群(低酸素虚血処置なし、腹腔内投与な

し; No HI)の P8 ラット(n=3)では、pCREB の発現をまばらに認めた(図 11)。  

Atx 群(n=5)では Vehicle 群(n=5)、No HI 群(n=3)とそれぞれ比較して pCREB

の発現が亢進していた(図 11)。 TUNEL 染色の結果と総合すると、Atx は CREB

リン酸化を介した抗アポトーシス作用により神経細胞死を軽減した可能性が示

唆された。 
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図 11 アトモキセチンによる CREB リン酸化の亢進 

P7 で左頸動脈切断、8%酸素 2 時間負荷し Atx あるいは生食を腹腔内へ単回投

与した。 24 時間後(P8)に pCREB 染色(茶色)で評価した。 (A) HI 側の pCREB

染色像。(B) (A)の強拡像。 (C) Atx 群(n=5)では Vehicle 群(n=5)、No HI 群(n=3) 

に比較して HI 側の pCREB 陽性細胞数が有意に増加していた(平均値±標準誤

差, ＊P <0.05)。 Scale bars: 100 µm。 Atx; アトモキセチン、Veh; Vehicle。 
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2-4  ミクログリアは低酸素虚血侵襲とアトモキセチンの影響を受ける 

ミクログリアには NE 受容体が発現しているため［16］、Atx の脳保護効果に

ミクログリアが関与しているかどうか、ミクログリアの数と形態に着目して検

討した。 ミクログリアのマーカーとして Iba1 を用いた。 Iba1 はミクログリア

の状態によらず発現しており、ミクログリア研究で汎用されているマーカーで

ある［52］。 HI 24 時間後(P8)において、Vehicle 群(n=5)では No HI 群(n=3)

と比較して Iba1陽性細胞数が減少していた(図 12)。 一方、Atx群(n=5)では Iba1

陽性細胞数が Vehicle 群(n=5)と比較すると維持されていた(図 12)。 形態に関し

て、No HI 群(n=3)ではミクログリアは ramified 型で脳組織全体に分布してい

た(図 12)。 Vehicle群(n=5)では amoeboid型に形態変化していたが、Atx群(n=5)

では ramified 型の Iba1 陽性細胞の比率が多かった(図 12)。 これらのミクログ

リアの数と形態の違いから、ミクログリアの HIE への関与ならびに Atx の脳保

護効果への関与が示唆された。 しかし、TUNEL 染色の結果と統合すると、神

経細胞のアポトーシスに先行したミクログリアの細胞数や形態の変化ではない

ため、神経細胞死に伴う反応性の変化か神経細胞死に直接影響する変化である

のか因果関係は不明であった。 
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図 12 ミクログリアに対する低酸素虚血とアトモキセチンの影響 

P7 で左頸動脈切断、8%酸素 2 時間負荷し Atx あるいは生食を腹腔内へ単回投

与した。 24 時間後(P8)に Iba1 染色(茶色)で評価した。 (A) No HI 群では

ramified 型が分布。 (B) Vehicle 群では amoeboid 型に形態変化した。 (C) Atx

群では ramified 型が分布。 Scale bar: 100 µm, inlet 50 µm。 (D) Vehicle 群

(n=5)ではNo HI群(n=3) に比較して Iba1陽性細胞数が有意に減少した(平均値

±標準誤差, ＊P <0.05)。 Atx 群(n=5)では Vehicle 群(n=5)より Iba1 陽性細胞数

が有意に増加した(平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。 (E) Atx 群(n=5)では Vehicle

群(n=5)より ramified型 Iba1陽性細胞の割合が有意に高かった(平均値±標準誤

差, ＊P <0.05)。 Atx; アトモキセチン、Veh; Vehicle。 
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2-5  低酸素下の神経細胞がミクログリアの IL-1産生に影響する 

In vivo 実験からは NE のミクログリアへの直接的な作用を明らかにできなか

ったため、初代培養細胞を用いて検討した(図 13A,B)。 ミクログリア由来の

IL-1が正期産児において神経細胞死を引き起こすことが報告されているこ

とから［32］、IL-1をミクログリアの炎症性応答の指標とした。低酸素(<1.0% 

O2 4 時間)を負荷し、低酸素を開始して 6 時間後にミクログリア IL-1の mRNA

発現量をリアルタイム PCR 法で測定した(図 5B)。 最初に、<1.0% O2 4 時間の

低酸素条件がミクログリアに低酸素刺激になっているかどうか HIF-1の発現

を免疫細胞化学染色で調べた。 HIF-1は酸素濃度依存的な分解を受けるため、

低酸素下では蓄積し核へ移行して転写因子として機能する［53］。 低酸素(<1.0% 

O2 4 時間)の終了直後に HIF-1の免疫細胞化学を行った(図 5B)。 低酸素群

(n=3)では HIF-1の核への集積が観察された(図 13C)。 同条件の低酸素は神経

細胞(n=4)の上清 LDH の上昇をきたした(図 5B,13D)。 低酸素に対するミクロ

グリア IL-1 mRNA の発現は、ミクログリア単培養(n=4)では抑制され、神経

細胞との共培養(n=4)で増加を認めた(図 5B,13E)。 この結果から、低酸素環境

自体はミクログリアに炎症性応答を惹起せず、低酸素環境下の神経細胞から放

出された液性因子がミクログリアの炎症性応答の起点となっている可能性が示

唆された。  
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次に、ミクログリアの炎症性応答に対して NE が直接影響を及ぼすかどうか

検討した。 神経細胞との共培養への NE 添加では、NE の神経細胞への保護作

用［18］が影響する可能性がありミクログリアへの直接的な作用を調べること

ができないため、LPS を使用して NE のミクログリアの炎症性応答への作用を

検討した。 LPS ならびに NE をミクログリア単培養に投与して 24 時間後に

IL-1蛋白量をELISAにて測定して比較した(図 5C)。1g/ml LPS群(n=3)では、

コントロール群(n=3)に比較してミクログリアの IL-1蛋白産生は増加した(図

13F)。 1g/ml LPS に 10 M NE を同時刺激(n=3)すると、LPS 群(n=3)に比較

して IL-1蛋白の産生が減少した(図 13F)。 この結果から、NE がミクログリア

の IL-1産生を直接抑制する作用を持つことが示唆された。 
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図 13 ミクログリアの IL-1産生に対する低酸素下の神経細胞の影響 

(A) 培養ミクログリア(緑色)。 (B) 培養神経細胞(緑色)。 (C) 低酸素(<1.0% O2 

4 時間)直後に HIF-1の免疫細胞化学を行った。 低酸素により HIF-1がミク

ログリアの細胞質から核へ集積した(n=3)。 (D) 低酸素開始 6 時間後、神経細

胞の上清中 LDH は常酸素群と比較して有意に上昇した(n=4/群, 平均値±標準

誤差, ＊P <0.05)。 (E) ミクログリア単培養では低酸素により IL-1 mRNA の

発現は抑制され、共培養で有意な発現上昇を認めた(n=4/群, 平均値±標準誤差, 
＊P <0.05)。(F) 1g/ml LPS 群では、コントロール群に比較してミクログリアの

IL-1蛋白は有意に増加した(n=3/群, 平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。 10 M 

NE と 1g/ml LPS 同時刺激群では、LPS 群に比較して IL-1蛋白産生が有意に

低下した(n=3/群, 平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。 Scale bars: (A)、(B)、(C) 50 

µm。DAPI(青色)。N; 常酸素、H; 低酸素、Neu; 神経細胞。 
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2-6  NE は低酸素下におけるミクログリアの抗炎症性応答を増強する 

正期産児 HIE において、M1 極性ミクログリアが病態の進展に関与し M1/M2

比を低下させることが病態の進行抑制に働くと想定されていることから

［33,54,55］、低酸素下のミクログリア M1/M2 極性比に対する NE の影響を調

べた。 iNOS と Arg1 は L-アルギニンを共通の基質として競合的に作用するこ

とから、M1 マーカーとして iNOS、M2 マーカーとして Arg1 を用いてミクロ

グリアの iNOS/Arg1 mRNA 発現比をリアルタイム PCR 法で調べた。 ミクロ

グリア単培養に低酸素を開始して 24 時間後に mRNA を回収した(図 5D)。 低

酸素群(n=6)では常酸素群(n=6)と比較して iNOS/Arg1 mRNA の発現比が低下

した(図 14)。 低酸素に 10 M NE を添加すると、iNOS/Arg1 mRNA の発現比

の低下が亢進した(図 14)。 これらの結果から、低酸素に対してミクログリアは

M1/M2 比を低下させ、NE は低酸素下のミクログリアの M2 応答を助長するこ

とが示唆された。 
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図 14 NE の低酸素下におけるミクログリア iNOS/Arg1 比の低下の増強 

単培養ミクログリアの iNOS/Arg1 mRNA発現比をリアルタイム PCR法で調べ

た。 低酸素群では常酸素群と比較して iNOS/Arg1 mRNA の発現比は有意に低

下した(n=6/群, 平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。 低酸素に NE を加えると

iNOS/Arg1 mRNA 発現比の低下が助長した(n=6/群, 平均値±標準誤差, ＊P 

<0.05)。 N; 常酸素、H; 低酸素。 
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2-7  ミクログリアは低酸素虚血に対して保護的に作用する 

ミクログリア単培養の実験からは低酸素に対するミクログリアの炎症性応答

を確認できなかったため、低酸素に対するミクログリアの機能をクロドロネー

トを用いて in vivo で再検討した。 P4 ラットの右脳室に Clod-lip ならびに

PBS-lip(コントロール) を 3µl/個体ずつ投与し、48 時間後(P6)に Iba1 染色を用

いてミクログリア数を組織学的に比較した(図 6)。 Clod-lip 群(n=27)では

PBS-lip 群(n=9)に比較して左側白質内 Iba1 陽性細胞数の低下を認めた(図 15)。 

従って、脳白質という場を揃えるために P6 ラットを用いた脳白質傷害モデルで

ミクログリアの役割を検討した。 

次に、ミクログリアの除去が脳白質の成熟化に影響を及ぼすかどうか組織学

的に評価した。 脳白質は神経細胞の跳躍伝導と軸索保護に関与する髄鞘が形成

されて発達する。 髄鞘を構成する主要な蛋白に MBP がある［49］。 MBP 発

現は白質の成熟度を反映し、白質が傷害を受けると MBP が脱落する［49］。 従

って、白質傷害の指標として MBP を用いた。 脳室内投与 7 日後(P11)に MBP

染色で組織学的に検討した(図 6)。 両群(n=8/群)とも、MBP の発現に左右差を

認めなかった(図 16)。 ミクログリアの一部除去では MBP 発現に影響を与えな

かった。 

右側脳室内注射(P4)した 48 時間後の P6 ラットに HI(左頸動脈切断、6%酸素
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30 分間)を加え、5 日後(P11)に MBP 染色にて白質の傷害程度を図 7 に従い比較

した。 ミクログリアが減少している Clod-lip 群(n=10)では、PBS-lip 群(n=10)

に比較して HI 側の MBP 染色の脱落が高度であった(図 17)。 この結果から、

ミクログリアは低酸素虚血に対して白質を保護する作用を持つことが示唆され

た。 
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図 15 クロドロネートによるミクログリアの除去 

P6 ラット左側白質の Iba1 染色。 P4 ラット右脳室内に Clod-lip あるいは

PBS-lip を 3µl/個体ずつ投与した。 2 日後(P6)に Iba1 染色(茶色)で評価した。 

Clod-lip群(n=27)では PBS-lip群(n=9) に比較して左側白質内の Iba1 陽性細胞

数が有意に低下した(平均値±標準誤差, ＊P <0.05)。Scale bar: 200 µm。 
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図 16 ミクログリア部分除去による MBP 発現への影響 

P11 ラット両側白質の MBP 染色。 P4 ラット右脳室内に Clod-lip あるいは

PBS-lipを 3µl/個体ずつ投与した。 7 日後(P11)に MBP 染色(緑色)で評価した。 

Clod-lip 群(n=8)、PBS-lip 群(n=8)ともに MBP 発現に左右差を認めなかった。 

DAPI(青)。 Scale bar: 100 µm。 icv: 脳室内投与。 
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図 17 低酸素虚血に対するミクログリアの役割 

P4 で右脳室内に Clod-lip あるいは PBS-lipを投与し、P6 で左頸動脈切断、6%

酸素 30 分間負荷して P11 に MBP 染色(緑色)で評価した。 Clod-lip 群(n=10)

ではPBS-lip群(n=10) に比較してMBP染色が有意に脱落した(平均値±標準誤

差, ＊P <0.05)。 DAPI(青色)。 Scale bar: 100 µm。 icv: 脳室内投与。 
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3. 考察 

3-1  HIE モデルラットにおけるアトモキセチンを用いた NE の脳保護効果 

神経伝達物質は神経細胞間の情報伝達以外にもグリア細胞に作用して、生理

的な環境下だけでなく病態下においても多様な機能を有している［16,56］。  

 本実験では、ラットの脳内 NE 濃度を上昇・維持させることが報告［21］

されている選択的 NE 再取り込み阻害剤アトモキセチンを使用して、神経伝達

物質 NE の伝達経路を亢進することで脳組織傷害を軽減できるかどうか、脳発

達がヒト正期産児に相当する日齢 7 日目の新生児ラットで検証した。 Atx 投与

により P14 の時点で低酸素性虚血性脳傷害の軽減を組織学的に認めた。 急性期

である P8 の時点で TUNEL 染色が陰性領域にリン酸化 CREB 染色の発現亢進

を認めたことから、NE が抗アポトーシス作用を有して脳組織傷害を軽減した可

能性が考えられた。 また、脳内因性 NE が発達期脳において低酸素虚血に対し

て脳保護機構として応答している可能性が示唆された。 一方、Atx は脳組織以

外にも心血管系に作用して心拍数増加ならびに血圧上昇作用があることがヒト

で確認されている［57］。 本実験では新生児ラットの心拍数や血圧を測定して

いないため、全身の循環の変化により脳血流が維持され脳組織傷害が軽減した

可能性がある。 ただし、全身の循環の影響を受けない私のミクログリアを用い

た in vitro 実験結果や脳スライス培養［58］や神経細胞単培養［18］を用いた



 

49 

 

報告から、NE が脳組織に対して直接的な保護効果を少なからず有していると考

えられた。 Atx は選択的に NE トランスポーターに結合するが、脳の部位によ

っては NE トランスポーターからドパミンが非特異的に取り込まれるため、ド

パミンの濃度も上昇することが報告されている［21］。 また NE はグルタミン

酸の放出に影響を与えることが観察されており［59,60］、NE 以外の神経伝達物

質の動態が脳保護に寄与している可能性も考えられた。 本実験で使用した Atx

の投与量は外傷性脳障害モデルラットの認知機能の改善効果を示した過去の報

告を参考にしたが［61］、Atx が低酸素虚血に対して脳保護的に作用することを

初めて示した。 

 

3-2  NE のミクログリア応答性への作用を介した脳保護効果 

ミクログリアは低酸素虚血侵襲に応答して正期産児 HIE の病態形成に関与す

ることから治療標的になりうるため、その役割を明らかにすることは重要であ

る。 しかしながら、ミクログリアの活動性が非常に盛んな発達期の脳において、

ミクログリアが HIE にどのように関与しているのか全容解明されていない

［37,38］。 これまでの基礎研究から、低酸素環境に対してミクログリアが反応、

集積して IL-1産生や比上昇などの炎症性応答を示し、脳傷害を促進する

と考えられている［31-33,54,55］。 従って、がミクログリアの炎症性応答を
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直接抑制することで脳保護に寄与しているかどうか検討した。 

3-2-1  HIE へのミクログリアの関与 

最初に、HIE へのミクログリアの関与について検討した。 神経細胞傷害との

関係についてミクログリアの数に着目した報告がある［62-66］。 例えば、ミ

クログリアの増加により神経細胞死が増悪し、薬剤にてミクログリアの集積を

抑制すると神経細胞死が改善したと報告されている［63,64］。 一方、ミクロ

グリアは神経細胞よりも早期あるいは同時に死滅するとの報告もある［65,66］。 

本実験では、神経細胞傷害が高度な Vehicle 群で定常状態よりもミクログリアの

数が低下して、クロドロネートでミクログリアをあらかじめ一部除去した状態

では低酸素虚血による白質傷害が悪化した。 ミクログリアが HIE の全ての過

程において傷害的に作用するならば少なくともクロドロネート処置で脳白質傷

害が軽快すると考えられ、in vivo 実験結果からはミクログリアは HIE の早期に

は保護的に作用している可能性が推測された。 ミクログリアの形態に着目した

報告もある［67,68］。 例えば、ramified 型ミクログリアはグルタミン酸興奮

毒性に対して神経保護効果を示すことが観察されている［67］。 一方、amoeboid

型ミクログリアに関しては炎症性サイトカイン産生を介した傷害作用があるこ

と［68］や細胞死にいたった神経細胞へ遊走・集積して貪食するための形態変

化を表している［29］との報告がある。 本実験ではミクログリアの形態からそ
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の機能について推察することはできなかったが、No HI 群と Vehicle 群でミク

ログリアの数と形態に差が生じていたことより、これまでの報告と一致してミ

クログリアの HIE への関与が推測され、ミクログリアの機能をより明らかにす

るために培養細胞を用いて検討した。 ミクログリア単培養では低酸素により

IL-1 mRNA 発現が抑制され、iNOS/Arg1 mRNA 比が常酸素状態よりも低下

した。 これは、in vivo でのミクログリアの保護的な一面を支持する結果であっ

た。 一方、より vivo を模倣した低酸素下での神経細胞との共培養では、ミクロ

グリア IL-1 mRNA が産生され炎症性応答を認めた。 これは、神経細胞から

放出されたHigh mobility group box-1やヒートショック蛋白などのDAMPsが

ミクログリアの TLRs を刺激して炎症性応答を誘導した可能性が考えられた。 

私の単培養と共培養の実験結果から、低酸素状況が進行して神経細胞が虚血壊

死に至ると、神経細胞から放出された DAMPs などの液性因子がミクログリア

の炎症性応答を惹起して脳組織傷害を拡大させていく病態が示唆された。 ミク

ログリアは HIE の病態全過程を通して一つの性質ではなく、病態の進展状況に

応じて性質が変化していく可能性が考えられた。  

3-2-2  NE のミクログリアの応答性に対する作用 

In vivo 実験において Atx 群と Vehicle 群でミクログリアの数と形態に差を認

めたこと、ミクログリアは神経伝達物質 NE の受容体を有していること［16］
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より、NE がミクログリアへ直接作用している可能性が推測された。 従って、

ミクログリア IL-1産生とM1/M2極性に対してNEが影響しているかどうか検

討した。 LPS は DAMPs 同様に TLRs のアゴニストであり、神経細胞との共培

養を行わずにミクログリアの IL-1産生を促すことができる。 NE は培養神経

細胞に直接作用して保護的に働く［18］。 従って、NE がミクログリアに直接作

用するかどうか神経細胞との共培養ではなく、DAMPs の代わりとして LPS を

用いてミクログリア単培養で検証した。 NE はミクログリア IL-1蛋白産生量

を直接抑制し、これは過去の報告と一致するものであった［39］。 しかしなが

ら、HIE の病態は IL-1を含めた複数の炎症性サイトカインや活性酸素種・窒

素種が複合的に作用して形成されるため、IL-1以外の傷害因子への NE の影響

について更なる検討が必要である。 近年、M1/M2 極性を標的とした治療法の

開発が検討されている。 M1/M2 比の意義については疾患ごとに議論されてい

るが［69］、HIE においては M1 優位な状態が病態進展につながり、M1/M2 の

存在比を低下させることが重症化の抑制に働くと想定されている［33,54,55］。 

本実験で iNOSと Arg1 を用いたミクログリアのM1/M2比がNEにより一層低

下したことは脳傷害軽減に寄与する作用と考えられた。 ただし、M1/M2 比が

低下したミクログリアが神経細胞を保護する機序の同定までには至らず、今後

解明していく必要がある。 In vitro 実験結果より、NE は外部刺激に対するミ
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クログリアの応答性に作用して脳保護に寄与する可能性が示唆された。 

In vivo と in vitro の結果から、(1) HIE においてミクログリアは保護的に作用

する可能性と、傷害された神経細胞により炎症性応答を惹起して脳傷害を増悪

させる可能性があること、(2) 神経伝達物質 NE は CREB 経路を介した抗アポ

トーシス作用と低酸素虚血侵襲に対してミクログリアの保護性質の増強あるい

は炎症性応答の鎮静化を介して脳傷害の軽減に寄与している可能性が示唆され

た(図 18)。  

 

図 18 新生児低酸素性虚血性脳症におけるミクログリアの動態と NE の作用 

低酸素虚血に対してミクログリアは M1/M2 比を低下させ神経細胞保護的に作

用する。 神経細胞が傷害されると、放出された DAMPs がミクログリアを刺激

して炎症性応答が惹起され脳傷害が悪化する。 神経伝達物質 NE は CREB を介

した抗アポトーシス作用で神経細胞の虚血耐性を高めるだけでなく、ミクログ

リアに作用して脳傷害を軽減する。 
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今後は臨床への応用を考えて、アトモキセチンの新生児脳血液関門の通過性

や脳内NE濃度の推移を測定してNEの therapeutic windowを明らかにしてい

く予定である。 NE の抗アポトーシス作用とミクログリアの炎症性応答の抑制

作用というメカニズムから、早期投与でのみ治療効果を発揮すると考えられる。 

正期産児 HIE の臨床において、神経学的予後を改善できるかどうかは非常に重

要な問題である。 アトモキセチンが外傷性脳障害モデルラットの認知機能を改

善することが示されているが［61］、本実験では組織学的な検討のみであり、2

週間以上の長期飼育したラットを用いてロータ・ロッド試験や T 字迷路試験に

よる運動機能・認知機能の評価が今後必要になってくる。 

結論として、アトモキセチンは NE-CREB 経路を介した抗アポトーシス作用

により神経細胞死を軽減した。 さらに、NE はミクログリアの M1/M2 極性比

の低下あるいは IL-1産生の抑制を介して脳組織傷害の軽減に寄与している可

能性が推測された。 本実験で明らかになった HIE に対する神経伝達物質 NE

の内在性保護機構としての機能とミクログリアの役割は今後の正期産児 HIE の

メカニズム解明と薬物治療の開発につながる有用な知見であると考えられる。 
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