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くはしがき〉

脳内のマクロファージ様免疫細胞であるミクログリアは,脳虚血や脳傷害時に速やかに活

性化される｡また,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においてもミ

クロダリアの病巣部-の蓄積と活性化が認められている｡しかし､ミクログリアの活性化

が神経変性の原因なのか結果なのかいまだに一致した結論は得られていない｡それはこの

細胞が神経保護と神経毒性の両性質を発揮するからである｡つまり,ミクロダリアは神経

保護物質を放出し傷ついた神経の救済にあたる一方,傷害性物質をも放出し､脳のさらな

る組織破壊を誘導する｡従って,ミクロダリアを神経保護細胞あるいは神経傷害性細胞-

と変換させるメカニズムを明らかにすることができれば､神経傷害を最小限に止め,神経

保護機能を最大限に発揮させることが可能となるかもしれない｡

これまでに研究代表者は､神経障害時に細胞から大量に放出されるATPがミクログリア

を活性化し,腫療壊死因子(TNF)を放出させることを報告してきた(Hide et al., Journal of

Neurochemistry, 75: 965-972, 2000)｡ミクログリアからのTNF産生･放出の細胞内シグナルを

検討した結果,イオンチャネル型ATP受容体であるP2X7受容体とMAPキナ-ゼの役割が

明らかとなった｡さらにミクログリアが神経に対して傷害的なのか保護的なのかをミクロ

グリアと神経細胞の共培養を用いて検討した結果, ATPによりP2X7受容体を介して活性化

を受けたミクログリアはグルタミン酸神経毒性から神経細胞を保護することを初めて明ら

かにした｡一方, LPS刺激したミクログリアにはこの保護効果は認められず,むしろ神経細

胞死を増強する傾向さえ認められた｡これらの結果は､ミクログリアはP2X7受容体活性化

を受けた場合に特異的に神経保護効果を発揮する可能性を示すものである｡また,ミクロ

グリアに発現するα7ニコチン性アセチルコリン受容体は,イオンチャネルとは異なる特性

(pLC活性化とP3産生)を持ち､ p2X7受容体活性化ミクログリアからのTNF遊離を増強

し, LPS活性化ミクログリアからのTNF遊離を抑制することを明らかにした｡さらに,ミ

クログリアの神経保護活性をin vivoで検討する目的で,ラット脳虚血モデル-のミクログ

リアの脳移植を試みた｡その結果,著明な神経細胞死抑制効果が認められた｡

本研究の成果より､ P2X7受容体活性化がミクログリアの神経保護機能の発揮に重要な役

割を果たすことが示された｡また､ α7ニコチン性アセチルコリン受容体がミクログリアの

炎症反応を抑制し神経保護作用を効率よく発揮させる可能性も明らかとなった｡さらにミ

クログリア細胞治療の有効性も確認された｡これらの知見が,神経変性疾患や脳血管障害

における新たな治療法開発-の礎となれば幸いである｡
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序　　論

(1)はじめに

サイトカインは免疫･血液系をはじめとして発生,形態形成,生殖など末梢系の様々な生命機能

の形成と維持に重要な役割を果たす｡近年,これらサイトカインとその受容体が中枢神経系(CNS)

にも多く発現していることが明らかになってきた　CNSのサイトカインは免疫応答分子としての機

能に加え神経系細胞の分化の調節または栄養因子,神経回路形成や記憶の形成など末梢では

認められない高次機能の形成に深く関与している｡またサイトカインは誘導性で一過性の発現を呈

し､標的細胞が限定されているという特徴を持つことから情報伝達分子としても機能し得る｡実際,

脳内の細胞間でサイトカイン受容体の発現パタ←ンが異なることからサイトカインが情報伝達手段

として用いられていると推測される｡このように脳内では細胞間で複雑かつ極めて巧妙なサイトカイ

ンネットワークを形成し,脳という高度な情報処理機関を維持している2)0

(2)炎症性サイトカインTNFと脳疾患

しかしながらこれらのサイトカインの過剰な産生は様々な脳疾患の原因となる証拠も集まりつつ

ある｡中でも炎症性サイトカインの腫癌壊死因子(TNF)はアルツハイマー病3)､パーキンソン病4),

多発性脳硬化症5)など多くの神経変性疾患やAIDS痴呆6)の脳に高濃度で検出されることからそ

れらの発症に深く関与すると考えられる｡虚血や脳傷害は急性疾患であるにも関わらず,数時間ま

たは数日後にはその周辺に梗塞エリアの拡大を生じる｡このとき傷害の周辺部には高濃度のTNF

が検出されること,さらに虚血後に可溶性TNF抗体やアンチセンスオリゴヌクレオチドなどTNFの

効力を中和する処置を行うと梗塞エリアの拡大が抑制されることから,虚血･傷害後のダメージの拡

大に関与していることも間違いないようである7)｡このようにTNFは最も傷害初期に放出され多くの

病態の成立に関与する傷害性サイトカインと考えられてきた｡しかしながら近年TNFが神経保護作

用を持つことも明らかにされつつある｡内因性のTNFが神経保護作用を有することを初めて報告し

たのは1995年Bruceらのグループである8)｡彼らはTNF受容体をノックアウトしたマウスでは虚血

や興奮性アミノ酸による傷害が野生型に比べて増大することを見いだした｡この発見を皮切りに

TNFが神経保護作用を持つことが多数報告されるようになったTNFがどのような状況下で保護的

になるのかは不明な点が多いが,発現時期9)､発現部位7)､発現濃度10)に依存することが示され

ている｡また最近TNF受容体サブタイプの違いによりTNFの二面性が説明され得ることが,海馬と

網膜神経細胞で報告された11,12)脳内のTNFは主にミクログリアとアストロサイトによって産生され

る｡中でもミクログリアはアストロサイトより微弱な刺激に応答して速やかにTNFを放出することから

2)脳疾患とTNFとの関係を考える上で最も重要な細胞であるといっても過言ではない｡

(3)ミクログリア

中枢神経の発生の過程では多くの神経細胞が死滅することによって脳の特異的な構築が達成

される｡この時の神経細胞死はいわゆるプログラム細胞死で,最終的に食細胞により食食されて終

息するが､中枢神経系ではミクログリアがその役割にあたる｡このときのミクロダリアは大きな細胞体
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に短い突起をもつマクロファージ様の形態を呈し"ameboidミクロダリア"と呼ばれるが,生後はその

数を減らしながら小さな細胞体に長い枝分かれした突起を持つ"rami丘edミクログリア"-と形態を

変化させる｡しかし脳の異常をキャッチすると再び形態をアメーバ様-と変化させ増殖して,損傷

組織-のアポトーシス誘導およびアポトーシスによって死滅した細胞の除去を開始する｡従ってミ

クログリアは｢脳の掃除屋｣と考えられてきた｡しかし近年､ミクログリアは主要組織適合性抗原

(MHC) class Iとclass nを発現して脳内の免疫反応を司ることや神経細胞をアポトーシスから保護

すること､さらには学習や記憶といった高次機能の発現にも不可欠である可能性も示唆されており,

多機能な細胞であることが明らかになりつつある13~15)さらにミクログリアはTablelおよびTable2に

示すように､極めて多くの種類のサイトカインやケモカインを放出し,かつ､その受容体を発現して

いる16)このことはミクログリアが脳内の免疫反応を調節すると共に､脳におけるサイトカインネットワ

ークの中心的役割を果たす可能性を意味する(Fig.1)c従ってミクログリアは状況に応じて異なる神

経栄養因子やサイトカインを使い分け神経細胞や周辺のグリア細胞の増殖や生死を運命づけるこ

とにより正常な脳のホメオスタシスを維持していると考えられる｡しかしながらネットワークの中心に

位置するがゆえに,その制御が破綻したときには周辺細胞に対し重篤な作用を及ぼす｡過剰に活

性化されたミクログリアから放出されるサイトカインが神経変性疾患を引き起こすことを示唆する多

数の報告がそれを裏付ける17)したがってミクロダリアの活性化は厳密に制御されなければならな

い｡

m vivoにおいてミクログリアを活性化する因子は今日までに様々な物質が候補として挙げられて

いる｡大きく分けて二つのカテゴリーに分類されるが一つは非物質的な刺激として電気的な刺激が

考えられている｡すなわち傷害を受けた神経細胞の周辺のイオン環境が変化しミクロダリアが活性

化する｡もう一つのカテゴリーは生理活性物質による活性化であり,サイトカイン, β-amyloidタンパ

ク, pnonタンパク, HⅣ一関連タンパク, chromorganin A, Lipopolysaccaride (LPS)など多数報告さ

れている18)このように特定の病態下で発現する蛋白により活性化される報告が多いことからも,ミ

クログリアが病態下で重要な役割を果たすことが推測される｡上記のミクログリア活性化物質の中で

グラム陰性菌の外膜構成成分であるリボポリサッカライド(LPS)はミクログリアを強力に活性化するこ

とから実験上の活性化ツールとして古くから用いられている｡さらに近年,ミクログリアにおけるATP

受容体の発現が報告されて以来､細胞外ATPによる活性制御が注目されるようになった｡
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Table 1. Cytokines and chemokines produced by microg暮ia

Abbreviation Full name

GROα

IL-1α/IL-1 p

lし1ra

IL-3

IL-6

L-8

L-10

IL-12

IL-15

IL-18

tP-10

MCP-1

M-CSF

MDC

MIP-1α/MIP-1 β

MIP-2

MIP13β

TGF-β

TNF

RANTES

growth regulated oncogene α

interleukin-1 α/ll β

mterleukm-1 receptor antagonist

mterleukm-3

mterleukm-6

i nterleukm-8

interteukm-1 0

inter暮eukin-1 2

interleukin-1 5

interleukin-18, also mterferon-y inducing factor

(IGIF)

gamma interferon inducible protein-10

monocyte chemoattractant protein

macrophage colony stimulating factor

macrophage derived chemokme

macrophage inflammatory protein-1 αノー1 P

macrophage inflammatory protein-2

macrophage inflammatory protem-3p

transforming growth factor β

tumor necrosis factor

regulated on activation, normal I cell expressed

and secreted

Table 2. Expression of Cytokine and

chemokine receptors in microglia

Chemokine receptors Cytokine receptors

CCR3

CCR5

CXCR2

CXCR3

CXC R4

CX3CRl

暮L-8R

1し1 R GM-CSFR

I L-2R IFNyR

I L-3R M-CSFR

J L･4R TGFR

IL-6R TNFR

IL-10R

IL-12R

lし13R

IL-1 5R

IL-18R
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Fig. 1 Simplified scheme illustrating some major routes of communication between microglia

and other resident cells as well as invading eel暮s as they involve cytokines/chemokines.

(4)神経伝達物質としてのATP

細胞内のエネルギー代謝において中心的役割を果たしているプリンヌクレオチドATPとその代

謝物は細胞外から作用して多彩な生理機能を発揮するATPに対する受容体の存在は

Burnstockにより1970年代から提唱されていたが,1990年のアデノシン受容体(pl受容体)のクロ

ーニングを契機としてATP受容体(P2受容体)も次々とクローニングされ,その存在は遺伝子レベ

ルで明らかとなった19-21)ATP受容体はイオンチャネル内蔵型p2XとG蛋白共役型p2Yの二つ

に大別されるP2X受容体はアミノ酸400-500個で構成されるポリペプチドで,膜二回貫通型の特

徴的なトポロジーを示し,いくつかがホモあるいはヘテロに会合し非選択的なカチオンチャネルを

形成する.現在までにP2X,からP2X7までの7種類のサブタイプが知られている(Table.3)0P2X受

容体は末梢や中枢神経においてイオンチャネルとして機能し､早いシナプス伝達を担うだけでなく,

男性生殖機能(payや痛みの伝達(p2X,またはP2X,′3)を担うことから生体内で極めて重要な役

割を果たすと考えられる｡これらP2X受容体のうちP2X7受容体は他のメンバーには見られない､い

くつかの特徴的な性質を持つ｡以下にその例を挙げると,①非常に長い細胞内c末端領域をもつ

22)②他のP2X受容体とヘテロ会合をしない19)､③持続的な活性化により900Daまでの分子を通

過させるポアを形成する(ただし､最近P2X,やp2X,でも同様に認められることが報告された23)),

④ATP4-を唯一のアゴニストとする｡(生理条件下でATPはMg:,2+やca;2+などの二価カチオンとキレ

ートした状態で存在する｡他のP2XメンバーはMg2+-ATP4-や02+-ATP4滝アゴニストとして作用す

るためpMオーダーのATPにより活性化されるが,p2X7受容体はATP4-を唯一のアゴニストとする

ためにその活性化にmMオーダーのATPを必要とする)｡P2X7受容体がクローニングされた当初､
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神経には発現せずミクログリア,マスト細胞､マクロファージ､リンパ球,アストロサイトといった免疫

担当細胞に発現が確認されたことから免疫機能において重要な役割を果たすと推測されてきた｡

その後の研究から､ P2X7受容体はマクロファージが食食した病原菌を細胞内で殺菌する際に重要

な役割を果たすこと, IL-1β放出, NF fc BやNFAT活性化,抗原提示-の関与やリンフォサイトの

分化-の関与が報告されていることからこの予想は正しかったようである24)しかしながら最近

p2X7受容体が興奮性の神経細胞にも発現し神経伝達物質放出を抑制的に制御していることが報

告され, ATPが大量に放出されているような傷害時には過剰な神経入力を抑制する機能をもつこ

とが示された25,26)さらに興味深いことに,この興奮性神経細胞の核にもP2X7受容体が発現してい

ることが最近報告され､ Ca2+流入を制御することにより転写調節を行う可能性が示唆されている27)

このようにP2X7受容体は他のメンバーに比べ極めて異彩かつ多彩な性質を持つ｡

一方,P2Yは7回膜貫通型受容体ファミリーに属しG蛋白と共役している｡現在までに

p2Y! 2,4,6,ll,12,13と7種類のサブタイプがクローニングされている(Table.4)28)cいずれの受容体サブタ

イプもviiと共役するが､近年Gs (P2Yu)やGi (P2Y12>13)にも共役する(double couple)サブタイプも

報告されている29) p2X受容体同様P2Y受容体もMAPキナ-ゼ活性化,血小板凝集

(p2Y19P2Y12)や細胞増殖(p2Y2) ,樹状細胞の成熟(p2Yu)など生体内で重要な役割を果たして

いる｡

Table 3. Rank order of potency of ATP analogues for cloned P2X receptors

Subtypes Species Potency order of agonists

rat2-MeSATP>ATP>
pz*1humanATP=a,p-meATPα,β-meATP

P2X-　　　　rat　　　　　2-M eSAT P>AT P

p2X,　　　rat ATP>α, β-meAT P

p2Xfat
KZA4human三諾,nota,p-meATP

サ2-MeSATP,n｡棚meATP

P2X5　　　rat ATPサ2-MeSATP, not α,β-meATP

P2X6　　　rat ATPサ2-MeSATP, not α,β-meATP

ratBzATP>ATP>
p2X7humanBzATP>ATP,≡:T:SATP,not

,p-meATPゆmeATP
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Table 4. Character of cloned P2Y receptor

Subtypes Species Potency order of agonists Coupled protein

human　　　　2-MeSADP >ADP Gq/1 1
rat　　　　　　　> 2-MeSADP >ATP

p2Yohu

raごuTP-ATP>Ap4A>ATPgSGi3

uTP=ATP
humanUTP>ATPgSサATP,ADP
p2Y4Gq/llGi3
4ratuTP=ATP=ITP=Ap4AM

p2Y6humanu器;5-Br-UDPサU

uTP>ADP>2-iニ…2-MeSADPQq/ll

sATPp2Yl 1 human ATPgS=BzATP>ATP>2-MeSATP Qq/1 1 Gs

p2Y human ADP, ATP Gi

p2Y13ratADP=2-MeSADP,Gq/llGj
13not2-MeSATP,ATP

ATPはacetylchoiineやnoradrenalinなどと共に神経伝達物質として放出されるだけでなく､細胞

質に10 mM以上のレベルで存在することから虚血や傷害を受けた細胞からは大量のATPが漏出

する30)従ってその近傍にいる細胞はI^M-mMオーダーのATPにさらされる.前述のようにミクロ

グリアは中枢神経系において主要なTNF産生細胞であるが,その放出の引き金になる内因性物

質の詳細は不明であった｡研究代表者らはミクログリアからのTNF遊離を制御する物質としてATP

に注目し､細胞外ATPはミクログリアからTNF遊離を引き起こすことを初めて明らかにした31)

(5)細胞外ATPはミクログリアからTNF遊離を引き起こす

研究代表者らは,これまでに以下に示す知見を明らかにしてきた3 mM ATPでミクログリアを刺

激すると1時間後からTNF遊離が認められ､ 6時間で最大に達しそれ以後減少が認められた

(Fig.2A)cさらに濃度依存性の検討を行った結果, ATP O.l mMから緩やかなTNF遊離が認められ,

1 mMで最大のTNF遊離が引き起こされ,それ以上の濃度では遊離量が減少した(Fig.2B)c次に

TNF mRNA発現に及ぼす細胞外ATPの効果をReal time RT-PCRを用いて検討した結果, 30分

後からTNF mRNA発現が認められ1時間で最大に達し､その後緩やかに発現は減少した(Fig.2A)c

これらの結果から細胞外ATPは遺伝子転写を介して新たにTNFを産生し､細胞外へと放出させる

ことが明らかになった.またP2X7受容体選択的アゴニストである2'-and 3'-O-(benzoyl-benzoyl)

adenosine 5'-triphosphate (BzATP)でも同様の反応が認められ,この効果はP2X7受容体遮断薬

Brilliant Blue G (BBG)により濃度依存的に抑制されたことから(Fig.3), P2X,受容体が重要な役割を

果たすことも明らかにした32)さらにATP誘発TNF遊離にはMAPキナ-ゼのERK(Extracellular

signaトRegulated kinase)ならびにp38が関与することも明らかにした｡本研究ではさらにATP誘発

TNF産生制御におけるMAPキナ-ゼ(ERK, JNK, p38)の役割とその活性化制御について検討し
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た｡また,神経細胞とミクログリアの共培養系を用いてATP受容体を介して活性化されたミクロダリ

アがTNF放出を介して大脳皮質神経細胞を保護することを明らかにした｡さらに､この培養系で認

められた効果がin vivoでも発揮されるのか,ラ,)ト脳虚血モデルを用いて検討したo
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Fig.2 Effects of ATP on TNF release and

TNF mRNA expression in rat cultured brain

microglia. (A)　Time course; (B)

Concentration-　dependency. The microglia

were stimu一ated with 3ト(A TNF release)

or 1 mM (A TNF mRNA expression) or the

indicated concentrations (B) of ATP and TNF

release or mRNA expression were assayed

after the indicated period of incubation (A) or

three hours (B). Values are the means of two

cultures from one experiment and a similar

result was obtained in another set of

independent experiments.

Fig.3 P2X7 antagonist BBG inhibited BzATP-induced TNF

release. The cells were treated with indicated concentration

of BBG for 5min and stimulated lOOトiM BzATP for 3 hr.

Values for 100 % release of TNF were 350.7+ 152.2 pg/106

cells in BzATP-stimulated microglia. ***P<0.001 , *P<0.05,

signi鮎antly different from the BzATP only stimulation.
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I. ATP誘発TNF遊離におけるMitogen-activated protein kinase (MARK)の役割

細胞は増殖因子やサイトカイン,あるいは物理化学的なストレスなど外部からの様々な刺激に応答

して､増殖,分化,アポトーシスなど適応反応を示す｡このような細胞外からの刺激を核-と伝達す

るシステムの一つとして　MAP　キナ-ゼが重要な役割を演じている　MAP　キナ-ゼ

(mitogen-activated protein kinase, MARK)は､ insulinや種々の細胞増殖因子ならびにTPAなどの

発癌プロモーターにより共通に活性化されるセリン/スレオニンキナ-ゼとして1980年代後半に噂

乳類培養細胞より見出された｡その活性化には活性化ループ内のT-X-Y配列のスレオニンとチロ

シン残基のリン酸化を必要とする｡この両残基をリン酸化し､活性化する酵素がMAPKキナ-ゼ

(MAPKK)である　MAPKKの活性化もその活性化ループ内のセリン/スレオニン残基のリン酸化を

必要とし,このリン酸化を担う酵素をMAPKKキナ-ゼ(MAPKKK)と総称する｡このようにMARKは

MAPKKK-MAPKK-MAPKの3種類のキナ-ゼによりカスケードを構成し,細胞外からのシグナル

はこれらのキナ-ゼによる一連のリン酸化反応を通じて増幅されつつ核-伝えられる33) (Fig.4)c

MAPKファミリーは最初にERK(extracellular signa卜regulated kinase) 1/2が同定され､続いて

JNK (c-Jun N-terminal kinase), p38が同定されたJNK, p38は放射線､紫外線､抗癌剤､高浸透

圧,熱ショック､過酸化物,エンドトキシン､血清除去など様々なストレスによって活性化されること

からストレス応答MARK (stress-activated protein kinas: SAPK)と呼ばれている34)近年,他のメン

バーと比べて分子量が大きく(約90 kDa)､特徴的なC末端構造をもつERK5が同定されその機能

解析が進められている35)これらMAPキナ-ゼカスケードは独立したシグナル伝達経路を構成し,

細胞増殖､癌化,アポトーシス,免疫応答などの固有の機能を有している｡ミクログリアにおいても

MAPK活性化を引き起こす物質が多数同定されており,サイトカインや誘導酵素合成をはじめとす

る多くの蛋白産生に重要な役割を果たす36)当研究室では細胞外ATPがミクログリアのERK, p38

を活性化すること,そしてMEK(ERKを活性化するMAPKK)阻害薬UO126ならびにp38阻害薬

SB203580はATPまたはBzATP誘発TNF遊離を強く抑制することから,これらMARKがTNF遊

離において重要な役割を果たすことも報告した31)
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Fig.4　MAP kinase cascades.
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Fig.5に示すようにTNFは転写された後､膜貫通型26kDaのpro-TNFとして産生され,その後

TNF-α変換酵素(TNトα converting enzyme: TACE)により切断されて細胞外-と放出される｡この

ようにTNFは転写調節,転写復調節､翻訳調節,放出制御と数段階にわたる調節を受け､その放

出は厳密に制御されている｡この調節にはERK, p38 MAPKが重要な役割を果たすことが数多く報

告されているが, TNF産生のどのステップを制御するかは,細胞･刺激の種類･動物種の違いによ

り異なる｡一方､ JNKもTNF遊離において重要な役割を果たす報告があるものの,特異的阻害薬

が発見されていなかったことから間接的に証明したものがほとんどであった｡しかしERK, p38特異

的阻害薬発見から約7年経った昨年,ようやくJNK活性を直接阻害する化合物SP600125が報告

された37)そこで本章ではUO126, SB203580に加えSP600125を用いて,これらMAPKがATP誘

発TNF産生をどのように制御するかを検討した｡

Stimulus

trans crip tio n

translation

release

担H3ォE

pro-TNF

Fig.5 TNF is released by the action of cell

surface protease, TNF-α converting enzyme

(TACE). TNF is synthesized as a precursor of

Mr 26,000 (26kDa), which is processed to a

secreted 1 7kDa mature form by TACE.

[実験方法および実験材料]

(1)実験動物

本実験にはWistar系雌性確定妊娠ラットを恒温室において12時間･12時間の明暗サイク

ルの環境下で飼育されたものを用い,水と飼料は自由に摂取させた｡以上の条件で飼育し､

出生一日目の新生仔を実験に使用した｡

(2)ラット脳混合グリア細胞初代培養系の調製

Nakajima等の方法に準じて行った38)即ちラットの新生仔を断頭し,頭部を70 % ethanolにより

消毒したのち､無菌的に全脳を取り出しPBSに浸した｡これを実体顕微鏡下で先細ピンセットを用
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いて小脳を取り除き､さらに大脳の髄膜を剥離したのち,剃刀を用いて十分ミンスした｡これに

o.25 % trypsinを添加し, 37-Cで10分間処置して細胞を分散させ､溶出したDNAを切断するため

にDNase I (最終濃度o.5 mg/mL)を30秒間処理した｡胎児ウシ血清(FCS)(最終濃度33 %)を

添加し, trypsmの反応を停止させた後, 1000 rpm 6分間遠心し, 10 % PCS-DMEMに再懸濁し, 70

pmナイロンメッシュに通して細胞分散液とした.この細胞分散液の一部をtrypan blue染色し光学

顕微鏡下で生存している細胞数を計測した後, 10 ^ig/mLポリートリジン処理した75 cm2培養フラ

スコあたり, 1.5-2.0× 107cells播種し, 10 % CO9-90 % air､ 37 -C設定のインキュベーターで培養

し,以後2日ごとに培地を交換した｡

(3)ミクログリアの分離調製

上記初代混合グリア細胞において7日後あたりから,フラスコに広がったアストログリアの層上に

球状で弱付着性のまたは浮遊性のミクログリアが出現する｡この状態からミクログリアの分離を行っ

た｡培養フラスコを振幅20 cm, 80回/分の速さで6分間8の字に振塗し,上清を細胞浮遊液とし

て回収した｡この細胞をプレートやシャーレに播き45分間接着させた後､メディウムを吸引して非

接着細胞を除去した｡この過程により精製した細胞をFITC標識したミクログリアマ-カー､ FITC-

Isolectin ELを用いて免疫染色を行った結果, 99 %がミクログリアであることを確認した｡よってこの方

法で細胞を回収して以下の実験に用いた｡

(4)培地

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)にpenicaiin G (100 U/mL),streptomycin (100

jig/mL),牛胎児血清(PCS, 10　を最終的に( )内に示す濃度になるように添加した｡なお牛胎児血

清は56-Cで30分非働化してから使用した｡

(5) TNF遊離量の定量

細胞浮遊液を24 wellプレートに1.5 × 105 cells/0.4 mL/wellで播き, 45分後にメディウムを除去

し精製したDMEM培養液中(PCS free)各阻害薬で処置後､ ATPまたはBzATPなどで刺激し,培

養上清中に放出されたTNFをELISA kitを用いて定量した｡定量はキットの説明書に従った｡細胞

内のTNF量はATPまたはBzATPで2時間後,細胞を0.1 % triton-X IOOで可溶化してELISA

により定量した｡サンプルは定量するまで-80 -Cで保存した.

(6) total IモNA抽出

60 mmシャーレにミクログリアを7.5× 105cells/3 mL/シャーレで播き45分後にメディウムを除去

し精製したDMEM培養液中(PCS free)各阻害薬で処置後, ATPまたはBzATPで1時間刺激し

たo刺激1時間後, DMEMをアスビレー卜し,細胞表面をリン酸緩衝液(PBS)で洗浄した後Trizol�"

LS試薬jnono-phasic solution of phenol, guanidine isothiocyanate) 300 |uLを加え,セルスクレーパ

ーで細胞を剥離後､超音波にて細胞を粉砕した.その後chloroform 80トLLを加え10分静置した
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後, 4 -C, 13,000 rpraで15分遠心して､その上清を他のチューブに移すことによりDNAと蛋白を

除去した.分離した上清にisopropano1 200 jjLを加え-20 -Cで少なくとも1時間冷却した後, 4

-c,13,000 rpmで20分間遠心し上清を除去した｡生じたRNAの沈殿に400 ^Lの75 % ethanol (in

diethylpyrocarbonate (DEPECトtreated water: RNase丘�"ee H2O)を加え, 4 -C, 8,000 rpmで20分

間遠心してRNAを洗浄した.最終的に得られた沈渡をTE buffer (Tris-EDTA buffer) 10トILに溶

解してtotal RNAサンプルとしたRNA量は260 nmにおける吸光度によって測定した｡

(7) Real Time RT-PCR法によるTNF mRNAの定量

(6)で調製したRNA 1 figを用いて逆転写反応を行い, cDNAを合成した｡このcDNAを鋳型とし

てTNF mRNAとGAPDH(内部標準)mRNAに特異的なpr血erを用い,熱変性15 sec/ 95-C,ア

ニーリング10 sec/ 57-C､伸長反応1 min/72 -Cを40サイクルをABI PRISM 7700を使用しリアル

タイムPCR増幅を行った｡各サンプルmRNA定量は各pcR産物を含むプラスミドを用い,コピー

数とサイクル数(ct値)の関係で求めた｡

(8)核および細胞質の分画

NE-PER kit�"を用い, kitの説明書に従った｡即ち, 10 mmシャーレにミクログリアを1.0×106

cells/8 mL/シャーレで播き(各点ダブレット) , DMEM培養液中SB203580で20分間処置後ATP

またはBzATPで一時間刺激した｡ (以下すべて氷上操作)その後､各シャーレ650 jiL PBSで細胞

を回収し2,000 rpm, 4 -Cで4分間遠心した｡上清を除去して沈漆にCell Extra Reagen卜1 (CER-1)

を添加し,激しく15秒間ボルテックス後10分間静置し､ Cell Extra Reagen卜2 (CER-2)を添加し,

再び激しく5秒間ボルテックスして1分間静置した｡さらに5秒のボルテックス後10,000叩m, 4 -C

で10分間遠心し上清を細胞質画分とした｡沈殿にNERを加え10分おきに激しく15秒間ボルテッ

クスしこの操作を40分間続けた.最後に10,000 rpm, 4-Cで20分間遠心し､上清を核画分としたo

これらをサンプルとして(6),(7)または(9)の実験を行った｡

(9)Western blotting法による分画の確認

(8)により分画した核と細胞質画分をタンパク定量した後SDS sample buffer(62.5 mM Tris-HCl:

pH6.8, 2 %w/v SDS, 10 % glycerol, 50 mM DTT, 0.1 %w/v bromophenol blue)に溶解し95-Cで5

分間熱処理した｡サンプル中のタンパク質をSDS-polyacrylamide-gel electrophoresis (

SDS-PAGE 7.5% gel)で分離した後,PVDF膜に転写した.一次抗体には,核マーカーとして

Oct-1(1:200),細胞質マーカーとしてHSP90(1:200)を用い, HRP標識anti-Rabit lgGを反応させ,

ECLで検出した｡

(10)使用試薬および使用機器

実験に使用した試薬は以下の通りであるAnt卜HSP90 (H-1 14), Ant卜mouse lgG-B､ Anti-Octl

(c-21), Anti-Octl (c-21)､ Anti-rabbit lgG-B (Santa Cruz) , ATP, BzATP (Sigma)､ DNase
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(Roche) , Dulbecco's Modi鮎d Eagle Medium (Sigma, D5796), NE-PER�"Nuclear and

Cytoplasmic Extraction Reagents (PIERCE), UO126, SB203580 (Promega)､ SP600125

(BIOMOL) ､ Trizol�"LS Reagent (GIBCO), Rat TNF ELISA kit (Cytoscreen) (Biospurce),そ

の他の一般試薬は得られる最高の純度のものを用いた｡

[実験結果コ

(1) ATP誘発TNF遊離におけるJNKの役割

SP600125は他のMAPKメンバーに比較して300倍以上選択的にJNK活性を抑制する化合物と

して報告された37)この報告においてSP600125はThl, Th2細胞やモノサイトからのTNF遊離を

濃度依存的に抑制することから, ATP誘発TNF遊離においてもJNKが重要な役割を果たすこと

が予測される｡そこでまずATP誘発TNF遊離に及ぼすSP600125の影響を検討した｡その結果

SP600125はATP誘発TNF遊離を濃度依存的に抑制した(Fig.6a)0 P2X7受容体選択的アゴニスト

BzATP刺激においても同様の結果が得られた(Fig.6b)cこの結果からJNKもERK, p38と同様に

ATP誘発TNF遊離において重要な役割を果たすことが示唆された0
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Fig.6 Effects of SP600125 on ATP/BzATP-induced TNF release in rat cultured microg暮ia. The cells were prelncubated

with 10 or 30 ¥M SP600125 for 20 min and stimulated with 1 mM ATP (a) or 100 yM BzATP (b) for 3 hr. Values are

expressed as mean ± SEM of percentage of release of compared with ATP or BzATP only. Values for lOO% for release

of TNF were 184.1 ± 28.8 and 938.3± 252.4 pg/106cells in ATP- or BzATP-stimulated microglia, respectively. *P<0.05,

*P<0.01 , ***P<0.001 , significant一y different from the control.
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(2)細胞内TNF産生に及ぼすMAPK阻害薬の影響

Fig.5に示したように, TNFはTNF変換酵素(TACE)により放出過程でも制御を受けるが,最近

このTACE活性がMAPKにより制御されることが報告された39)従ってMAPキナ-ゼはTNF産

生のみならずTNF放出過程においても役割を果たす｡上述のように各MAPK阻害薬がÅTP誘発

TNF遊離を抑制したことから,その作用点が産生の抑制か産生後の放出過程の抑制なのかを明ら

かにする目的で, ATP伯zATP誘発細胞内TNF産生に及ぼすMAPK阻害薬の効果を検討した｡

その結果uo126, SB203580, SP600125はいずれも, ATPまたはBzATPによって引き起こされる細

胞内TNF産生を有意に抑制した(Fig.7 a,b)｡従って､ ERK, JNK, p38はいずれもTNF産生過程を

制御することが示唆された｡

(a)

ATP (1 mM)
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Fig.7 Effects of UO126 (U), SP600125 (SP) and SB203580 (SB) on ATP/BzATP-induced TNF production in rat cultured

microglia. The cells were preincubated with lOトiM UO126, 30 pM SP600125 and 15 ¥M SB203580 for 20 min and

stimulated with 1 mM ATP(a) or 100 ^M BzATP(b) for 2 hr. Values are expressed as mean±SEM of percentage of

release of compared with ATP or BzATP only. Values for 100 % for release of TNF were 407.05 ±45.6 and 530.9± 58.5

pg/106 cells in ATP- or BzATP-stimu一ated microglia, respectively. * P<0.01, ***<0.001 , significantly different from the

control.

(3) ATP誘発TNF mRNA発現に及ぼすMARK阻害薬の影響

MARKがATP誘発TNF産生過程を制御することが示唆されたことから､次にATP/BzATP誘発

TNF mRNA発現に及ぼすMAPK阻害薬の影響を検討した｡その結果UO126とSP600125はATP

またはBzATP誘発TNF mRNA発現を有意に抑制したのに対し, SB203580では影響は認められ

なかった(Fig.8 a,b)c従って, ERK, JNKはTNF mRNA発現を制御する一方で, p38は転写後から

翻訳までの過程を制御することが示唆された｡
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Fig.8 Effects of UO126 (U), SB203580 (SB) and SP600125 (SP) on ATP- or BzATP-induced TNF mRNA expression in rat

cultured microglia. The cells were preincubated with 10 pM UO126, 15 ¥M SB203580 or 30 ¥M SP600125 for 20 min

and stimulated with 1 mM ATP (a) or 100 ^M BzATP (b) for 1 hr. Values shown as the ratio ofTNF mRNAversus GAPDH

mRNA. Data are expressed as mean±SEM of ratio of expression compared with ATP or BzATP only. ***P<0.001,

*P<0.01 , *P<0.05 significantly different from the control.

(4) SB203580のTNF mRNA核外輸送に及ぼす影響

RNAは核内で転写された後､蛋白産生の場である細胞質-と輸送されるUsnRNAあるいはtRNA

といった低分子量のRNAに関しては､特異的エクスポ-チンが同定されそのメカニズムが明らかに

なりつつある40)より構造の複雑なmRNAにおいても核外輸送に関与する特異的な結合蛋白など

が明らかにされつつあるものの,その機序は不明な点が多い｡しかしながら最近この過程が細胞質

からのシグナルにより制御されることが報告された41)そこで,ミクログリアのATP誘発TNF産生に

おけるp38の転写後調節がTNF mRNAの核外輸送におけるものであるかを検討したATPまたは

BzATPで1時間刺激したミクログリアを細胞質と核フラクションに分画し､各フラクションに含まれる

mRNAの定量を試みた｡まず核と細胞質の分画を確認するために細胞質マーカーのHSP90と核

マーカーのOct-1を用いたウエスタンプロツティングを行ったFig.9(a)に示すように, basal, control,

sB203580処置群においてHSP90とOc卜1はそれぞれ細胞質画分,核画分からのみ検出された

ことから各フラクションが分離できていることが確認できた｡そこでこの方法により分画したミクログリ

アの核と細胞質の各フラクションに含まれるmRNAを定量した｡その結果､無刺激細胞(コントロー

ル)では､ ATPまたはBzATP刺激により核内に発現したmRNAは細胞外-と輸送されたが､

sB203580によりp38を阻害するとmRNAは核内に蓄積し,細胞質での増加はほとんど認められな

かった(Fig.9b)c従って, p38は発現したmRNAの核から細胞質-の輸送過程を制御している可能

性が示唆された｡
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Fig.9 p38 regulates nucleocytoplasmic transport of TNF mRNA induced by ATP or BzATP. (a) Western blots of nuclear

and cytoplasmic extracts were probed with antibodies to Octl (nuclear protein) and Hsp90 (cytoplasmic protein) to

determine the efficiency of nucleocytoplasmic separation, (b) The effects of p38 inhibitor, SB203580 on distribution of

the TNF mRNA in the nucleus and cytop暮asm. The cells were preincubated with 15ト　SB203580 for 20 min and

stimu一ated with 1 mM ATP or 100 j^M BzATP for 1 hr. Then the cells were fractionated into nuc一ear and叫oplasmic

fraction using NePer kit. Values shown as the ratio of TNF mRNA versus GAPDH mRNA. Data are expressed as

mean ± SEM of ratio of expression compared with ATP or BzATP alone. *P<0.05, *P<0.05 significantly different from

the control.

【考察】

本章の結果からATP誘発TNF遊離には, ERK, p38に加えJNKも重要な役割を果たすことが明ら

かになった｡しかしながら各メンバーの役割は異なり, ERK, JNKは遺伝子転写を制御する一方で

p38はmRNAの核から細胞質-の輸送過程を制御することが明らかになった｡
I

Table.5に示すようにTNFプロモーター領域には様々な転写因子が結合することが明らかにされ
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ていることから42)､ ERKもこれらの中のいずれかの転写因子を活性化して転写制御すると考えられ

る　NFAT阻害薬であるcalcineurinがATP誘発TNF遊離を抑制しなかったことからNFATが関与

しないことを確認しているものの(データ省略),具体的にどの転写因子が関与するかは不明である｡

LPS刺激したモノサイトにおいて､ ERKがElk-1をリン酸化してEgrlの発現を誘導し,発現した

Egr-1がTNFのプロモーター領域に結合しTNF mRNA発現を誘導することが報告されている43)

このEgr-1発現のタイムコースがATP誘発TNF mRNA発現のタイムコースと一致することからこの

転写因子が関与するかもしれない｡

昨年初めて報告された特異的JNK阻害薬を用いてATP誘発TNF遊離におけるJNKの役割を

検討した結果, ERK同様mRNA発現を介してTNF産生を制御していることが明らかになったJNK

もFig.4に示すようにActivator protein-1(AP-1)の構成要素であるc-Jun(Ser63と73), ATF(Thr69

と71)やElk-1(Ser383と389)をリン酸化することからこれらを介して転写を促進すると考えられる｡し

かしながらSP600125によるTNF mRNA発現の抑制はUO126に比べると若干弱かったJNKは

IL-2, Iレ3やTNFのmRNAの安定性を制御することが報告されていることから,転写調節に加え

安定性制御にも関与している可能性も否定できない37,44,45)

一方, p38はCox-2, 1レ6, IL-8,やTNFなどの転写復調節に関与することが報告されているが,

これらのほとんどはmRNAの安定性制御である｡しかしながら本章の結果よりミクロダリアにおける

ATP/BzATP誘発TNF mRNA発現はp38阻害薬であるSB203580により全く抑制されなかったこ

とから, p38安定性制御に関与せずむしろ転写後から蛋白産生にいたる過程を制御すると考えら

れた｡最近DumitruらはLPS刺激した骨髄由来マクロファージにおいて, ERKがTNF mRNAの核

外輸送を制御することを明らかにした41)そこでp38阻害薬sB203580を用いてATP刺激によって

誘導されるTNF mRNAの核と細胞質における分布量を検討した結果, p38を阻害すると核内に

mRNAが蓄積し細胞質にはほとんど運び出されなかった｡従ってp38がmRNAの核外輸送を制御

することが示唆された｡以前LPS刺激した牌臓細胞において､ p38がMAPKAPキナ-ゼ2 (MAPK

activated protein kinase-2)を介し､ TNF mRNAの核外輸送を制御する可能性を示唆していたが直

接証明するには至らなかった46)｡本章の結果からp38がTNF mRNAの核外輸送を制御するという

新規なTNF産生制御機構が明らかとなった｡

p38の核外輸送を制御するメカニズムについては更なる検討が必要であるp38はMNK (MARK

signal integrating kinase-1/2)リン酸化を介して翻訳開始因子eIF-4Eを活性化する47)活性化した

eIF-4Eは翻訳開始を制御するだけでなくcyclin Dl mRNAの核外輸送を制御することが報告され

ていることから48),ミクログリアのmRNA輸送においてもeIF-4Eが関与しているかも知れない｡

TNFが転写復調節をうけることは様々な細胞で報告されている｡最近,この調節にはTNF

mRNA上の3 '-untranslated region (UTR)に存在するAU rich element (ARE)が重要な役割を果た

すことが明らかになりつつある49)この領域はA,Uに富んだ配列を持ち､ TNF以外にもIL-6, Ⅰレ8,

GM-CSFなどのサイトカイン, c-FosやオンコジーンのmRNA上にも存在することが報告されている｡

この領域を遺伝的に欠損させると血清中のTNFが上昇しリウマチや慢性消化器障害を引き起こす

ことから,この領域を介したTNF発現制御は極めて重要な役割を果たすと考えられる｡近年ARE
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に特異的に結合する蛋白(TIP, Hel-Nl, HuR, AUF, TIAR, TIA-1など)が同定されつつあり､これ

らを介してmRNAの安定性や翻訳開始調節に関与することが示唆されている｡この中でTIA-1や

TIARは核と細胞質をシャトルし特定のmRNAの核一細胞質輸送を制御することが確認されている

(N. Kendersha and P. A. Anderson Unpublished data 50)),従ってp38はこのタンパクを介して

mRNAの核外輸送を制御しているかもしれない｡

Table.5

DMA binding elements for TNF promoter

Egr-1

Ets- 1

C/EBPβ

ATト2/c-J u n C RE

N FAT

[小括]

ラット脳ミクログリアにおけるATP誘発TNF産生にはERK, JNK, p38が重要な役割を果たすこと

が明らかになった｡しかしながらその役割は異なり, ERK, JNKは遺伝子転写を制御する一方で

p38は転写復調節を介してTNF産生を制御することが明らかとなった｡さらにp38による転写復調

節はTNF mRNAの核外輸送過程の制御である可能性が示された｡
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II. P2X7受容体によるMAP kinase活性化制御

これまでの結果からミクログリアにおけるTNF遊離にはMAPKが重要な役割を果たすことが明らか

になったが,研究代表者らはこれらMARKはそれぞれ異なる受容体により制御されていることを明

らかにしてきた32)すなわちP2X7受容体遮断薬Brilliant Blue G (BBG)がATP/BzATP誘発ERK

活性化には影響を及ぼすことなくp38ならびにJNK活性化を抑制することから, p38とJNKは主に

P2X,受容体を介して活性化されるのに対し, ERKはそれ以外の受容体を介して活性化される

(Fig.1OXさらにATP誘発MARK活性化には細胞外Ca2+に依存しない31)これらの結果から, P2X,

受容体はイオンチャネル内蔵型でありながら少なくともCa2+イオンチャネルの機能とは独立して

MARKを活性化すると考えられた　MAPKは外界刺激を核に伝達する重要なシグナル分子の一つ

であるが,受容体刺激は直接MAPKカスケードを活性化するのでは無くアダプター分子やシグナ

ル伝達分子を介して活性化する｡ではP2X7受容体はどのようにMAPKを活性化するのだろうか｡

Uuli

BBG

Phospho-ERK

Phospho-p38

Phospho-JNK

搬 てLY■搬 Y}

■■卿 触恥

BzATP

BBG

Phospho-ERK

Phospho-p38

Phospho-JNK

静 :(I場磯

Fig.10 Effects of BBG on activation of MAP kinase, ERK, p38 and JNK in ATP- (left panel) or BzATP- (right panel)

stimulated microglia cells. The cells were pretreated with 1 |o,M BBG for 5 min and stimulated with ATP/BzATP for 10

min. The phosphorylated (active) and total ERK, p38 and JNK were detected by western bio蛾ng using antibodies which

recognize phosphorylated and both phosphorylated /non-phosphorylated enzymes, respectively. The leve一s ot each total

MAP kmase were confirmed to be identical for each lane.

イオンチャネルやポンプなどの膜蛋白は細胞膜の脂質二重層に自由に浮遊してイオンを通す

だけでなく,細胞内･外の蛋白と会合することによりその位置､運命､機能が厳密に制御されること

が明らかになってきている｡特にチロシンキナ-ゼによるリン酸化を介したチャネル機能の修飾は

NMDA受容体､ AMPA受容体, ca12+感受性K+チャネル,電位依存性Na+チャネルなど多くのチャ

ネルで報告され始めているS3)さらにAMPA受容体やNMDA受容体は恒常的にチロシンキナ-

ゼ(protein Tyrosine Kinase, PTK)と会合しており､刺激後イオンチャネルの機能とは独立してシグ

ナル伝達を引き起こすことが報告されている54)最近､ P2X7受容体のC末端領域にはいくつかの

機能的モチーフが存在することが明らかにされたが,その中にはSH3ドメイン結合モチーフが存在

する55)非受容体型チロシンキナ-ゼがSH3ドメインを持つこと,さらにこれらはMAPKカスケード

の上流分子として報告があることからこれらのタンパクがp2X7受容体からMAPKカスケード-の情

報伝達を担う可能性が考えられる｡
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さらにTable.6に示すようにP2X,受容体は他のイオンチャネルと同様,恒常的に様々なタンパク

と会合していることが報告された56)その中にはチロシンキナ-ゼ活性を制御することが知られる

HSP90が含まれていたことから,この分子を介してシグナル伝達を惹起することが予測される｡そこ

で本章ではATP誘発MAPK活性化ならびにTNF遊離におけるHSP90/PTKの役割について検

討した｡

Tab一e.6

Proteins identified in the P2X7 receptor complex

Lammin α3 chain

mtegrjn (32

Protein tyrosine phosphatase (3

β-acti n

α-actinm 4

Heat shock cognate 71 kua protein

Heat shock protein HSP-90β
l

PI 4-kmase 230

MAGUK p55 subfamily member 3

superv‖in

[実験方法および実験材料]

この事で新たに用いた実験方法ならびに試薬は以下の通りである｡

(1) Western blotting法によるMAP kinase酵素測定

60 mシャーレにミクログリア(7.5× 10 5cells/ 3 rnL/シャーレ)をで播き45分後にメディウム交換に

より洗浄して精製した　DMEM培養液中(PCS free)各阻害薬で処置後､ ATPまたはBzATPで10

分間刺激した後DMEMを除去し,リン酸緩衝液(PBS)で洗浄してIIO uLのSDS sample bufferを

ディッシュに加え､セルスクレーパーで細胞を剥離後,超音波で細胞を粉砕し, 95 -Cで5分

間熱処理した.サンプル中のタンパク質をSDS-polyacrylarnide-gel electrophoresis (SDSHPAGE

12 % gel)で分離した後,pVDF膜に転写した｡一次抗体には, phospho MAP kinase (ERK, p38

MAPK, JNK/SAPK)もしくはtotal MAP kinase (ERK, p38 MAPK, JNK/SAPK)に特異的な

抗体を用い(以上全て1:1000)､ HRP標識anti-Rabbit lgGを反応させ､ ECLで検出した(Chart.6
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参照)0

(2)使用試薬

genistein, gerdanamycin (Sigma), Phospho Plus antibody kits (ERK, p38, JNK) (New England

Biolabs), tyrphostin A25 (Calbiochem)

[実験結果]

(1) MARK活性化に及ぼすテロシンキナ-ゼ阻害薬の影響

まずATPまたはBzATP誘発MAPK活性化に及ぼす非選択的チロシンキナ-ゼ阻害薬,

tyrphostin A25とgenisteinの影響を検討した｡その結果tyrphostin A25はERK活性化には影響

を与えることなくp38とJNKの活性化を抑制した(Fig. 1 la)0 genisteinもATP/BzATP刺激によるp38

ならびにJNK活性化を濃度依存的に抑制した(Fig. 12a)eまたこれらの結果に一致して, tyrphostin

A25ならびにgenisteinはATPまたはBzATP誘発TNF遊離を抑制した(Fig.llb,12b)e従ってチロ

シンキナ-ゼはP2X7受容体からのp38/JNK活性化を担い, TNF遊離において重要な役割を果た

すことが示唆された｡

(2) ATP誘発MARK活性化に及ぼすpp2の影響

非受容体型チロシンキナ-ゼにはSrc, Frk, Btk, Csk, Ablファミリーなど様々な種類が存在する

がgemstemやtyrophostin A25はそれらを非選択的に阻害するため,どのチロシンキナ-ゼファミ

リーが関与するかは不明である｡近年,イオンチャネル型グルタミン酸受容体のAMPA受容体が､

細胞外Ca:2+に依存せずsrcファミリーチロシンキナ-ゼを介してシグナル伝達を引き起こすことが

報告されている54)そこでSrcファミリーチロシンキナ-ゼ選択的阻害薬PP2がATP/BzATP誘発

MAPK活性化に及ぼす影響について検討した｡その結果､ PP2はATPならびにBzATP誘発ERK

活性化には影響を及ぼすことなくp38, JNK活性化を抑制した(Fig. 13a)cまたこの結果に一致して,

pp2はATP/BzATP誘発TNF遊離を有意に抑制した(Fig.13b)c一方PP2のネガティブアナログで

あるPP3では影響が認められなかった｡従ってP2X7受容体からp38, JNK活性化にいたる経路に

はSrcファミリーチロシンキナ-ゼが重要な役割を果たすことが示唆された｡
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Fig.ll Effects of tyrphostin A25 on ATP- or BzATP-induced MARK activation(a) and TNF release(b) in rat

cultured microglia. (a) Effects of tyrphostin A25 on the activation of MAP kinase in ATP- (left panel) or BzATP- (right

panel) stimulated microglia cells. The cells were pretreated with the 25 j^M Tyrphostin A25 for 15 min and stimu一ated

with ATP/BzATP for 10 min. The phosphorylated (active) and total ERK, JNK/SAPK and p38 were detected by

western b一otting using antibodies which recognize phosphorylated and both phosphorylated /non-phosphoryiated

enzymes, respectively. The levels of each total MAP kma甲were con伽med to be identical for each lane, (b) Effects
of tyrphostin A25 on ATP- or BzATP-induced TNF release in rat cu托urea microglia. The ceIIs were pretreated with 25

{iM Tyrphostin A25 (Tyr) for 15 min and stimulated with 1 mM ATP or 100 j^M BzATP for 3 hr. Values are expressed

as mean±SEM of percentage of release compared with ATP or BzATP only. Values for 100 % for release of TNF

were 336.7±49.6 pg/106 cells and 1047.6 ±86.3 pg/106 cells in ATP- or BzATP- stimulated microglia,

respectively. ***<0.001 and **<0.01 significantly different from the control (t-test).
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Fig.12 Effects of genistein on ATP- or BzATP-induced MARK activation(a) and TNF release(b) in rat cultured

microglia. (a) Effects of genistein on ATP-(le冊panel) or BzATP-(right panel) induced MARK activation. The

cells were pretreated with the indicated concentration of genistein for 15 min and stimulated with 1 mM ATP/100

fiM BzATP for 10 min. (b) Effects of genistein on ATP- left panel) or BzATP- (right panel) induced TNF release in

rat cultured microglia. The cells were pretreated with indicated concentrations of genistein for 15 min and

stimulated with 1 mM ATP or 100 ^M BzATP for 3 hr. Values are expressed as mean±SEM of percentage of

release compared with ATP or BzATP only. Values for 100 % for re一ease of TNF were 136.0±37.0 pg/106cells

and 328.6 ±63.5 pg/106 cells in ATP- or BzATP- stimulated microg暮ia, respectively. ***<0.001 and *<0.05

sign桐cantly different from the control.
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Fig.13 Effects of PP2 on ATP- or BzATP-induced MAP kinase activation (a) or TNF release in rat cultured

microglia (b). (a) Effects of PP2 on ATP-(蜘panel) or BzATP-(right panel) induced MARK activation. The cells
were pretreated with the indicated concentration of PP2 for 20 min and stimulated with 1 mM ATP/100 ^M

BzATP for 10 min. (b) Effects of PP2 on ATP- (le代panel) or BzATP- (right panel) induced TNF release in rat

cultured microglia. The cells were pretreated with 30 jaM PP2 or PP3 for 20 min and stimulated with 1 mm ATP

or 100 nM BzATP for 3 hr. Values are expressed as mean±SEM of percentage of re一ease compared with ATP

or BzATP alone. Values for 100 % for release of TNF were 133,6±65.1 pg/106ce暮Is and 914.80±173,3

pg/106cells in ATP- or BzATP- stimulated microglia, respectively. *<0.001 and **<0.01 significantly different

from the control,
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(3) HSP90によるMARK活性化制御

HSP90は分子シャペロンとして機能するだけでなく様々なシグナル伝達分子と会合しその活性

制御を行うことが知られている57) srcファミリーチロシンキナ-ゼもHsp90と会合するタンパクの一

つであり,そのキナ-ゼ活性の発揮に重要な役割を果たすことが知られている｡最近このHSP90

がP2X7受容体と恒常的に会合していることが報告された56)従ってP2X7受容体からHSP90を介

してTNF遊離のシグナルが惹起されていることが考えられる｡そこでHSP90阻害薬geldanamycin

を用いてATP/BzATP誘発TNF遊離における役割を検討した｡その結果, geldanamycinはATP

ならびにBzATP誘発TNF遊離を強力に拘制した｡従って, ATP誘発TNF産生にいたる経路に

はH､sp90が重要な役割を果たすことが示唆された｡
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Fig.14 Effects of geldanamycin on ATP- or BzATP-induced TNF release in rat cultured microglia, The cells

were pretreated with indicated concentration of geldanamycin for 15 min and stimulated with 1 mM ATP- (1eR

pane一 or 100 ^iM BzATP- (right panel) for 3 hr. Values are expressed as mean±SEM of percentage of

release compared with ATP or BzATP only. Values for 100 % for release of TNF were 289.4 ± 14.26 pg/106

cells and 910.6± 101.97 pg/1Q6ce一Is in ATP- or BzATP- stimulated microglia, respectively. ***<0.001 and

*<0.01 significantly d折erent from the control.

【考察】

本章の結果から, P2X7受容体は非選択的カチオンチャネル型受容体でありながら, Ca;2+の流入

には依存せずsrcファミリーチロシンキナ-ゼを介してp38とJNK活性化を制御することが明らか

になった｡さらにP2X,受容体からTNF産生過程-の情報伝達経路にはHSP90が重要な役割を

果たすことが示唆された｡

近年,イオンチャネルが従来考えられてきたチャネル機能とは独立してシグナル伝達を引き起こ
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すことが多数報告されている53)本章の結果はP2X7受容体でも同様のメカニズムが機能している

ことを支持する｡しかしながらTable.6に示すようにKimらはP2X7受容体に恒常的に会合するチロ

シンキナ-ゼは見いだせなかっただけでなくc-Srcと会合しないことも確認している56)従って､無

刺激状態においてP2X7受容体はPTKと会合していないが,受容体の活性化によりSrcファミリー

pTKが引き寄せられると考えられる｡

v-srcやc-SrcはC末端側半分にキナ-ゼ活性領域, N末端側にSrcの細胞膜-の結合に必

須の膜結合領域をもち､両領域の間にはSH2/SH3ドメインがあるSH3領域はキナ-ゼ領域直上

のリンカー部分内のプロリン繰り返し配列と結合してSrcを折り畳み､キナ-ゼ活性を抑制している

(Fig. 15)58)0 sH3領域に他のタンパクが結合するとSrcはコンフォメ-ションを変化させて活性化され

る｡したがって受容体刺激により引き寄せられたSrcファミリーチロシンキナ-ゼがp2X7受容体のC

末端領域に存在するSH3結合モチーフと接触することにより活性化されてp38/JNK -と下流-の

シグナル伝達を惹起しているかも知れない(Fig.15)｡現在までにP2X7受容体とSrcファミリーPTK

の会合を調べた報告はないが,ミクログリアにはc-SrcのほかにLynやLckといったSrcファミリー

pTKが発現していることが報告されていることから60),これらのチロシンキナ-ゼの関与が推測され

る｡

またATP誘発TNF遊離にはHSP90が重要な役割を果たすことも明らかになったHSP90はSrc

ファミリーチロシンキナ-ゼと会合し､その機能発現に重要な役割を果たすことが知られている｡最

近P2X7受容体とHSP90との会合が報告されたことから, HSP90を介してSrcファミリーチロシンキ

ナ-ゼにシグナルが伝達されることが想定される｡ P2X7受容体と会合しているHSP90とPTKに会

合しているHSP90が同一のものか､またそれらがどのように下流-とシグナル伝達を引き起こすか

は不明であり今後更なる検討が必要である｡

ここまでp38/JNKの上流シグナルについて論じてきたが､ p38/JNK活性化に関与するシグナル

ならびに受容体はERK活性化には関与していないようである｡

[小括]

p38/JNKはP2X7受容体からSrcファミリーPTKを介して, Ca2+非依存的に活性化されることが明ら

かになった｡またP2X,受容体から惹起されるシグナル伝達経路ではHSP90が重要な役割を果た

すことも明らかになった｡
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Fig.1 5 Hypothesis of Src family PTK activation.
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=.活性化ミクログリアが大脳皮茸神経細胞に及ぼす影響:P2X7受容体とTNFの役

割

虚血,傷害やアルツハイマー病､パーキンソン病など神経変性疾患発症時には過剰のグルタミ

ン酸が放出されそれが神経細胞死を引き起こす原因の一つと考えられている61)放出されたグル

タミン酸は神経細胞のAMPA受容体やNMDA受容体などのグルタミン酸受容体を活性化し､ Ca:2+

流入を介してアポトーシスまたはネクローシスを引き起こす62)この神経細胞死の詳細なメカニズム

には不明な点が多いが,グルタミン酸刺激後の早い段階(30分以内)ではCa2+流入により活性化す

るキサンチンオキシダーゼによる活性酸素種(Reactive Oxygen Species: ROS)産生による細胞死､

遅い段階(3時間から24時間)ではミトコンドリアの機能不全によるATP枯渇または活性酸素種の

放出によって神経細胞死が誘導されると考えられている63)このような状況下で神経細胞はミトコン

ドリアから酸化型シトクロームcを細胞質に放出してROSの電子を受けとりROSを除去したり64),

カスパーゼー3活性化によりAMPA受容体を分解してCa:2+流入を抑制したりして防御策をとるが65)､

持続的なグルタミン酸受容体活性化はやがて神経細胞死を誘導してしまう｡

虚血時や神経線経切断による神経変性が起きると活性化ミクログリアの集積や増殖が認められ

る｡また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でもミクログリアの活性化が認めら

れる13~17)ミクログリアは単離培養条件下において細胞傷害性もしくは細胞毒性を持った物質を産

生することが多数報告されていることから上記のような神経変性疾患の発症に関与する可能性が

示されている｡しかしながら序論でも述べたようにミクロダリアは変性した神経を食食することにより

脳という高次機関の微小環境を整備するとともに,神経栄養因子やサイトカインを放出することによ

り神経を保護して機能維持を司っていることも確かである｡実際,一過性前虚血を起こしたスナネ

ズミの末梢血にinterferonrで活性化したミクログリアを注入すると,脳に移行しCAl領域の神経細

胞死を有意に抑制することが報告されている66)このように活性化ミクログリアには傷害性と保護性

という二面性があると考えられているが,実際この二面性がどのように制御されているかはほとんど

明らかになっていない｡

脳傷害時には傷ついた細胞から大量のATPが漏出すると推測されることから､そのATPがミク

ログリアを活性化しTNF遊離を惹起すると考えられる｡序論でも述べたようにTNFは神経細胞に対

して傷害性にも保護性にも働くことが示唆されているが,その二面性の切り替えはどのように行わ

れているかは不明な点が多い｡そこで本章ではP2X7受容体を介して活性化されたミクログリアが

TNF放出を介して大脳皮質神経細胞に対しどのような影響を及ぼすか,神経細胞とミクロダリアの

共培養系を用いて検討を行った｡

[実験方法および実験材料コ

(1)大脳皮質神経初代培養細胞の調製
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ラットの新生仔を断頭し,頭部を70 % ethanolで消毒したのち,無菌的に全脳を取り出してPBS

に浸した｡実体顕微鏡下,先細ピンセットを用いて大脳皮質を単離し,第一章と同様の方法で細

胞を調製した｡最後の行程で得られる細胞分散培養液は10 jj,g/mLポリIL-リジン処理した24 well

plateに1.0× 106cells/wellで橋種した10 % CO2-90 % air, 37 -C設定で24時間培養した後, (2)

に示す(下記参照)培地に交換し､さらに48時間後Ara-Cを含まない(2)の培地に交換して大脳

皮質神経初代培養細胞とした.得られた細胞は神経特異的マーカーであるanti MAP-2抗体

(1 :200)を用いた免疫染色により神経細胞であることを確認した(データ省略)0

(2)培地(大脳皮質神経用)

Dulbecco s Modi鮎d Eagle Medium (DMEM)にCytosine β-D一心abino-Furanoside (10 jiiM),

penicillin G (100 U/mL),streptomycin (100 jag/mL),牛胎児血清(5 %),馬血清(5 %)を最終的に( )

内に示す濃度になるように添加した｡なお牛胎児血清ならびに馬血清は56 -Cで30分非働化して

使用した｡

(3)神経細胞生存率の測定

大脳皮質神経細胞を培養した24 well plateに1.0× 105のミクログリアを播いたTranswell

㊨(クェルの底が液性因子のみ通過させる0.4 jj,mのポアを持つメンプレンになっているFig.24参

照)を挿入しBzATPまたはLPSで24時間処置した｡その後ミクログリアの入ったTranswell⑧を取り

外し, 100 ¥Mグルタミン酸で10分間刺激した後DMEM(FCS, HS, Ara-Cを含まない)に戻して,

24時間後MTTアッセイにより神経細胞の生存率を測定した｡

(4) MTT assay

ヘアッセイ終了後のメディウムを取り除き, DMEM(FCS, HS, Ara-Cを含まない)に溶かした1

mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazoト2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)を750 j^L加え37

ocで1.5時間インキュベーションした.その後600 fiLの溶解液(20 % SDSと50 %

N,N-dimethylformamideから成る)を加え反応を停止して､さらに一晩37-Cでインキュベーションし

た｡その後570 nmでの吸光度を測定した｡細胞を播いていないウェルから得られた値をブランク値

としてそれぞれの値から差し引いた｡その儀を生細胞数に比例した値とし,コントロール群の値に

対する割合を生存率とした(Chart.7)

◆ measurement ofneuronal cell death (Chart. 7)

Primary culture of rat cortical neuron

Cocultured with microglia

(1.0 × 10 cells)on the trans㌣ell

Stimulated with lOO^M BzATP

or 1 ng/mL LPS氏)r 24hr

Remove transwell
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Stimulated with lOOトiM glutamate

for lOmin

Added microglia condition medium

(pcs, HS and Ara-C free DMEM)

Incubate for 24 hr

Discard the medium

Added 750トiL of the 1 mg/mL MTT in DMEM

Incubate for l.Shr at 37-C

Added 600(j,L Lysmg buffer

(20 % SDS and 50 % N, N-dimethyl払rmamide)

Incubated over night at 37-C

Measurement of absorbance at wavelength 570nm

Samples O.D.-Blank O.D.

Viability (% of control)-
Control O.D.-Blank O.D.

Procedure of culture of cortical neuron and MTT assa

使用試薬および使用機器

cytosme β-D-Arabino-Furanoside

N, N-dimethylformamide

MTT

馬血清

ant卜MAP 2 a&b monoclonal antibody

transwell

: Sigma

:和光純薬

: Sigma

: GIBCO

: CHEMICON

: COSTAK

[実験結果】

(1) P2X7受容体を介して活性化されたミクログリアのグルタミン酸神経毒性に及ぼす影響

グルタミン酸誘発神経細胞死に対するBzATP (P2X7受容体選択的アゴニスト)の影響に

ついて,大脳皮質神経単独培養と大脳皮質神経一ミクログリア共培養の両方で検討した｡大脳皮質

神経単独培養ではグルタミン酸処置により約50 %の神経に細胞死が引き起こされたが,この効果

はBzATPの前処置により変化は認められなかった(Fig.16a)｡またBzATP単独刺激でもコントロー

ルと比較して有意な細胞死は引き起こさなかった(Fig.16a)cしかしながら神経細胞をミクログリアと

共培養するとグルタミン酸による神経細胞死がBzATP前処置により有意に抑制された(Fig. 16b)cさ
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らにこの効果はP2X7受容体選択的遮断薬Brilliant blue G (BBG)により抑制された(Fig. 16b)c従っ

てP2X7受容体刺激により活性化されたミクログリアは液性因子を介して神経保護的に働くことが明

らかとなった｡
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Fig.16 Effects of BzATP on glutamate-induced neuronal cell death in the absence (a) or presence (b) of microglia. Both

cultures were treated with lOOトiM BzATP for 24 h followed by glutamate exposure (100 ¥M 10 min). A他r 24 hr, viability

of cortica暮neurons was determined using MTT assay. Treatment of BBG (1トiM 5 min) prior to BzATP treatment

significantly inhibited the neuroprotective effect of BzATP-activated microg暮ia against glutamate-induced neurotoxicity.

PO.001, PO.01 compared with broken line indicated columns.

(2) BzATP誘発TNFの大脳皮質神経に及ぼす影響

Fig.5に示したように, TNFは26kDaの前駆体として産生された後にTNF変換酵素(TNF-α

converting enzyme, TACE)により切り出され細胞外-と放出されることが知られている｡ミクログリア

においてもTACEを介した放出が行われていることをTACE阻害薬TAPKTNトα protease

inhibitor)を用いて確認した結果, 50トiM TAPIはBzATP誘発TNF遊離をほぼ完全に遮断した

(Fig. 17a)cそこでTAPIを用いてP2X7受容体活性化によって認められたミクログリアの神経保護作

用がTNF遊離を介したものか否かを検討した.その結果BzATPで活性化されたミクログリアによる

神経保護作用はTAPIを併用することにより有意に抑制された(Fig.17b)c従って, BzATPにより活

性化されたミクロダリアは少なくともTNFを放出することにより神経保護作用を発揮することが示さ

れた｡
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Fig.17 TAPI, which blocks BzATP-induced TNF release, inhibits the neuroprotective effect of

BzATP-activated microglia against glutamatかinduced neurotoxicity. (a) Effect of TAP! on

BzATP-induced TNF release. The cells were pretreated with 50 ^iM TAPI for 5 min and stimulated with

100 j^M BzATP for 3 hr. Values are expressed as mean±SEM of percentage of re一ease compared

with BzATP only. Values for 100 % for release of TNF were 755.3±64.39 pg/106cells in BzATP

stimulated microglia. ***<0.001 , significantly different from BzATP only stimulation, (b) Effects of TAPI

on the neuroprotective e挿ect of BzATP-activated microglia against glutamate-induced neurotoxicity.

The cultures were土reated with 50 ¥M TAPI prior to BzATP treatment, and followed by glutamate

exposure. After 24 hr, viability of cortical neuron was determined using MTT assay, *P<0.05 compared

with broken line indicated columns.

(3) IPSによって活性化されたミクログリアのグルタミン酸神経毒性に及ぼす影響

Fig.27aに示すようにLPSはBzATPより強力にミクログリアからTNF遊離を引き起こす｡そこでLPS

で活性化されたミクログリアにも神経保護作用が認められるかを検討した｡その結果,神経細胞-ミ

クログリア共培養を1 ng/mL LPSで処置してもグルタミン酸による神経細胞死は抑制されなかった

(Fig.18b)c従ってTNFによる神経保護作用はP2X7受容体を介して活性化されたミクログリアに特

異的なものであり, LPS誘発TNFには認められないことが明らかとなった｡
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Fig. 1 8 LPS-activated microglia don't have the neuroprotective e拝ect against glutamate-induced neurotoxicity. (a)

Comparison between BzATP- or LPS-induced TNF releases. The cells were stimulated with 100 ^M BzATP or 1

ng/mL IPS for 3 hr. (b) Effect of IPS on glutamatかinduced neuronal cell death in the cortical neuron-microglia

coculture. The coculture was treated with 1 ng/mL LPS for 24 h fol一owed by glutamate exposure (100トiM 10

min). After 24 hr, viability of co佃cal neuron was determined using MTT assay.

(4) TNFによる神経保護作用の濃度依存性

TNFが神経保護作用を有することが示唆されたにも関わらず,ミクログリアから強力にTNF遊離

を引き起こすLPSにはその効果が認められなかったBzATP誘発TNFとLPS誘発TNFの性質の

違いの一つとして,遊離量が顕著に異なることがあげられる｡そこでTNFによる神経保護作用の濃

度依存性について検討した｡その結果,グルタミン酸で引き起こされた細胞死(40.7　に対する

TNFの神経保護作用は2,5-5.0 ng/mLで最大反応となる二相性の性質を示した(Fig.19)｡この結

果からTNFは単独でグルタミン酸毒性に対する保護作用を有することが示唆されたが,その作用

発揮には最適濃度が存在することが明らかになった｡
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[考察】

本章の結果から､ P2X7受容体を介して活性化されたミクログリアはグルタミン酸による大脳皮質

神経細胞死に対して保護的に働くことが示唆された｡またこの効果はミクログリアからのTNF遊離

を遮断するTACE阻害薬TAPIにより有意に抑制されたことから, TNFが重要な役割を果たすこと

が明らかになった｡さらにリコンビナントTNFを用いた実験からTNFが二面性を持つ理由の一つに

濃度が重要な鍵となる可能性が示唆された｡

LPSで活性化されたミクログリアは大量のTNFを放出するにも関わらず神経保護作用が認めら

れなかったことから,ミクログリアによる神経保護作用はATP受容体を介して活性化されたときに特
I

異的な作用といえる｡ミクログリアがどのような状況下で傷害性,保護性を示すかは未だ不明な点

が多いが,本章の結果からミクログリアを保護性に導く因子としてATPが重要な役割を果たす可能

性が示唆された｡

ミクログリアはATPやADPに遊走性を示すことが報告されている79)従って,ミクログリアは傷害

部位から漏出するATPに鋭敏に反応し傷害の中心に向かって遊走を始めると想定される｡傷害の

中心部に近づくにつれATPの濃度が上昇し,十分にP2X7受容体を活性化し得る領域に達すると

TNFを放出し神経をグルタミン酸毒性から保護すると考えられる｡序論でも述べたように､ P2X7受

容体はmMオーダーという高濃度のATPよって活性化される｡このことはP2X7受容体が正常な部

位ではTNF遊離を引き起こさず,重篤な傷害部位(ATPが大量に漏出している部位)に到達して初

めてTNFを放出し神経保護作用を発揮することができる｡つまりP2X7受容体は神経保護作用を制

御するスイッチとして大変都合が良い｡

リコンビナントTNFを用いた実験からTNFは単独で神経保護作用を示すこと､さらにその作用は

適度なTNF量においてのみ発揮されることが示唆されたBzATPによりミクログリアから放出される

36



TNF量は500-600 pg/mLとTNFが最大の神経保護作用を示した濃度よりやや低いが,ミクログリ

アに近接した神経細胞は局所的により高濃度のTNFに接触してより強い神経保護作用を発揮す

ると考えられる.一方LPSはミクログリアから強力にTNF遊離を引き起こし､局所的に神経保護作

用を示す濃度を超えていたと推測される｡またLPSはミクログリアから強力にNO遊離を惹起し神経

細胞に傷害を与えることも多数報告されているが67),このような傷害性物質がTNFの保護作用をマ

スクしているかもしれない｡またLPSはATP誘発TNF産生とは異なる細胞内シグナルを介してTNF

を産生する.例えばpKC阻害薬のbisindolylmaleimideやG66976はLPS誘発TNF遊離を強く抑

制するが, ATP誘発TNF産生は無影響かむしろ遊離を増強する(データ省略)｡従ってこのような

細胞内シグナルの違いに着目することにより, ATP誘発の保護性TNFには影響を与えることなく,

LPS誘発の傷害性TNFのみを抑制する治療薬が期待できるかも知れない｡

TNF受容体にはTNFRl(p55 TNF受容体)とTNFR2(p75 TNF受容体)の二つのサブタイプが存

在する68)｡どちらの受容体も-回膜貫通構造を持つが､これら二つの受容体の相同性は細胞外ド

メインで24 %､細胞内ドメインで10 %未満と非常に低いTNFによる様々な細胞応答はほとんどが

TNFRlを介した反応であると考えられており, TNFRlからのシグナルは詳細に解明されてきている

69)一方TNFR2は膜貫通型TNFにより活性化されるという特殊な活性化機構が解明されるまでそ

の機能は不明だったが,近年免疫細胞や内皮細胞の活性化に重要な役割を果たすことが明らか

にされつつある｡さらに最近､中枢神経系においてもTNFR2ノックアウトを用いた実験から, TNFが

TNFR2からp38やAkt/PKBを介して神経保護作用を示すことが報告されている11,12)今回認めら

れたTNF単独による神経保護作用はTNFR2を介したメカニズムによるものかもしれない｡またTNF

はNFKB活性化やミトコンドリア経路を介してmanganese superoxide dismutase (MnSOD)を発現さ

せ脳傷害を保護することが報告されている70,71)本章緒言で述べたようにグルタミン酸による神経

細胞死にはROSが深く関与していると考えられている｡従ってTNFがMnSODの発現を介してミト

コンドリア周辺の酸化ストレスを中和して神経細胞死抑制しているかもしれない｡

一方TNF変換酵素阻害薬TAPIはミクログリアからのTNF遊離をほぼ完全に遮断するにも関わ

らず､ p2X7受容体活性化ミクロダリアによる神経保護作用を遮断しなかったことからTNF以外の因

子が関与している可能性は否定できない｡細胞外ATPはミクログリアからTNF遊離を引き起こすだ

けでなく, plasminogen75), IL-672'73)などの神経保護作用を持つ物質の放出も引き起こすTNFは神

経細胞にIL-6受容体を誘導することが報告されていることから74), ATP刺激後3-6時間にかけ

て放出されたTNFが神経に作用してⅠレ6受容体を発現させ､ IL-6受容体の準備が整ったところ

でミクロダリアからIL6が放出されて神経保護活性を示すというシナ1)オを描くことができる｡

ATPに関して,本章の結果と他のグループによる報告をあわせると以下のような仮説を立てるこ

とができる(Fig.29)cミクログリアは虚血や傷害が起きると､傷害の中心(ATPが大量に漏出している

部位)にむかって遊走し,傷害が軽度の領域(ATPがpMオーダーの領域)ではplasminogenを放出

する｡そして傷害の中心部に達してmMオーダーのATPに接触すると, TNFやⅠレ6放出を介し

て神経を保護しているかもしれない｡またmMオーダーのATPはシナプス前部のP2X7受容体を活

性化して過剰なグルタミン酸放出を抑制することが報告されている24,25)さらにATPの分解産物で
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あるアデノシンもシナプス前部に存在するアデノシン受容体(Al受容体)を活性化して神経伝達物

質の放出を抑制する76)従って細胞外-と漏出したATPは脳の修復プログラムを稼動させる引き

金となり細胞外でも極めて重要な"emergency call'の役割を果たしていると言える｡神経細胞は大

変ナイーブな細胞であり傷害時には数分の遅れが致命傷となり得る｡特に海馬は虚血に弱く,敬

分,数秒の遅れにより生涯をかけて獲得した個人の能力が破壊され得る｡このような傷害に陥って

初めで'emergency call"となる物質を合成していては手遅れになりかねないが,その点全ての細胞

がエネルギー源として持っているATPが漏出するだけで周辺に緊急事態を発令できることは極め

て効率がよいと考えられる｡
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Fig.20 Hypothesis: microglia protect cortical neurons against glutamate toxicity in the physiological condition.
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lV.ラット脳ミクログリアにおけるα7ニコチン性アセチルコリン受容体の発現と機能

生物は感染に対する防御機構を有しており､微生物の感染､外傷などにより素早く免疫応答が起

こり感染防御を行う｡本来ならば生体を外部刺激から防御するための免疫反応であるが,過度の

炎症やTNFをはじめとするサイトカインの過剰な産生は,敗血症や慢性関節リウマチなどある種の

疾患において､症状を悪化させる｡生体内には炎症反応に対する内因性メカニズムが存在してお

り,免疫反応を調節することにより,過剰な炎症反応を抑制している｡たとえば,炎症性刺激は中枢

神経からの抗炎症性シグナルを活性化し,末梢組織における炎症反応は視床下部の神経伝達を

変化させる｡なかでも,迷走神経を介した系は,神経伝達物質として放出されたアセチルコリンが

LPSなどのエンドトキシンによるマクロファージからのTNF, Ⅰレ1, Ⅰレ18遊離を有意に阻害すること

により､全身の炎症反応を減弱させる80)一方､ Ⅰレ10のような抗炎症性サイトカインのサイトカイン

は影響を受けない｡この生理的メカニズムは｢コリン作動性抗炎症経路｣と呼ばれ,生体内の免疫

反応調節に非常に重要な役割を果たしており,マクロファージに発現するα 7ニコチン性アセチル

コリン受容体(以下α 7 nAChRと略する)を介して作用を発揮する81)

これまでnAChRの研究は神経細胞おける機能解析が進められてきたが､最近, nAChRは神経

細胞のみならず,非神経細胞においても発現することが明らかにされ始め,その役割が注目され

ている(Table 1)82)｡神経系以外では先に述べたようにマクロファージやケラチノサイト83),気管支上

皮細胞84),リンパ球､多形核球85)など､神経系ではオリゴデンドロサイト前駆細胞86),アストロサイト

87)などで発現が報告されている｡オリゴデンドロサイト前駆細胞では, nAChR発現が非常に多く見

られるが,その発現は発生段階で調節されており､オリゴデンドロサイト-の分化により消失する86)

オリゴデンドロサイト-の分化など脳の発達などにおけるnAChRの機能については未だ不明であ

る｡培養海馬アストロサイトではα 7を含むnAChRが発現しており,これらは中枢神経系におけるカ

ルシウムシグナルを調節する87)このように,非神経細胞においてもnAChRは重要な役割を果た

すことが明らかにされつつある｡

一方,細胞内カルシウム濃度は酵素活性など多くの細胞機能に影響を与える｡細胞内カルシウ

ム濃度の一過性上昇は細胞膜受容体からの細胞内シグナルによるものが多い｡ミクログリアにおい

ても,神経伝達物質や免疫反応メディェレターの受容体などの多くがカルシウムシグナルに結び

ついているため,カルシウム反応は休止状態および活性化型ミクログリアの機能の調節に重要な

役割を果たしていると考えられる｡カルシウムシグナルの大きさや動態はリガンド結合型受容体や

細胞内効果器のカスケードの特徴により決定され, IP3およびryanodineによるカルシウムストアから

のカルシウム遊離,カルシウム遊離により活性化されるカルシウムチャネル,カルシウム緩衝システ

ムなどが関与する(Fig. 21)c細胞が休止状態の場合,細胞内カルシウム濃度([ca2Dは約50-150

nMであるが,外部から刺激が加わると[Ca21は数百nM-数pMにまで上昇するCa2+シグナルは

主に4つのタイプに分類される92)(Fig.22)0 (A)は細胞内ca2+ストアからのCa2+遊離あるいは細胞膜

のCa:2+チャネルの一過性の開口に伴うCa:2+流入によるもので,速い一過性の上昇が起こる｡ (B)は

[ca21の一過性上昇後､持続的にプラトーが続く反応で,受容体型イオンチャネルや細胞内ca:2+
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ストアの枯渇により開口するCa2+チャネル(soc)が主に寄与する(C)はCa:2+のオシレーションを示

しており,Ca2+ストアとSOCが関与する(D)は非常に遅いシグナルで､細胞膜伝導性の非常に遅

い活性化やca2+排出の調節が変化することにより起こる｡

ca'2+流入には,リガンド結合によるCa2+透過性イオンチャネル型の受容体(ROC)､細胞膜の脱分

極により活性化される電圧依存性Ca2+チャネル(VOCC)､細胞内ca2+ストアが枯渇するとそれを感

知して細胞外から細胞内-Ca;2+流入を引き起こすstore-operatedcalciumchannels(SOC)などが

関与する.一方,ca:2+遊離には,細胞内ca:2+ストアに発現するIP3受容体とryanodine受容体が関

与する90)TO
nll｡受容体とryanodine受容体が同じ小胞に発現するか,あるいは異なる小胞に発現す
るかについては様々な報告があり,細胞のタイプによっても違いがあるようだ93)α7受容体はカル

シウム透過性の高いイオンチャネル型受容体であることから､活性化により細胞内カルシウム濃度

に影響を与える可能性が考えられる｡そこで､次にニコチンによる細胞内カルシウム濃度の変化と

そのメカニズムについて検討した｡

細胞内のエネルギー代謝において中心的役割を果たしているATPは､虚血､炎症時に傷害を

受けた細胞から放出され,細胞表面に発現するP2受容体を介して細胞間のメディェ一夕-として

も働くATP受容体であるP2受容体は神経系に広く分布しており､P2XとP2Yの2つのサブタイ

プに分類されるP2X受容体はイオンチャネル内蔵型,P2Y受容体はGタンパク質共役型受容体

であり､ミクログリアにはP2X4>P2X7,P2Y12の発現が報告されている｡前述したように,我々はこれま

でに,ラット脳ミクログリアのP2X7活性化によりTNFが遊離されることを明らかにしたATPによる刺

激30分後から,細胞内にTNFmRNA発現が認められ,1時間後に最大に達し,その後緩やかに

減少したことから,細胞外ATPは遺伝子転写を介して新たにTNFを産生し,細胞外-と放出させ

ることが明らかになった｡さらにP2X,を介して活性化されたミクログリアは,グルタミン酸による大脳

皮質神経細胞死に対して保護的に働き,その作用には少なくともTNFを介したものであることを明

らかにした｡ミクログリアは様々な物質により活性化され､LPSにより活性化された場合もATP刺激

と同じようにTNFを遊離するにも関わらず､神経保護作用は示さなかった82)ミクログリアをATPで

刺激した場合は300-40pg/mLという中程度のTNFを遊離するのに対し,LPSで刺激した場合は

l-2ng/mLという多量のTNFを遊離することから,ミクログリアが神経保護作用を発揮するメカニズ

ムの一つとして,TNFの遊離量が重要であるTNFは神経保護と神経傷害の相反する作用を持つ

ため,ミクログリアからのTNF遊離は厳密に制御されなければならない｡ミクログリアのLPS刺激に

よるTNF遊離は,抗炎症性サイトカインであるIL-10およびIL-4などにより抑制的に調節されるこ

とが報告されている83)最近,マクロファージに発現するα7nAChRがアセチルコリンおよびニコチ

ンにより活性化され,LPS刺激によるTNF遊離を調節することにより,エンドトキシンによる生体内で

の過剰な炎症反応を抑制することが報告された81)そこで,さらにATP/BzATPおよびLPS誘発

TNF遊離におけるニコチンの影響とそのメカニズムについて検討した｡
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Table 7. nAChRs in non-excitable cells 80)

Ceil Type Subun托　　　　　　Ref.

Macrophage (Human)　　<xl,α7^10　　　　102

Keratinocytes ( Human)　<x3,a7

Bronchial Epithelium　　　α3,<x5,β4,p2Ja7

(Human,Rat)

Lymphocytes (Human)　　α4,β4^x 3,α7,β2

Polymorpho nuclear ceils　α3,α4/x7,β2,β4

(Human)

O2A Progenitors (Rat)　　α3,<x4,a5>a7>β2

Astrocytes ( Rat)　　　　　α7

Ca2*-　　　Na + /Ca2'

ATPase exchanger VOC ROC　　　　　　6PCR

Fig.21 Mechanisms of Ca2+ signaling. Simplified scheme of cellular Ca2+ signaling. ADP,

adenosine diphosphate; ATP, adenosine triphosphate; ER, endoplasmic reticulum; GPCR,

G-protein-coupled receptor; IPs, inosito1 1 ,4,5-triphosphate; IPaR, inosito1 1 ,4,5-triphosphate

receptor; Pいnorganic phosphate; PLC, phospholipase C; ROC, receptor-operated channe一; RyR,

ryanodine receptor; VOC, voltage-operated channel; SOC, Ca2*-permeable store-operated
channel
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Fig.22 Forms of [Ca2+]j signals. A: Transients [Ca2+]i signa一s with a fast initial peak and a fast

decay component, B: Transient [Ca2+]j signal comprised of an initial peak and a prolonged plateau

phase. C: Oscillatory [Ca2+]i signal. D: Slow rising [Ca2+]i signals.

[実験方法および実験材料】

(1) Real T血e RT-PCR法によるα7 nAChR mRNAの定量

(3)で調製したRNA 1 〟 gを用いて逆転写反応を行い, cDNAを合成した｡このcDNAを鋳型として

α 7 nAChR mRNAまたはラットTNFmRNAとGAPDH(内部標準)mRNAに特異的なpr血erを用い,

熱変性15 sec/95℃,アニーリング10 sec/57℃,伸長反応1 min/72℃を1サイクルとして, 40サイ

クルをABI PRISM 7700を使用しリアルタイムPCR増幅を行った｡各サンプルmRNA定量は各pcR

産物を含むプラスミドを用い,コピー数とサイクル数(ct値)の関係を求めた｡

(5) Western blotting法による7 nAChR発現の検出

細胞浮遊液を60mmシャーレ(5× 105 cells/3 mL/dish)で播き, 45分後にメディウムを除去し,精

製した｡氷冷したPBSで細胞を洗浄後, SDS sample buffer(62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2 % w/v

SDS, 10 % glycerol, 50 mM DTT, 0.1 % w/v bromophenol blue)を加え,セルスクレーパーで細胞を

剥離後､回収し､超音波で細胞を粉砕した｡ 95℃で5分間熱処理後､サンプル中の蛋白質を

SDS-polyacryamide-gel electrophoresis(SDSHPAGE)で分離し, PDVF膜に転写した｡一次抗体とし

て､ α 7 nAChR特異的な抗体を用い, HRP標識anti-rabit lgGを反応させ, ECLで検出した｡
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(6)免疫染色

細胞浮遊液を35 mmガラスボトムシャーレ(3 × 10s cells/200 jiL/dish)で播き､ 45分後にメディウム

を除去し,精製した｡パラホルムアルデヒドを4℃で15分間インキエペトト細胞を固定した後, PBS

で洗浄した｡細胞に1%アルブミンを含むPBSを室温で30分間インキュベレ卜してブロッキングを行

った後,ウサギポリクロナ-ル抗αTnAChR抗体を室温で1時間インキュベレトし､ 2回洗浄した

徳, FITC標識した抗ラビット抗体を室温で1時間インキュベトトしたoサンプルは共焦点レーザー

顕微鏡下で観察した｡

(7) Whole-cell patch-clamp recording

ミクロダリアをチャンバーに播き,チャンバーは細胞外液で2 mL/minで常時還流した｡細胞外液に

はNaCl (165 mM), KCl (5 mM), glucose (10 mM), CaCl2 (2 mM), HEPES (5 mM)が含まれており,

NaOHでpH7.3に調節した｡実験は室温で行った｡ミクログリアにおいて､薬物により誘導される電

流は､ Axopatch 200A patch clamp system (Axon Instruments, Foster City, CA)を用いて記録した｡

パッチピペットborosilicate capillary glass (World Precision Instrument-Japan, o.d. 1.5 mm)は､細

胞内液CsCl (80 mM), CsF (80 mM), MgCl2 (2 mM), HEPES (10 mM), Cs-EGTA (10 mM)(pHは

csoHで7.3に調節した)で満たされた場合, 3-7 MQの抵抗を示すo電流記録は2 kHzのロー

パスフィルターを用いてノイズをキヤンセリングし､ program PCLAMP (Axon Instruments)を使って直

接記録した｡薬物はミクログリアから50 jamの位置からU-shaped tube ("U-tube")を介して直接投

与した｡

(7)使用試薬および使用機器

実験に使用した試薬および機器は以下の通りであるant卜α7nAChR(Santa Cruz), antiてabbit lgG

FITC conjugate(Sigma) , α-bungarotoxin (α-Bgt), methyllycaconitine (MLA), (-)-nicotine hydrogen

tartrateおよび(う-xestospongin C (SIGMA), BAPTA-AM (Wako), ryanodine, thapsigargin

(Alomone), U73122 (CALBIOCHEM), Axopatch 200A patch clamp systemおよびpCLAMP (Axon

Instruments) Borosilicate capillary glass (orld Precision lnstrument^

[実験結果]

(1)ラット脳ミクログリアにおけるα7 nAChR受容体の発現

近年, α 7 nAChRは神経細胞のみならず,非神経細胞においても発現することが報告されつつあ

る82)末梢ではマクロファージに発現しており81),アストロサイトなどグリア細胞でも発現が確認され

ている87)ラット脳ミクログリアにおいて､ α 7 nAChR特異的なプライマーを用いてRT-PCR解析を

行ったところ, α 7 nAChR mRNAを検出した(データは省略)｡また, α 7 nAChR特異的抗体を用い

てWestern blotで解析した結果､分子量約55kDaのα 7 nAChRのバンドを確認した(Fig.23a)｡ポ

ジティブコントロールとして､ α 7 nAChR受容体を過剰発現させたHEK 293細胞を用いた｡神経に
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主に発現するα4β 2の特異的抗体を用いて同様の検討を行ったが､ α4β 2のバンドは検出され

なかった(データは省略)｡さらに､ α 7 nAChR特異的抗体を用いて免疫染色を行ったところ,細胞

膜と細胞内の一部に染色が認められた(Fig.23b)c以上の結果より､ラット脳ミクログリアにおけるα 7

nAChRの発現が確認された｡

(2)細胞内ca2+濃度[canに及ばすニコチンの影響

受容体を介した細胞内ca:2+濃度の変化は,細胞外の情報を細胞内-伝える重要なシグナルであ

り､ミクログリアにおいても,細胞内カルシウム濃度は厳密に制御されている92) α 7 nAChRはカル

シウム透過性の高いイオンチャネルとして知られているため94,95)､ニコチンがミクログリアの[canに

及ぼす影響をfura-2蛍光画像解析により検討した｡ミクログリアにニコチン(1 mM)を処置すると,

[canの一過性上昇が認められた(Fig.24a)(この反応はα7 nAChR選択的阻害薬MLA

(methyllycaconitine)および, α 7 nAChRに特異的に結合するα -Bgt ( α -Bungarotoxin)により抑制

された(Fig.24b,c)<したがって､ニコチンによる細胞内カルシウム濃度の一過性上昇は､ α 7

nAChRを介した反応であることが示唆された｡

(a)

55kD

Microg lia

■

α7-overexpressing

HE K293

x 400 x 1600

Fig.23 The expression of α7 nAChRs in rat cultured microglla. (a) Western b一ots of α7 nAChRs in

microglia. Cell lysates from microglia cultured from 8 days to 17 days were detected by western

blo他ng using antibody which recognizes α7 nAChRs. HEK 293 cells overexpressing rat α7

nAChRs were used as a positive control. (b) Immunostaining of α7 nAChRs in microglia.

Microglia were stained with anti-α7 nAChR -specific antibody 一abeled with FITC. Magnification:

left, x400; right, x1600.
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(3)ニコチンによる細胞内Ca2+変化における細胞外カルシウムの関与

α 7 nAChRはイオンチャネルを形成し高いCa2+透過性を示すことから,細胞外からのCa2-t-流入に

より[Ca2+]iが上昇する可能性が考えられる｡そこでCa:2+鮎e-DMEMを用いて,細胞外Ca;2+が存在

しない条件下で同様の検討を行ったところ､細胞外Ca2+非存在下においても[Ca2+]王の一過性上昇

が認められ､反応の大きさも同程度であった(Fig.24d)cしたがって,ニコチンによるかレシウム反応

は､細胞外カルシウムに非依存的であることが示唆された｡

(4)ニコチンによる細胞内Ca2+変化の細胞内メカニズムの解明

これまでの報告からα 7 nAChRはイオンチャネル型受容体であると考えられているが,ミクログリア

におけるニコチンのCa;2+反応は細胞外からのCa;2+流入に非依存的であったことから､細胞内Ca2+

ストアからのCa2+遊離が関与する可能性が考えられる｡ G蛋白共役型受容体や受容体型蛋白リン

酸化酵素が活性化されると､ PLC(Phospholipase C)の活性化により, PIP2 (phosphatidylinositoト

4,5-bisphosphates)からDG(diacylglycerol)とIP3 (inosito1 1,4,5-triphosphate)が産生され, IP3はセ

カンドメッセンジャーとして小胞表面上に発現するIP3受容体に結合し, Ca2+遊離を引き起こす｡ま

た,小胞にはryanodine受容体の発現も報告されており, IP3受容体と同様に, [canの調節に関

与する93)そこで,ニコチンによるカルシウム反応がPLCの活性化を介したものかを明らかにする

ために,ニコチンによるCa2+反応にPLC阻害薬U73122が及ぼす影響を検討した(Fig.24e)cミクロ

グリアのU73122 (5 fiM)処置によりニコチンのCa;2+反応が抑制されたことから､ニコチンはPLCを介

して[canを上昇させる可能性が示唆された｡また,細胞内ca:2+キレート薬BAPTAおよび細胞内

ca;2+ストアを枯渇させるthapsigargin処置によってもニコチンの反応が抑制されたことから,ニコチン

によるCa:2+反応はCa2+ストアからのCa:2+遊離によることが示された(Fig.24 f,g)c細胞内ca2+ストアに

は, IP3受容体とryanodine受容体が発現しており,どちらも小胞からのCa'2+遊離を調節する｡

ThapsigarginはCa2+ストアを枯渇させるため, IP3受容体とryanodine受容体の両方を阻害すると

考えられる93)そこで,ニコチンの反応に関与する受容体を同定するため,各受容体の阻害薬を

用いて以下の検討を行ったIP,受容体阻害薬xestospngin-Cはニコチンの反応を抑制したが,

ryanodine受容体を阻害するryanodineはニコチンの反応には無影響であった(Fig.24 h, ryanodine

のデータは省略)0

以上の結果より,ミクログリアに発現するα 7 nAChRは,神経のα7 nAChRに認められるイオン

チャネルの性質とは異なり, PLCの活性化とIP3生成を介して､細胞内ca2+ストアからCa:2+遊離を引

き起こす可能性が示唆された｡
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Fig.24 Ca2+ responses in nicotine-stimulated microglia. The traces shown are representative of

mean increase in [Ca2V】 of 30 cells in each culture暮Fura-2-loaded cells were stimulated with 1

mM nicotine (a), or stimulated with 1 mM nicotine in the presence of 10 nM MLA (b) or 10 nM

α-bungarotoxinin (c), selective inhibitors of α7 receptor, in the absence of extracellular Ca2- (d),

in the presence of 5トiM U73122, an inhibitor of PLC (e), 50 jaM BAPTA-AM, an intracellular

Ca2+ chelator (り1 jaM thapsigargin, an inhibitor of microsomal Ca2+/ATPase (g), 10 nM

xestspongin C, an inhibitor of IPs receptors (h). Similar results were obtained in at least three

independent experiments.
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(4)ミクログリアにおけるα7受容体を介する電流

ミクログリアに発現するα 7nAChRがリガンド結合型イオンチャネルとして機能するのかを調べるた

めに, whole cellパッチクランプ法を用いて､ α 7 nAChRを介したニコチンによるCa2+電流について

検討した｡ミクログリアはα7 nAChRを発現しているにも関わらず, α7 nAChRのCa2+電流は全く

検出されなかった｡しかし,全ての細胞において電位依存性電流が観察され, ATP刺激によっても

ca:2+電流が観察された(Fig.25 a,b)｡したがって,ミクログリアに発現するα 7 nAChRはリガンド結合

型イオンチャネルとしては機能していない可能性が示唆された｡

(5)ミクログリアのATP/BzATP/LPS誘発TNF遊離におけるニコチンの影響

まず,ミクロダリアにおけるATP/BzATP/LPS誘発TNF遊離に対するニコチンの影響について検

討した｡ミクログリアにおけるLPS誘発TNF遊離は､ニコチン前処置により有意に抑制された

(Fig.26a)c一方､ ATP/Bz ATPによるTNF遊離は､ニコチンにより有意に増強された(Fig.26b,

BzATPのデータは省略)｡したがって､ニコチンはミクログリアのLPS刺激による過剰なTNF遊離を

抑制する一方, ATP刺激による中程度のTNF遊離は増強することが明らかとなった｡

100 p.M ATP 100 iiM Nicotine

一±二J二ぷ　　　　　　　　こ丁ニニ

Fig.25 Nicotine induces no current of α7 receptor in rat cultured microglia. (a) ATP 100 ¥M

induced current in all the microglia tested, (b) Nicotine 100 |nM did not induce aヮy currents in the

same microglia. Similar results were obtained in at least three independent experiments,
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Fig.26 Nicotine suppresses and enhances TNF release induced by IPS (a) or ATP (b) from rat

cultured microglia. The cells were pretreated with the indicated concentrations of nicotine for 10

min and stimulated 1 ng/mL IPS or 1 mM ATP for 3 hr. Values are expressed as mean ± SEM of

percentage of release compared with IPS or ATP only. Values of 100 % for the release of TNF in
LPS-stimulated and ATP-stimulated microglia were ll.7 ± 3.7 ng/106 cells and 0.424 ± 0.033

ng/1 06 cells, respectively. **P< 0.01 significantly different from the control (ANOVA and Dunnett s

test) (n=4).

(6)ミクログリアのATP/BzATP/LPS誘発TNF mRNA発現におけるニコチンの影響

ミクログリアからATP/BzATP/LPS刺激により遊離されるTNFは, TNF mRNA発現を介した新たな

蛋白産生による｡そこで､ニコチンのTNF遊離調節のメカニズムを明らかにするために, ATP,

BzATPおよびLPS刺激によるTNF mRNA発現について検討した.ニコチンを前処置しても,全て

の刺激においてTNF mRNA発現に変化は認められなかった(Fig.27 a, b, BzATPのデータは省略)0

したがって､ニコチンはATP, BzATP, LPS刺激において転写後段階を調節することにより, TNF

遊離を抑制することが示唆された｡

(7)ミクログリアのATP/LPS誘発MARK活性化におけるニコチンの影響

ミクログリアにおけるATP伯zATP誘発TNF遊離にはMAPKが重要な役割を果たしており, ERK､

JNKはTNF mRNA発現を, p38はmRNAの核外輸送を制御している99)ミクロダリアにおけるLPS

誘発TNF遊離においてもこれら3種類のMAPKは重要な役割を果たしている101)各MAPK阻

害薬を用いてLPS誘発TNF mRNA発現におけるMAPKの影響を検討したところ, ERK阻害薬

uo126はTNF mRNA発現を抑制したが, p38阻害薬sB203580およびJNK阻害薬sp600125は

TNF mRNA発現には無影響であったげig.28)｡したがって､ LPS誘発TNF遊離においてERKは

mRNA転写段階を､ p38およびJNKは転写後段階を調節することが明らかになった｡ニコチンが

ATP, BzATPおよびLPS刺激によるMAPK活性化に及ぼす影響について検討した｡その結果,

ニコチンはATPおよびBzATPによるMAPK活性化に対し無影響であった(Fig.29, BzÅⅣの結果
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は省略).一方､ LPS刺激によるMAPK活性化においてニコチンはERK活性化に対し無影響であ

ったが､ p38､ JRの活性化は濃度依存的に抑制した(Fig.29)｡
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Fig.27 Effects of nicotine on IPS- (a) or ATP- (b) induced TNF mRNA expression in rat cultured

microglia. The cells were preincubated with the indicated concentrations of nicotine for 1 0 mm and

stimulated 1 ng/mL IPS or 1 mM ATP for 1 hr. Values are shown as the ratio of expression

compared with IPS or ATP only.
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Fig.28 Effects of UO126 (U), SB203580 (SB) and SP600125 (SP) on LPS-induced TNF mRNA

expression in rat cultured microglia. The cells were pre暮ncubated with 10 oM UO126, 15口M SB203580 or

30 oM SP600125 for 20 min and stimulated 1 ng/mL IPS for 1 hr. Va一ues are shown as the ratio of

expression compared with IPS only. Data are expressed as mean ± SEM of ratio of expression

compared with IPS only. **P< 0.01 , significant一y different from the control (ANOVA and Dunnett's test)

(n=3).

m



1 ng/ml LPS I mMATP

BasalCon 1 10 IOOIOOOBasalCon 1 10 100 1000 NICOtine

(HM)

ph｡spho

ERKヰ-戦機観--

Phos叩ho
UO

ー　　　　　　　　　ニ`~

聯　頑鰍　鰍　脚

OMUHO

ォォf<pp*

Phospho　　　　　　　　　-･　　　　･･

p38

Fig.29 Effects of nicotine on activation of MAP kinase, ERK, p38 and JNK in IPS- (le允panel) or

ATP- (right panel) stimulated microglial cells. The cells were pretreated with the indicated

concentration of nicotine for 10 min and stimulated with 1 ng/mL IPS for 30 min or lmM ATP for

10 min. The phosphorylated (active) and total ERK, p38 and JNK were detected by western

blotting using antibodies which recognize phosphorylated and both phosphorylated/

non-phosphorylated enzymes,帽spectively (n=3)I

以上の結果より,ニコチンはATP誘発TNF遊離に対しては､ MARK非依存的な経路で転写後

段階を調節することによりTNF遊離を増強することが示唆された｡一方､ LPS誘発TNF遊離に対し

てニコチンはMARKのp38およびJNK活性化を抑制することにより転写後段階を調節し､ TNF遊

離を抑制することが示唆された｡海馬神経細胞において,ニコチンはα 7 nAChRを介してERKを

活性化し102),樹状細胞においても同様にp38の活性化が報告されている103)そこで､ミクログリア

においてもニコチン単独処置によりMAPKが活性化されるかを検討したが, MARK活性化は検出

されなかった(データは省略)0

(8)ニコチンによるLPS誘発TNF遊離抑制のメカニズム

ニコチンがLPS誘発TNF遊離を抑制するメカニズムを明らかにするために,以下の検討を行った｡

α 7 nAChRの阻害薬であるMLAは,ニコチンによるTNF遊離調節作用を阻害したことから､ニコ

チンはα 7 nAChRを介してLPS誘発TNF遊離を抑制することが示唆された(Fig.30a)cまた,ニコ

チンによるカルシウム反応が, TNF遊離の抑制作用に関与するかを明らかにするために, IP3受容

体阻害薬xestospongin-Cを処置したところ,ニコチンの作用は完全に阻害された(Fig.30b)cしたが

って,ニコチンはα 7 nAChRを介してLPS誘発TNF遊離の抑制作用を発揮するが､そのメカニズ

ムに細胞内カルシウム濃度の上昇が関与することが示唆された｡
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Fig.30 Effects of MLA or xestospongin-C in the inhibitory effects of nicotine on LPS-induced TNF

release. The cells were treated with 10 nM MLA (a) or 0.1トiM or lトiM xestosponsin C (b) for 10

min before addition of nicotine, and then stimulated with 1 ng/ml LPS for 3 hr. The released TNF

were measured by ELISA. Values are expressed as mean ± SEM of percentage of release

compared with IPS alone from three independent experiments. Values of 100 % for the release
of TNF in LPS-stimulated microglia were 20.5 ± 1.9 ng/106cells (a), and 23.2 ± 4.0 ng/106 cells

(b), respectively.** P< 0.01 , significantly different from the control (ANOVA and Dunnett's test)

(n=3).

[考　察]

本研究の結果より,ラット脳ミクログリアにおけるα 7 nAChRの発現が明らかになった｡ミクログリア

にはムスカリン性アセチルコリン受容体が発現しており,その活性化により細胞内カルシウム濃度

が上昇するなどその機能についても報告されている88)｡しかしnAChRの発現や機能には不明の点

が多く､本研究で初めてラット脳ミクログリアにおいて機能を有するα 7 nAChRの発現を確認した｡

アセチルコリンは中枢および末梢性コリン作動性神経で合成され､神経伝達におけるシナプス

間のシグナル分子として働く｡神経筋接合部において,神経終末から遊離されたアセチルコリンの

拡散距離は受容体の活性化を指標とした測定によると,約300 nmである89)細胞外において,ア

セチルコリンはコリンエステラーゼにより分解を受けるため､実際の拡散距離はさらに狭いことが予

想される｡アセチルコリンは神経のみから遊離されるのであれば,神経終末から非神経細胞や非シ

ナプス部位の距離が離れている場合､そこに発現するnAChRの活性化は困難であるように思える

が,最近アセチルコリン産生は神経に限らず非神経細胞においても行われていることが明らかにさ

れつつある｡非神経細胞に発現するnAChRは,その周辺にアセチルコリンの起源が存在すること

が多く,血管内皮細胞のようにパラクラインあるいはオートクラインによりnAChRを活性化する細胞

も存在する｡アストロサイトもコリンアセチルトランスフエラーゼ(chAT)を発現しており,アセチルコリ
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ンを産生することが報告されている90)ミクログリア細胞内においてもアセチルコリンが検出されて

いる｡また,アストロサイトにおいてもムスカリン受容体とニコチン受容体の発現が報告されているこ

とから91),アセチルコリンは神経間のみならず,グリア細胞と神経問およびグリア細胞間のシグナル

~伝達を担う分子として広く脳内で作用を発揮する可能性が考えられる｡今回,ミクロダリアで発現が

確認された(T nAChRはその機能発現に重要な役割を果たす可能性が示唆された0

また,ラット脳ミクログリアに発現するα 7 nAChRは神経のα T nAChRで認められるイオンチャネ

ルの機能とは異なり､ PLC活性化とIP3産生を介して, [canを上昇させることが明らかになった｡

nAChRのCa2+透過性は､構成するサブユニットに依存する｡ αサブユニットとβサブユニットから成

るヘテロ五量体はCa'2+透過性が低く,ホモ五量体であるα 7 nAChRはCa:2+透過性の高いイオンチ

ャネルである96) α 7 nAChRを介したカルシウム反応については詳しく研究されており,ヒト神経芽

細胞腫sH-SY5Y細胞ではα 7 nAChRのチャネルを介して直接ca:2+が流入し, [Ca2+}を有意に増

加させるが､この反応による脱分極を介して電位依存性カルシウムチャネル(vocc)も開口し､ Ca2+

シグナルは更に増強される97)また, vocc活性化には非依存的にryanodine受容体を介して細

胞内ca2+ストアからのCa2+遊離も引き起こされる87,97)一方,海馬アストロサイトではニコチンの反応

にvoccはほとんど寄与しておらず､チャネルを介したカルシウム流入によるryanodine受容体か

らのcalcium-induced calcium releaseが主に寄与している87)このようにα 7 nAChRは,発現する

細胞および種により性質が異なるようである｡しかし､これまでα 7 nAChRにおけるイオンチャネル

以外の機能の存在は報告されておらず､ミクログリアに発現するα 7 nAChRが新規の機能を持つ

可能性が示されたことは,非常に興味深い｡ニコチン受容体はイオンチャネルを形成するとされて

いるが,カエル下垂体メラニン細胞刺激ホルモン産生細胞において､ニコチンは細胞外カルシウム

非依存的にPLCの活性化を介して細胞内カルシウム濃度の上昇を引き起こすことが報告されてい

る98)したがってニコチン受容体はイオンチャネルとしての機能ではなく､代謝型受容体に類似し

た細胞内シグナル経路に結びつく機能をもつ受容体も存在する可能性が考えられる｡アストロサイ

トに発現するα 7 nAChRは,アセチルコリンに反応し,速い脱分極性の電流が検出される87)しか

し､ミクログリアにおいてはアセチルコリンおよびニコチンによる電流が観測されなかったことからも,

ミクログリアのα 7 nAChRはイオンチャネルとしては機能していないのかもしれない0

ニコチンによるカルシウム反応は,刺激を加えてから反応が起こるまでにわずかに時間差が生じ

る｡この現象に加え, α 7 nAChRを同定した免疫染色において細胞内にも-部染色が認められた

こと,またニコチンは細胞膜透過性を有することから,細胞内に発現するα 7 nAChRがカルシウム

反応に寄与している可能性も否定できない｡そのため,細胞内の受容体の関与についてはさらに

検討が必要である｡

中枢神経において､ α 7 nAChRを介したカルシウムシグナルは様々な影響を与える｡例えば,

未分化な海馬前駆細胞はα 7 nAChRを低レベルに発現しており,これらが活性化されるとアポトー

シスが誘導される｡さらに､海馬においてはα 7 nAChRが活性化されると､プレシナプスでのカル

シウムレベルが変化することにより,神経伝達物質の遊離が増加し､自発性興奮の頻度が増加す

る｡ミクログリアにおいても,カルシウムは細胞の活性化や増殖など様々な機能を調節することから,
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神経伝達物質として放出されたアセチルコリンがα 7 nAChRに作用し､カルシウム反応を介して細

胞機能を調節している可能性が考えられる｡

本実験の結果より､ミクロダリアに発現するα 7 nAChRの活性化はATP刺激によるTNF遊離を

増強する一方､ LPS刺激によるTNF遊離は抑制することが明らかになった｡そのメカニズムとしてニ

コチンはATP誘発TNF遊離に対してMAPK非依存的にTNF mRNA転写後段階を調節すること

により遊離量を増強することが示唆された｡一方, LPS誘発TNF遊離は,ニコチンによるα7

nAChR活性化を介し, MAPKのp38, JNKの活性化を抑制することによりTNF mRNA転写後段階

を調節し,遊離量を抑制することが示唆された｡またこのニコチンの作用には､ニコチンによるIP3を

介したカルシウム反応が関与することが明らかになった｡

脳内のサイトカインネットワークは,ミクログリアとアストロサイトが中心的な役割を果たす｡ミクログ

リアはアストロサイトよりも微弱の刺激に反応し, TNFをはじめとするサイトカインを放出することから,

炎症が原因と考えられる脳疾患などにおいてミクログリアのTNF遊離を調節することが重要である

と考えられる｡ α 7 nAChRはニコチンにより活性化されTNFの遊離を調節することから､脳疾患な

どの治療の新たな標的と為り得るかもしれない｡ミクログリアの神経保護作用には遊離されるTNF

の量が関与しており, α T nAChRは神経保護作用を示すATP刺激によるTNF遊離は増強する一

方,保護作用を示さず炎症を誘発するLPS刺激によるTNF遊離は抑制することから,ミクログリア

からのTNF遊離調節を介してミクログリアの作用を神経保護の方向-とシフトさせる可能性が強く

示唆される｡

また､ミクログリアに発現するα 7 nAChRによる調節作用の標的になりうるものとしてTNF以外に,

High mobility group box protein-1(HMGBl)が挙げられるHMGBlは高等神格生物の核内に普遍

的に存在し､進化の過程で高度に保存された分子で104),脳内では神経突起の進展に関与してお

り,末梢ではマクロファージから分泌される105)マクロファージにおけるα7 nAChRは､ LPSおよび

TNF刺激によるマクロファージからのHMGBl遊離を阻害する106)ミクログリアからのHMGBl遊離

の報告はないが, HMGBlはミクログリアのA β 42食食作用を濃度依存的に阻害することはすでに

報告されているため107)､ミクログリアにおいてもマクロファージと同様にHMGBlが遊離され､脳内

の炎症に関与するが,その遊離がα T nAChRにより抑制される可能性が考えられる｡アルツハイマ

ー病患者脳では,神経細胞におけるα 7 nAChRの発現の減少が報告されていることから,ミクログ

リアのα 7 nAChRもこれらの疾患により発現抑制が引き起こされているかもしれない｡ α 7 nAChR

の発現が減少するとHMGBlが過剰に分泌されることによって,脳内での炎症誘導やミクログリアの

A β食食作用の阻害が起こり､アルツハイマー病が更に悪化する可能性も考えられる｡従って､ミク

ログリアのα 7 nAChRはアルツハイマー病などの脳疾患の治療の標的となる可能性がある｡

[小　括】

本研究により､ミクログリアにα T nAChRが発現することを確認した｡ニコチンはαV nAChRを介

して細胞内カルシウム濃度を変化させるが､その作用はイオンチャネルによるものではなく, PLCの
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活性化を介して産生されるIP3により発揮されることも明らかになった｡ α 7 nAChRは神経をはじめ,

アストロサイトやマクロファージなどの細胞にも発現することが報告されているが､その機能はいず

れもイオンチャネルとしての報告であり,本実験により初めてα 7 nAChRがイオンチャネル以外の

機能を持つ可能性が示された｡

さらに,ニコチンはα T nAChRを介してATP誘発TNF遊離を増強する一方, LPS誘発TNF遊

離は抑制することが明らかになった｡同じ受容体を介した反応であるにも関わらずその調節メカニ

ズムは刺激により異なっており,ニコチンはATP刺激ではMAPK非依存的にTNF mRNAの転写

後段階を調節することによりTNF遊離量を増強するのに対し, LPSによる刺激の場合はMAPKの

p38およびJNK活性化の抑制を介して転写後段階を調節し,遊離量を抑制することが明らかにな

った(Fig.33)｡また,ニコチンによるカルシウム反応がLPS誘発TNF遊離に重要であることも示し

た｡

免疫反応は必要な場所で適した大きさ,時間で起こらなければ生体防御機構としての意味を成

さず,過剰な反応はむしろ宿主に対して有害な作用をもたらす.サイトカインもその反応を担う一員

であり､生体が恒常性を保つためにはその産生･分泌が厳密に制御されなければならない｡ミクロ

グリアに発現すα 7 nAChRは,これまでに知られているイオンチャネルとは異なるシグナルを介し

て,ミクログリアの過剰な活性化を抑制し,本来の神経保護作用を強める役割を果たすことが明ら

かとなった｡従って,ミクログリアのα T nAChRの更なる機能解析は､ミクログリアが病態形成に関わ

る神経変性疾患などの新たな治療薬開発につながる可能性が期待される｡
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Fig. 33　Schema of effects of nicotine on ATP- or LPS-induced TNF re一ease in microglia.
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IV,ラット脳虚血モデルにおけるミクログリア脳移植による神経保雄効果の検討

これまでのミクログリアおよび神経細胞の初代培養を用いたin vitroの実験により,ミクログリアは

p2X7受容体の活性化を受けると神経細胞に対し保護的に働くことが明らかとなった｡そこで,このミ

クログリアの神経保護効果がin vivoにおいても認められるのか,京都薬科大学病態生理学教室･

谷口隆之教授および北村佳久助教授との共同研究により,ラットの脳虚血モデルを用いて検討を

行った｡

【実験方法]

(1)ラット中大脳動脈閉塞(MCAO)モデルの作成109)

成熟wistar系雄性ラットをフローセンで麻酔し,ヒートパッド上に固定した｡頚部正中切開を加え,

迷走神経の保存に留意しつつ,左頚動脈分岐部まで露出させ,左頚動脈分岐部を中心に,総頚

動脈(CCA)および外頚動脈(EGA)を周囲結合組織より剥離し,総頚動脈に糸をかけ,外頚動脈は

糸で結致し切断した｡その後,内頚動脈起始部に切込みをいれ,栓子(ナイロン糸の一端に熱処

理を加え,約0.5mmの球状に加工し,コーティングしたもの)を内頚動脈に向けて約19mm挿入し,

栓子のナイロン糸近位をクレンメで固定した｡ (以上の操作により,栓子の先端は動脈分岐部を超

えて前大脳動脈(AC)内に入り,栓子の体部で中大脳動脈入り口を閉塞する｡ )その後,皮膚を縫

合した｡

中大脳動脈を閉塞した栓子を一定時間(2時間)留置後､フローセン麻酔下に抜き去り､血流の

再開通を行い,その後皮膚を縫合した｡対照群は同様の手順で栓子を挿入しないことにより作製

した｡

(2)ミクログリアの脳室内投与

wistar系雄性ラット新生児より調製したミクログリアを精製した｡虚血開始1時間後のラット脳室内に

ミクログリア100,000個/5〃 1を投与し､虚血開始から2時間後に栓子を抜き,再潜流を行った｡

BzATP処置群はあらかじめ100〃 M BzATPでミクログリアを活性化したのち,脳室内投与を行っ

た｡

(3)運動機能テスト‖0)

運動機能は,ロータロッドテストにより評価した｡回転する軸上にラットを乗せ､落下までの時間を測

定した｡

(4)免疫組織化学染色

動物はネンブタ-ル(100 mg/kg)を腹腔内投与した後,深麻酔下で開胸し,左心耳より経心的に

湾流固定を速やかに行った｡まず, 10 mMリン酸緩衝化生理食塩水(pH 7.4, PBS)を120 ml,引き
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続き4 %パラホルムアルデヒドを含む100 mM PBSを350 ml湾流した｡潜流後,脳を速やかに摘出

し､同様の組成の固定液にて2日間固定を行った｡その後, 15%ショ糖を含む100mM PBS中にて

脱水し,クライオスタットを用いて20〃 mの凍結切片を作成した｡切片は0.3 % Triton-Xを含む100

mM PBSで洗浄した｡

免疫組織化学には,神経細胞に対する特異的抗体であるマウス抗MAP-2抗体(5000倍) ､アス

トロサイトに対する特異的抗体であるマウス抗GFAP抗体(6000倍) ,ミクログリアに対する特異的

抗体であるマウス抗cDllb抗体(6000倍)およびIbal抗体(5000倍)を用いた｡切片を抗体と4

日間4℃反応させ,ビオチン標識2次抗体を用いてアピジンービオチン標識酵素複合体法(ABC

法)により検出した｡酵素活性は0.02 % 3,3'-diaminobenzidine, 0.3 %硫酸ニッケルアンモニウムお

よび0.0045 %過酸化水素を含む50 mMトリス塩酸緩衝液(pH7.6)により可視化した｡顕微鏡画像

は画像解析(winroof, Mitani, Japan)により定量した｡

【実験結果]

1.虚血モデルラットのロータロッド行動評価

虚血を行う前の全ラットについてロータロッドテストを行った｡回転軸上から落下するまでの時

間は約176秒<n=7)であった｡脳虚血3日後に再びテストをおこなった結果,持続時間は88秒

に短縮され､運動機能障害が生じていることが観察された｡それに対し,ミクログリアを脳室内

投与した群では103秒(n=7)､さらにBzATP前処置した群では121秒(n=7)であり､ミクログリア

の脳室内投与により運動機能障害が抑制される傾向が認められた(Fig.34)c
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Fig. 34　Rota-rod performance of ischemic rats. Midway through a 2-h occulusion of the MCA, rats were injected

i.c.v. with vehicle or 100,000 microglial cells. Sham-operated rats were used as the control group. Pre-operatively

(Pre) and on days 3 (3D) after injection, these rats were tested with regard to their endurance on the rotating rod.

56



2. MAP-2染色による神経細胞死の定量

MCAOによる脳虚血により特に線条体および大脳皮質の一部に強い神経細胞死が認められ

た伊ig.35)｡この付近には活性化ミクロダリアの集積も観察された(データ省略)0 MAP-2染色

領域はコントロールに比べ,約41%-と減少し,神経細胞死が引き起こされていることが示さ

れた｡ミクログリアの脳室内投与により､ MAP-2染色面積は約77%に回復しており､神経細胞

死の抑制が認められた｡しかし,無刺激のミクロダリアですでに十分神経保護効果が認められ

ており､ミクログリアのBzATP前処置により神経保護効果が有意に促進するデータは得られな

かった｡しかし,ミクログリアの培養日数によってBzATP処置に著しい神経細胞死の抑制と運

動機能の回復に著効を示す例も静められ, P2X7受容体活性化の重要性についてはさらに検

討が必要である｡
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Fig. 35 Changes in the MAP2-immunoreactive are in ischemic rat brains. Frontal sections from rats a触r 3 days of
MCA occlusion and refusion were immunostained by anti-MAP2 antibody. Upper: photographs of MAP2

immunoreactivity. Lower: MAP2 immunoreactive area (mm2) analyzed.
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[考　察]

本研究により､これまで培養系で認められていたミクログリアの神経保護活性が､ in vivoにおいても

発揮されることが確認できた｡つまり,脳虚血モデルラットにおいて認められる運動機能障害(ロー

タロッドテスト)と神経細胞死(MAP-2染色)が,ミクログリアを脳室内投与することにより大きく改善さ

れた｡培養系ではミクログリアの保護活性はP2X7受容体の活性化に依存していた｡しかし,虚血モ

デルでは, BzATPの前処置により大きな保護作用を表す例があったものの, BzATP活性化を行わ

なくても十分神経保護活性を示す例が多く,本実験では少なくとも無処置群とBzATP処置群の間

に有意差は認められなかった｡この理由として,虚血部位には大量のATPの放出が予想され,こ

の内因性ATPによるミクログリアのP2X7受容体の活性化によりBzATP前処置の効果がマスクされ

た可能性も考えられる｡今後､ p2X7受容体欠損ミクログリアなどを用いてP2X,受容体の役割を確

認する必要があるoさらにm vivoにおけるTNFの神経保護作用についても検討を行う予定であ

る｡

ミクログリアによりもたらされる神経保護作用を脳虚血モデルラットで明らかにした本研究の結果よ

り､脳血管障害や神経変性疾患-のミクログリア細胞治療の有効性が大いに期待されると考えられ

た｡
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