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[研究実績の概要]

脳ミクログリアは虚血や炎症時に活性化され、傷害を受けた細胞を貫食するとともに種々のサイトカイン

を分泌する。それらのサイトカインのうち、腫癌壊死因子(TNF-α)は脳実質への炎症細胞の浸潤を引き

起こし、またオリゴテンドロサイトにアポトーシスを誘導することから、神経変性疾患の病因に深く関わると

考えられているが、最近、神経保護作用を併せ持つことも注目されている。一方、 ATPはエネルギー源と

して細胞質に豊富に存在し、脳虚血や炎症により細胞が傷害を受けた際に大量に漏出する。細胞外に放

出されたATPは近傍のミクログリアを活性化し、その機能を制御すると推測されるが、その詳細は明らか

ではない。本研究ではミクログリアからのTNFα産生・遊離における細胞外ATPの役割について検討し、

ATPがミクログリアから著明なTNF-α遊離を引き起こすことを見出した。ミクログリアにはATP受容体の

うち少なくともG蛋白共役型p2Y,とイオンチャネル型P2X7が発現しているTNF-α遊離は1mM以上の

高濃度のATPにより引き起こされ、 p2X7刺激薬BzATPにも強い活性が認められた。また、これらの反応

はP2X7遮断薬ブリリアントブルーG (BBG)によって抑制されたことから、 P2X7受容体の関与が示唆された。

さらに、関与する細胞内シグナルにおいて、 ca2◆およびERKおよびp38が重要な役割を果たすことが明ら

かとなった。 ATPおよびBzATP刺激によりTNF-αのmRNA発現が誘導されるが、 ERK阻害薬(U-0126)

はmRNA発現を強く抑制する一方、 p38阻害薬(SB203580)は影響を及ぼさなかった。従って、 ERKは遺伝

子転写. p38は転写後の調節に関与すると考えられた。また、 BBGはERKではなくp38の活性化のみ抑

制したことから、 P2X7受容体はp38活性化を特異的に制御することが示唆された0
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脳ミクログリアからのTNF-α産生遊離機構に関する薬理学的研究

-ATP受容体による制御-

(1)はじめに

脳は、おもに神経細胞とグリア細胞から構築される。神経細胞は、脳の全細胞の約10%を占め、

シナプスを形成し情報連絡をとり、末梢に命令を出す司令塔として機能している。多くの研究者

がその壮大な機能をもつ神経に心奪われたため長年の間、脳において大多数を占めるグリア細

胞に関心が寄せられることはなかった。グリア細胞の重要性が認識されるようになったのは1970

年代以降のことである。グリア細胞はその性質や形態の違いからアストロサイト、オリゴデンドロサイ

ト、ミクログリアの3種類の細胞に分類されている。アストロサイトは血管内皮細胞と共に血液脳関

門(blood-brainbarrier:BBB)の形成、神経伝達物質グルタミン酸や一酸化窒素(NO)の代謝1)

を行うなど神経細胞の機能調節ならびに生存維持に関与する。またオリゴデンドロサイトは軸索に

おいてミニリンを形成し、神経の迅速なシグナル伝達を可能にする2)。そしてミクログリアについて

はcentralnervoussystem(CNS)においてMHCクラスⅡ発現、サイトカイン分泌を行い、脳の免

疫反応に関与することなどが報告されるにつれ3,4)、BBBにより末梢/循環系の免疫システムから

隔離された脳における、ミクログリアを中心とする脳独自の免疫系が注目されるようになってきた。

(2)ミクログリア(microglia)

ミクログリアはCNSを構成するグリア細胞の1つで、20世紀初頭にdelRioHortegaの炭酸銀

染色により同定され、オリゴデンドロサイトやアストロサイトなどのマクログリアに対応して命名された

5)。細胞の起紋としては今日なお議論のあるところであるが、一般的にはBBBの不完全な胎生期

に脳内に移行した単球・マクロファージ系の細胞がミクログリアの起源として多くの研究者に受け

入れられている。生後1-2週目をピークに脳内に出現、発生段階で生じた老廃物を食食処理し、

以後はその数を減らす。そして、わずかな変化でも直ちに捉えることができる長い分岐した突起を

もつ(ramified)休止型ミクログリアとなるOしかし外傷、感染および炎症の際には突起が短く細胞

体が大きいアメーバ状(ameboid)活性型ミクログリアに変化し増殖して、T細胞-の抗原提示や、

殺菌、抗腫癌作虎、組織の修復に関与するOこのようにミクログリアは免疫応答のみならず恒常

性の維持にいたるまで、きわめて多様な機能をもつことが知られている4,6-8)このように刺激によっ

て形態変化、細胞内物質の誘導、または機能克進されることをミクログリアの`活性化'と呼んでい

るO

ミクログリアが多様な機能を発現する上で重要な役割を果たしているのが、分泌作用である。in

vitroの実験からミクログリアは活性酸素種(02、H20
2ォーサ2、HO・など)、酸化窒素種(NO十、NO~、
ONOO")などの低分子傷害性因子から、腫癌壊死因子(tumornecrosisfactor-α:TNF-α)、イン

ターロイキン(ID-1、IL-3、IL5、IL-6、IL-10、IL-12、インターフェロン(IFN)、プロスタグランジン

類などの炎症や免疫に関与する因子、コロニー刺激因子(CSF)、プラスミノーゲン、basic

fibroblastgrowthfactor(bFGF)、nervegrowthfactor如GF)などの神経成長栄養因子にいた

る多種多様な産物を放出することが報告されている9-13)ミクログリアによるこれら分子の産生は生

体にとって必要不可欠ではあるが、無秩序な産生は正常細胞の障害を引き起こし様々な神経変

性疾患を引き起こすと考えられている。従ってミクログリアからのこれら分子の産生遊離の制御は

生体にとって非常に重要な意味を持っており、ミクログリアと脳疾患との関連においてよく観察さ

れているO

(3)脳疾患とミクログリアの活性化

高齢化社会の到来に伴い多発が危倶されるアルツハイマー病、パーキンソン病、脳血管性痴

呆症などの脳変性疾患はいずれもその基礎に神経細胞死がある。近年、神経の生死にアストロ



サイトやミクログリアなどのグリア細胞が密接に関わることが示されてきた。アルツハイマー病は記

憶、学習と関係する前脳基底核のコリン作動性神経の特異的変性、脱落による疾患で、組織学

的に老人斑が存在することが知られている。この老人斑にはβアミロイドと呼ばれる神経毒性物質

の沈着が認められ、これによりミクログリアは活性化され、集積するOここでミクログリアは様々な障

害因子(NO、 02~、サイトカイン)を分泌し、組織変性を加速させるとの報告がある14,15)さらに

nonsteroidal anti-inflammatory drugs卸SAIDS)がアルツハイマー病における活性型ミクログリア

を減少させ、その痴呆傷害を激減させることも示されている16,17)また黒質ドーパミン作動性神経

が脱落するパーキンソン病においては、ミクログリアの活性化が観察され、さらに免疫抑制剤

FK-506などによりドーパミン神経細胞死が抑制されたことから、ミクログリアの活性化は神経変性

を進行させる可能性が示唆されている18,19)さらには自己免疫疾患や脳虚血においても関与が

指摘されており、これらについてはTable lに示す。

以上のように活性化ミクログリアは神経の傷害を感知して、集積し細胞傷害性因子の産生を行

うため、神経変性、破壊を進め、病因との関係で興味が持たれる。しかし現在までに報告されて

いるミクtjグリアと神経傷害との関係は主にその形態学的知見によるものが多く、分子生物学的な

観点からミクログリアと神経傷害との関係について解析した報告は少ない。そのためミクログリアの

影響は二次的なものであり直接の病因細胞と考える意見は少なく、むしろミクログリアは疾患にお

いて神経保護に働く可能性が示唆されつつある。神経が損傷を受けるとミクログリアは偽足様構

造体を挿入しシナプス除去(synaptic stripping)を行い、損傷神経の情報伝達を遮断し、周図-
の影響を最小に留めるOまた活性化ミクログリアは先に述べた傷害因子のみならず、それを相殺

するような因子や神経栄養因子の産生も同時に行い、サイトカインネットワークとして複合的に働

き神経保護作用を示す。例えば、 cNSにおける炎症反応では脳内皮細胞やアストロサイトにより

GM-CSFが遊離され、ミクログリアの増殖が誘導される。同時にNOやスーパーオキシドラジカルな

どの傷害性園子がミクログリアから遊離されるが、このミクログリアの増殖をおこすGM-CSFは神経

保護作用をしめす.さらにミクログリアはGM-CSFにより神経栄養活性をもつIL-6を特異的に産

生するため、 NO、 02一による神経毒性は相殺されるOこのようにミクログリアは直接神経に毒性を示

すことはなく、現在では神経の修復を行う一方で再生不可能な神経の除去を行い傷害を最小に

留めるために働くと考えられている。このように疾患におけるミクログリアの活性化による影響は一

律なものではなく、サイトカインネットワークに代表される複合的な条件により決定されるため、ごれ

らを理解することが重要である。

(4)TNF-α

TNF-aは腫虜部分に出血性壊死を誘導する因子として、 1975年01dらにより報告されたが、

最近では炎症を介した生体防御機構に深く関わるサイトカインとして理解されるようになった。

Table 2に示すように体内では多種類の細胞がTNF-αを産生しうることが明らかにされつつあり、

そのなかでもミクログリアからのTNF-α遊離は、様々な脳疾患に大きく関与していると考えられる。

報告によると、 in vivo脳虚血モデルマウスでは速やかにミクログリア、アストロサイトによりTNF-αが

遊離される。同時にBBBの破壊、神経細胞死の誘導、さらには梗塞エリアの拡大が生じるが、こ

の悪化が抗mF-α抗体により抑制された22-23)このためTNF-αは神経毒性を示す分子として位

置付けられているが、最近invitroでmF-αがグルコース洞渇、グルタミン酸興奮毒性、 βアミロイ

ド、酸化ストレスによる神経細胞死に対して神経保護作用を示し、 invivoにおいてもmF-αを前

処置した虚血モデルマウスにおいて梗塞エリアの減少が認められた24-26)またTNF受容体ノック

アウトマウスでは虚血、興奮性アミノ酸による傷害がWild typeに比べ増強されていたことから、
TNF-αの神経保護作用が注目されるようになってきた27)。 TNF-αは最も傷害初期に遊離され、

IL-8、 G-CSF、 ICAMを誘導することから、一度放出されると好中球、末梢リンパ球を脳局所-痩

潤させる28)またグリア細胞に作用してNOを大量に放出させ、さらにアストロサイトのグルタミン酸



代謝を抑制するなど29)、神経以外の細胞に働いて炎症反応を拡大させる0 -方、 mF-αは神経

細胞に働きNGF、 FGF同様にCa2十結合蛋白質CalbindinD28K発現により細胞内Ca2+上昇の

中和を行い、またSuperoxide dismutase発現により活性酸素を除去するなどの神経保護作用も

Table l　脳疾患と活性化ミクログリア20)

ミクログリアの反応性　　　　　　作用

」ttォS思

アルツハイマー病

パーキンソン病

MHC classE発現

MHC classII発現

βアミロイドの産生?
傷害因子の産生
死細胞の除去
傷害因子の産生?

免疫疾患
多発性硬化症(EAE)　MHC classD発現 抗原提示作用

傷害因子の産生
死細胞の除去

感染疾患
AIDS

CJD、 scrapie

多核巨大細胞の出現

形態変化、増殖

HIV-1の増殖促進
傷害国子の産生
傷害因子の産生

その他
脳梗塞(虚血)

脳損傷
アクソトミー(顔面神経)

MHC classII発現

イソレクチンB4結合増大
ac-LDLレセプターの発現
CR3レセプターの発現
MHCclass I ,n発現

傷害因子の産生
死細胞の除去
死細胞の除去

synapting stripping

修復、再生?

Table　2　TNF-α expression in a wide variety of cells '

マクロファージ

マクロファージ系細胞(クッパ一、ミクログリア)

好中球、好塩基球、好酸球
マスト細胞

リンパ球(T,B)

ナチュラルキラー(NK)細胞

リンホカイン活性化キラー(LAK)細胞

骨髄細胞
繊維芽細胞
ケラチノサイト

一部の癌細胞

有する24,30)このような多彩な生理活性を示すためmF-αは神経傷害因子、神経保護因子とし

ての両面をあわせもつ。このmF-αの多様性は標的細胞膜に発現しているTNF-Rl (p55)と

TNF-R2(p75)と呼ばれる2種類のTNF受容体により引き起こされているTNF-Rlは現在アポト

3



-シス、 JNK、 NF-TeBカスケード活性化が知られ、 TNF-R2もNF-kBを活性化するがこれら詳細な

機構は現在も明らかにされていない。このようにmF-αはその標的細胞、標的受容体により多様

な影響を示すと考えられるが、少なくとも神経細胞には直接毒性を示さず、保護作用を有するた

め神経細胞をターゲットとした局所のTNF-α遊離は神経変性を防ぐために効果的であるo従って

様々な神経変性疾患の際に神経細胞の周辺に集積することが知られているミクログリアからの

TNF-α遊離はアルツ-イマ-などの神経変性疾患において治療学的観点からも有用と考えられ

る。

(5)ATP

生体にとって最も重要な分子といって過言ではないAdenosine 5'-tripho甲hate (ATP)は生体

のエネルギー漁としてあまりにもポピュラーなため、 ATPが神経伝達を行うことは驚きであったOそ

のため1971年Burnstockによりプリン作動性神経の概念が提唱されたが31)、 4半世紀にわたり

受け入れられなかった。しかしATPは脳シナプトソ-ムから放出され、後シナプス細胞に著明な反

応を引き起こし、シナプス間隙においてecto-ATPaseにより急速に代謝されるなど、神経伝達物

質としての最低限の条件は古くから満たしていた1992年ATPが脳における情報伝達を担うこと

が始めて報告され32,33)、さらに翌年ATP受容体のcDNAがクローニングされるにいたり、 ATPは

神経伝達物質として広く認知されるようになった34)その後、多くのATP受容体が発見され、

1994年zimmermannは特異的アゴニスト、アンタゴニストの開発が遅れていたことから、ATP構造

類似体による親和性の違いを利用し、薬理学的に分類した(Table 3)。 ATP受容体の分類につ

いては依然、論議のあるところだが、現在ではUTPがアゴニストとなるP2U受容体はP2Y受容体

のサブタイプに、また900 Daまでの分子を通過させるporeとして機能することが知られているP2Z
受容体はP2X受容体のサブタイプに分類されている36) p2X受容体は現在7種類のサブタイプ

が知られており、膜2回貫通型の形態をとり、 ATPが結合すると非選択的カチオンチャネルとして

機能する　P2Y受容体にも7種類のサブタイプの存在が報告され、膜7回貫通型で3量体G蛋

白質Gq、 G.、 Giと共役していることが報告されている37)(Table 4- 5),
ATPはアセチルコリンやノルアドレナリンなどの他の神経伝達物質とともにシナプス小胞に貯蔵

され、外液Ca2+依存的にシナプス間隙に放出されるOまたATPはシナプス小胞以外にも細胞質

に数mMのレベルで存在し、トランスポーターt'=よって細胞外-遊離されるほか、虚血などにより

傷害を受けた細胞から大量に漏出すると考えられている。実際invivoで炎症部位、損傷組織に

おいて血小板や傷害細胞から大量の細胞内ヌクレオチドが遊離されることが報告されている39,40)

最近ミクログリアにもATP受容体が発現していること41-43)、さらに活性化したミクログリアがATPを

放出することが報告された43)そのため細胞外ATPがパラクライン/オートクラインに神経-グリア

情報伝達物質、さらには虚血などの障害メディェ一夕-として機能する可能性が考えられ、障害

時にミクログリアの活性化を制御する可能性が考えられる。

そこで本研究では様々な脳疾患に関与するミクログリアの活性化機構の解明を行うために、そ

の細胞膜に発現しているATP受容体に注目した。特にミクログリアからのTNF-α遊離は病態-の

直接的な関与が大きく、治療-の応用の可能性も高いため、 ATPによるTNF-α遊離-の影響に

ついて検討した。



Table 3　Pharmacological classification of P2 purinoceptors '

P2X P2Y P2U P2T P2Z

ATP-gated G-protein G-protein G-protein Nonselective

ion channel coupled coupled coupled pore

Na+/K+/Ca2+ IP3-　　IP3-　　IP3->Ca2+/DAG Molecules

Ca;2+!DAG Ca^◆!DAG CAMP upto ikDa

Agonist　α,β-MeATP>　2-MeSATPサUTP,ATP>　2-MeSADP>　ATP4-

β,7-MeATP>　ATP=ADP>　ADPサ　　ADP

ATP=ADP>　α,β-MeATP　2-MeSATP
2-MeSATP

In CNS or　　+　　　　　　+　　　　　　+　　　　Platelets Macrophages

penpheral mast ceIIs
mnervation

Note that P2T is an ADP receptorwith ATP acting as an antagonist, and that P2U is

not a purinoceptor in the strict sense as it is alscactivated by a pyrimidine nucletide.

Abbreviations: a,β-MeATP.a,β-methyleneATP;β,Y-MeATP, β,Y-methyleneATP; aMeSADP,

2-methylthioADP; 2-MeSATP,2-methylthioATP.

Tab-e 4　Nomenc】ature of ionotropic ATP receptors: p2x38)

subtypes species potency order of agonists channel

P2X,　　rat

human

P2X,　　　rat

P2X3　　　rat

2-MeSATP>ATP(-1汁M)>αβ-MeATP INa/K/Ca

ATP(-1 |aM)=αβ-MeATP

2-MeSATP>ATP(-1 |iM), not αβ-MeATP INa/K/Ca

ATP(-1ドM)>αβ-MeATP INa/K/Ca

P2X4　　rat ATP(-1 0 [iM), not αβ-MeATP INa/K/Ca

human ATP(-10 nM)>2-MeSATP, not αβ-MeATP

P2X5　　rat ATP(-10 nM)>2-MeSATP, not αβ-MeATP INa/K/Ca

P2X6　　rat ATP(-10ドM)>2-MeSATP, not輔-MeATP INa/K/Ca

P2X7　　rat BzATP>ATP(-1 00 PM)>2-MeSATP,　lna/K/ca

not αβ-MeATP forming

human BzATP>ATP, not αβ-MeATP　　　　　　　°res

Abbreviations: BzATP,2'-and 3'-0-(benzoyトbenzoyl)ATP



Table 5　Nomenclature ofG protein coupled ATP receptors: P2Y '

subtypes potency order of agonists

P2Yi

P2Y,

P2Y3

P2Y4

P2Y6

P2Y8

P2Yn

2-MeSATP>ADP>ADPαS, not UTP

ATP=UTP, not ADP, UDP or 2-MeSATP

UDP>UTP=ADP>2-MeSATP>ATP

UTP, not ATP, ADP, UDP or 2-MeSATP

UDP>UTP>2-MeSATP=ADP, not ATP

ADPβS>ATP=UTP>2-MeSATP

ATP>2-MeSATP>ADP, not UTP or UDP

虚血傷害のモデル:ミクログリアは何らかのメディェ一夕一により活性化され、様々
な生理活性物質を放出する。そのうちTNF-αは好中球などを脳-浸潤させ炎症
反応を引き起こす。一方神経細胞には保護作用を示す。このときATPは傷害細胞
.から大量に漏出する。また神経伝達物質として神経終末からも放出される。
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第1編　ラット脳ミクログリアにおけるTNF・α産生遊離のATPによる制御

第1章　Lipopolysaccharide(LPS)によるミクログリアからのTNF-α産生遊離

[緒言]

マクロファージは強力な生理作用を有するため、その活性化は厳密に制御されていることが知ら

れている。定住状態(resident)のマクロファージは補体成分などの刺激により応答(responsive)マ

クロファージとなり、さらにIFN-yにより初期活性化(primed)マクロファージとなる(Fig.1),そして

LPS刺激などが加わり活性化(activated)マクロファージと変化するとともに、その機能、効率も状

態によって異なってくる44)同様にミクログリアの定住状態から活性化状態-の移行は代謝変化、

傷害因子サイトカインの放出増大をはじめとする種々の分泌活性の変化、細胞表面抗原の変化

などが観察されている(Table 6),このミクログリアの活性化を誘導する物質として、 LPSやムラミル

ジペプチドなどの菌体由来分子、 IFN-y、 TNF-α、 IL1などのサイトカインがよく知られている44)

なかでもLPSはもっとも強力にミクログリアを活性化し、その活性化機構を明らかにするための実

験モデルとしてよく使用される。

LPSはグラム陰性菌の外膜構成成分であり、エンドトキシンの本体として知られている(Fig.2),
LPSを生体に投与すると、発熱、血圧降下、血液凝固活性の先進、多臓器傷害などの劇的な反

応が誘導されショックが引き起こされ、ついには死に至る　LPSはマクロファージにおいてMAPキ

ナ-ゼ、チロシンキナ-ゼの活性化をおこし、さらにAP-1やNF-kBなどの転写因子を活性化し

て45)、サイトカイン、低分子ラジカル、プロスタグランジンを含む多くの炎症性分子を産生遊離させ

る　LPSにより産生されたサイトカイン特にmF-α、 IL-1β、 IL-6は血管内皮細胞、好中球、繊維

芽細胞などからのさらなるサイトカイン、プロスタグランジン産生を促進し、これら因子が複雑に絡

み合ってショックを誘導すると考えられている。脳内において、ミクログリアはLPSに対する感受性

がもっとも高い細胞であり、アストロサイトに比べ100倍の感度を持ち4)、微量の菌体成分の脳内

-の侵入においても速やかに活性化されるため、感染の際の一次標的細胞として中心的役割を

果たすと考えられている。本研究はミクログリアの活性化機構の解明を目的とするが、その基礎検

討として、 LPSによるミクログリア活性化機構を知るために、本章ではミクログリアの培養条件、 LPS

によるミクログリアからのTNF-a遊離について検討を行ったO

廻田EE恒Hj-J-J*
くresident)

Fig.l　マクロファージ活性化の段階44)

活肘ヒマクnファージ
(activated)
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Table.6　Markers of Microglia8'

Marker Ameboid Microglia Ramified Microglia

Antibody

OX-42 (CR-3 comp一ement receptor)

Mac-1 (CR-3 comp一ement receptor)

OX-18 (MHC class I antigen)

OX-6 (MHC classlantigen)

ED-1 (macrophage, cytosol protein)

F4180

CD-4

vimentin

Lectin

isolectin B4 (α-D-galactose)

agglutinm-120 (β-D-galactose)

Receptor

Fc receptor

acetylated LDL receptor

Silver impregnation

Enzyme

nonspecific esterase

thiamine pyrophosphatase
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+

+
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+
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Fig.2　グラム陰性菌のLPSの一般構造
(出典:生化学事典　第2版　東京化学同人1990年)



[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112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、出産された新生仔を実験に使用したO

(2)ラット脳初代培養系の調整

Nakajima 'らの方法に準じて行なった。即ち、ラット(Wistar系)の新生仔を断頭し、頭部を

70 % ethanolにより消毒し、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

細ピンセットを用いて小脳を取り除き、さらに大脳の髄膜を剥離した後、剃刀を用いて十分ミンス

した。これを0.25 % trypsin、 37℃で30分処置して細胞を分散させ、溶出したDNAを切断するた

めに0.05 % DNaselを加え30秒間処理した。さらに胎児ウシ血清(FCS)を加え、 trypsinの反応

を止め、 1000 rpm、6分間遠心した後、 10 % FCS- DMEMに再懸濁し、 70 ¥imナイロンメッシュに

通し細胞分散液とした。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

いる細胞を調べ、 10 ng/mlポリーL-リジン処置した75 cm2培養フラスコ1本あたり、 2×107 cellsを

播種し、 10 % CO2-90 % air、 37℃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整

上記初代混合グリア培養を8日間ぐらいすると、フラスコ底面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した。この状態からミクログリアの分離を行

なうO培養フラスコを振幅20 cm、80回/分の速さで5分間8の字に振塗したOこの上澄みを細胞

浮遊液として回収し、光学顕微鏡下で細胞数を計測し、 24 wellプレート、 100 mm培養シャーレ

などに播き、 45分接着させて洗浄し精製ミクログリアとして実験に用いたO

(4)ミクログリアの同定

培養により得られた混合グリア細胞もしくは精製ミクログリアに、マーカーであるFITCラベルした

Isolectin B4を用いて、免疫組紙染色によりミクログリアの同定を行なった。

(5)培地

Dubecco's Modified Eagle MediumわMEM)は粉末(GIBCO BRL)より調整し(CaCl2:1.8 mM,

MgSO4: 0.81 mM) 、 100 U/ml penicillin G、100 |xg/ml streptomycinになるように添加したOなお

牛胎児血清(FCS)は56℃で30分非働化してから使用した。なおFCSにはLimulus amebocyte

lysate (LAL)test47)の結果、エンドトキシン32.5 pg/mlを含有していたo

(6)TNF-α遊離の定量

細胞浮遊液を24 wellプレート(1.5× 1(T cells/0.4 ml/well)に分注し、45分後に洗浄し精製し

た　ATPなどにより刺激し、培養上清中に放出されたmF-α免疫活性をELISA kitを用いて定量

した。定量はキットの使用説明書に従い、マイクロプレートリーダーにより414 nmにおける吸光度

を測定した。細胞内のTNF-cL量は細胞を0.1 % TritonX-100で可溶化した。サンプルは定量する

まで-80℃で保存したO

(7)Total RNA抽出

Total RNAの抽出はChomczynskiとSacchiの方法(Acid Guanidium Thiocyanate
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-phenol-Chloroform Extraction)に準拠して行なった48)すなわち、細胞をリン酸緩衝液(PBS)

で洗浄した後、 Solution D(4 M guanidine thiocyanate, 25 mM Na citrate, 0.5

N-lauoylsarcosine, 0.1 M 2-mercaptoethanol: pH7.0)500ドlを加え、ラバーポリスマンで細胞を

破砕した。その後2 M Na-acetate (pH4.0)50ド1、 phenol(water saturated)500 jil、

chloroform:isoamyl alclhol&9:l) 100 (aIを加えて抽出することによってDNAと蛋白を除き、等量

のisopropanolによる沈殿を2回繰り返し、さらに70 % ethanolによって洗浄して最終的に得られ

た沈姪をdepc H20(diethl pyrocarbonate処理水RNase free H20)で溶解して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。

(8)probeの作成

717bpのラットTNF-a cDNAをpGEM-3ZベクターのPst I /BamH I polylinkersiteに組み込ん

だプラスミド(Prof. E. N. Benveniste, University of Alabama at Birminghamより供与)をXho Iで

リニアライズした49)(Fig.3),これからT7 RNA polymeraseによりRNA probeを作成した。反応液

inearizとd plasmid DNA 1 ¥ig, transcription buffer, 10 mM DTT, RNase inhibitor 20 units, 0.5

mM ATP, CTP, GTP, 0.012 mM UTP, 」x- P] UTP 1.85 MBq, RNApolymeiase 20 units)を

37℃で1時間インキュべ-トし、 RNase-free DNase(5 units)を加え、 37℃で15分インキュベ-ト

し、 phenol: chloroform: isoamyl alcohol全5:24:1)抽出、 ethanol沈殿を行いradioactive RNA

probeを得た。

(9)リボヌクレア-ゼ(RNase)プロテクションアッセイ50)

細胞から抽出したtotal RNA 5 (xgに32pでラベルしたTNF-α probe(200,000 cpm)と内部標準

としてβ-actin Rfy¥ probe(10,000 cpm)を加え、 45℃で12時間ハイプリグイズさせた。これを10

Hg/mlのRNase Aにより30℃、 60分間処置したOこの操作により、ハイブリダイズしていない一本

鎖状のRNAが切断され、ハイプリグイズした領域のみがprotectされる。その後、0.5 % SDS、

0.125 mg/ml proteinase Kで37℃、 15分間処置することによりRNase Aを失活させた。これを

phenol:chloroform:isoamyl alcohol等5:24:1)抽出、 ethanol沈殿により精製後、 4 %

polyacrylamide/7 M ureaゲルで電気泳動を行った。泳動後ゲルを乾燥させ、イメージングプレー

トに1時間露光し、バイオイメージングアナライザーBAS2000(Fuji Film)により定量解析を行っ

た。

[実験結果]

(1)ラット脳泡合グリア細胞の初代培養

ラット新生仔大脳を8日間培養すると、光学顕微鏡下での観察において、 Fig.4Aに示す混合グ

リア細胞が得られた。ミクログリアは、成熟ラットにおいて脳細胞の数%を占めると報告されている

が、新生児脳では10-20 %を占めるほどまでに増殖しており、新生児大脳からの初代培養系が

ミクログリアのソースとして優れていることが示された。アストロサイト層上に球状で弱付着性または

浮遊性の細胞が観察されるので20)、この状態からミクログリアの分離を行い、精製ミクログリアを得

た(Fig.4B),

この細胞をミクログリアと同定するため、 CNSにおいてはミクログリア特異的に結合するFITC標

識Isolectin B4を用いた免疫染色を行った(Fig.5),その結果、混合グリア培養系では最上層の

浮遊細胞が染色され、精製過程により得られた細胞では、 99 %がミクログリアとして同定されたの

で、以下の実験に用いた。なお混合グリア培養はミクログリアの回収率の低下する16日目まで継

続した。
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(2)LPSによるミクログリアからのTNF-α産生遊離

a. LPSによるTNF-α遊離のタイムコース

精製ミクログリアを用いてLPSによるmF-α遊離のタイムコースを検討した。培養上清中-の

TNF-a遊離は10 ng/ml LPS刺激後、2時間後から顕著に検出され、 6時間後まで増加が認めら

れたが、その後ゆるやかに減少した(Fig.6A)ォ

b. LPS濃度依存性の検討

次に、ミクログリアからのTNF-α産生を誘導するのに必要なLPSの濃度を調べた。ミクログリアに

各濃度のLPSを加え、 18時間後の上清中に遊離されたmF-α量を測定した。無刺激ではほと

んど細胞外-の遊離は認められなかったのに対し、 LPSはTNF-αを顕著に遊離させ、 10 ng/ml

で最大の遊離が認められた(Fig.6B),また、それ以上の高濃度ではゆるやかな減少が認められ、

その濃度反応曲線はベルシェイプを示した。

c. TNF-α mRNA発現のタイムコース

LPSによるmF-α遊離が、 TNF-α産生の誘導に基づくか否か、 TNF-α mRNA発現について

プロテクションアッセイにより検討し、 LPS刺激におけるTNF-a mRNAのβ-actin mRNAに対する

割合をグラフに示したTNF-α mRNAは無刺激の状態においてもわずかであるがその発現が認

められたが、 LPS刺激1時間後においては著しく増加した(Fig.7),このことから、LPSがミクログリ

アにおいてmF-α mRNA発現を引き起こし、新たなTNF-αを合成し遊離することが示された。

d. LPS刺激におけるFCS依存性の検討

マクロファージのLPS刺激によるTNF-a産生は、 FCSの添加によって、増強される報告がある51)

また、マストセルなどではTNF-αの産生にはFCSが必須であることから、このLPSによるmF_α

産生遊離にFCSが必要であるか否かを検討したOその結果、 LPSによるmF-α遊離はFCS無添

加により部分的に減少した(Fig.8),よってミクログリアからのmF-α遊離においてLPSはFCS中

に含まれる血清成分により増強されることが示唆されたO
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Fig.6　Effect of LPS on TNF-α release in rat cultured brain microglia.
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10 ng/ml of LPS forthe indicated period (A). TNF-α re一eased to the
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[考察]

Isolectin B4による免疫染色ならびに形態観察した結果、ミクログリアはアストロサイト層上に浮

遊する弱付着性の球状細胞であり、精製によって、単一細胞に分離できることが示されたDまた

形態はアメーバ-状もしくは棒状を示していることから、今回得られた培養ミクログリアは培養もし

くは精製過程において、活性化されていることが示唆された。また無刺激でこの精製細胞の培養

を続けると、形態が枝分かれした休止状態に変化することが観察されていたOまた混合グリア培養

におけるミクログリアの形態が球状を示した細胞も観察された。これらのことから混合グリア系にお

いて休止型のミクログリアが精製過程により活性化されることが考えられた。もしくは混合グリア培

養においてニューロンやアストロサイトからのシグナルにより活性化されていたミクログリアが、単離

することでその刺激が無くなり、休止型に戻る可能性が考えられた。本研究では特に厳密に区別

せず、アメーバ-状もしくは棒状のミクログリアを実験には用いた。

LPSによるmF-α遊離機構について検討した結果、無刺激においてもミクログリアはアメーバ

状を示しており、形態的に活性化されている様子であるが、 mF-αは遊離しないOこのことから、ミ

クログリアもマクロファージ同様にその活性化は厳密に制御されていることが考えられ、少なくとも

精製過程での刺激ではTNF-αの産生遊離に至るほどの活性化段階には移行しないことが示さ

れた。しかしLPSは顕著なTNF-α遊離を引き起こし、 0.3 ng/mlの微量のLPSでも十分なmF-α
を遊離することを確認した(データ略)OこのようにミクログリアはLPSに対する感受性が強く、アスト

ロサイトで報告されているよりも低濃度で反応し4)、脳の異常にいち早く反応すると考えられた。ま

たLPSによるTNF-α遊離のタイムコースが3-6時間で最大となることが示された。さらにプロテク

ションアッセイの結果から、 LPSはミクログリアを刺激し、 1時間後にはTNF-α mRNAの発現をお

こし(Fig.7)、蛋白合成を介し3時間以降には細胞外-遊離することが示された. 6時間以降遊

離量が減少することは、 TNF-α mRNAの誘導低下、 TNF-a蛋白質の分解などが関与することが

考えられた。

LPSは血清成分LPS結合蛋白質(LBP)とともに細胞膜蛋白質CD14に結合し複合体を形成

し、 Toll-like receptors (TLRs)を活性化するTLRsはショウジョウバェにおいて感染防御に働く

Toll受容体と類似性を示し、マクロファージにおいてprotein tyrosine kinase、MAPキナ-ゼ、
NF-kB活性化などのシグナルを起動することが知られている110)しかしLPSは血清つまりLBP

が存在しなくとも、おそらくCD14を仲介しない経路により細胞内にシグナルを伝えることもよく知ら

れている52¥ LPSはミクログリアにおいて、 TNF-a mRNA発現からTNF-a産生遊離を引き起こし

たが、この効果はFCS無添加により部分的に減少した。このことからLPSが血清成分であるLBP

と結合しCD14を介してシグナルを伝えるとともに、 LPS単独でもCD14以外の経路でミクログリア

を活性化するシグナルを起こすことが示されたDまた本研究においてLPSはミクログリアにCa2+シ

グナルを起動することは無く(データ略) 、これらの結果はLPSによるmF-α遊離に特徴的であり、

他の刺激と区別するのに有用であることが示された。
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第2章　細胞外ATPによるミクログリアからのTNF-α産生遊離

[緒言]

ミクログリアにおけるATPの影響については1994年Norenbergらにより電気生理学的手法を用

いて報告されて以来41)、ミクログリアにはG蛋白質共役型p2Y受容体による細胞内Ca2+ストアか

らのCa2+遊離とイオンチャネル内蔵型p2Ⅹ受容体によるCa2+、 Na十などの非選択的カチオン流入

が生じることが明らかになってきた1996年Ferrariらは始めてミクログリアに発現するP2Z受容体

の存在を報告したS3)さらに翌年Surprenantらによりラット脳から595アミノ酸よりなるATP受容

体p2Zがクローニングされた。この595アミノ酸のP2Zは始めの395アミノ酸がp2Ⅹサブタイプと

35-40 %の相同性を示し、カチオンチャネルとして同様の性質を示すことからp2X7として同定さ

れ、現在ではミクログリアにもその発現が確認されている36) P2X7は膜2回貫通型であるが細胞

内C末端が他のP2X受容体と比べ非常に長い構造をとる　P2X7は多機能分子として非選択的

カチオンチャネルとして機能するのみならず、この特徴的な構造により900 Daの分子を通過させ

るporeを形成するOこのためP2X7は活性化により①速やかな細胞膜の脱分極、 ②細胞膜透過

性の克進を行い、細胞内にシグナルを伝達する。また、すべてのプロトンが解離したATP'を唯一

のアゴニストとするが(Fig.9) 、 Mg2+、 Ca2+含有培養液中においてはATP,4-がキレートされてしまう。

そのため活性化には高濃度(mMオーダー)のATPが必要である54-56)他のP2X、 P2Y受容体

はMg2+-ATP4-などの複合体もアゴニストとして認識することから、 p2X7はATP受容体のなかでも

極めて異彩な性質を示す。その特有の反応として細胞質の膨張、細胞膜の崩壊、さらにアポトー

シス、ネクローシスといった細胞死を起こすことが知られている56)一方でP2X7/P2Zが肥満細胞、

マクロファージ、リンパ球、アストロサイト、ミクログリアなど主に免疫担当細胞に発現していることは

53,58-61)、免疫機能に関わる可能性を示しているO例えばATPによるP2X7を介したマクロファージ

の細胞死は抗原提示を行った後の感染細胞除去のため積極的なアポトーシス誘導機構として働

く107,108)また高濃度のATPが存在しなければP2X7が活性化されないことは、傷害などATPが

大量に遊離される病的状態や神経細胞などのATP遊離細胞に密接した環境においてのみ活性

化されることなどが想像され、免疫反応のみならず、病態-の関与も考えられる。

一方、ミクログリアに発現するP2Y受容体については知見が不足しているが、ミクログリアでは

UTPがATPと同様に反応を引き起こすことからマクロファージ同様にP2Y2が発現している可能性

が考えられている(Table5)0 P2Y2はG蛋白質と共役し細胞内ストアからのCa2十遊離を起こし、さ

らには容量性Ca2+流入を起こすことが報告され、比較的低濃度(¥iMオーダー)のATPでも十分

に活性化されることが知られているOさらにチロシンキナ-ゼ、プロテインキナ-ゼCを介した叫AP

キナ-ゼを活性化することが報告され、ATPによる蛋白合成、細胞増殖の制御の可能性を示して
いる62)

またATPは細胞外において細胞膜に発現しているecto-ATPaseなどによりアデノシンに速やか

に代謝される。アデノシンはATPとは独立したアデノシン受容体(Ai, A2A, A2B, A3)によりそのシグ

ナルを伝える。アデノシン受容体はいずれもG蛋白質共役膜7回貫通型でGi、 GsもしくはG。を

介してcAMP、 Ca2+によりシグナルを伝える(Fig.10),ミクログリアは他の細胞に比べ非常に強く

ATP分解酵素を発現しており8)、積極的にATPシグナルに関わることが想定されるOまたその代

謝物であるアデノシンの受容体も発現しており、生体においてATPのミクログリア-の効果は、そ

の代謝物であるアデノシンも含めた一連のシグナル伝達により決定されるo

ATPはこれらの受容体を介してミクログリアを活性化し、病態形成に大きく関与すると推測される。

本章ではATPによるミクログリアからのmF-α遊離について測定し、ミクログリア活性化における

P2Y2、 P2X7ならびにアデノシン受容体の役割について検討する。
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[実験方法および実験材料]

この章で新たに使用した実験方法は以下の通りである。

(1)細胞死の観察

細胞浮遊液を24 wellプレート(1.5× 1(T cells/0.4 ml!well)に分注し、45分後に洗浄し精製し

た　ATPにより刺激し、90分後に25 %トリパンブルーを加え、光学顕微鏡下において細胞をカウ

ントし、全細胞に対するトリパンブルー染色されない細胞の割合を生存率とした。

上記以外は第1章に示す方法と同様に行った。

[実験結果]

(l)ATPによるラット脳ミクログリアからのTNF-a遊離

まずミクログリアからのmF-α遊離に及ぼすATPの影響を検討した10 % FCS-DMEM(1.8

mM CaCl2) 0.8 mM MgSO4)培養液中でATPによりミクログリアを刺激し、培養液中に遊離された
mF-αをELISAにより定量した　3 mM ATPでミクログリアを刺激するとTNF-αが1時間後から細

胞外に遊離され、 6時間で最大に達し、それ以降減少が認められた(Fig.llA),このタイムコース

はLPS(lO ng/ml)によるものと類似していた(Fig.6),以後の実験ではほぼ最大に達する3時間を

刺激時間として用いた。
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一方、ATPによるmF-α遊離の濃度反応曲線は2相性を示し、比較的低濃度(0.1 mM)でゆ

るやかな遊離と、 1 mMで大量の遊離が確認され、さらなる高濃度では遊離量の減少が認められ

た(Fig.llB) ,

(2)TNF-a mRNA発現に対するATPの効果

ATPによるmF-α遊離が産生過程の促進なのか、遊離過程の促進なのかを明らかにするため、

TNF-α mRNA発現に対するATPの効果を検討したATPによるmF-α mRNA発環について検

討したプロテクションアッセイの結果を示した(Fig.12)。 TNF-α mRNAは445 bpに、内部標準とし

て用いたβ-actin mRNAは310 bpにバンドが認められたATPは刺激1時間後に著しいTNF-α

mRNA発現を引き起こし、LPSによるTNF-cx mRNA誘導のタイムコースと同様にその後減少した

(データ略)。このことからATPはmF-α mRNA発現を介して新たなTNF-αを産生し、 mF-α遊

離を起こすことが示された。

(3)LPSの混入とポリミキシンBの影響

前章において示したようにミクログリアは微量のLPSにも強く反応し、大量のTNF-αを遊離する。

さらにLPSは血清中、さらには実験器具、水、試薬に至るまであらゆるところに混入する可能性が

あることから、 LPSの浪人のためATPがTNF-α遊離を起こした可能性が考えられる。そこで試薬を

溶解したときのLPS含有濃度をLAL test47)により定量した。その結果、 10 % FCS-DMEM溶液中

には86pg/ml、 1 mM ATP-DMEM溶液中には、 97 pg/mlのLPSが検出されたDMEM中では

TNF-αはほとんど遊離されないことから、 1 mM ATP-DMEM溶液中に含まれるLPS濃度では

mF-αが遊離されることはなく、 ATPによるTNF-α遊離はLPSの混入によるものではないことが示

されたOまた他の試薬についてもLAL testを行い、 LPSの混入がないことを確認した(データ略)。

さらにLPSの超人の可能性を否定するため、 LPSの作用を除去することが知られているポリミキ

シンBを用いて検討した　LPS刺激によるmF-α遊離はポリミキシンBにより完全に抑制された

(データ略)。しかしながらミクログリアをポリミキシンB存在下でATP刺激してもTNF-a遊離量に

は変化は認められなかった(Fig.13),このことからもATPの効果はLPSの混入によるものではない

ことが確認された。

(4)ATP誘発性TNF-α遊離におけるFCSの必要性

前章で述べたようにLPSによるTNF-α遊離はFCS無添加により減少した。このことはLPSのシ

グナル伝達に特徴的であり、 ATPによるTNF-α遊離がLPS同様にFCSに影響されるのか否か検

討した　FCS無添加DMEMを用いてATP刺激を行ったが、 TNF-α遊離はLPS刺激とは異なり、

FCS無添加により影響されない(Fig.14),このことからATPはLPSとは異なるシグナル経路により

TNF-α遊離を引き起こすことが示唆された。

(5)ATPアナログによるTNF-α遊離

いまだATP受容体に対する選択的アゴニスト、アンタゴニストが開発されていないため、ATP受

容体の同定はおもにそのアナログの親和性に基づいて行なわれているDそこでミクログリアにおいt

てTNF-α遊離を制御するATP受容体サブタイプを明らかにする目的で、 ATPアナログの効果に

ついて検討したAdenosine 5'-0-(3-thiotriphosphate) (ATP/S)は非水解性のATPアナログであ

り、 100 (xMにおいて強くTNF-α遊離を引き起こした(Fig.15),このことはATPの加水分解は必要
ではなく、 ADP、 AMP、 AdenosineなどのATP代謝物は関与しないことを示している。さらにATP

よりも強い活性を示したことから持続的な受容体の活性化が必要とされることが示された。また

Ai/A2アデノシン受容体アゴニスト5'-N-ethylcaiboxamidoadenosine餌ECA)は10 ¥xMにおいて

も有意な遊離を起こさなかったことから、アデノシンが直接関与していないことも示唆された。
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ミクログリアはP2Y2とP2X7の発現が確認されている。そのうちP2Y2はLLMオーダーのATPにより

活性化されるが、 p2X7はATP4号唯一のアゴニストとするため、 Mg2+などを含む培養液中では高

濃度(mM)のATPが必要である54~56)本実験では1.8 mM CaCl2、 0.8 mM MgSO4含有DMEM

中においてTNF-α遊離が1 mM ATPで最大の反応を示したことから、このATPの効果はP2X7

を介する可能性が考えらた。そこでP2X7選択的アゴニストである2'-and 3'-0-(4-benzoyト

benzoyl) adenosine 5"-triphosphate (BzATP)36>67)の効果を検討した。その結果、 BzATPは100

ドMにおいて顕著なmF-α遊離を起こし、 ATPによるmF-α遊離がP2X7を介して引き起こされ

ている可能性が示唆された(Fig.15),

(6)P2X7アンタゴニストの影響

p2X7アゴニストであるBzATPが強くTNF-α遊離を引き起土したことから、 ATPの効果に関わる

受容体サブタイプとしてP2X7の可能性が示唆された。そこでATPによるTNF-cL遊離に対する

P2X7アンタゴニストの影響を検討したAdenosine 5'-triphosphate periodate oxidized OATP)は

P2X7アンタゴニストとして最もよく用いられているが63)、本実験においては単独処置において

TNF-α遊離を引き起こし、 ATP刺激に対しても抑制効果を確認することが出来なかった(Fig.16),

そこで他のP2X7アンタゴニストとしてイソキノリン誘導体KN-0464)、ならびにCa2+脚a+チャネル阻

害剤として知られ、最近P2X7阻害効果が報告されたcalmidazolium4^を検討したところ、 10 [iM

において有意な抑制を示した。しかしながら、それ以下の低濃度では抑制効果は認められず(デ

ータ略) 、その濃度依存性は確認できなかった。またアミロライド誘導体N,N-hexamethylene

amiloride(HMA) 、非選択的p2Ⅹ/P2Yアンタゴニストである

pyridoxaトphosphate-6-azophenyL,2',4'-disulphonic acid (PPADS)にも部分的にP2X7を抑制

すると報告されているが65)、 HMAは50 ¥iMという高濃度で抑制効果を示したが、その濃度依存

性は確認できず、 PPADSについては100 nMにおいても有意な抑制効果が認められなかった(デ

ータ略)O以上の結果はP2X7選択的アゴニストBzATPによるmF-α遊離に対しても同様の結果

であった(データ略)DこれらのことはTNF-α遊離においてP2X7の関与を否定するものであるが、

現在のP2X7アンタゴニストの特異性には疑問が残り、さらなる検討が必要である。

最近、 Brilliant Blue G (BBG)がラットP2X7受容体の特異的アンタゴニストであることが報告さ

れたIll)そこで、ATPまたはBzATP刺激によるTNF-α遊離に及ぼすBBGの影響を調べた。そ

の結果、 BBGは濃度依存的にATPまたはBzATP刺激によるTNF-α遊離を抑制することが示さ

れた(Fig. 16-2)。従って、 ATPまたはBzATP誘発性mF-α遊離は少なくともP2X7受容体が関
与する可能性が示された。

(7)Mg2十の影響

ATPは水溶液中では荷電したATP,4-というアニオン形態をとっている(Fig.9)ォしかし、培養液中

にはCa2+をはじめ、 Mg2+、 H+、などの多種のカチオンが存在し、特に2価カチオンMg2+はATP4~

と結合し、 Mg-ATP,2-、 Mg-ATP-Mgなどの複合体を形成する。一般にP2X、 P2Y受容体には

Mg-ATP2-もアゴニストとして機能し、 2価カチオンには影響されないが、 P2X7はATP4~を唯一のア

ゴニストとするため、 Mg'2+がP2X7を介するシグナルを特異的に抑制することが多く報告されている

54-56)そこでATP誘発性TNF-α遊離に対するMg2+の影響を検討したO実験は1 mM ATPなら

びに100 ¥iU BzATPをあらかじめMg-2+と共存させてから刺激したoその結果Mg'2+はATPならび

にBzATPが引き起こすTNF-a遊離を濃度依存的に抑制した(Fig.17)。このことはTNF-α遊離が

p2X7を介する効果であることを示唆するが、ほぼ全てのATP4をキレートできるIO mM M♂+にお

ける抑制率がATP刺激においては56.1 ±4.9 %、 BzATP刺激では42.0 ± 15.8 %であり、 Mg.2+

により完全には抑制されないことが示された。このことからp2X7とp2X7以外の複数の受容体によ

りTNF-α遊離が行われている可能性が考えられた。
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(8)ATPによる細胞死の観察.

ATPはP2X7を活性化し、細胞死を起こすことが知られている。そのメカニズムは刺激の強さ、時

間的な長さなどにより異なるが、過剰Ca2+流入によるネクローシスと、カスパーゼ系酵素の活性化

によるアポトーシスが混在している57)このことからATPによる細胞死の観察がP2X7活性化の目

安となり、さらにはATPによるmF-α遊離の生理的意義の理解にも寄与すると考え、 ATPによる

細胞死の誘導について検討を行ったOその結果ATPは1 mM以上において有意に細胞死を誘

導し、 3 mM以上では急激な細胞死の増加傾向が観察された(Fig.18),またこの細胞死はP2X7

アンタゴニストoATPにより抑制されることからp2X7の活性化によることが示唆された(データ略)0
しかしながら10mM刺激、3時間後においても生存する細胞が確認され、ADPでは10mMでも

ほとんど細胞毒性を示さなかった(データ略)。さらにミクログリアは他の細胞に比べ非常に高い

ATP代謝能をもつことなどから8)、ミクログリアはATPを分解し細胞毒性を消失させることが考えら

れた。また初代培養ミクログリアが均一な細胞ではなく、 p2X7の発現量が細胞間で異なり、 ATPの

感受性が変化していることなども考えられた。

(9)ミクログリアにおけるP2X7発現の確認

末梢血液中の単球はP2Y受容体が機能しているが、 P2X7に対する反応が欠如している。しか

しIFN一丁によりマクロファージに分化させるとP2X7の発現が誘導され、 P2X7を介する反応を引き

起こす66)またミクログリアにおいてもramifiedミクログリアはameboidミクログリアに比べATPに

対する反応強度が低いという報告がある53)。本研究で用いているミクログリアは形態から見ると

ameboidを示しているが、細胞死の観察からp2X7を発現していないと考えられる細胞も確認
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されたoそこで本研究におけるミクログリアのP2X7の発現を肥満細胞をポジティブコントロール、

RBL-2H3細胞をネガティブコントロールとして特異的抗体を用いて検討した36,57)ミクログリアに

は78 KDaあたりにバンドが確認され、肥満細胞にも発現し、またRBL-2H3細胞には発現してい

ないことからP2X7であることが示され、また競合ペプチドによりそのバンドが消失していることからも

その発現が確認された(Fig.19),同細胞数を泳動した結果、本研究で用いているミクログリアは

肥満細胞に比べP2X7発現が弱く、細胞種もしくはその環境により発現量が変化し、ATPによるシ

グナル伝達を調節している可能性が考えられた。

(9)ミクログリアにおけるP2X7発現の確認

末梢血液中の単球はP2Y受容体が機能しているが、 P2X7に対する反応が欠如している。しか

しIFN-yによりマクロファージに分化させるとp2X7の発現が誘導され、 P2X7を介する反応を引き

起こす66)またミクログリアにおいてもramifiedミクログリアはameboidミクログリアに比べATPに

対する反応強度が低いという報告がある53)本研究で用いている

ミクログリアは形態から見るとameboidを示しているが、細胞死の観察からp2X7を発現していない

と考えられる細胞も確認された。そこで本研究におけるミクログリアのP2X7の発現を肥満細胞をポ

ジティブコントロール、 RBL-2H3細胞をネガティブコントロールとして特異的抗体を用いて検討し

た36,57)ミクログリアには78 KDaあたりにバンドが確認され、肥満細胞にも発現し、またRBL-2H3

細胞には発現していないことからP2X7であることが示され、また競合ペプチドによりそのバンドが

消失していることからもその発現が確認された(Fig.19).同細胞数を泳動した結果、本研究で用

いているミクログリアは肥満細胞に比べP2X7発現が弱く、細胞種もしくはその環境により発現量

が変化し、 ATPによるシグナル伝達を調節している可能性が考えられた。
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[考察]

ミクログリアは脳内の主要な興奮性伝達物質であるグルタミン酸には反応せず、その活性化メ

カニズムが注目されている。ミクログリアは少なくともP2Y2、 P2X7の2種類のATP受容体を発現し

ていることから、細胞外ATPがミクログリアを活性化することが推測される。本章では細胞外に遊

離されたTNトαを測定することにより、細胞外ATPがミクログリアを活性化し、顕著にTNF-α遊離

を引き起こすことを示した。このATPの効果はTNF-α mRNA発現を介した新たなTNトα蛋白質

の産生遊離によるものであったが、このTNF-α遊離は1)LALtestによりATP試薬にLPSが混

入していない2)LPSキレート剤;ポリミキシンBではTNF-α遊離が抑制されない3)FCSに依存

しない　ということからATP自身の効果であることが確認された　ATPは細胞膜に発現している

ecto-ATPase、 ADPaseさらに5'-nucleotidaseなどにより速やかにADP、 AMP、アデノシンに代謝さ

れ、それぞれの受容体にシグナルを伝える35)しかしATP†Sが強い効果を示すこと、アデノシン受

容体アゴニストNECAがTNF-αを産生しないことなどからATP中間代謝物による影響ではないこ

とが確認された。

ATPは複数の受容体サブタイプを活性化することが可能であり、本実験においてATP誘発性

TNF-α遊離を引き起こす受容体の同定を試みた　ATPによるTNF-α遊離の濃度反応曲線は2

相性を示し、 i mMで最大効果を引き起こし、それ以上の高濃度では減少が認められた。この結

果から1 mMATPが引き起こす大量のTNトα遊離に注目した。この効果には高濃度のATPが

必要であり、ミクログリアに発現するATP受容体P2X7が重要な役割を果たしている可能性が考え

られた。さらに特異的にP2X7を活性化するBzATPがATPよりも強くTNF-α遊離を起こしたことも

P2X7を介することを示している67)しかしながらP2X7アンタゴニストとして知られるoATPにおいて
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ATP誘発性mF-α遊離に対する抑制効果は確認できなかったoATPはP2X7蛋白質と共有結

合し不可逆的に阻害効果を示すが、同時にecto-ATPase阻害活性をしめすことから、ATPの分

解を抑制し、逆にATPシグナルを増強する可能性が考えられる63)しかしながら細胞外ATPが

存在しないoATP単独においてもmF-α遊離を起こすことから、詳細な機構は現在も不明であるo

KN-04はCa2+/カルモジュリン依存性プロテインキナ-ゼⅡ選択的阻害剤KN-06の不活体として

開発されたoLかLP2X7に対してnMオーダーで選択的にアンタゴニストとして作用し、さらにこの

効果はhumanに特異的であり、ratには1[AMにおいても抑制効果を示さないという報告がされて

いる68)これは他のP2X受容体ファミリーではhumanとratのホモロジーが90%程度あるのに対

し、humanP2X7とratP2X7では80%と低くいため、動物種により薬物感受性が異なると考えられ

る69)本実験では、ラット脳ミクログリアにおいてKN-04は10^Mでは抑制効果を示したが、それ

以下の濃度においては抑制効果は観察されず、KN-04のratP2X7に対する特異性には疑問が

残ったO同様にcalmidazolium、HMAもそれぞれ10nM、50[iMでは抑制効果が確認できたが

p2X7-の特異性には疑問が残り、P2X7アンタゴニストによりそのシグナルを決定することは困難

であった。ごく最近、BrilliantBlueG(BBG)が〟Mオーダー以下の濃度でP2X7受容体を選択

的に阻害することが報告されたIll)このBBGを用いて、ATPおよびBzATPによるTNF-α遊離

にはP2X7受容体が重要な役割を果たすことが示された。

VirginioらはMg2+がATP,4-濃度を低下させることでP2X7が起こす電位変化のATP濃度反応

曲線を高濃度側にシフトさせることを報告した54)Mg2+によるATP4-の除去は他のATP受容体に

は無影響であり、P2X7シグナルを選択的に抑制する。本研究においてもMg".2+は濃度依存的に1

mMATPならびに100トiMBzATPが引き起こすTNF-α遊離を抑制したため、TNF-α遊離がP2X7

を介することが示された。

またATP誘発性TNF-α遊離の濃度反応曲線は2相性を示したことは複数の受容体が関わる

可能性を示唆するoさらにMg.2+の影響においても1mMATPならびに100[iMBzATP中に存在

するすべてのATP,4-もしくはBzATP4号キレートできる10mMMg2+における抑制率がATP刺激に

おいては56.1±4.9%、BzATP刺激では42.0±15.8%であり、Mg2+により完全には抑制されない

ことが示された。この結果からもp2X7とそれ以外の複数の受容体を介してTNF-α遊離が行われ

ている可能性が示唆された。

また、1mMより高濃度のATPにおいてmF-α遊離が減少することについては、P2X7活性化

により細胞死が誘導されるため、TNF-α蛋白の合成、遊離が減少することが示唆されたOしかしな

がら10mMATPにおいてミクログリアは約60%以上生存しているにも関わらず、TNF-αはほとん

ど遊離されない。このことから細胞死の誘導だけではなく、受容体の脱感作などの機構が関与す

る可能性が考えられた。

本章では、ATPがP2X7を含む複数の受容体を介してTNF-a遊離を引き起こすことを示したが、

ATP受容体活性化は細胞外からのCa2+流入、細胞内小胞体からのCa2+遊離を起こすことから、

この効果はおもにCa2十によりシグナル伝達されていると考えられる。そのため細胞内Ca2+の測定

はATP誘発性TNF-α遊離の機構解明に重要であり、次章で検討した。
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示さなかったOさらにBzATPによるCa2+流入に対しても同様の効果を示した(Fig.24)。 ATPは

P2Y2を活性化し小胞体からのCa2+遊離に引き続き、容量性Ca2+流入を起こすが、 oATPはこれ

には無影響である63)また他のP2X7アンタゴニストKN-04、 calmidazolium、PPADSについても

同様の結果が示されたことから(データ略)、 ATPによる持続的ca2+流入がP2X7を介することが

示された。

(3)ATPによるpore形成

a.アゴニストによる検討

ATPによる持続的Ca2+流入はP2X7を介して引き起こされるo Lかしそれはどのようなメカニズム

を介するのだろうか　P2X7はイオンチャネルとして働く以外にその活性化により900 Daまでの分

子を通過させる大きなporeを形成することが知られている69,78)ェチジウムブロマイドは394 Da

の分子で通常細胞膜を通過できないが、 p2X7が活性化されporeが形成されると細胞内に流入

し、 DNAと結合し蛍光を発する(Fig.25),写真で示すように、ATP刺激によりミクログリアにおいて

エチジウムの取りこみによる蛍光が確認された(Fig.26),この各細胞における蛍光強度を

flowcytometerにより測定し、その平均をFig.27Aに示した3 mM ATPで刺激すると、刺激約1

分後から蛍光が確認され、つまりporeが形成され始め、時間経過と共に直線的に上昇し10分後

にはほぼ最大に達しプラトーになった。そこでATP刺激10分後の蛍光強度のATP濃度依存性

を調べた結果、 1 mMからporeが形成され、3 mMで最大効果を示し10 mMでは減少していた。

poreの最大形成を起こすATP濃度(3 mM)は、 Ca2+流入やTNF-α遊離の最大反応を示す渡度

1 mMとはずれていることから、 poreの最大形成がCa2+流入、 TNトα遊離に必要ではないことが

示唆された(Fig.27B),

b.アンタゴニストによる検討

ATPによるpore形成はP2X7を介したものなのかP2X7アンタゴニストの影響を検討したOその結

果P2X7アンタゴニストoATPは30トIMにおいて39.4 %、300トIMにおいては100 %3mMATP

による効果を抑制したことから、 pore形成はP2X7を介していることが示された(Fig.28),また

PPADS、 HMAも抑制効果を示した。しかしながらcalmidazoliumはP2X7のporeは抑制しない報

告がされているが本研究では抑制効果を示したOさらにKN-04もpore形成を抑制し、逆の結果と

なり、各アンタゴニストのP2X7-の抑制機構、特異性の違いを示した(Table 7),
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Fig.28　Effect of P2X7 antagonist: oxidized ATP (OATP) on

ATP-induced ethidium ir川ux. The cells were pretreated with 300トLM

oxidized ATP (A) for2 hr and stimulatedwith 3 mM ATP and measured
the刊uorescence by刊ow cytometory. Vahes were the means of

individual cells from one experiment. Similar results were obtained at

least in three sets of independent experiments.

Table 7 Inhibition Of ATP-induced ethidium uptake by P2X7

Additions
ATP-ind

(% of

Control

30 L↓M Oxidized ATP

300 i▲M oxidized ATP

10 l▲M KN-04

10 l▲M Calmidazolium

100 [AM PPADS

50 lAM HMA

100.0

60.6

0.0

91.7

4.5

20.2

0.0

(1)

(2)

(3)

(2)

(2)

(1)

Effects of P2X7 antagonists on ATP-induced ethd山m uptake in rat

microglia. The cells were pretreated with 30 ¥iM oxidized ATP (OATP)

for 1 hour, 300[xM oxidizedATPfor2 hours, 10トiM KN-04for 10 min,

10ドM calmidazo‖umfor 10 min 100 LiM PPADS for 10 min, and50¥iM

HMAfor 10 min, stimulated with 3 mM ATP and measured the

fluorescence by flow cytometory. The fluorescence was measured at

10 min stimulation. Figures in parentheses numbers of independent

experiments.



(4)細胞外Ca2+の必要性

以上のようにATP誘発性TNF-α遊離は細胞外Ca2+流入が重要な役割を果たしている可能性

が示されたことから、 TNF-α遊離の細胞外Ca2+に対する依存性を検討した　Ca2+free-DMEMを

用いてATP刺激をすると、 TNFrα遊離が有意に抑制された。このことからATP誘発性TNF-α遊

離は細胞外からのCa2+流入に依存していることが示された(Fig.29),しかしながらMg2十の阻害効
果同様に完全には抑制されなかった。

甘
コ

7;

Q)

co Q.
帽　ト
LS Ej
Q>　-

L 0

8古

きof
°

邑

120

100

80

60

40

20

None ATP None ATP

Contr°】　　　　　Ca2+-free

Fig.29　ATP-induced TNFα re一ease in the presence or absence of

extracellular Ca . The microgliacells were stimulated by 1 mM ATP in

norma一 or Ca'+-free DMEM (containing 0.5 mM EGTA) with 10 % FCS

for 3 hours. Va山es are expressed as mean ± SEM of percentage of

release compared with Control ATP. Values for 100 % for release of
TNF-α were 550.7 ± 172.0 pg/10　cells in ATP-stimu一ated microglla in

norma一 DMEM. ★★★ p<0.001 , significantly different from the normal ATP

(トtest).

[考察]

ATPによる細胞内Ca2+濃度変化をfura-2蛍光法により検討した結果、ATPのCa2+シグナルは

一過性Ca2+上昇と、持続的なCa2+上昇に大別された。一過性Ca2+上昇が細胞外Ca2+非存在下

においても観察されたことから、ATPによりP2Y2が活性化し3量体G蛋白質を介して細胞内小

胞体からCa2+遊離を引き起こすことが考えられた。一方で持続的Ca2+上昇は細胞外Ca2+非存在

下では観察されず、またBzATPでも引き起こされ、 oATP処置で抑制された。この結果からATP

がP2X7を活性化しイオンチャネルさらにはpore形成により細胞外から持続的ca2十流入を引き起

こすことが示されたP2Y2が引き起こす一過性Ca2+上昇が低濃度(10 |xM)のATPでも引き起こ

されたことから、 P2Y2はいMオーダーのATPで活性化されることが確認された。一方、持続的Ca2+

流入が高濃度のATPにおいてのみ観察されたことから、本実験においてはP2X7がmMオーダ

ーのATPにより活性化されることが示された。
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ATP刺激において、 P2X7を介する持続的Ca2+流入とTNF-α遊離の濃度反応曲線がともにl

mMで最大反応を示し、 10 mMでは減少し、類似の曲線を示した。またATPによるTNF-α遊離

は細胞外Ca2+に依存することが明らかになった。この結果から、 p2X7を介した持続的ca2十流入が

TNF-α産生遊離において重要な役割を果たしていることが示唆された。

またATP誘発性mF-α遊離は細胞外Ca2+を除去しても完全には抑制されなかったQしかし細

胞外Ca2+非存在下において細胞内Ca2+キレート剤;BAPTAを処置すると、ATP誘発性TNF-α

遊離が完全に抑制された(データ略)。これらのことからMg2+の結果同様に、 TNF-α遊離には

P2X7以外の受容体を一部介する可能性が示されたDさらにP2X7以外の経路によるmF-α遊離

には細胞内Ca2+遊離が重要であり、 P2Y2が関与する可能性が考えられた。

またp2X7のpore形成は3 mMで最大反応が亭されたが、これはP2X7を介するCa2+流入の

濃度依存性とは異なっていた1 mM ATPで形成されるporeの量や十分なCa2+が透過すること

が考えられるが、 Ca2+がporeではなくチャネルから流入する可能性も考えられた。また細胞内

Ca2+変化、細胞膜透過性の検討から10 mMATPではCa2十流入、 pore形成などP2X7特異的な

反応が起こらなかった。この結果から10 mMATPでmF-α遊離が引き起こされないのは、前章で

示したATPによる細胞死の誘導以外にも受容体の脱感作が関わることが示唆された。

P2X7アンタゴニストについてTNF-α遊離を抑制したKN-04はATPによるCa2+流入は抑制し

たがpore形成に対して抑制しなかった。これは報告されているKN-04のP2X7-の抑制効果と
異なっている64)さらにCa2+流入に関してもKN-04は高濃度でなければ抑制しないことからr

p2X7-の特異性が無いものと判断された。さらにcalmidazoliumについてもp2X7においてチャネ

ルのみ抑制Lpore形成については抑制しない報告がされているが54)、本研究ではpore形成も

抑制したため、 calmidazoliumについても細胞-の非特異的影響が関与する可能性が考えられ

たoATP、 PPADSはCa2+流入、 pore形成をともに抑制したが、TNF-α遊離-の抑制効果は認め

られず、 TNF-α遊離をP2X7を介する効果として同定はできなかった。このように従来のP2X7アン

タゴニストには選択性に問題があり、ごく最近報告されたP2X7アンタゴニストBrilliant BlueG

(BBG)はP2X7受容体研究の有用なツールとなるであろう。現在、 BBGを用いて検討中であるo
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第2編ATP誘発性TNF-α遊離におけるMAPキナ-ゼの関与

第1章ATP誘発性TNF-cc遊離におけるMAPキナ-ゼの関与

[緒言]

Mitogen-activated protein kinase如APキナ-ゼ)は1980年代後半にインスリンや細胞増殖

因子により共通に活性化されるセリン/スレオニンキナ-ゼとして兄いだされ74)、細胞増殖におけ

、るシグナル伝達に重要な役割を果たすことが明らかにされているO現在、晴乳類において

extracellular signal-related kinase (ERK) 、 p38、 jun N-terminal kinase (JNK) /stress-activated

protein kinases(SAPK)の3種のMAPキナ-ゼが知られており、一連のリン酸化カスケードにより
活性化され、その機能も細胞増殖のみならずストレス応答、炎症、アポトーシスなど多様性を示す

ことが分かっている。

ミクログリアに関しては、免疫組織染色をもちいた実験により虚血時にp38がミクログリアにおい
て強力に活性化されること、またミクログリアと類似の性質を持つモノサイト/マクロファージ系にお

いてcytokine suppressive anti-inflammatory drug(CSAID)はp38を標的蛋白質として阻害する

ことでIL-1、 TNF-αの産生が減少することなどが報告されている79,80)これらの報告から、ミクログ

リアは病態時において何らかのメディェ一夕一によりMAPキナ-ゼが活性化され、これがサイトカ

イン産生遊離を調節している可能性が考えられる。

一方ATPはアストロサイトにおいてERKを活性化し、この活性化はUTPでも同様に生じること

からp2Y受容体を介していることが示され(Table 5)、さらにATPにより細胞増殖が誘導されること

が報告されている62,81)またp2X受容体についてもpC12細胞においてATPが細胞外Ca2+疏

入を起こすことによりチロシンキナ-ゼpyK2依存的にERKを活性化させる82)これらのことからミ

クログリアにおいてもATPはP2X7、 P2Y2を介して、 MAPキナ-ゼを活性化することが考えられ、

この活性化によりサイトカイン産生を含めた細胞機能を調節している可能性が考えられるOそこで

本章ではATP誘発性TNF-α遊離におけるMAPキナ-ゼの関与を検討した。

[実験方法および実験材料]

この章で新たに使用した実験方法は以下の通りである。

(1)Western blotting法によるMAPキナ-ゼ酵素活性測定

100 mmシャーレ(2.0×10- cells!8 ml/dish)に培養したミクログリア細胞をDMEM中でATPで5

分間刺激した　DMEMをアスピレートし水冷下SDS Sample buffer(62.5 mM Tris-HCl:pH6.8,

2 % w/v SDS, 10 % glycerol, 50 mM DTT, 0.1 %吋v bromophenolblue)中でスクレープした後、
ソニケ-トした　95-100℃で5分間熱処理し、氷冷したOサンプル中の蛋白質を

SDS-polyacrylamide-gel electrophoresis (SDS-PAGE)で分離した後ニトロセルロース膜に転写し

た。一次抗体としてリン酸化MAP kinase(ERK, p38, JNK/SAPK)もしくは全MAP kinase(ERK,

p38, JNK/SAPK)に特異的な抗体(New England Biolabs)を用い、LumiGLOで検出した83)
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栂- (cH3
Fig.30　Structure of PD98059　　　　Fig.31 Structure of SB203580

[実験結果]

(l)ATP誘発性TNF-α遊離に対するMAPキナ-ゼ阻害薬の影響

LPS刺激によるミクログリアからのTNF-a遊離において、 ERKやp38といったMAPキナ-ゼ

ファミリーが調節制御している83,104)そこでATP誘発性TNF-cx遊離においてMAPキナ-ゼが

関与するか否かを確かめるため、 MAPキナ-ゼカスケードにおいてERKの上流に位置するMEK

を阻害するPD98059ならびにp38を阻害するSB203580を用いて検討した102,103) 25 nM

PD98059ならびに15 nM SB203580処置によりATP誘発性TNF-α遊離はそれぞれ66.5 %、

29.6 %に低下した　SB203580がPD98059よりも強く抑制したが、両者を併用すると、さらに強く

抑制した(Fig.32),これはBzATP刺激においても同様な結果となったoまた、 PD98059よりも強力

なMEK阻害薬であるU0126によりATPまたはBzATPによるmF-α遊離は強く抑制された(デ

ータ省略)。これらの結果から、 ATP刺激によりMAPキナ-ゼカスケードであるp38およびERK

が活性化され、 TNF-α遊離に重要な役割を果たしている可能性が示されたO

(2)ATPによるMAPキナ-ゼ活性化

MAPキナ-ゼファミリーERK、 p38ならびにJNK活性化におけるATPの効果について、リン酸

化MAPキナ-ゼ(活性型)特異的抗体を用いて検討した。まずATP濃度依存性を検討した結果、

ATPは1 mM以上において強くERK、 p38ならびにJNKの活性化を引き起こした。次にそのタイ

ムコースの検討をしたI mMATPで刺激すると1分後から急速にMAPキナ-ゼの活性化が引

き起こされた(Fig.33),さらに30分後まで活性化は上昇し、その後徐々に減少するが60分後に

おいてもその活性化が確認された(データ略)0

(3)MAPキナ-ゼ活性化におけるCa2+の必要性

これまでにATPはTNF-α遊離を引き起こし、 ATPによる細胞外からのCa2+流入が重要である

ことを示してきた。さらにMAPキナ-ゼにはCa2+により活性化される経路が存在することから109)、

ATPによるMAPキナ-ゼ活性化におけるCa2+の必要性について検討したCa2+キレート剤として

50 [xMBAPTAを30分前処置することで細胞内に取りこませ、細胞内Ca2+上昇を抑制する。さら

に細胞外Ca2+存在下もしくは非存在下においてATPで刺激し、ERK、 p38、 JNKの活性化を観

察したOなお細胞外Ca2+非存在下においてはCa2+free-DMEM-10 % FCS-0.5 mM EGTAを加え

た状態で用いたが、これはfura-2蛍光法によりATP刺激し、細胞内小胞体からのCa2十遊離は起

こるが、細胞外からのCa2+流入が起きないことを確認した(データ略)。 TNF-α遊離は細胞外Ca2+

に依存していたにもかかわらず、 MAPキナ-ゼはBAPTA処置もしくはCa2+非存在下においても
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Fig.32　Effects of PD98059 and SB203580 on ATP (A> or BzATP
(B)-induced TNF-α re一ease in rat microglia. The cells were pretreated

with15トiM PD98059 and/or 25FM SB203580 for 10 min and stimulated

with 1 mM ATP or lOOトiM BzATP. Values are expressed as mean± SEM

of percentage of release compared with individual controls. Values for
100 % for release ofTNF-Gwere279.7 ± 167.6 and 162.4 ±25.1 pg/106

ceIIs in ATP- or BzATP-stimulated microglia, respectively. * p<0.05,

p<0.01 , ★輔p<0.001 , significant一y different from the control (t-test).

ATPにより活性化され、 Ca2+に依存しないことを示唆した。しかしながらCa2十heeの条件において

BAPTA処置をすると完全にMAPキナ-ゼの活性化が抑制されたことからCa2+の重要性が示さ

れた(Fig.34)ォ以上の結果から細胞内Ca2+遊離と細胞外Ca2+流入の両方の経路が関与してい
ることが示された。

41



(A) Time Course

l mM

Phospho
ERK

(B) Concentration Dependency

ATP lmMl

1　5　10 (min)　　　　　0.1 1 10
語草.:I

~~二二▼ ,

■■■■■
雷*書Pho

El昌ph0-2

Kごまこ車Hm

Tota l

ERK

Phospho

p38

I

Tota l

p38

ikT^^Ee^EI二二コ　」二壷壷コ　」

0

Tota l

ERK
葛葛鵜・　mmm　ォ蝣蝣サ　ォ蝣蝣

1　5　10 (min)　　　　　0.1 1 10

■-　■-■l■　■■■■■　-

O

Phospho
JNK

1

Phospho -　車_1表輸後細
山　ii去」二五J

p38

Tota l

p38

5　10 (min)　　　　　0.1 1  10

Phospho :---　-　-

Total　　　　-　　　　「-・
JNK　　ヽ■■■葛-葛■一、一一

JNK　　　　　　　　　ー　--

T°tal　　　　　　　, ど,

I I ^ I '^^^^^^^T^^^^^^^^^^^^^^^F^^^^^　　こ=コ

Fig.33　Activation of MAP kinase ERK, p38 and JNK in ATP-stimulated
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were stimulatedwith 1 mM ATPfor 1, 5, 10 mm and the activated ERK.

p38 and JNK were detected by Western blotting using specific

antibodies against phosphorylated ERK, p38 and JNK, as described in
Methods. The levels of each total MAP kinase were confirmed to be

identical for each lane by using antibodies, which recognize both

activated and non-activated enzymes.
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Fig. 35　Effects of UO126 and SB203580 on BzATP-induced mRNA expression of

TNF-α in rat microglia. The ce‖s were treated with 10 jxM UO126 and 15 p.M

SB203580 for 10 min and stimulated with lOOトtM BzATP for 60 mm. The total mRNA

was extracted and the mRNA levels were estimated by RT-PCR. Vahes are shown as
the ratio ofTNF-αversus GAPDH. Data are mean + SEM (n=3).
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Fig. 36　Effects of Brilliant Blue G (BBG) on BzATP-induced MAP kmase activation in

rat microglia. The cells were treated with lトiM BBG for 5 mm stimu一ated with lOOトLM

BzATP for 10 min. The activated ERK, p38 and JNK were detected by western blotting

using specific antibodies against phosphorylated enzymes, as described in Methods.
The levels of each tota一 MAP kinase were confirmed to be identical for each lane by

using antibodies, which recognize both activated and non-activated enzymes.
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(4) TNF・αmRNA発現におけるMAPキナ-ゼの役割

前述のように、ATPは著しいTNF-αのmRNA発現を引き起こすことを明らかにした(Fig. 12)ォ

そこで、 TNF-αmRNAの発現におけるMAPキナ-ゼの役割を知る目的で、 BzATP刺激による

TNF-αmRNA発現に及ぼすU0126およびSB203580の影響を検討したOその結果、 Fig. 35に

示すように、 U0126前処置によりmRNA発現量はほとんど抑制されたが、 SB203580処置ではほと

んど抑制効果は認められなかったO従って、 ERKとp38はTNF-α産生において異なる制御に関

与し、 ERKはmRNAの発現に至るシグナルにおいて、 p38は転写後の調節において重要な役割

を果たすことが示された。

(5) MAPキナ-ゼ活性化におけるP2X,受容体の役割

これまで述べてきたように、 ATPおよびBzATPはMAPキナ-ゼを活性化LTNF- α産生・遊離

を引き起こすことが明らかとなった。また、 ATPおよびBzATP刺激によるTNF-α遊離はP2X7受

容体を介していることも示された。そこで、 MAPキナ-ゼの活性化がP2X7受容体を介しているか

否かを検討した　BBG(0.1および1 M)を5分間処置したのちBzATPで10分間刺激を行い、

ERK、 p38およびJNKの活性化の変化を調べた結果、 BBGはERKに対しほとんど抑制効果は

示さなかったが、 p38およびJNKの活性化に対しては強い抑制が認められた。この結果は、 P2X7

受容体はp38とJNKの活性化を引き起こすがERKはP2X7以外のATP受容体により制御され

ている可能性を示している。

[考察]

前章までの結果から、ATPはおもにP2X7の活性化によりTNF-α産生を引き起こし、細胞外に放

出させることが示されたD受容体刺激から、 TNF-a産生遊離に至るシグナル伝達にCa2+が重要な

役割を果たすことが示唆されたが、それ以降またはそれ以外のメカニズムは不明である。これまで

にマクロファージにおいてTNF-α産生遊離にMAPキナ-ゼの活性化が関与することが知られて

いる86)そこでミクログリアにおいてもATPがMAPキナ-ゼを介してTNF-α産生遊離を誘導する

可能性を明らかにする目的で、 ERKおよびp38カスケードを特異的に阻害するPD98059、および

SB203580の効果を検討した　SB203580はCSAIDであるSK&F86002に代表されるイミグゾ-

ル系の薬物であり、特異的ターゲットとしてp38が同定された。この薬物がLPS刺激によるマクロ

ファージからのTNトα、 IL-1β遊離を抑制することから、 p38がサイトカインの産生遊離に重要な役

割を果たしていることが明らかにされている87)本実験においてもSB203580は強くTNF-α遊離を

抑制したことから、 p38がATP誘発性TNF-α遊離に特に重要な役割を果たしていることが考えら
れたOまたpD98059に関してはSB203580に比べると弱いながらも抑制効果が認められ、さらに両

薬物の併用により顕著な抑制が認められたことからERKの関与も示された。

実際にATPがミクログリアにおいてMAPキナ-ゼを活性化することを確認するため、リン酸化

MAPキナ-ゼ特異的抗体を用いたイムノブロットにより検討した。その結果ATPは顕著にERK、

p38、 JNKを活性化することが明らかとなったLPSもMAPキナ-ゼを活性化したが、活性化まで

に少なくとも10分間は必要であった(データ略)oそれに対しATPによるMAPキナ-ゼの活性化

は極めて速やかであり、 ATPはLPSとは異なる経路でMAPキナ-ゼを活性化することが示された。

この効果はERK、 p38、JNKいずれにおいても1 mMのATPで強く認められ、さらにBzATPUOO

|iM)も同様にMAPキナ-ゼを活性化した(データ略)。これらの結果からATPはP2X7を介して

MAPキナ-ゼを活性化することが示唆された.しかし、 UTPUOO (iM)によってもMAPキナ-ゼの

活性化が観察され(データ略) 、 P2Y2を介した経路も存在することが示された。

前章において、 ATP刺激によるTNF-α遊離にはCa2+が重要であることが示されたのでMAPキ

ナ-ゼ活性化においてもCa2+が関与するか否か検討した　EGTA処置により細胞外Ca2+を取り

45



除いてもATPによるMAPキナ-ゼの活性化は影響されなかったことから、 P2X7を介した細胞外

Ca2+流入には依存しないと考えられたoまた細胞内Ca2+上昇を抑制する目的で50 nM BAPTA

を処置すると、 MAPキナ-ゼ活性化に部分的な抑制が認められたoさらにBAPTAとEGTAを併

用することによりMAPキナ-ゼの活性は完全に抑制された。このことはATPによるMAPキナ-ゼ

活性化に細胞内Ca2+上昇が必須であることを示している。前述したが、 UTPおよびBzATPがそ

れぞれMAPキナ-ゼを活性化することから、 P2Y2およびP2X7がそれぞれ独立してMAPキナ-

ゼ活性化に関与すると考えられる　P2Y2は小胞体からのCa2+遊離に依存してMAPキナ-ゼを

活性化し、一方p2X7は細胞外からのCa2+流入によりMAPキナ-ゼを活性化する。従ってEGTA

により細胞外Ca2+除去した場合、 p2X7の経路は抑制されてもP2Y2の経路によりMAPキナ-ゼ

の活性化は引き起こされる。一方BAPTAにより細胞内Ca2+をキレートした場合では、 P2Y2の経

路は遮断されてもP2X7を介した大量のCa2+流入によりMAPヰ・ナ-ゼは活性化されると考えられ

る。そのため、 ATPによるMAPキナ-ゼ活性化を完全に抑制するためには、 BAPTAとEGTAを

併用することによりP2Y2及びP2X7の両経路からの細胞内Ca2+上昇を抑制する必要がある可能

性が考えられた。

BhatらはミクログリアにおいてPD98059ならびにSB203580がLPS刺激によるmF-α遊離を

抑制するが、 TNF-α mRNA発現は抑制しないことから、 ERKおよびp38がmF-αの転写後調節
を行っていることを報告した83)しかしながら、 TNF/NGFレセプターファミリーに属する抗原CD40

活性化によるミクログリアのTNF-α産生においてはPD98059がmRNA発現を抑制したことから、

ERKがTNF-α mRNA転写制御に関与していることが示されている88)本研究では、 MEK阻害

薬U0126がTNF-αmRNA発現を強力に抑制する一方、 SB203580はmF-αmRNA発現には

影響しなかったことから、 ERKはATP刺激によるmF-αmRNA発現を、p38はmRNA発現以

降の過程を制御する可能性が示された。

ATPはERK、 p38同様にJNK!SAPKも活性化したが、 TNトα遊離はPD98059とSB203580を

併用することでほぼ完全に抑制された。従ってATP誘発性TNF-α遊離は主にERKとp38が制

御し、 JNK/SAPKはあまり関与していないことが考えられた。

P2X7はNF-AT、 NF-kBを活性化することが報告され84,85)、これら転写因子がTNF-α産生に関

与することが推測される。しかし、 ATP誘発性TNF-α遊離はFK-506ならびにシクロスポリンCで

は抑制されず(データ略)、 NF-ATの関与は否定された。またATPはカスパーゼ系酵素の活性化

や活性酸素種の産生を経て、 NF-kBを活性化するため、発現までに3時間もの時間を要する。し

かしATP誘発性mF-αmRNA発現は刺激1時間後には顕著に上昇したOこの結果からATP

によるTNF-α転写にNF-kBも関与しないと考えられた。

さらに、 BzATPによるERK、 p38およびJNK活性化に及ぼすBBGの効果を検討した結果、

P2X7受容体はERKではなく少なくともp38を活性化LTNF-α産生を制御することによりTNF-

α遊離を引き起こすことが示された　ERKはP2X7以外のATP受容体により制御されているらし

いOその受容体についてはまだ不明であるが、おそらくG蛋白共役型p2Yのサブタイプであること

が推測される。この受容体の同定のためにはさらなる検討が必要である。
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総　括

本研究において、細胞外ATPがラット脳ミクログリアを活性化し、 TNF-α産生・遊離を引き起こす

ことを兄い出した。さらに、そのメカニズムについて薬理学的検討を行い、いくつかの知見を得た。

ここでその内容を以下にまとめる。

初代培養ミクログリアにおいてATP刺激により顕著なmF-α遊離が認められ、この効果はCa2+

依存性、 Mg2+感受性、アゴニスト選択性などの性質の類似性からP2X7受容体を介することが示

・唆されたOこれまでP2X7受容体のアンタゴニストとして用いられてきた薬物は特異性が低く、 TNF-

α遊離に対する抑制効果は認められなかったが、最近P2X7特異的アンタゴニストとして報告され

たBrilliant Blue G(BBG)を用いることにより、P2X7受容体の関与が示されたp2X7が免疫細胞

に選択的に発現していることと考え合わせると53,58-61)、この受容体がミクログリアの脳免疫反応に

深く関与することが推測される101)そこでATPによるmF-α遊離を制御する細胞内シグナルを明・

らかにすることで、 ATP受容体がいかにしてミクログリアの免疫機能を制御するか検討を行なった。

まず細胞内Ca2+濃度に対してATPはP2Y2を介した細胞内Ca2+遊離とp2X7による細胞外

Ca2+流入を起こした　TNF-α遊離は細胞外Ca2+流入に依存しているが、一部細胞内ca2十遊離に

よるTNF-α産生も認められたことから、 p2X7のみならず、 P2Y2も部分的にmF-α産生遊離に関

与することが示された。

また、 MAPキナ-ゼの特異的阻害薬の効果から、ATP誘発性TNF-α遊離におけるMAPキナ

-ゼERK、 p38の関与が示唆されたATPはERK、 p38を速やかに活性化するが、 ERKはTNF-

αのmRNA発現を調節する一方、p38は遺伝子転写以降の過程を制御する可能性が示された。

また、 BBGはp38の活性化のみを抑制したことから、 P2X,受容体はp38の活性化を制御し、 ERE

はその他のP2受容体おそらくはP2Yサブタイプを介して制御される。

Nerve terminal

Damaged

声
High conc. ATP

i

Apoptosis

P2Y?

TNF-α

Figure. 37　Schema of regulation ofTNF-α release from microglia by extracellular ATP.
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脳虚血傷害、アルツハイマー病、パーキンソン病さらには自己免疫疾患に対してミクログリアの

関与が示唆されているが、脳障害でのミクログリアの役割、ならびに細胞外ATPの病態-の関与

については依然不明である。ミクログリアは正常時には休止化しているが、脳障害の際には速や

かに活性化され、 TNF-ccなどのサイトカインを分泌し、再生修復もしくは再生不能細胞の積極的

な死を引き起こす。しかしその無秩序な活性化は脳傷害の拡大を起こすことから、その活性化を

制御することで、神経変性の拡大を防止し、さらに神経に対する保護効果を発揮できる。本研究

では、 in vitroにおいて、ミクログリアの活性化を制御するATP受容体の存在を明らかにした。また

ミクログリアの活性化を引き起こすLPSはミクログリアからATPを遊離させる43)この道離された

ATPがオートクライン/パラクラインにシグナル伝達した結果、 NF-jeB活性化さらにNO産生を引き

起こすことが明らかにされていることからも、細胞外ATPがミクログリアの活性化因子であることが

示されている105,106)現在までにATPはP2X7活畦化を介し七`LPSにより初期活性化された'ミ

クログリアからIL-1β、さらに繊維芽細胞からIL-6の遊離を引き起こすことが報告されている96,97)

このうち、 IL-1β遊離はLPS刺激により細胞内に蓄積されたprolL1βが、 P2X7を介して活性化さ

れたILlβ converting enzyme住cE)によりプロセッシングされることにより惹起する。これとは異な
り、 mF-αはATP単独の刺激で産生遊離されるため、 BBBの破綻などのない生理状態において

も効果を発揮できる。

またアデノシンはマクロファージにおいてA3受容体を活性化して、 LPSによるTNF-α mRNA発

現を特異的に抑制する98)またミクログリアにおいてもAl、 A2A、 A3アデノシン受容体の発現が確

認されている99)このためATP誘発性TNF-α遊離に対してもATPの代謝物であるアデノシンが

過剰な産生に対して抑制的に働いている可能性が考えられる。また本研究でも示したように、

TNF-α遊離を誘導するP2X7の過剰な活性化はミクログリアの細胞死を誘導することにより過剰な

サイトカイン遊離を抑制しているOこのようにATP誘発性mF-α遊離は厳密に制御されるため無

秩序な産生による細胞毒性が低く、標的細胞に発現するTNF受容体を介してより選択性の高い

神経保護効果が期待される。さらに細胞外ATPがミクログリアにおいてP2X7を介してこれらのサイ

トカイン以外にもプラスミノーゲンを遊離させ、神経保護に関与する報告もあることから75)、 ATPの

神経保護-の関与に強く関心が寄せられるD

一方、 P2X7の発現は環境に応じて変化することが報告されているO例えば単球を用いた実験

でTNF-α処置によりP2X7の発現が増強し、 P2Y2発現が減少した100)この結果は正常時には

p2Y2が有意に機能するが、病態などの非常時にはP2X7の発現量がmF-αにより上昇され、

TNF-αをはじめIL-1β、 IL6などを遊離させ、免疫反応を増強する可能性を示しているO

以上述べてきたように、 ATP受容体(P2X7)作動薬の開発は、正常時にはその受容体発現が低

いため副作用が低く、脳においてP2X7は主にミクログリアに発現していることから選択性の高い効

果が予想されるOさらにATPによるTNF-α産生はアデノシンによる抑制、細胞死の誘導、シグナル

制御などにより過剰産生を防ぐ機構が存在し、安全性が期待される。現在TNF-αの神経保護作

用、神経毒性、さらにATPについてもそのシグナル伝達さらには代謝物も含めた作用が明確に理

解されていないが、本研究により今後これらの研究が進展し、脳におけるサイトカイン遊離を制御

するATP受容体をターゲットとした新しい治療薬の開発が期待される。
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