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脳低温療法は，新生児低酸素性虚血性脳症や心肺
停止後蘇生後脳症等の脳障害時にニューロン（脳）
を保護する治療法であるが，その機序には未だ不明
な点が多い．脳損傷後，早期に活性化されるマイク
ログリアは，サイトカインや一酸化窒素（NO）等
のニューロン傷害性因子を放出し，脳障害増悪に関
与する．T細胞は遅発性に脳内に浸潤し，サイトカ
インやプロテアーゼ等のニューロン傷害性因子産生
を介して，持続的な脳障害増悪に関与する．本研究
では，脳低温療法による脳保護作用機構を解明する
ため，マイクログリアおよびT細胞由来ニューロン
傷害性因子産生に低温・高温が及ぼす影響を調べ
た．その結果，マイクログリアからのTNF‑α，IL‑

10およびNO産生ならびにT細胞からのIL‑17とグラ
ンザイムB（GrB）産生は，各々，37℃に比べ33℃
では低値，39℃では高値を示した．また，それらの
因子の脳内障害的作用をニューロン死で評価する
と，TNF‑α，IL‑10，NO，IL‑17およびGrBとも，
各々，濃度依存的にニューロン死を誘導した．以上
をまとめると，TNF‑α，IL‑10，NO，IL‑17および
GrBの温度依存的産生動態とこれらの因子による濃
度依存的ニューロン死誘導動態は比例関係となり，
33℃でのマイクログリアからのTNF‑α，IL‑10およ
びNOの産生低下ならびにT細胞からのIL‑17とGrBの
産生低下はニューロン死抑制に，一方，39℃での産

生増加はニューロン死増加に繋がると考えられた．

は じ め に

脳低温療法は，脳障害時に脳温を32～34℃の軽度
低温にすることで，二次的ニューロン障害を抑える，
つまり，ニューロンを保護する治療法であり，新生
児低酸素性虚血性脳症や心肺停止後蘇生後脳症等に
有効である．しかしながら，その機序は多岐に渡る
と考えられており，未だ不明な点が多い．我々は，
脳低温療法がより有効かつ応用の利く治療法へと確
立されていくためには，ニューロン死に関わる細胞
の低温・高温応答を知ることが重要と考え，脳低酸
素・虚血や脳外傷時の早期に活性化され，炎症性サ
イトカインや一酸化窒素（NO）等のニューロン傷
害性（炎症性）因子放出を介して脳（ニューロン）
障害増悪に関与するマイクログリアに着目し，研究
を行ってきた１−７）．また，近年では脳障害の進行過
程に脳内浸潤T細胞の炎症的関与が注目されてい
る．T細胞は脳損傷後，マイクログリア活性化に引
き続き，遅発性に脳内に浸潤し，二次的炎症を惹起
して持続的な脳障害増悪に関与する８−10）．そこで，
T細胞由来ニューロン傷害性因子産生の低温・高温
応答についても検討した11）．
本稿では特に，Toll様受容体２（TLR2）活性化

マイクログリアの核内転写因子NF‑κB活性化とニ
ューロン傷害的炎症性・抗炎症性因子産生が時系列
的温度依存性変化を示した研究２，６）と，その結果を
臨床的に関連付けるために，脳低温療法の適応とな
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る新生児低酸素性虚血性（hypoxia‑ischemia：HI）
脳症のモデル動物を用いた研究５），そして，“時系
列的”という概念を発展させ，T細胞に着目し，そ
のニューロン傷害性因子産生が温度依存性変化を示
した研究11）を概説したい．

TLR2活性化マイクログリアのNF‑κB活性化とニュ
ーロン傷害的炎症性・抗炎症性因子産生の時系列的
温度依存性変化

脳低温療法による脳保護作用機構を解明するた
め，TLR2活性化マイクログリアからの炎症性・抗
炎症性因子産生とTLR2シグナリング経路で重要な
役割を担うNF‑κB活性化に低温・高温が及ぼす影
響を調べた．TLRは様々な病原体の分子パターン
を認識し，自然免疫を作動させる受容体として発見
されたが，最近の研究により，病原体非存在下で脳
内損傷細胞等から遊離・放出される内因性物質によ
っても活性化され，中枢神経障害過程において重要
な役割を担うことがわかってきた12−15）．特にマイク
ログリアでは，TLR2やTLR4活性化を介した中枢
神経障害過程が報告されている13−17）．我々は既に，
TLR4活性化マイクログリアからの炎症性・抗炎症
性サイトカインとNO産生に低温・高温が及ぼす影
響を報告しているが１），これらの産生に関わるシグ
ナル伝達因子が低温・高温下で受ける影響は不明で
あった．そこで本研究では，TLR2活性化マイクロ
グリアを用いての検討を行った．その結果，TLR2

活性化マイクログリアからの炎症性サイトカイン
（TNF‑α）産生は培養３−６時間，抗炎症性サイト
カイン（IL‑10）産生は24−48時間，炎症性因子（NO）
産生は48時間，また，NF‑κB活性化は0.5時間で，
各々，37℃に比べ33℃では低値，39℃では高値の温
度依存性変化を示した２）．更に，このTLR2活性化
マイクログリアの時系列的TNF‑α，IL‑10および
NO産生がNF‑κB活性化に依存していることも明ら
かにした２）．これらの結果をまとめると，マイクロ
グリアの時系列的温度依存的応答―33℃の低温培養
では，TLR2活性化マイクログリアのNF‑κB阻害に
基づくその後の早期でのTNF‑α抑制と後期でのIL‑

10/NO抑制，一方，39℃の高温培養では，TLR2活
性化マイクログリアのNF‑κB増加に基づくその後
の早期でのTNF‑α増加と後期でのIL‑10/NO増加―

となる．
このTNF‑α，IL‑10およびNOの温度依存的産生

の病態生理学的意義の検討として，これらの因子が
どのようにニューロン死を誘導するのかを調べた．
その結果，TNF‑α，IL‑10およびNOドナーのNOR3

（（+/−）−（E）−4−ethyl−2−［（E）−hydroxyimino］
−5−nitro−3−hexenamide）は，各々，濃度依存
的にニューロン死を誘導した６）．つまり，TNF‑α，
IL‑10およびNOの温度依存的産生動態とこれらの因
子による濃度依存的ニューロン死誘導動態は比例関
係となり，33℃でのマイクログリアからのTNF‑α，
IL‑10およびNOの産生低下はニューロン死抑制に，
一方，39℃での産生増加はニューロン死増加に繋が
ると考えられた．
以上より，脳低温療法による脳保護作用の一機序

に，TLR2活性化マイクログリアのNF‑κB阻害を介
した早期でのニューロン傷害的TNF‑α抑制と後期
でのニューロン傷害的IL‑10およびNO抑制が関与す
ることが示唆された．脳低温療法は急性重症脳障害
に対する脳保護効果をもたらすが，全ての患者に容
易に適用されるわけではない．このような観点にお
いて，低温下ではTLR2活性化マイクログリアの
NF‑κB抑制がニューロン傷害性因子産生低下に繋
がるという本研究結果は，マイクログリアのTLR2

−NF‑κBシグナリング経路が急性重症脳障害の重
要な治療ターゲットになることを示唆しており，今
後，臨床レベルでそのようなアプローチの研究を発
展させる可能性がある．
また，脳温はニューロンの生死決定に重要な因子

であり，脳損傷後，脳低温はニューロン保護に，脳
高温はニューロン障害増悪に作用する．よって，
TNFα，IL‑10およびNO産生の時系列的温度依存性
変化は，低温下での脳保護効果ならびに高温下での
脳障害増悪の把握に，TNF‑αが早期の，IL‑10と
NOが後期の，バイオマーカーになりうることを示
唆している．

低酸素性虚血性（HI）脳障害由来マイクログリア
の炎症性・抗炎症性因子産生の低温応答

興味深いことに，最近，脳虚血障害の動物実験お
よび臨床研究において，低温による梗塞体積減少や
神経学的予後改善は早期での炎症性サイトカイン発
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現の低下を伴うこと18）や，早期での低温は神経学的
予後改善に，後期での高温を伴った炎症反応増強は
予後不良に関係すること19）が報告された．つまり，
脳障害の保護や増悪における温度および時間依存的
機構の存在をin vivoで示すものであり，我々のin

vitro結果２，６）を支持した．
そこで我々も，そのin vitro結果を臨床的に関連

付けるため，脳低温療法の適応となる新生児HI脳
症のモデルマウス（HI脳障害）由来マイクログリ
アを用いることにした．HI脳障害マウスは，生後
２日齢のマウスの右総頸動脈を結紮後，37℃下で酸
素濃度６%に30分間留置することにより作製した．
その後，37℃の正常酸素濃度下で更に１日留置した
マウス（３日齢）の大脳半球から，磁気ビーズ結合
抗CD11b抗体を用いてマイクログリアを単離し，
TLR2およびTLR4刺激下で低温培養を行った．中
枢神経系から取り出した細胞は，生体内環境下での
細胞の表現系を維持しており，その培養（ex vivo

培養）はin vivo状態を知る一つの方法20，21）であり，
本研究で用いた．その結果，HI脳障害由来マイク
ログリアのTLR誘導TNF‑α産生は培養６時間，IL‑

10およびNO産生は48時間で，各々，37℃に比べ
33℃では低値を示した５）．つまり，HI脳障害モデル
を用いた研究においても，低温はTLR活性化マイ
クログリアの早期でのTNF‑αおよび後期でのIL‑

10/NO産生を抑制した．新生児HI脳症患者の脳脊
髄液中にはサイトカインやNOの増加がみられ，そ
の濃度は脳障害の程度と相関することが報告22，23）さ
れており，臨床と関連する本研究結果は，特に脳低
温療法による新生児HI脳症の脳保護作用の一機序
に，マイクログリアの早期での炎症性因子抑制と後
期での炎症性・抗炎症性因子抑制が関与することを
示唆する．

T細胞由来ニューロン傷害性因子の温度依存的産生

更に近年では，“時系列的（時間依存的）”という
概念を発展させ，脳障害の進行過程におけるT細胞
の炎症的関与に着目し，研究を行った．T細胞は，
脳障害早期でのマイクログリア活性化から遅れて脳
内に浸潤し，炎症性サイトカインやプロテアーゼ等
のニューロン傷害性因子の放出を介して二次的炎症
を惹起し，持続的な脳障害増悪に関与する８−10）．こ

れらの増加は末梢性にも認められる９，10）ため，末梢
−浸潤T細胞のニューロン傷害性因子は脳障害の治
療ターゲットになる可能性がある．そこで，末梢性
T細胞の炎症性サイトカイン（IL‑17）とセリンプ
ロテアーゼのグランザイムB（GrB）産生に低温・
高温が及ぼす影響を調べた．その結果，naïve CD4+，
CD4+およびγδT細胞のIL‑17産生ならびにCD4+，
CD8+およびγδT細胞のGrB産生は，培養72時間で，
各々，37℃に比べ33℃では低値，39℃では高値を示
した11）．また，それらの因子の脳内障害的作用をニ
ューロン死で評価すると，IL‑17とGrBは，各々，
濃度依存的にニューロン死を誘導した11）．この場合
も，IL‑17とGrBの温度依存的産生動態とこれらの
因子による濃度依存的ニューロン死誘導動態は比例
関係となり，脳低温療法は，様々なT細胞のIL‑17

とGrB産生を低下させ，遅発性にもニューロン死抑
制効果をもたらすこと，一方，脳高温下ではこれら
の産生が増加し，持続的なニューロン死増加に繋が
ること，が考えられた．更に，温度依存性変化を示
したIL‑17とGrBも，低温下での脳保護効果ならび
に高温下での脳障害増悪の把握のためのバイオマー
カーになりうることが示唆された．

お わ り に

本稿をまとめると，脳低温下では，脳損傷早期に
おけるマイクログリアからのニューロン傷害性因子
産生低下に基づくニューロン死抑制効果のみでな
く，T細胞からのニューロン傷害性因子産生も低下
し，遅発性にもニューロン死抑制効果がもたらされ
ると考えられた．これは，脳低温療法の作用機序を，
新しく“時系列的”な観点から示唆したものであり，
本療法がより有効かつ応用の利く治療法へと確立さ
れていくことに繋がるかもしれない．例えば，この
ような時系列的炎症反応をターゲットにした新しい
治療（介入）戦略等が期待できる．
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Therapeutic hypothermia protects neurons after

severe brain damage; however, the underlying

mechanisms have yet to be fully elucidated.

Activated microglia, which appear soon after the

primary injury, release cytokines and nitric oxide

（NO）， known to damage neurons. T cells

infiltrate the infarcted brain tissue within days of

cerebral ischemia and play essential roles in

exacerbating ischemic brain injury by producing

inflammatory factors. Then, we examined how

therapeutic hypothermia can prevent and brain

hyperthermia can exacerbate secondary brain

damage and demonstrated that the release of

tumor necrosis factor（TNF）‑α , interleukin

（IL）‑10, and NO from microglia, and that of IL‑17

and granzyme B（GrB），a serine protease, from

several T cell lineages is reduced by hypothermia

but augmented by hyperthermia. The

pathophysiological significance of these

temperature‑dependent changes in TNF‑α, IL‑10,

NO, IL‑17, and GrB levels in relation to

hypothermic neuronal protection and

hyperthermic neuronal injury was demonstrated

by showing that all these molecules

independently induce neuronal cell death in a

concentration‑dependent manner, in which the

kinetics of concentration dependence was found

to be proportional to that of the temperature‑

dependent changes in their production. These

findings suggest that a decrease in TNF‑α, IL‑10,

NO, IL‑17, and GrB levels during hypothermia

contributes to the direct protection of neurons,

whereas an increase in their levels during

hyperthermia contributes to direct injury of

neurons.
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