
国立研究開発法人国立精神・神経医療研究センター・神経研究所・名誉所長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2017～2013

ニューロン・ミクログリア相関による機能的神経回路形成の分子基盤の解明

Elucidation of molecular mechanisms involved in the formation of functional 
neuronal network by neuron-microglia interaction

５０１１２６８６研究者番号：

高坂　新一（Kohsaka, Shinichi）

研究期間：

２５１１７００９

平成 年 月 日現在３０   ６ ２０

円    51,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、機能的神経回路形成におけるミクログリアの役割、特にシナプス刈り込
みにおける機能を明らかにすることを目的に解析を行った。脳発達期におけるシナプス刈り込み現象が明確であ
る霊長類マーモセットを用いた検討を中心に行った。正常マーモセット脳では、シナプスピーク期である生後3
ヶ月齢と刈り込みにあたる生後6ヶ月齢ではミクログリアの機能的関与が異なる可能性が示された。また、自閉
症モデルマーモセットを用いた解析では、ヒト自閉症患者で見られる行動異常とシナプス刈り込み不全が再現さ
れることが示された。この刈り込み異常にはミクログリアの機能が起因していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have studied to clarity the role of microglia in the formation of 
functional neural circuit, especially the role in the synaptic pruning by using common marmosets, 
non-human primate models, because they showed clear synaptic pruning in the brain during 
developmental phase. In the cerebral cortex of the normal marmosets, we showed the possibility that 
the microglia was involved in synaptic pruning at the age of 3 months old. Furthermore, we prepared 
the autism spectrum disorder (ASD) model marmosets and demonstrated the insufficient synaptic 
pruning observed in the ASD patients. We have also suggested the abnormal function of microglia 
judged from the morphological changes of the cells. We speculated that the abnormal synaptic pruning
 observed in the ASD patients might be caused by the abnormal function of microglia.

研究分野：神経化学

キーワード： ミクログリア　マーモセット　自閉症　刈り込み
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１．研究開始当初の背景 
 ミクログリアは神経細胞との相互作用か
ら神経機能の変化を察知し、種々の機能分子
を分泌することで神経細胞の機能調節、修復
や除去に関わる脳内のグリア細胞である。近
年、脳画像解析技術や二光子レーザー顕微鏡
を用いたライブイメージング技術の革新的
な進歩により、アストロサイト等他のグリア
細胞と連携したグリアアセンブリの一要員
として、積極的に神経活動を調節しているこ
とが明らかにされつつある。特に、脳発達期
の神経回路形成の異常ならびに機能維持機
構の破綻が病因の一因である統合失調症や
発達障害患者において、発症初期や病態進行
時にミクログリアの異常性が報告されてい
る。 
 
２．研究の目的 
 神経回路形成時には一過性に過剰なシナ
プスが形成され、その後シナプスの刈り込み
が行われ成熟した神経回路となる。このシナ
プスの刈り込み現象におけるミクログリア
の機能解明は、高次脳機能の理解に加え精神
疾患や発達障害の神経病態の解明において
も極めて重要な研究課題である。そこで、本
研究では、ミクログリアに着目し、シナプス
の刈り込みを含む機能的神経回路成熟の分
子基盤の解明を目指す。本研究では、マウス
を用いた解析のみならず、ヒトと同じ霊長類
であるマーモセットも実験対象とすること
で、ヒト疾患でのグリア機能の評価へとつな
げたい。 
 
３．研究の方法 
 高坂を研究代表とする本研究班は、マウス
を用いた研究を担当する内野（平成 26 年度
まで分担研究者）とマーモセットを用いた研
究を担当する一戸（平成 26 年度まで連携研
究者、平成 27 年度から分担研究者）が共同
研究体制をとり、脳発達過程の分子発現なら
びに機能形態学的解析を通してミクログリ
アの機能解明を目指す。正常脳のみならず、
病態脳（バルプロ酸を用いた発達障害モデ
ル）を用いた解析を通じて、ニューロン・ミ
クログリア相関に基づいた機能的神経回路
形成の分子基盤の解明を目指す。ただし、マ
ウスにおいてはシナプスの刈り込み現象が
顕著ではないため、27 年度からはマーモセッ
トを主な研究対象とした。 
 
４．研究成果 
（1） 脳発達過程におけるミクログリアの挙
動の解析 
(1-1) マウスにおけるミクログリア 
 ミクログリア特異的に EGFP を発現する
Iba1-EGFP トランスジェニックマウスにお
いて、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織染色法
により生後 1日齢、1週齢、2週齢、3週齢、
4 週齢、8 週齢の大脳皮質のミクログリアの
数、局在ならびに形態を解析した。その結果、

ミクログリアの数は生後発達につれて増加
し、生後 2週齢においては大脳皮質のほぼ全
域に局在することを確認した。生後 3週齢に
おいてはミクログリアの突起が顕著に発達
し、その突起の先端がブートン様の丸い構造
を示す特徴的な形態が観察された。4 週齢以
降、成体でみられるラミファイド型のミクロ
グリアに成熟することを確認した。 
(1-2) マーモセットにおけるミクログリア 
 抗 Iba1 抗体を用いた免疫組織染色法によ
り、脳発達過程における大脳皮質 12 野での
ミクログリアの数、局在ならびに形態を、生
後直後、生後 2ヶ月齢、3ヶ月齢、6ヶ月齢、
及び成体で解析した。ミクログリアは生後直
後大脳皮質にまばらに局在していたが、生後
2 ヶ月齢では大脳皮質のほぼ全域に局在して
いた。ミクログリアの数は生後 2ヶ月齢まで
に急速に増加し、3 ヶ月齢でピークに達した
後、有意に減少することが明らかとなった。
またミクログリア突起数や分岐数に関して
は、生後発達に伴い大きな変動は認められな
いが、突起の長さは成体になるにつれ長くな
ることを見出した。ミクログリア数がピーク
に達する 3ヶ月齢ではマウス 3週齢と同様に
突起の先端がブートン様構造を示すものが
多く観察された。 
 
(2) マーモセット脳発達過程におけるシナプ
ス形成の解析 
 ヒトの脳発達過程では新生児から小児期
にかけてシナプス形成が活発に行なわれ、小
児期にピークに達した後シナプス数が減少
していくいわゆるオーバーシュート型シナ
プス数の変動を呈することが知られている
が、マーモセットに関する知見はほとんどな
い。そこで、マーモセットのシナプス数変動
パターンを明らかにするため、大脳皮質前頭
連合野、側頭連合野、一次視覚野における第
III 層の錐体細胞におけるスパインの総数を
経時的に計測した。その結果、いずれの領域
においてもスパイン数は生後 3ヶ月でピーク
に達しその後減少していくことが明らかと
なり、マーモセットでもヒトと同様のオーバ
ーシュート型シナプス変動を示すことが明
らかとなった。このことは、霊長類でみられ
るシナプスの刈り込みの分子基盤を解析し
て行く上で、非常に重要な知見である。また、
このスパイン数ピーク期がミクログリア数
ピーク期と一致している点も興味深い。 
 
(3) マーモセット脳発達過程におけるニュ
ーロン・ミクログリア形態学的相互作用の解
析 
 細胞内色素注入法と免疫組織化学的手法
との組み合わせによりニューロン及びミク
ログリアを可視化し、大脳皮質における挙動
を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。正常脳
の発達過程でニューロンの樹状突起のシャ
フトやスパインに対してミクログリアが突
起を伸ばして触る様子が観察され、スパイン



数がピークである 3ヶ月齢と刈り込み期であ
る 6ヶ月では異なる特徴を有していた。3ヶ
月齢では前述のごとくミクログリア突起の
先端がしばしばブートン様の特徴的な構造
を示すことを見出した。また、電子顕微鏡を
用いた観察を行なったところ、スパインのみ
ならずプレシナプスへもミクログリア突起
の接触が見られることが明らかとなった。 
 
(4) 脳発達過程における遺伝子発現変化の解
析 
(4-1) マウスにおける遺伝子発現解析 
 ミクログリア機能分子であるサイトカイ
ンやケモカイン、またその受容体やグルタミ
ン酸受容体や Shank などのシナプス機能分
子に着目し、プライマーアレイおよび独自プ
ライマー（約 300遺伝子）を用いた定量 PCR
法により、脳発達過程（生後 2日齢、2週齢、
4 週齢）の大脳皮質における遺伝子発現を解
析した。生後直後発現が高くその後低下する
遺伝子、すなわち神経細胞の分化・移動や大
脳皮質の層形成に関与すると考えられる遺
伝子（例；CXCL4）や、生後 2週齢以降に発
現が増加する遺伝子、すなわちシナプス・神
経回路形成に関与すると考えられる遺伝子
（例；rantes）など、発現プロファイルの異
なる遺伝子を複数確認した。さらに、正常発
達脳と発達障害の病態モデルマウスである
バルプロ酸投与マウスの病態脳との比較か
ら、特に発現の差が顕著な分子として rantes
（CCL5）を見いだした。rantesについては、
生後 4週齢において、病態脳での発現は大脳
皮質において約 10倍、海馬においては約 20
倍増加していたが、小脳においてはほぼ同じ
であった。 
(4-2) マーモセットにおける遺伝子発現解析 
 オーバーシュート型シナプス変動、すなわ
ちシナプス刈り込みに関わる分子基盤を明
らかにするため、生後直後、生後 2 ヶ月齢、
3 ヶ月齢、6 ヶ月齢及び成体の大脳皮質（前
頭葉、側頭葉、後頭葉）についてジーンチッ
プを用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。
3 ヶ月齢をピークとするシナプスの数的変化
と同調した発現を示す遺伝子やシナプス刈
り込み期である生後 6ヶ月齢で発現がピーク
になる遺伝子など、複数の発現パターンを示
すことが明らかとなった。前者の例として
Iba1や CX3CR1などのミクログリア関連遺
伝子など、後者の例として C1q や mGluR5
などが見出された。 
 
(5) バルプロ酸暴露自閉症様モデルマーモセ
ットの作出 
 妊娠 60 日目の雌マーモセットにバルプロ
酸、以下 VPA を７日間経口投与し、生まれ
て来た仔を自閉症様モデルマーモセットと
して用いた。作製したモデルマーモセットは、
新奇出会わせ試験や逆転学習などの行動解
析により、他者への興味の減少や固執性など
の自閉症様行動を示すことが確認できた。

VPA マーモセットは脳重量が増加しており、
生後 3ヶ月齢から 6ヶ月齢にかけてのシナプ
ス刈り込みが不十分であり、自閉症患者にお
ける刈り込み不全を再現できていた。 
 
(6) 自閉症様モデルマーモセットにおけるミ
クログリアの挙動の解析 
 抗 Iba1 抗体を用いた免疫組織染色法によ
り、VPAマーモセットでは正常マーモセット
より Iba1 染色性が弱いことと、生後 6 ヶ月
齢におけるミクログリア密度が有意に減少
していることが明らかになった。ミクログリ
ア形態を詳細に解析したところ、生後 3ヶ月
齢の正常マーモセットで多く観察されたブ
ートン状ミクログリア突起が VPA マーモセ
ットでは有意に減少していることと、VPAマ
ーモセットのミクログリアは Iba1 陰性領域
が多く出現していることを見いだした。種々
の脳疾患で観察されるミクログリアは細胞
体が大きく突起が太く短い活性化型を呈す
ることが知られているが、今回明らかになっ
た VPA マーモセットにおけるミクログリア
形態は一般的な活性化型にあてはまらず、既
報の自閉症患者脳や HDLS 患者脳で観察さ
れるミクログリアの特性に類似していた。
VPA 暴露による自閉症様モデルマーモセッ
トの大脳皮質で観察されたこれらの形態的
特性はミクログリアの機能低下を示唆して
いると考えている。 
 
(7)マーモセットからのミクログリア単離 
 ミクログリアの機能異常を検討するため、
磁気細胞分離法を用いてマーモセット大脳
皮質からのミクログリア単離を試みた。単離
されたミクログリアは抗 Iba1 抗体及び抗
P2Y12 抗体陽性であり、CD11b 陽性細胞が約
98 %と高純度であった。さらに、脳内で観察
されるラミファイド型の形態を維持してお
り、貪食能も有していることが明らかになっ
た。 
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