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研究成果の概要（和文）：ラット初代ミクログリアにはLPS刺激に対する反応性の異なるサブセットが存在し、
そのうち貪食ミクログリアはP2Y2受容体を介して死細胞を取り込むこと、またミクログリアによるニューロンの
貪食にもP2Y2受容体が役割を果たすことが示された。さらにLPS誘発炎症性TNF-αやiNOSの発現もP2Y2受容体に
依存する。さらに、P2Y2受容体はLPSやATPの刺激により発現が上昇したことから、炎症時に発現し特異的な役割
を果たす可能性が示唆された。一方、保護的アクチビンA、抗炎症性IL-10はLPS/ATPγS刺激で著明に発現亢進
し、この反応には新たにP2Y13受容体が関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Microglia, resident macrophages of the CNS, play important roles in 
neuroprotection and neurodegeneration. Lipopolysaccharide (LPS) stimulation caused death of 
microglia, whereas a portion of microglia survived for a long time. The long-lived microglia were 
highly phagocytic and exerted protective function. Microglial P2Y2 receptor was involved in 
phagocytosis of dying cells or neurons. Expression of inflammatory mediators, TNF-alpha or iNOS, was
 also regulated via P2Y2 receptor. Production of protective factor, activin A, and anti-inflammatory
 cytokine IL-10 was mediated via P2Y13 receptor, suggesting a novel role of P2Y13 receptor in 
microglial neuroprotection.    

研究分野：神経薬理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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の病態にはミクログリアの活性化と慢性炎症が関与す
る。また、自閉症などの神経疾患にも炎症とミクログリアの過剰な貪食の関与が示唆されている。本来脳を守る
ミクログリアが神経傷害を引き起こしてしまう機序として、本研究で示した異なる機能をもつサブセットの存在
が考えられる。また、貪食にも炎症因子の産生にも関与するP2Y2受容体は自閉症治療薬スラミンの標的でもあ
り、スラミンは過剰な貪食と炎症反応を抑制することにより病態を改善する可能性がある。さらにP2Y13受容体
の保護的役割も明らかとなり、今後、難治性神経疾患の新しい治療法の開発に繋がることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
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の急激な増加が大きな社会問題
となっている。これらの病態の基盤には共通してミクログリアの活性化が関与する。また、
統合失調症や自閉症などの病態にもミクログリアの過剰なシナプス貪食が関与すること
が示唆されており、神経疾患におけるミクログリアの重要性は益々注目されるようになっ
てきた。ミクログリアは中枢神経に定住するマクロファージであり、発生においてはシナ
プス剪定により精密な神経回路を構築し、成体においては異物や死細胞を貪食除去し神経
保護因子を放出してニューロンを保護するなど脳組織の恒常性維持において極めて重要
な役割を果たしている。しかし、過剰な活性化により毒性変換すると炎症性因子を大量に
放出し神経に傷害を与えるとともに、過剰な貪食により神経に対して傷害的に働くことが
示されている。したがってミクログリアが保護的・傷害的作用を発揮する機序を明らかに
し、ミクログリアの傷害的作用を選択的に抑え込むことが治療上重要であると考えられる。
研究代表者らはラット初代ミクログリアを用いて、炎症誘発物質であるリポポリサッカラ
イド（LPS）に対して異なる反応を示すサブセット、すなわち LPS 刺激により細胞死を起
こす細胞群と長期に生存し続ける細胞群が存在することを報告した(Harada et al. 2011)。
また、これらの生存ミクログリアは活発に死細胞を貪食し、共培養したニューロンをアポ
トーシスから保護することも明らかにしてきた(Kamigaki et al. 2016)。ミクログリアは
トル様受容体とともに ATP などの細胞外ヌクレオチドにより強い制御を受けることから、
本研究ではミクログリアの貪食サブセットによる死細胞貪食とニューロン貪食のリアル
タイム定量解析を行い、P2受容体による制御機構の解明を試みた。さらに、LPS 刺激によ
る炎症性および保護的因子の産生における細胞外ヌクレオチドと P2 受容体の役割につい
ても検討を行った。  

 
２．研究の目的 
1） ラット初代ミクログリアを用いて、死細胞貪食のリアルタイムイメージングによる貪
食の定量解析を確立し、ミクログリアの死細胞貪食における P2 受容体の関与を明ら
かにする。ニューロンとミクログリアを共培養し、ニューロン貪食における P2 受容
体の役割を検討する。 

2） 神経保護因子アクチビン A、VEGF、抗炎症性サイトカイン IL-10 に着目し、細胞外ヌ
クレオチドによる産生調節を検討し、関与する P2受容体を同定する。LPS 刺激による
炎症性 TNF-αと iNOS についても検討し、保護的因子と炎症性因子の制御機構の異同
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
使用細胞：ラット新生児（生後 1 日）の大脳より混合グリア初代培養を調製し、10% FBS
含有 D-MEM 中で培養した。1 週間以降より振盪により浮遊する細胞を回収し、プラスチッ
クディッシュに播種し、接着する細胞をミクログリアとして用いた。ニューロンは新生児
大脳より調製し、B27 サプリメントを添加した Neurobasal A 培地で培養した。培養 3日後
より Ara-C(10µM)で 2日間処置しアストロサイトを除去した。 
タイムラプス観察：細胞培養装置を位相差顕微鏡のステージに装着し、5% CO2存在下 37℃で
10 分毎に 18 時間ミクログリアのイメージを取得した。イメージからランダムに 50 個の細
胞を選び、死ぬ細胞、何もしない細胞、死細胞を貪食する細胞、死細胞に接触するが貪食
できない細胞の 4グループに分け定量した。また、ニューロンを培養したディッシュにミ
クログリアを播種し、ミクログリアによるニューロン貪食をイメージングから解析した。 
遺伝子発現の定量解析：LPS または ATP（または ATPγS）により刺激したミクログリアか
ら RNeasy mini kit(QIAGEN)を用いて全 RNA を抽出した。合成した cDNA から目的遺伝子
発現をリアルタイム PCR により解析しβアクチンの mRNA との比で定量化した。 

 
４．研究成果 
1） タイムラプスイメージングを用いたミクログリアの死細胞貪食の定量解析 
ラット新生児から培養した初代ミクログリアには、LPS 刺激により細胞死を起こす細胞群
と長期に渡り生存し続ける細胞群が存在する(Harada et al. 2011)。これらの細胞のリア
ルタイムイメージングにより、生存ミクログリアの一部は細胞死を起こしたミクログリア
を活発に貪食することが示された。これらの細胞を定量化する目的で、イメージより 50
個の細胞をランダムに選択し、A.死ぬ細胞、B.何もしない細胞、C.死細胞を貪食する細胞、
D.死細胞に接触するが貪食できない細胞、の 4グループに分けそれぞれの全細胞数に対す
る割合(%)を算出した。その結果、全体の約 20%のミクログリアに貪食能が認められた。LPS
刺激により貪食細胞数の割合が増加する傾向が認められ、より活発に移動し貪食する様子
が観察された。 
 

2） ミクログリアの死細胞貪食における P2 受容体の関与 
ミクログリアによる死細胞貪食は、P2Y2受容体に親和性をもつ非選択的 P2受容体拮抗薬 
スラミンの処置により有意に抑制された。また、選択的 P2Y2受容体拮抗薬 AR-C118925 処



置でも同様の抑制効果が認められた。これらの拮抗薬存在下ではミクログリアは近隣の死
細胞を認識し接触して取り込もうとするが取り込めない様子がリアルタイムで観察され
た。LPS 刺激を行った場合には、無刺激に比べてこれらの拮抗薬はより著明な抑制を示し
た。また、P2Y2受容体に親和性のない非選択的 P2 受容体阻害薬 PPADS は貪食には影響を
及ぼさなかった。これらの結果から、P2Y2受容体は死細胞を見つける（find-me シグナル）
過程よりもむしろ貪食する(eat-me シグナル)機構に役割を果たすことが確認された。さら
に、これらの貪食制御は MerTK や Axl などの貪食受容体の調節を介して行われる可能性も
見出した。 
 

3） ミクログリアのニューロン貪食と P2 受容体の関与 
初代ニューロンとミクログリアを共培養することにより、ニューロンとミクログリアの相
互作用と貪食をリアルタイムイメージングで解析した。pH依存性蛍光標識薬 pHrodo SE を
用いてニューロンを標識すると、貪食されてリソソームに取り込まれたニューロン断片の
み赤い蛍光を発することから、ミクログリアがニューロンを貪食しリソソーム内に取り込
むことが確認された。したがって、この蛍光色素を用いることによりミクログリアによる
ニューロン貪食の定量化が可能となった。このニューロン貪食も非選択的 P2 受容体拮抗
薬スラミンと選択的 P2Y2受容体拮抗薬 AR-C118925 により抑制され、ニューロンを貪食す
る際にもミクログリアの P2Y2受容体が重要な役割を果たすことが示された。 
 

4） 細胞外 ATP による神経保護因子の産生促進と P2 受容体の関与 
ミクログリアのトル様受容体 4活性化は、炎症性因子を産生し炎症を惹起するが、その一
方で、神経保護作用を持つ因子や抗炎症性サイトカインを産生する。今回、神経保護作用
をもつアクチビン A と VEGF に加え抗炎症性サイトカイン IL-10 が LPS 刺激により誘導さ
れ、これらの発現は ATP や ATPγS の同時刺激により著明に促進された。LPS と ATPγS の
刺激によるIL-10 産生は P2Y2受容体拮抗薬とともに P2Y13受容体拮抗薬 MRS2211により強
く抑制されることが示された。アクチビン Aは ATP 単独刺激でも発現が誘導されるが、こ
の反応も P2Y13受容体拮抗薬 MRS2211 により抑制された。これらの結果から P2Y13受容体は
神経保護・抗炎症性因子の発現に役割を果たすことが明らかとなった。 
 

5） 細胞外 ATP による炎症性因子の産生促進と P2 受容体の関与 
ミクログリアは LPS 刺激により TNF-αや NO などの炎症性因子を産生し、炎症を引き起こ
すことはよく知られている。ATP 刺激を加えると NO 合成酵素の発現は相乗的に亢進され、
この作用は P2Y2受容体拮抗薬により抑制された。LPS 刺激による TNF-αの発現では ATP 刺
激による亢進は認められなかったが、P2Y2遮断作用のあるスラミンや AR-C118925 の処置
により有意に抑制された。したがって、P2Y2受容体は死細胞の貪食を調節するとともに、
炎症性因子の産生にも関わることが示された。また、TNF-α産生に対する P2Y13受容体拮
抗薬 MRS2211 の作用は認められなかったことから、炎症性因子と保護的・抗炎症性因子の
産生には異なる P2 受容体を介した制御機構が存在することが示唆された。 
 

6） LPS および ATP刺激による P2Y2受容体発現の調節 
P2Y2受容体は細胞外 ATP 刺激により発現が上昇した。したがってプリン受容体は病態時の
細胞外ATP濃度の上昇のセンサーとして働きP2Y2受容体の発現を介して貪食や炎症性因子
の発現など炎症反応の亢進を引き起こす可能性が考えられた。 
 

7） まとめ 
ミクログリアの貪食作用は、過ぎれば過剰なシナプス貪食から神経機能の障害を引き起こ
し、また低下すればβアミロイドなどの除去が不十分となり認知機能の低下を引き起こす
ことが報告されている。最近、非選択的 P2 受容体拮抗薬スラミンに自閉症の症状を抑え
る作用が認められ、自閉症治療薬として臨床開発が進められている。この事実は自閉症の
脳では ATP シグナルの亢進が生じていることを示唆している。また、母体の炎症も自閉症
の発症の引金になりうることが報告されている。今回、ミクログリアによる死細胞やニュ
ーロン貪食と炎症性因子の産生をスラミンが抑制することが明らかとなり、これらの作用
と自閉症治療効果の関連が推測される。また、ミクログリアの P2Y13受容体は保護・抗炎
症性因子産生に関与することから、新しい創薬ターゲットとしての可能性が期待される。 
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