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研究成果の概要（和文）：① マイクログリアは、入眠時に活性化し、シナプス貪食を行い、覚醒時には活性を
落としてシナプス貪食を抑制する。その結果シナプス量は入眠時に少なく、覚醒時に多い日内変動が生じる。②
 脳内ノルアドレナリン量の変動が、マイクログリアの機能形態の変動を生じさせる。③ マイクログリアのシナ
プス貪食は、入眠と睡眠の持続を促す可能性がある。④ マイクログリアは、C3やMFG-E8で標識される特定のシ
ナプスの選択的な除去をすることから、睡眠中の記憶の固定(memory consolidation)に関与している可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：① Microglial cells become activated during sleeping time (light period; 
Zeitgeber Time (ZT0-12), while actively phagocytizing synapses. Around the waking time (dark period;
 ZT12-24), microglial phagocytic activity is suppressed. Consequently, amounts of synapses reduced 
during the light period as revealed by Western blotting.② Circadian changes in the concentration of
 noradrenaline caused the changes in the activity of microglial cells. Higher concentration of 
noradrenaline was correlated with suppressed microglial activity.③ It is likely that elimination of
 synapses by microglial cells causes asleep and maintain the sleep.④ Microglial cells eliminate 
only synapses with immunoreactivity of C3 or MFG-E8, suggesting the involvement of microglial cells 
during asleep in memory consolidation. 

研究分野： 神経科学

キーワード： microglia　circadian　sleep　synapse　noradrenaline　EEG　phagocytosis　eat-me signal

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
睡眠時にシナプスの減少があることはわか
っていた。シナプスの減少は神経細胞のオー
トファジーによる可能性が想定されていた
が、堅固なタンパク質を多く含むシナプスを
神経細胞が分解除去できるのか疑問があっ
た。マイクログリアが活発にシナプスに接触
していること、AM7 と PM7 で、ラット脳を
固定しマイクログリアを観察すると、ラット
の入眠時刻に当たる前者で細胞形態が大き
いことを見出した。この結果から、我々は、
マイクログリアが入眠時にシナプスを貪食
することが睡眠を誘発する可能性について
検討することとした。 
 
２．研究の目的 
睡眠覚醒リズムを作るメカニズムについて
は現在もなお不明な点が多い。最近我々は、
ラット一次培養マイクログリアに対し、グル
タミン酸を添加するとマイクログリアの貪
食能が亢進し、ノルアドレナリン添加はその
効 果 を打ち 消 すこと を 見いだ し た 。
JAK/STAT の下流分子である interferon 
regulatory factor1(IRF1)と貪食細胞マーカ
ーCD68 の発現は、ラットの就寝時に当たる
午前７時に発現が高く、起床時に相当する午
後７時に低いことも判明した。本研究ではこ
れらの知見に基づき、マイクログリアが睡眠
時に視床からのグルタミン酸作動性入力を
貪食により除去することで睡眠導入に寄与
し、覚醒時には青斑核からのノルアドレナリ
ンによってその作用が抑制され、覚醒が促進
されるとの新たな睡眠仮説を立て、その実験
的証明を行う。 
 
３．研究の方法 
⑴ ラット大脳前頭葉皮質から 4 時間ごと、1 
日 6 回サンプルを採取、定量的 RT-PCR によ
る mRNA の定量あるいは、(Zeitgeber time 
(ZT)0/12(AM7/PM7)でサンプル採取し、ウエ
スタンブロッティングを行い、グルタミン酸
作動性シナプスおよびマイクログリア関連
因子等の発現変動を調べる。 
⑵ 詳細な共焦点顕微鏡観察からマイクログ
リア形態の日内変動とマイクログリアによ
るシナプス貪食を調べる。 
⑶ FACS により、マイクログリアの形態変化
を調べる。 
⑷ ZT0/12 でマイクログリアを分離、細胞内
のシナプシン I含量を比較する。 
⑸ ノルアドレナリンの大脳皮質における日
内変動。 
⑹ マイクログリアの貪食能に影響する、デ
キサメサゾンやノルアドレナリン前駆物質
L-DOPS、ノルアドレナリン枯渇剤レセルピン
を投与し、睡眠への影響を脳波測定により解
析する。 
⑺ 培養マイクログリアへのグルタミン酸/
ノルアドレナリンの影響の解析。 
⑻ マイクログリアは特定のシナプスに限っ

て貪食していると考えられ、その分子機序解
明のため、eat-me signal に着目した免疫組
織化学染色及び、シナプトソ−ム分離による
ウエスタン解析を行う。 
 
４．研究成果 
マイクログリアの日内変動について 
⑴ 免疫組織化学染色及び FACS により、生後
２ヶ月ウイスターラットオス前頭葉大脳皮
質マイクログリアは、ZT0 に大きく、ZT12 に
小さいことが判明した。 
⑵ ４時間ごとに採取したサンプルから cDNA
を調整し、定量的 RT-PCR を行い、mRNA 発現
を調べたところ、マイクログリアマーカーの
CX3CR1、F4/80のほか、細胞移動に関わるMMP2, 
MMP9、MMP13、MMP14、起炎症性転写因子 IRF1、
eat-me signal 認識分子の補体 C1q、C3、
MFG-E8 をコードする mRNA 発現が ZT0 で高か
った。 
⑶ ZT0 及び ZT12 から調整したウエスタンブ
ロッティングサンプルでは、ZT0 でシナプシ
ン I、PSD95 が少ないこと、CX3CR1、IRF1、
MMP2、MMP13、MMP14 がいずれも高発現してい
ることを見出した。 
 
マイクログリアのシナプス貪食について 
⑴ 大脳皮質から分離したマイクログリアを
ウエスタンブロッティングすると、ZT0 で多
くのシナプシン Iが検出された。 
⑵ 共焦点顕微鏡観察から、マイクログリア
は ZT0 付近で、一部のシナプスを貪食してい
ることが判明した。 
⑶大脳皮質シナプトソーム分画のウエスタ
ンブロッティングを行うと、C1q、C3、MEG-E8
は ZT0 前後に、最も多くシナプトソームに局
在していた。 
⑷ 共焦点顕微鏡でも、マイクログリアが貪
食するシナプスに C3b と MFG-E8 が結合して
いることが観察された。 
 
大脳皮質ノルアドレナリン含量の日内変動 
⑴ HPLC による分析により、ZT0 前後で大脳
皮質ノルアドレナリン量が最も高く、ZT10、
すなわち覚醒時間帯前に、ノルアドレナリン
含量は最も低くなることを確認した。 
 
培養マイクログリアに対するノルアドレナ
リンと IRF1 の影響 
⑴ ラット一次培養マイクログリアを用いた、
培養貪食実験では、グルタミン酸負荷による
マイクログリア貪食能亢進をノルアドレナ
リンがキャンセルした。 
⑵ グルタミン酸負荷により、培養マイクロ
グリアの MMPs や CX3CR1、F4/80 の発現が増
大した。 
⑶ 培養マイクログリアでIRF1をノックダウ
ンすると、ノルアドレナリン負荷と同様の効
果をもたらした。 
 
レセルピン、L-DOPS を用いた脳内ノルアドレ



ナリン量を変化させる薬理実験 
⑴ レセルピンを投与し、ZT0 の脳内ノルアド
レナリン量を ZT12 程度のノルアドレナリン
にまで減少させると、マイクログリアのサイ
ズは ZT0 程度にまで縮小することを FACS に
より示した。一方、レセルピンにより脳内ノ
ルアドレナリンを枯渇させるとマイクログ
リア細胞体は拡大した。 
⑵ レセルピンにより減少させたノルアドレ
ナリンをノルアドレナリン前駆物質 L-DOPS
投与により回復させると、ZT12 と同等程度に
マイクログリアのサイズが回復した。 
⑶ レセルピンを投与すると、マイクログリ
アの活性化をうかがわせる mRNA 発現変化：
IRF1、Iba1、C1q、C3、MMP2 の発現上昇があ
った。一方、シナプシンIの発現は減少した。 
 
デキサメサゾンによるマイクログリア活性
化抑制の影響 
⑴ デキサメサゾンは、マイクログリアの活
性化を強く抑制する。マイクログリアは ZT0
のマイクログリアの活性化を抑制し、遺伝子
発現上は覚醒状態が持続する現象をもたら
した。 
 
脳波測定による睡眠とノルアドレナリン含
量の変化及びデキサメサゾンの影響 
⑴ ラットの 24 時間脳波測定により、デキサ
メサゾンによるマイクログリアの活性化抑
制は覚醒時間延長を、ノルアドレナリンを減
少させるレセルピン投与により睡眠時間の
延長をもたらす事を明らかにした。さらに、
レセルピン投与により延長した睡眠時間は、
L-DOPS 投与によりコントロールレベルに復
帰した。 
 
結論 
⑴ マイクログリアは、入眠時に活性化し、
シナプス貪食を行い、覚醒時には活性を落と
してシナプス貪食を抑制する。その結果シナ
プス量は入眠時に少なく、覚醒時に多い日内
変動が生じる。 
⑵ 脳内ノルアドレナリン量の変動が、マイ
クログリアの機能形態の変動を生じさせる。 
⑶ マイクログリアのシナプス貪食は、入眠
と睡眠の持続を促す可能性がある。 
⑷ マイクログリアは、C3や MFG-E8 で標識さ
れる特定のシナプスの選択的な除去をこと
か ら 、 睡 眠 中 の 記 憶 の 固 定 (memory 
consolidation)に関与している可能性があ
る。 
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