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研究成果の概要（和文）：まずマウスを用い、ミクログリアの生理状態の基礎的性質について、電気生理やイメ
ージングを駆使して解析した。その一環として、電位依存性プロトンチャネルがミクログリアの活性酸素産生に
重要であることを明らかにした。またこれが加齢依存的に脳梗塞の病態に関わることを示した。
次に、これらのミクログリアの重要性をin vivoで解析したいと考え、ゼブラフィッシュを用いた検討を行うこ
とにした。CRISPR/Cas9により電位依存性プロトンチャネルの遺伝子を欠損したゼブラフィッシュを作製するこ
とに成功した。更にはゼブラフィッシュにおける活性酸素の測定系の確立にも成功し、今後の解析へと大きく前
進することが出来た。

研究成果の概要（英文）：I first analyzed the basic physiological properties of microglia in vitro by
 combining electrophysiology, calcium imaging, and membrane potential imaging. Specifically, we 
found that voltage-gated proton channel, one of voltage-gated ion channels of microglia, is 
important for the regulation of reactive oxigen species (ROS) production. It also contributed to 
infarct volume in brain ischemia in age-dependent manner.
Next, in order to analyze the importance of this phenomenon in vivo, we started the experiment using
 zebrafish, which is an excellent animal modle for in vivo study. I used CRISPR/Cas9 system and 
succeeded in establishing Voltage-gated proton channel deficient zebrafsih. Furthermore, we 
succeeded in establishing the ROS measurement system in zebrafish, allowing us to perform further 
detailed analysis in near future.

研究分野： 生理学

キーワード： ミクログリア
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１．研究開始当初の背景 
近年神経回路の動態を調節する因子と

してミクログリアの存在が脚光を浴びてい
る。このミクログリアに関し、in vitro では
そのイオンチャネル機能も含めて多くの知
見が蓄積されていたが、それらを包括的に扱
っている内容は数少ない。特に以上の内容を
解析するに当たって問題となる点は、ミクロ
グリアには in vitro と in vivo でその性質が
遥かに異なるという点である。両者の間では
細胞の形状も大きく異なるうえに、発現する
イオンチャネルの種類も大きく異なる。した
がって、その生理状態を詳細に明らかにする
ためには、これらの問題を克服できる手法が
必要である。 

 
２．研究の目的 

本研究では、まずこれまでの知見を整理
するため、ミクログリアに発現するイオンチ
ャネルやその生理状態における重要性につ
いて、電気生理学、膜電位イメージング、カ
ルシウムイメージングなどを駆使すること
で洗いなおし、各チャネル特性の重要性を明
らかにすることを第一の目的とした。 

次にこれらの知見をさらに in vivo へと
適用させるため、マウスよりも脳が小型であ
りかつ in vivo での実験が容易であるという
利点を併せ持つゼブラフィッシュを用いる
ことにした。近年ゼブラフィッシュにおいて
も CRISPR/Cas9 や TALEN などを用いた遺
伝子欠損個体の作製方法が確立されてきて
いる。そこで、これらの系を用いて、in vivo
でのミクログリアの生理的特性やその機能
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 第一の、ミクログリアに発現するイオンチ
ャネルの同定、およびイメージング実験につ
いては、マウスの新生児より初代培養ミクロ
グリアを調製することによって行った。電気
生理学的実験は、パッチクランプ法によって
行い、専用の電気増幅装置、並びに顕微鏡の
装置を用いることによって行った。カルシウ
ムイメージング法、膜電位イメージングは
Fluo3 及び DiBaC(4)3 を用いることによって
行った。またミクログリアの活性酸素産生は
diogenesを用いた。Adultのマウスを用いて、
脳梗塞実験も行った。 
 第二のゼブラフィッシュの実験には RIKEN 
Wildtype の実験系統を用い、CRISPR/Cas9 を
使用することで、遺伝子欠損ゼブラフィッシ
ュの作製を試みた。また、活性酸素の測定に
は DHE を使用した。 
 
４．研究成果 
(1)電気生理学、イメージング技術を用いた、
ミクログリアの生理的特性の解析 
まずマウスを用い、ミクログリアの生理状

態の基礎的性質について、電気生理やイメー
ジングを駆使して解析した(図 1)。これまで

の報告どおり、内向き整流性 K+電流、電位依
存性 K+電流、電位依存性プロトン電流を含め
たいくつかの電流成分が観察された。 
また、イメージング実験の結果から、ミク

ログリアが細胞への刺激に応じて電位変動
を示す様子などが観察された。したがって非
興奮型細胞であると考えられていたミクロ
グリアにおいても、これらイオンチャネルの
性質が重要な役割を示している可能性も充
分に考えられる。更に解析を進めるうち、こ
れらのミクログリアに発現するイオンチャ
ネルのうち、電位依存性プロトンチャネルが、
ミクログリアの活性酸素の産生に重要であ
ることが明らかとなった(図 2)。すなわち、
電位依存性プロトンチャネルを欠損するこ
とで、ミクログリアの活性酸素の産生が増大
した。さらに、adult マウスを用いた脳梗塞
実験により、電位依存性プロトンチャネルの
欠損が脳梗塞の病態制御に、加齢依存的に関
わることを明らかにした(図 3)。 
 

 

 
図 1 ミクログリアの電位依存性プロトン
電流。パッチクランプ法を用いている。こ
の他にも細胞外と細胞内に適切な溶液を用
いることで、カリウムイオン電流を含めた
種々のイオン電流を測定することが出来
た。 

 
図 2 電位依存性プロトンチャネル欠損に
よるミクログリア活性酸素産生の増大。
Hvcn1-/-が電位依存性プロトンチャネル欠
損を示す。 



(2)ゼブラフィッシュにおける電位依存性プ
ロトンチャネル欠損個体の作製とその後の
実験系の確立 
次に、これらの電位依存性プロトンチャネ

ルのミクログリアにおける重要性を、in vivo
で解析したいと考え、ゼブラフィッシュを用
いた検討を行うことにした。CRISPR/Cas9 に
より電位依存性プロトンチャネルの遺伝子
を欠損したゼブラフィッシュを作製するこ
とに成功し、現在はこれらを野生型と戻し交
配を行った後、F2 の遺伝子欠損個体を得る段
階まで終わっている。更に数々の条件検討を
行うことで、ゼブラフィッシュにおける活性
酸素の測定系の確立にも成功した。これらの
実験動物および実験技術を用いることで、今
後の in vivo での解析に向けて大きく前進す
ることが出来たと言える。 
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図 3 電位依存性プロトンチャネル欠損
による脳梗塞部位の変化。Hvcn1-/-が電位
依存性プロトンチャネル欠損を示す。電位
依存性プロトンチャネル欠損により、加齢
個体においてのみ、脳梗塞部位の軽減が認
められた。 
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