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研究成果の概要（和文）：中枢神経系内での部位ごとにミクログリア特異的遺伝子であるEBF3の発現を評価し、
大脳と比較して脊髄ミクログリアにおいて高発現していることを明らかにした。EBF3のミクログリアにおける機
能が、部位ごとに異なる可能性が示唆された。
またEBF3コンディショナルノックアウトマウスを作成し脊髄ミクログリアを観察したところ、ミクログリアの形
態、および密度については明らかな変化は認められなかった。今後、炎症条件下での脊髄ミクログリアにおける
EBF3の役割の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Microglia have been reported to be involved in various neurological 
diseases. We identified microglia-specific gene, EBF3, which is a candidate gene for microglia 
regulation. We analyzed the expression EBF3 in central nervous system (CNS) and revealed that 
microglia in spinal cord expressed higher amounts of EBF3 as compared with microglia in cerebral 
cortex. This data indicated that the expression and roles of EBF3 in microglia may be regulated in 
CNS site-specific manner. 
We developed microglia-specific EBF3 conditional KO (cKO) mice to analyze the function of EBF3 in 
microglia. We investigated the morphology and density of microglia in this cKO mice, and revealed 
that EBF3-KO did not affect microglial morphology and density. We will investigate the EBF3 function
 in microglia under inflammatory conditions and the roles in pathogenesis of CNS autoimmunity such 
as experimental autoimmune encephalomyelitis. 

研究分野：神経免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ミクログリアは神経系の発達はもとより、免疫性神経疾患、神経変性疾患、虚血性疾患、精神疾患といっ
た幅広い疾患においてもその役割が注目されている。我々が見いだしたEBF3は、他のマクロファージと比較して
ミクログリアに特異的に発現する遺伝子であり、その機能を明らかにすることで、神経疾患の病態におけるミク
ログリアの役割解明につながり、神経疾患の新たな治療法に結びつくと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、多発性硬化症のような神経免疫疾患のみならず、パーキンソン病やアルツハイマー病、
筋萎縮性側索硬化症といった変性疾患、脳梗塞に伴う再灌流傷害、さらにはうつ病や自閉症な
どの精神疾患など様々な中枢神経疾患病態の根底に炎症があることが注目されている。ミクロ
グリアは中枢神経系の免疫担当細胞であり、組織常在マクロファージとして、死細胞の貪食、
炎症性サイトカインや神経栄養因子の産生放出などの機能を担うが、それに加えシナプスの成
熟や数の調節に関与し、脳の発達ならびに恒常性維持において非常に重要な機能を担うことが
明らかとなってきた。したがって、炎症が根底にある中枢神経疾患において、ミクログリアの
機能制御は極めて重要である。 
ミクログリアは胎生期に卵黄嚢由来の前駆細胞が中枢神経へ移行し分化することが報告され、
血中単球由来マクロファージとは分化や機能が異なることが明らかとなった。しかし、分子レ
ベルではミクログリアのマスターレギュレーターやその他の特異的分子が未だ不明である。申
請者は、マウス骨髄細胞やマウスおよびヒト末梢血単球をアストロサイト培養と共培養するこ
とで、ミクログリア様細胞へ分化することを確認し、ミクログリアへの分化誘導にはアストロ
サイトとの接着に加え、IL-34 が重要な役割を担っていることを発見しミクログリア様細胞誘
導培養系を確立した（Noto D, Eur J Neurosci. 2010, Noto D, Neuropathol Appl Neurobiol. 
2013）。さらに、ミクログリアに特異的な分化制御機構を明らかにするため、DNA マイクロアレ
イ解析を行い、他の組織常在マクロファージと比較しミクログリアに特異的に発現している遺
伝子、EBF3 を同定した。EBF3 は early B-cell factor (EBF) family に属する転写因子であり、
神経細胞の分化発達に関与するほか、腫瘍抑制遺伝子としての機能が報告されているが、ミク
ログリアにおける機能については未解明である。 
EBF3 の役割を明らかにするため、多発性硬化症動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎
（EAE）に対し EBF3-siRNA を投与したところ、症状が増悪したことから中枢神経炎症に関わる
因子と考えた。そこで、ミクログリアにおける EBF3 の機能を詳細に解析するため、EBF3 遺伝
子に loxP 配列を導入したマウスを作成し、CX3CR1 プロモーター下にタモキシフェン誘導型 Cre
リコンビナーゼを導入したマウスと交配し、タモキシフェン誘導 EBF3 コンディショナルノック
アウトマウス(cKO マウス)を得た。このマウスを用いて混合グリア細胞培養を作成し、タモキ
シフェンを作用させミクログリアでの EBF3 発現をノックアウトしたところ、ミクログリアの著
明な減少が観察された。この結果から EBF3 はミクログリアの機能制御のみならず、分化誘導に
も重要な役割を担っている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
以上の背景および予備実験の結果から、本研究ではミクログリアの分化誘導および機能にお
ける EBF3 の役割を明らかにすることを目的とし、さらに EBF3 による転写制御機構の解明を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
1.コンディショナルノックアウトマウスを用いたミクログリアにおける EBF3 の役割の解明 
a) 一次混合グリア培養系を用いた in vitro での EBF3 機能の解析 
我々が同定した EBF3 遺伝子に loxP 配列を導入した EBF3flox/flox マウスと、ミクログリアマ
ーカーの一つである CX3CR1 プロモーター下にタモキシフェン誘導型 Cre リコンビナーゼ
CreERT2 を導入した CX3CR1CreER/CreER マウスを交配させ、コンディショナルノックアウト
(cKO)マウスを作成する（作成済）。作成した cKO マウスを用いて一次混合グリア細胞培養を作
成、培地にタモキシフェンの活性型である 4OH-タモキシフェンを添加し、遺伝子組換えを誘導、
EBF3 ノックアウトによるミクログリアへの影響を解析する。すでに施行した予備実験では、タ
モキシフェン添加により一次混合グリア細胞培養内のミクログリアの形成が阻害されミクログ
リアが減少することを確認している。今後は予備実験の結果を再確認するとともに、既に分化
した一次混合グリア細胞培養内成熟ミクログリアにおける EBF3 ノックアウトの影響の解析、培
養上清中の各種サイトカイン、神経栄養因子の解析、生細胞イメージングシステムを用いたタ
イムラプス画像による形態学的解析などを行い、EBF3 のミクログリア分化、機能における役割
を解明する。 
b) コンディショナルノックアウトマウスを用いた生体内での EBF3 機能の解析 
上述した作成済み cKO マウスに対し、タモキシフェンを投与することで、in vivo での EBF3 ノ
ックアウト系を樹立する。すでに予備実験において、EBF3flox/flox:CX3CR1CreER/+マウスにタ
モキシフェンを投与することで、EBF3 mRNA の発現が著明に低下することを確認している。今
後、タンパク質レベルでの EBF3 ノックアウトの確認を行う。本システムの大きな利点として、
タモキシフェン誘導 Cre を用いているため、任意の時点で EBF3 のノックアウトを行える点があ
る。そこで、cKO マウスを用いて胎生期ならびに成長後における EBF3 の生体内ミクログリアに
おける役割を解明する。具体的にはミクログリア分化前の妊娠早期、および分化後の妊娠後期
ならびに成長後のマウスにタモキシフェンを投与し、分化段階毎に EBF3 ノックアウトがミクロ
グリアに与える影響について解析する。解析手法としてはフローサイトメーターを用いたミク
ログリアの表面分子解析、免疫組織化学法によるミクログリアの数や形態異常の観察、炎症関



連分子の発現解析やトランスクリプトーム解析を行う。これらの解析を通して EBF3 ノックアウ
トが胎生期および成長後のミクログリアへ与える影響を解明する。 
c) EBF3 による転写制御機構の解明 
EBF3 のミクログリア内での遺伝子発現制御につき詳細に解析するため、クロマチン免疫沈降シ
ークエンス(Chip-Seq)法を用いて、ゲノム DNA 上での EBF3 結合部位を明らかにし、EBF3 を機
転とした遺伝子転写制御ネットワークを解析し、ミクログリア分化機構を解明する。 
 
2. 多発性硬化症モデルを用いた中枢神経炎症における EBF3 の解析 
前年度に樹立した cKO マウスに対し、髄鞘タンパク質由来ペプチドを免疫することで実験的自
己免疫性脳脊髄炎モデル(EAE)を誘導し臨床症状並びに病理所見を解析する。免疫組織化学法に
よりミクログリア、アストロサイトの増殖について解析を行うと共に、炎症関連分子(IL-1βや
TNF-α等)の発現解析を行う。また、フローサイトメトリーによる発現分子解析を行い、EBF3
が中枢神経炎症に与える影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究では、申請者が同定した EBF3 のミクロ
グリア分化誘導および機能における役割を解明
するため、我々が同定した EBF3 遺伝子に loxP
配列を導入した EBF3flox マウスと、ミクログリ
アマーカーの一つである CX3CR1 プロモーター
下にタモキシフェン誘導型 Cre リコンビナーゼ
CreERT2を導入したCX3CR1-CreERマウスを交配
させ、コンディショナルノックアウト作成し、
試験管内、および生体内でのミクログリアにお
ける EBF3 機能の解析を行った。混合グリア細胞
培養を作成し、タモキシフェンを作用させミク
ログリアでの EBF3 発現をノックアウトしたと
ころ、ミクログリアの著明な減少が観察された
（図 1）。 
生体内での EBF3 のミクログリアでの役割を
解明するため、中枢神経系内での部位ごとの
EBF3 発現を評価したところ、大脳と比較して脊
髄ミクログリアにおいて、EBF3 が高発現してい
ることが明らかとなった（図 2）。このことから、
EBF3 がミクログリアにおいて果たしている役
割が、中枢神経内の部位ごとに異なってる可能
性が示唆された。 
しかし、上述の EBF3 コンディショナルノック
アウトマウスを用い、生体内でのミクログリア
における EBF3 ノックアウトの影響の解析を試
みたが、タモキシフェン投与によるミクログリ
アでの EBF3 ノックアウトの効率が不安定であ
ることから、同系統での実験の継続は困難と判
断した。そのため、新たにタモキシフェン誘導
型ではない Cre リコンビナーゼを導入した
CX3CR1-Cre マウスを入手し、新たにコンディシ
ョナルノックアウトマウスを作成した。前述の
とおり、脊髄ミクログリアで EBF3 が高発現して
いることが明らかとなったため、コンディショ
ナルノックアウトマウスにおいて脊髄ミクログ
リアに変化が認められるか、免疫組織化学染色
を用い検討した。ミクログリアの形態、および
密度についてコントロールマウスと比較したが、
EBF3 ノックアウトによる明らかな変化は認め
られなかった（図 3）。今後、炎症条件下におけ
る EBF3 の役割を解析するため、同マウスに EAE
を誘導、臨床症状を観察するとともに、病理解
析や炎症関連分子の発現解析を行うことで、さ
らにミクログリア、特に脊髄ミクログリアにお
ける EBF3 の役割の解明を目指す。 
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