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研究成果の概要（和文）：Ｉ型インターフェロン（IFN）は、生体の抗ウイルス応答に重要なサイトカインであ
る。一方、脳内や末梢において非感染性に発現したIFNが、少なからず神経系の恒常性や機能に影響を及ぼし、
脳老化や全身老化に関わる可能性が報告されている。本研究では、脳内でIFNシグナルが慢性活性化する新規マ
ウスモデルの確立を試みた。その中で、脳内炎症に関わるミクログリアで同シグナルを恒常活性化しうるマウス
モデルを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Type I interferon (IFN) is a cytokine important for the host antiviral 
response. On the other hand, it has been reported that IFN, which is non-infectiously expressed in 
the brain and the periphery, affects the homeostasis and function of the nervous system and may be 
involved in brain aging and systemic aging. In this study, we attempted to generate a novel mouse 
model in which IFN signals are chronically activated in the brain. Among them, we established a 
mouse model capable of constitutively activating the IFN signal with microglia, which  is involved 
in the regulation of neuroinflammation and neurobehavior.

研究分野： 幹細胞生物学、免疫学

キーワード： インターフェロン　脳内炎症　炎症老化　ミクログリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会がを迎えた日本において、健康長寿社会を創生することは重要なテーマである。我々はこれまでに非
感染性に分泌されるIFNが、生体内ストレス要因の一つであることを、様々な臓器で明らかにしてきた。最近に
なり、老化したマウスや老人の脳内では、非感染性にIFNの生産が高まり、海馬の認知機能を低下させる一因と
なることが示されている。さらに、脳内に起こった炎症は、全身の老化を引き起こす可能性も示されている。
IFNは、この老化のドミノを引き起こすトリガーの一つである可能性があり、本研究において見出したマウスモ
デルは、このメカニズムを検証しうる有用なリソースである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Ｉ型インターフェロン（IFN）は、生体がウイルスに感染する際にあらゆる種類の細胞から速 

やかに分泌され、抗ウイルス応答に働く重要なサイトカインである。一方、同分子は感染のない 

状態でも微量に分泌されることで、宿主免疫系を恒常的に“アイドリング状態”に保ち、実際に 

ウイルス感染が起こる際の速やかな免疫系活性化に寄与している（文献１）。興味深いことに、

老化したマウスや老人の脳内では、非感染性に IFN の生産が高まっており、これは少なくとも海

馬が関わる認知機能を低下させる一因となっている（文献 2）。また、IFN は、海馬の神経幹細胞

に直接作用し神経新生を抑制することで、うつ様症状を引き起こし（文献 2）、これはヒトの IFN

治療の際に認められる副作用としてよく知られている（文献 3。）さらに、IFN の作用が病態形成

に関わると考えられる全身性エリテマトーデス(SLE)のマウスモデルの解析では、末梢組織で発

現した IFN が脳内のミクログリアを恒常的に活性化し、神経間の情報伝達に関わるシナプスの

異常な貪食を誘導することが明らかにされており、この機構は、実際の SLE 患者の多くに認めら

れる中枢神経症状（CNS ループス）の出現に関わると考えられている（文献 4）。このように、脳

内、及び末梢において非感染性に発現した IFN は、少なからず神経系の恒常性や機能に影響を及

ぼすことから、全身老化に関わる視床下部の「神経炎症」を誘導する分子候補として有力である。

しかしながら、現時点で視床下部及び同部位の神経幹細胞への IFN の作用については報告がな

く、当然のことながら、全身老化との関わりについても全く不明である。 

申請者はこれまでに、IFN の細胞内シグナルを「負」に制御する転写因子である Interferon 

Regulatory Factor-2（IRF2）を欠損するマウス（Irf2-/-マウス）の組織幹細胞機能について解 

析を行ってきた。興味深いことに、IRF2-/-マウスでは、少なくとも血液（申請者ら、文献 5）、腸

上皮組織（申請者ら、文献 6）、皮膚毛包組織（投稿準備中）において損傷誘導後の組織再生能力

が著しく低下し、また各組織幹細胞（造血幹細胞、腸上皮幹細胞、毛包幹細胞）の数も減少して

いた。これらの結果から、非感染時において分泌される生理レベルの微量の IFN は、組織幹細胞

にとって重大な「生理的ストレス因子」にほかならず、IRF2 の働きを介してこの作用を定常的

に制御することが、組織幹細胞の長期維持に必須であることを示している。このような組織再生

能低下は老化表現型の一つでもあるが、Irf2-/-マウスでは、これ以外にも老化に関連した様々な

表現型がコントロールマウスに比べ早い時期に出現することを申請者は最近見出しており、同

マウスでは全身老化のスピードが早まっていると考えている。本研究では、以上のような脳神経

系に対する IFN の作用についての様々な報告、および IFN シグナルが多様な組織幹細胞機能に

影響を及ぼすという申請者自身のこれまでの知見を踏まえ、この脳内 IFN シグナルと、老化制御

中枢である視床下部の神経幹細胞機能、さらに全身老化の連関を明らかにし、全身老化誘導の新

たなメカニズム解明に挑戦する。 

 

２．研究の目的 

本研究では、脳内のIFNシグナルが全身老化にどのように関わるかを明らかにする。このた

めには慢性的に脳内のIFNシグナルが過剰になる状況を再現する必要がある。しかしながら、

例えば脳内への長期的なIFNの投与は、実験手法の点で非現実的である。そこで、脳特異的

IRF2欠損マウス（Nestin-Cre:Irf2fl/flマウス）を作製し、脳内の生理的IFNシグナルが過剰

になるかどうかを検討する。同マウスの脳内においてIFNシグナル標的遺伝子の発現亢進が

確認されたら、まず老化表現型の出現を詳しく解析する。特に、老化に関連する行動異常、



組織の機能低下、老化変化の組織学的特徴に着目する。 

一方、IFNの作用はミクログリアの機能異常を引き起こすことが知られていることから（文

献7,8）、この過程を介した間接的な神経細胞及び神経幹細胞の機能低下誘導の可能性を想

定し、マクロファージ（ミクログリア）特異的なIrf2欠損マウスを作製する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス 

Irf2-/-マウスは、Tak W Mak(Princess Margaret Cancer Centre, University Health Network)

より供与された。Irf2flox マウスは、筑波大学生命科学動物資源センターにおいて作製した。

Nestin-Cre マウス、Cx3cr1-CreERT マウスは Jackson Lab.より購入した。Irf2floxマウスをそれ

ぞれ、Nestin-Cre マウス、Cx3cr1-CreERT マウスと交配し、それぞれ神経特異的 Irf2 欠損マウ

ス（Irf2fl/fl:Nestin-Cre マウス）、および Tamoxifen 誘導性に Cx3cr1 陽性マクロファージ特異

的に Irf2 を欠損するマウス（Irf2fl/fl:Cx3cr1-CreERT2 マウス）を作製した。8 週齢の

Irf2fl/fl:Cx3cr1-CreERT2 マウスに、Tamoxifen(Sigma, 2 mg/day,5 days)腹腔内投与し、その３

ヶ月後にミクログリアを採取した。すべての実験は、「国立大学法人東京医科歯科大学動物実験

規則」および「国立大学法人東京医科歯科大学組換え DNA 安全規則」に定める東京医科歯科大学

動物実験委員会・東京医科歯科大学組換え DNA 実験安全委員会の審査・承認を経て遂行した。 

（２）定量的 PCR 

脳組織からの totalRNA 採取は、Sepasol®-RNAⅠSuper G (ナカライテスク)での粗精製の後、

RNeasy® Mini Kit（Qiagen）を使用した。また、精製したミクログリアからの totalRNA 採取は、

RNeasy® Mini Kit（Qiagen）を使用した。精製した totalRNA 1μg から、Random primer と

SuperScript III Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific)を用いて、cDNA を合成

した。各サンプルから合成した cDNA を鋳型とし、遺伝子特異的プライマーおよび LightCycler® 

480 SYBR Green I Master（Roche）により、LightCycler® 480 を用いて定量的 PCR を行った。 

（３）行動解析 

オープンフィールドテストでは、マウスにとって新奇な環境であるオープンフィールドにマウ

スを置き、10 分間自由に探索させることで、新奇環境下での自発的な活動性を測定した。具体

的には、マウスの活動をビデオで撮影後、総移動距離、総移動時間、および中央部滞在時間を計

測した。モリス水迷路では、まず水を張ったプール内で、水面下に設置された逃避台をマウスに

泳いで探索させ、その位置を空間記憶としてマウスに記憶させる。1日 4回、5日間のトレーニ

ングにより逃避台の位置を記憶させ、最後のトレーニングから 24 時間後に逃避台を取り外し、

もともと逃避台があった位置をマウスがどの程度横切るかを検討することで、当該マウスの空

間記憶を評価した（プローブテスト）。 

（４）免疫染色 

脳組織を 4%PFA で 4時間固定後、15%および 30%スクロースで置換した。Tissue-Tek O.C.T. 

Compound（Sakura Finetek）を用いて組織を包埋後、CM3050S Ⅲ（Leica）を使用して薄切

した。PBS で洗浄後、0.5% Triton X-100/PBS（洗浄液）で膜透過処理、5%BSA/PBS でブロッ

キング後、未標識 抗 Iba1 抗体（Wako）もしくは未標識 ウサギ IgG コントロール抗体

（SouthernBiotech）で 4℃、24 時間で抗体反応を行った。AF488 標識 抗ウサギ IgG（H+L） 

ロバポリクローナル二次抗体（Invitrogen）と反応後、DAPI で核染色し、TCS SP８（Leica）

で観察、画像データを取得した。 

（５）ミクログリア精製 



マウスから脳を採取し、Collagenase（Sigma-Aldrich）及び DNaseI（Roche）を含む酵素溶液に

浸し、gentleMACS Dissociator（Miltenyi Biotec）を用いて組織を分散した。遠心後、30% Percoll

（GE Health Care）に懸濁し、70% Percoll をその下層に加え、25℃、2000rpm、20 分間遠心分

離した。ミクログリアを含む層を回収し、洗浄後、以下の抗体で 4℃、30分間染色した； APC 標

識 抗マウス CD11b ラットモノクローナル抗体（M1/70）（eBioscience）、PE/Cy７標識 抗マウス

CD45.2 マウスモノクローナル抗体（104）（BioLegend）、PE標識 抗マウス CX3CR1 マウスモノク

ローナル抗体（SA011F11）（BioLegend）。洗浄後、解析用チューブに Propidium Iodide（PI）を

最終濃度１µg/ml で添加し、FACS Aria III（BD Biosciences）を用いて、PI- CD45int CD11b+ CX3CR1+ 

分画をミクログリアとして回収した。 

（６）網羅的遺伝子発現解析 

ミクログリアから採取した totalRNA をダナフォーム社（神奈川）に送付し、Cap Analysis Gene 

Expression (CAGE)用ライブラリー作製、およびシークエンスを実施した。得られたデータをGene 

Set Enrichment Analysis (GSEAv4.0.3,Broad institute)や DAVID（DAVID v6.8）を用いて再解

析した。 

 

４．研究成果 

（１）Irf2-/-マウスおよび Irf2fl/fl:Nestin-Cre マウス脳での ISG 発現 

既述の通り、老化したマウスや老人の脳内では、非感染性に IFN の生産が高まっており、これは

少なくとも海馬が関わる認知機能を低下させる一因となっている（文献 2）。このことから、IFN

の作用に感受性の高いと考えられる Irf2-/-マウスでは、早期老化の表現型が認められる可能性

を考え、11-12 ヶ月齢の Irf2-/-マウスおよびコントロール（Irf2+/-）マウスより、脳組織を採取

し、IFN 誘導遺伝子（ISG）発現を定量的 PCR により検討した。しかしながら予想に反し、いず

れのマウスも代表的な ISG である、Ifit1、 Ifit2、 Tapbp 発現は同程度だった。また、それ以

外の脳内炎症マーカーである、Ccl2、Cxcl10、C3、C1qa の遺伝子発現も同程度であった。同様

に、Irf2fl/fl:Nestin-Cre マウスおよび Irf2fl/flマウスでも上記 ISG 発現を検討したが両者に差

は認められなかった。 

（２）Irf2-/-マウスの行動解析 

オープンフィールドテストにおいて Irf2–/–マウスと Irf2+/-マウスを比較したところ、5〜6 ヶ月

齢のマウスですでに、総移動距離が Irf2-/-マウスで有意に短縮しており、また総移動時間も減

少傾向にあった。一方、中央部滞在時間には違いが認められなかった。この結果から、Irf2-/-マ

ウスでは自発的行動が軽度に低下している可能性が考えられた。 

（１）の ISG 発現が脳内でほとんど変化がなかったこと、および（２）で 5〜6 ヶ月ですでに運

動能力そのものがすでに低下していることから、当初 Irf2-/-マウスでモリス水迷路試験を計画

していたが、実施が難しいと判断した。 

（３）Irf2-/-マウスの脳ミクログリアの形態解析 

正常な状態（若齢マウス）のミクログリアは枝分かれした突起を持つ、ラミファイド型の形態を

示すが、加齢マウスのミクログリアは、活性化することで突起が短く、細胞体が大きいアメボイ

ド型となることが知られている。そこで、本年度の研究では、まずこのような形態変化について、

7-8 ヶ月齢程度の Irf2+/-マウスおよび Irf2-/-マウスの脳内ミクログリアについて解析した。そ

の結果、Irf2-/-マウスの、特に大脳皮質のミクログリアでは、すでにアメボイド型に近い形態を

示すミクログリアが検出された。一方、脳内ミクログリアのフローサイトメーター解析を行った

が、それらの細胞表面マーカー発現（CD11b, CX3CR1）およびその数には変化を認めなかった。 



（４）Irf2fl/fl:Cx3cr1-CreERT２マウスミクログリアの遺伝子発現 

ミクログリア（マクロファージ）特異的 Irf2 欠損マウス（Irf2fl/fl: Cx3cr1-CreERT2、以下 Irf2-

MGKO）から、脳ミクログリアをフローサイトメーターにより精製し、網羅的遺伝子発現解析によ

り、コントロールマウスとの性質の違いについて検討した。このマウスを用いることで、ミクロ

グリアにおける IFN シグナル亢進の直接の影響を解析可能である。データ解析の結果、予想され

た通り、コントロールマウスのミクログリアに比べ、Irf2-MGKO の同細胞では多様な IFN 誘導性

遺伝子発現が亢進していた。また、Irf2-MGKO マウスミクログリアで発現亢進した遺伝子の GO

解析からも、同ミクログリアでは確かに IFN シグナル経路の活性化していることがわかった。興

味深いことに、Irf2-MGKO マウスミクログリアでは、別途独自に取得した 2歳齢以上の超高齢マ

ウスミクログリアが特徴的に発現する遺伝子群（加齢ミクログリアシグネチャ）を有意に高発現

していることがわかった。一方、Tnf や Il１bといった典型的な炎症性サイトカイン遺伝子発現

には変化がなかったことから、炎症タイプミクログリアを誘導するためには IFN シグナルの亢

進以外の要因も必要であると考えられた。今後、同マウスの脳機能の異常について、行動解析に

より明らかにする。 
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