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研究成果の概要（和文）：膜型分子SIRPαのミクログリア特異的欠損（MG-SIRPα cKO）マウスで、白質ミクロ
グリア活性化と、加齢性運動学習障害の軽減を見出した。一方、運動学習に重要な小脳では、老化表現型の軽減
は認められなかった。遺伝子解析の結果、MG-SIRPα cKOマウスの白質組織は老化白質と類似の遺伝子発現を示
した。また、老化後SIRPα 欠損ミクログリアで特徴的に発現する遺伝子セットを見出した。複雑ランニングホ
イールでMG-SIRPα cKOマウスの白質機能を検討したところ、予想外にMG-SIRPα cKOで成績が低下し、若い時期
のSIRPα欠損ミクログリアが白質機能を障害する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Lack of a membrane protein SIRPα in microglia, brain macrophage-like cell, 
results in the activation of microglia in white matter region and reduced age-related motor learning
 deficits in microglia-specific SIRPα conditional knockout mice (MG-SIRPα cKO). In contrast, 
reduction of the aging phenotype was not observed in the cerebellum, which is critical for motor 
learning. Genetic analysis revealed that white matter tissues of MG-SIRPα cKO mice showed gene 
expression similar to that of aging white matter. We also identified a set of genes 
characteristically expressed in post-aging SIRPα-deficient microglia. When we examined white matter
 function in MG-SIRPα cKO mice with complex running wheels, we unexpectedly found that performance 
was reduced in MG-SIRPα cKO mice, suggesting that SIRPα-deficient microglia may impair white 
matter function at a young stage.

研究分野： 健康科学

キーワード： 老化　脳　ミクログリア　チェックポイント
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、加齢による運動学習障害に対して、ミクログリアの老化型活性化が保護的に作用し、SIRPαが
その活性化を抑制するチェックポイントとして機能する可能性を示したこと、また、そのメカニズムに関わる分
子候補を示せたことなどが挙げられる。これらの成果は、加齢による脳機能低下とそれに対する恒常性維持作用
のメカニズムの理解に寄与することが期待され、これらが本研究成果の学術的意義である。また社会的意義とし
ては、本研究成果に基づき、加齢に伴う脳機能障害の予防・治療法の開発のための新たな細胞・分子標的が提供
された点があげられる。

※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 
脳内免疫老化は、超高齢社会の重大な問題である認知機能低下や加齢性神経変性、老化関連脳疾
患への関与が示されているが、その制御機構はまだ十分に明らかではない。脳内免疫系の制御に
中心的な役割を果たすミクログリアは、加齢により細胞老化し“プライミング”と呼ばれる刺
激への高感受性化状態の特徴を示す。プライミング型ミクログリアは老化以外に脱髄疾患、脳内
炎症、アルツハイマー病(AD)等でもみられ、病態進行との関連が予測されるが、一方で、AD、多
発性硬化症(MS)、筋萎縮性側索硬化症(ALS)等のモデルで認められる CD11c 陽性の特殊なミクロ
グリアは、プライミングと類似の特性を示すが、病態を抑制する有益な作用が予測されている。
このように、ミクログリアの活性化は老化、神経変性疾患など、広く脳の損傷と修復に関わると
考えられるが、誘導メカニズムや生理機能(傷害性か保護性か)、老化との関連はまだ十分に明ら
かではない。研究代表者は、膜型分子 SIRPαを欠損したマウスの脳内白質で、プライミングや
老化型ミクログリアと類似の CD11c 陽性ミクログリアが増加することを見出し、この特徴的な
ミクログリアが老化型ミクログリアと類似する可能性があることから、SIRPαとそのリガンド
CD47 による細胞間接触がミクログリアを起点とする脳内免疫老化のチェックポイントとして機
能するという仮説を立て、このシグナルを手掛かりに、ミクログリアの老化と保護作用の解明に
取り組む本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者が独自に見出した免疫老化チェックポイント分子 SIRPαを手がかりとして、
ミクログリアで SIRPα を欠損させた細胞特異的遺伝子ノックアウトマウスを用いた解析に取り
組み、ミクログリアの SIRPα シグナル欠損が脳の老化に与える影響、SIRPα欠損ミクログリア
が示す生体保護作用の制御メカニズム、SIRPα シグナルのヒト脳老化・老化関連脳疾患への関
与の解明を進めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子改変マウス 
ミクログリア特異的に Cre リコンビナーゼを発現する Cx3cr1-CreERT2マウスと、SIRPα遺伝子に
loxP 配列を挿入した SIRPαfloxマウスを交配して、ミクログリア特異的 SIRPα欠損マウス（MG-
SIRPα cKO マウス）を作製した。Cre 遺伝子を持たない SIRPα-flox マウスをコントロールとし
て実験を行った。Cre による遺伝子組換えは、生後 8 週目にタモキシフェンを投与して誘導し、
タモキシフェン投与後 8 週以上の期間をおいて実験に用いた。週齢を揃えたコントロールマウ
スも同様の処置を行った動物を用いた。 
（２）行動解析 
加齢による機能低下が顕著に現れる運動学習能を、ローターロッドテストで評価した。コントロ
ールマウスと MG-SIRPα cKO マウスで週齢を揃えて、若年成体（25-27 週齢）と老化個体（103-
123 週齢）を準備し、行動テスト（1 日 2 回×3 日、計 6 回）を行った。また、白質機能を評価
可能な、複雑ランニングホイールテストを行った。ロッドを梯子状に等間隔で並べたノーマルホ
イール、ロッドの間隔を不規則にした複雑ホイール、ノーマルホイールにテープを貼って平面上
を走るテープホイールの３種類のホイールをそれぞれ 1−２週間与えて、自発的なランニングの
スピードを測定して、ランニングスキルを評価した。 
老化による概日リズムの変化を検討するために、ホームケージアクティビティを測定した。測定
には受動型赤外線センサにて感知・記録が可能なアクティビティーセンサーを用いて測定した。 
（３）組織化学的解析 
動物実験指針に従い灌流固定したマウスの脳から凍結切片を作製し、免疫組織染色による解析
を行った。また老化マーカーとしてリポフスチン様顆粒の蓄積を、自家蛍光（Ex. 620 nm/Em. 
700 nm）で観察した。 
（４）トランスクリプトーム解析 
コントロール、MG-SIRPα cKO マウスの小脳から total RNA を調製し、cDNA を合成してマイク
ロアレイ解析を行った。マイクロアレイは、Affymetrix 社 GeneChip Mouse Genome 430 2.0
（Affymetrix）を用いた。total RNA からの cDNA 合成には、GeneChip 3'IVT PLUS Reagent Kit
（Thermo Fisher Scientific）を用いた。ハイブリダイゼーションとスキャンには、GeneChip 
Hybridization, Wash and Stain Kit と、GeneChip Hybridization Oven 645、Gene Chip Fluidics 
Station 450、GeneChip Scanner 3000 7G（Applied Biosystems）を用いた。データ解析には
Transcriptome Analysis Console (TAC ver4.0: Applied Biosystems)を用いた。 
コントロール、MG-SIRPα cKO マウスの海馬采（白質）、視神経（白質）、あるいは、全脳から
単離した CD11b 陽性、CD45 弱陽性の単球細胞をミクログリアとしてセルソーター（S3, BioRad）
により単離して total RNA を調整し、cDNA を合成して RNA-seq 解析に用いた。RNA-seq 解析は、
SMART-Seq v4 Ultra Low Input Kit と Nextera XT DNA Library Prep Kit を用いて Index 付シ
ーケンスライブラリーを作製し、NovaSeq 6000 を用いた 150 base 長ペアエンドシーケンス解析



を行い、FASTQ ファイルとしてデータを得た。データ解析は、STAR を用いて、fastp で処理した
リード配列をリファレンスゲノム配列にマッピングしたのち、RSEM を用いてカウント数を算出
し、統計解析ソフト Rパッケージ EdgeR を用いて発現変動遺伝子(DEGs)を検出した。 
（５）ヒト遺伝子多型の解析 
SIRPαの遺伝子内の一塩基置換 SNP である rs1057114（G/C）を区別するために、遺伝子多型に
依らずSIRPα遺伝子を増幅可能なプライマーでPCR産物を合成した後、PCR産物を制限酵素SmaI
で処理したのち、アガロースゲル電気泳動を行い、SmaI で切断されるアレル（rs1057114*G）と
切断されないアレル（rs1057114*C）が区別できるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）行動解析 
① ミクログリア特異的
SIRPα 欠損マウス（MG-
SIRPα cKO マウス）とコ
ントロールマウスにつ
いて、ローターロッド解
析を行った結果を図１
に示す。老化していない
若いマウス（Adult グル
ープ：25-27 週齢）では、
MG-SIRPα cKO マウスと
コントロールマウスの
いずれも、テスト回数を
重ねるにつれて、バラン
スを崩して回転ロッド
から下に落下するまでの時間、すなわち回転ロッド上で姿勢を保ち続けられる時間が伸延し、有
意な運動学習が認められた。MG-SIRPα cKO とコントロールの群間に有意な差は認められず、遺
伝子型の違いにより基本的なパフォーマンスに違いが生じないことがわかった。一方、老化後
（Aged グループ：103-123 週齢）のコントロールマウスでは、試行の繰り返しによる成績の向上
は認められず、加齢による運動学習の障害が認められた。一方、同週齢の老化 MG-SIRPα cKO マ
ウスは、テスト 2回目と 6回目の成績がコントロールマウスと比べて有意に高かった。さらに、
テストの繰り返しによる成績の有意な向上が認められた。テスト開始時１回目の試行では、２群
のマウス間に有意な差は認められなかったことから、テスト開始時には群間で運動能力に有意
な違いが生じていた可能性は低く、両者の違いは、試行を繰り返した際の学習能力の違いに起因
する可能性が高いと考えられる。 
② コントロールマウスと MG-SIRPα cKO マウスに
ついて、定常状態での概日リズムや活動量を調べ
るために Home cage activity の測定を行った。若
いマウスも老化マウスも、遺伝子型によらず、日中
（飼育室ライト点灯時の 6:00-18:00）は活動量が
少なく、夜間（ライト消灯時の 18:00-6:00）に活
動量が多くなる、というマウスにとって正常な概
日リズムが見られた。どちらの遺伝子型マウスも
老化に伴う活動量の低下が認められたが、遺伝子
型による活動量や概日リズムに有意な差は見られ
なかった。 
これらの結果から、ミクログリアの SIRPα欠損に
より、加齢性の運動学習障害が改善されることが
強く示唆された。ホームケージアクティビティや
ローターロッドテスト初回の試行成績に違いがな
いことから、遺伝子型の違いが基本的な運動性に
影響を与えておらず、学習効果特異的に違いが生
じている可能性が高い。SIRPα 欠損ミクログリア
は脱髄損傷に対して保護的に作用することを見出
しているが（Sato-Hashimoto et al., 2019）、SIRP
α欠損ミクログリアは、加齢性の脳機能障害に対
しても保護的作用をもつ可能性が考えられる。 
③ 老化による MG-SIRPα cKO マウスの白質機能をロッド型複雑ランニングホイールで検討する
ために、まず、老化前の若い時期に検討した（図２）。MG-SIRPα cKO マウスは、ロッド間隔が
不規則な高難易度の複雑ホイールでのランニングで有意に低い成績を示し、予想外にミクログ
リア SIRPα欠損が白質機能を障害する可能性が浮上した。今回は老化前のマウスの解析のため、
老化への影響（保護作用の有無）は、老化後のマウスで改めて検討を行う予定である。 
 

図 1 ローターロッドテストによる加齢と 
ミクログリア SIRPα欠損の影響の検討 

図 2 ランニングホイールによる 
ミクログリア SIRPα欠損の影響の検討 



（２）小脳解析 
運動学習に重要な中枢の一つである小脳で、活性化ミクログリアマーカーである CD11c とミク
ログリアマーカーである Iba1 の二重免疫染色を行った。MG-SIRPα cKO マウスでは、前脳白質
特異的に CD11c 陽性ミクログリアが増加するが、小脳の白質では週齢によらず、Control マウス
と MG-SIRPα cKO マウスの間で CD11c 陽性ミクログリアの出現に有意差はなく、SIRPα欠損に
よる CD11c 陽性ミクログリアの有意な増加は確認できなかった。ただし、加齢に伴う CD11c 陽性
の老化ミクログリアの増加は両方の群で確認された。一方で、小脳からの出力を担うプルキンエ
細胞の投射先である小脳核では、老化後のコントロールマウスよりも、老化後 MG-SIRPα cKO マ
ウスの方が、加齢に伴う CD11c 陽性ミクログリア出現が有意に増加することが認められた。老化
していない Adult グループのマウスでは両者に違いは認められなかった。前脳とは異なり、小脳
では、SIRPα欠損により白質特異的な CD11c 陽性ミクログリア増加は見られなかったが、老化後
小脳核での CD11c 陽性ミクログリア増加は、MG-SIRPα cKO マウスの加齢性運動学習障害の改善
に関わる可能性が考えられる。 
小脳で老化表現型について、MG-SIRPα cKO マウス小脳組織で、加齢によるプルキンエ細胞数の

減少を検討した（図３）。プルキンエ細胞のマーカーCalbindin で免疫染色して観察した結果、 
加齢に伴う減少は確認できたが、遺伝子型による違いは確認できなかった。また、老化色素であ
るリポフスチン様色素の蓄積について、リポフスチンが示す自家蛍光により観察した。プルキン
細胞内や小脳核領域でのミクログリアにおいて、加齢に伴うリポフスチン様色素の蓄積増加が
確認できた。また、予想外に MG-SIRPα cKO マウスでは、むしろ有意にその蓄積が増加してい
た。これらの結果から、SIRPα欠損ミクログリアは、小脳組織においてプルキンエ細胞の減少や
リポフスチン蓄積を含む脳老化の全体を抑制しているわけではなく、それ以外の何らかの特定
の老化ダメージに対して保護作用を示すのではないかと考えている。 
（３）遺伝子発現解析 
① 老化後の小脳全体から調製した total RNA の解析の結果、老化や神経損傷に関わる遺伝子と
して、MG-SIRPα cKO マウスで発現が有意に増加していた遺伝子として Gpnmb, Gh などがあっ
た。Gpnmb は神経保護作用が報告されており、Ghは加齢とともに減少するとされている。これら
の遺伝子が MG-SIRPα cKO マウ
スの抗老化作用に関わる可能性
がある。また、MG-SIRPα cKO マ
ウスで減少していた遺伝子とし
て Sgk1、Hspa1b、Nr4a3 などが
あった。これらの遺伝子はスト
レスや炎症に応答して発現量が
増加することから、老化 MG-
SIRPα cKOマウスはコントロー
ルと比較して、老化による細胞
ストレスや炎症傾向が少ない可
能性が考えられる。 
② 老化小脳の解析とは別に、
SIRPα欠損ミクログリアの特性
を検討するために、若い MG-
SIRP α cKO マウスの脳内で
CD11c 陽性ミクログリアが多く
現れる白質組織から total RNA
を調製し、RNA-seq 解析を行っ
た（図４）。また同様の解析を若
い野生型マウスと老化後の野生型マウスでも行い、野生型マウスの加齢による白質における遺
伝子発現変化を検討した。その結果、MG-SIRPα cKO マウスの白質遺伝子発現プロファイルは、
老化後の野生型マウスと類似しており、若いうちから老化様のプロファイルを示すことがわか
った。変化していた遺伝子の多くがミクログリアで発現が報告されているものであり、また、ア
ルツハイマー病（AD）や老化後に現れる CD11c 陽性ミクログリア（Disease-Associated 

図 3 小脳における老化表現型の解析 

図４ 白質 RNA-seq 解析 



Microglia: DAM）の特徴と一致する遺伝子の変化も多く見られたことから、白質組織の遺伝子プ
ロファイルには SIRPα欠損ミクログリアの特性が多く含まれていると考えられた。 
③ 白質組織ではミクログリア以外に由来する遺伝子も多く含まれるため、老化後の MG-SIRPα 
cKO マウスの全脳からソーターで単離したミクログリアで RNA-seq 解析を行った。老化後コント
ロールとの比較で得られた有意な変動遺伝子は、減少しているものが多く（213 個）、増加して
いるものは少なかった（34個）。Gene Ontology 解析の結果、老化 MG-SIRPα cKO で減少が認め
られた DEGs には、好中球の脱顆粒や滲出、炎症性応答、白血球の遊走などの GO を持つ遺伝子が
有意に多く含まれることが分かった。これらの結果から、老化後の SIRPα欠損ミクログリアに
おいて、炎症性応答がコントロールに比べて抑制されている可能性がある。また、老化後 SIRP
α欠損ミクログリアで増加した遺伝子には、免疫応答抑制などの GOを持つ遺伝子が有意に多く、
SIRPα欠損ミクログリアでは、これらの遺伝子機能が亢進する可能性が高いと考えられた。 
④ RNA-seq 解析の対象が白質組織とミクログリア画分であるため、単純に比較はできないが、
SIRPα欠損により白質ミクログリアは老化タイプの遺伝子プロファイルを示すが、老化後には
炎症性が抑制されているのかもしれない。MG-SIRPα cKO マウスの若い白質組織と老化後ミクロ
グリア画分の解析とで共通に増加していた遺伝子には、Gpnmb, Cst7, Pdcd1, Atp6v0d2, Fcrls
の 5つであった。これらの遺伝子の３つ（Gpnmb, Cst7, Pdcd1）は免疫抑制に関連するものであ
り、SIRPα欠損ミクログリアでは、週齢にかかわらず（若い時期から加齢後まで）、これらの分
子機能が亢進していることが予測され、SIRPα欠損ミクログリアの保護作用あるいは抗老化作
用と関連する可能性も考えられる。特に Gpnmb は小脳マイクロアレイでも増加が認められてお
り、SIRPα欠損ミクログリアに特徴的に強く発現する遺伝子である可能性が高い。Gpnmb は神経
損傷保護作用が報告されており、現時点で、SIRPα欠損ミクログリアの保護作用、抗老化作用に
関わる因子の候補の１つとして考えている。 
⑤ MG-SIRPα cKO マウスの白質における遺伝子プロファイルの一部は、AD の脳で出現する DAM
との類似性が認められた。DAM の誘導には膜タンパク質 Trem2 が必須で、DAM では Trem2 の発現
が亢進する。そこで、MG-SIRPα cKO マウスの脳組織を解析したところ、白質のミクログリアに
おいて、SIRPα欠損により Trem2 の発現が増加することが認められた。このことから、SIRPαは
Trem2 の発現制御を介して DAM 様ミクログリアの出現を制御するキーファクターである可能性
が新たに見出された。 
（４）AD とミクログリア SIRPαの関連検討 
AD に対する保護的作用が想定される DAM と SIRPα欠損ミクログリアの類似性に基づき、AD病態
に対するミクログリア SIRPα欠損の影響の検討を行った。SIRPα欠損させた AD モデルマウスと
SIRPαが野生型の ADモデルマウスの脳サンプルを比較し、アミロイド班の蓄積と DAM 様ミクロ
グリアの出現を免疫組織化学的解析で検討したが、これまでにアミロイド班の大きさや数に明
らかな違いは見出せていない。また、アミロイド班の部分に DAM 様の CD11c 陽性ミクログリアの
出現を確認したが、SIRPα欠損による違いは認められなかった。これらの結果は、SIRPα欠損ミ
クログリアが、アミロイド蓄積へは影響しないことを示していると考えられる。ただし、現在ま
での解析は、サンプル数や定量的解析が十分ではないため、今後さらにデータ収集と解析を継続
する予定である。 

（５）ヒト遺伝子解析にむけた多型検出法の検討 
SIRPα遺伝子内の一塩基置換 SNP である rs1057114（G/C）を手掛かりに、PCR-RFLP 法で SIRPα
のミスセンス多型（V1タイプ、V2 タイプ）を区別するための PCR プライマーを設計した。V1、
V2 タイプの両方を増幅可能で、かつ、SIRPαファミリー分子である SIRPβ、SIRPγ等の遺伝子
と区別して SIRPα遺伝子を増幅可能なプライマーをデザインした。PCR 産物を合成後、制限酵素
SmaI で処理し、アガロースゲル電気泳動を行ったところ、SmaI で切断されるアレル（rs1057114*G）
と切断されないアレル（rs1057114*C）が区別可能であることが確認できた。今後、実際に PCR
産物の塩基配列を直接解析して、PCR-RFLP 法の結果が V1 タイプ, V2 タイプの違いを正しく反
映していることを確認した上で、ヒト SIRPα遺伝子多型が老化による脳機能変化に与える影響
の解析に用いる予定である。 
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