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研究成果の概要（和文）：中枢神経系組織には、実質に存在するミクログリア細胞に加え、脳境界領域には脳境
界マクロファージが存在する。これまで、それぞれの細胞機能を分けて解析する実験ツールが存在せず、いまだ
ミクログリアおよび脳境界マクロファージの機能および生体維持における役割の解明には至っていない。本研究
では、ミクログリアおよび脳境界マクロファージの遺伝子発現プロファイルの包括的比較解析によりミクログリ
ア特異的遺伝子の特定し、特定した遺伝子のプロモーターを用いた細胞種特異的遺伝子改変マウスの作成および
その機能解析を進め、ミクログリアおよび脳境界マクロファージの機能解明に向けた研究基盤の創出を進めた。

研究成果の概要（英文）：The central nervous system (CNS) hosts a variety of innate immune cells 
including macrophages, which are found either in the parenchyma, called microglia, or at the CNS 
interfaces, such as leptomeningeal, and perivascular macrophages (CNS-associated macrophages). To 
date, little is known about their cell-type-specific roles in the absence of suitable tools, 
allowing for functional discrimination between microglia and CNS-associated macrophages. To develop 
a new microglia gene targeting model, we first applied single-cell RNA-sequencing to identify a 
stably expressed microglia core geneduring homeostasis and disease. Then, we generated novel mouse 
lines taht specifically target microglia. In summary, our novel genetic tools will provide a 
valuable option to study microglia functions in the CNS.

研究分野： 神経免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミクログリアおよび脳境界マクロファージは、その発生メカニズムおよび遺伝子発現プロファイルに類似性が認
められ、現存する遺伝子改変マウスではそれらを正確に分けて生理学的および病態生理学的な機能を解析するこ
とは難しい。そのため、これまで“ミクログリアが関与する”と考えられてきた中枢性応答や疾患発症メカニズ
ムにおいて、実はその役割がほとんど分かっていない脳境界マクロファージが重要な役割を担っている可能性も
十分にある。そのため、本研究により開発された新規細胞機能操作ツールは、今後ミクログリアと脳境界マクロ
ファージを区別して詳細な機能解明を進めていく過程において非常に有用なツールになると考えられる。

※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 

脳および脊髄といった中枢神経系組織は、神経細胞やグリア細胞、血管系細胞など多種多様

な細胞の複雑かつ非常にダイナミックな相互作用を介して非常に重要な中枢機能を担っている。

その中でも、脳実質に存在するミクログリアは、死細胞の除去だけではく、神経細胞の分化促進や

神経シナプスの剪定、炎症性応答など様々な機能を担う免疫細胞である。それに加え、血管周囲

や髄膜とい った末梢との境界領域には、脳境界マク ロファージ（CAMs: CNS-associated 

macrophages）と呼ばれるミクログリアとは種類の異なるマクロファージが存在している。ミクログリア

および CAMs には、その発生メカニズムや遺伝子発現プロファイルといった様々な細胞特性に多く

の類似性が認められ、現存する遺伝子改変マウスを用いた解析では、両者を正確に分けて生理

学的および病態生理学的な機能を解析することは難しく、これまで“ミクログリアが関与する”と考え

られてきた中枢性応答や疾患発症メカニズムにおいて、実はその役割がほとんど分かっていない

CAMs が重要な役割を担っている可能性も十分にある。そのため、今後ミクログリアと CAMs を区別

して詳細な機能解明を進めていく必要があり、それぞれの細胞をターゲットとした新規遺伝子改変

マウスの作成は必要不可欠である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上述の問題点を克服すべく、以下２項目 (項目１) シングルセルトランスクリプトー

ム解析技術を用いたミクログリアおよび CAMs の遺伝子発現プロファイルの包括的比較解析による

ミクログリア特異的遺伝子の特定、 (項目 2) ミクログリア特異的遺伝子のプロモーターを用いた細

胞種特異的遺伝子改変マウスの作成およびその機能解析を進め、ミクログリアおよび CAMs の機

能解明に向けた研究基盤の創出を目指す。 

 

３．研究の方法 

項目 1：シングルセルトランスクリプトーム解析技術を用いたミクログリアおよび CAMs の遺伝子発現

プロファイルの包括的比較解析によるミクログリア特異的遺伝子の特定 

 本項目では、初めにシングルセル RNA-seq 法を用いて、正常および病態時のミクログリアおよび

CAMs の遺伝子発現プロファイルを単細胞レベルで明らかにし、それぞれの遺伝子発現パターン

を包括的比較解析することで、ミクログリアに特異的発現し、かつ病態時でも安定的に発現する遺

伝子を同定する。 

 

項目２：ミクログリア特異的遺伝子のプロモーターを用いたミクログリア細胞特異的遺伝子改変マウ

スの作成および機能解析 

本項目では、項目 1 で特定したミクログリア特異的遺伝子に着目し、ミクログリア特異的なレポー

ターマウスおよびタモキシフェン依存的な Cre（CreERT）を発現するマウスを作成する。 

 

４．研究成果 

まず初めに、シングルセル RNA-seq 解析技術を用いたミクログリアおよび CAMs の遺伝子発現

プロファイルの包括的比較解析を行った。その結果、数種類のミクログリア特定的発現遺伝子を同

定することに成功した。次に、正常マウスおよび病態モデルマウス（顔面神経切断モデル・多発性

硬化症モデル・脱髄モデル）から単離したミクログリアを用いてシングルセル RNA-seq 解析を行い、



病態時に活性化したミクログリアにおいて、安定的に発現が維持される因子の特定を進めた。その

結果、有望なミクログリア遺伝子として Hexosaminidase subunit beta（Hexb）遺伝子が同定された。

ミクログリアにおける Hexb の発現は、病態時においても維持され、また CAMs 内での発現は非常

に低いことが分かった。 

そこで次に、ミクログリア特異的な細胞機能操作を目的として、Hexbプロモーター依存的に

tdTomatoもしくはCreERTを発現する遺伝子改変マウスを作成した（HexbtdTomato, 

HexbCreERT）。HexbtdTomatoマウスに関しては、その脳組織サンプルを用いて免疫染色法およ

びフローサイトメトリー解析を行ったところ、蛍光タンパク質tdTomatoがミクログリア細胞特異的に発

現していることが確認できた。さらに、二光子レーザー顕微鏡を用いてtdTomato陽性ミクログリアの

in vivoイメージングを行ったところ、ミクログリアの突起の動きを正確に捉えることができた。また、

HexbCreERTマウスに関しては、Cre依存的レポーターマウスと掛け合わせてその特異性は確認し

た。その結果、ミクログリア細胞において非常に特異性の強いCre活性を誘導することができた。そ

の後、転写因子IRF8やMafbを標的としたFloxマウスと掛け合わせを行い、タモキシフェンを投与す

ることでミクログリア特異的遺伝子欠損マウスを作成したところ、ミクログリアの形態などの細胞特性

に強い変化が見られた。つまり、転写因子IRF8やMafbは、ミクログリアの恒常性維持において、重

要な役割を果たしていると考えられる。 

以上の結果、新たにHexbを標的にして作成した遺伝子改変マウスの有用性が確認された。今

後は、作製したツールを用いて、ミクログリアの機能解明を進める。 
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