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研究成果の概要（和文）：本研究では、fractalkine(FKN)から可溶性FKNを産生する病態プロテアーゼ活性を、in vivo
にてMRIで画像化するためのMRIスイッチング・プローブを創製した。そして、ニューロン・ミクログリア共培養系にお
ける可溶性FKNの産生を、paramagnetic relaxationの原理に基づくMRIスイッチング・プローブを設計・合成し、NMRに
てリアルタイムで定量的に解析することに成功した。また、ここでは、統合失調症の培養脳スライスモデルを調製し、
そこでの炎症反応の生起に伴うミクログリアでの遺伝子発現変化を解析することによって、ミクログリアの活性化に関
与する脳内因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In the present study magnetic resonance imaging (MRI) switching probe was newly 
developed to visualize in vivo under MRI the activity pathological proteinase, which generates soluble 
fractalkine (FKN) from membrane bound form of FKN. The production of soluble FKN in the co-culture system 
of neuron and microglia was quantitatively analyzed according to the principle of paramagnetic 
relaxation, where MRI switching probe was originally designed and synthesized. And here the brain slice 
culture system derived from rodent model of schizophrenia was used to comprehensively analyze gene 
expression pattern in microglia at the onset of inflammation. As the results a series of molecules 
associated with the activation of microglia were identified.

研究分野： 精神医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 統合失調症は、思春期前後に発症し、幻覚

妄想、自発性欠如や感情鈍磨、認知機能障害

を呈し社会機能の障害を残す進行性の精神疾

患である。ドパミン拮抗薬が有効であること

を根拠にドパミン仮説が提唱されてきたが、

これを証明する証拠は得られていない。一方、

統合失調症では免疫系の異常があることは以

前から知られている。 

 最近、我々は頭部専用ポジトロン断層撮影

（PET）を用いて、世界で初めて、初発で未治

療の統合失調症患者の脳では広汎な部位でミ

クログリアが活性化していることを明らかに

した。これは統合失調症患者の脳では発症初

期よりミクログリア活性化を伴う炎症反応が

惹起していることを示唆するものである。一

方、既に服薬している統合失調症患者の脳で

は活性化ミクログリアのわずかな上昇しか見

られない（van Berckelら、Biol Psychiatry 

2008； Doorduinら、J Nucl Med 2009；Takano

ら、2010）。この相違については、in vitro

実験において、抗精神病薬がミクログリアの

活性化を抑制するという研究結果から理解で

きる（Bianら、Prog Neuropsychopharmacol 

Biol Psychiatry 2007）。すなわち、統合失

調症の病態にはミクログリア活性化が関与し

ており、抗精神病薬の効果は抗ミクログリア

活性化作用を介している可能性が示唆される。

事実、ミクログリアの活性化を抑制する作用

をもつミノサイクリンは統合失調症の症状を

緩 和 さ せ る  (Miyaoka ら 、 J Clin 

Neuropharmacol 2008)。 

 一方、統合失調症ではその発症リスクの多

くが胎生期にあるにもかかわらず、症状が明

らかになるのは思春期以降である。すなわち、

20年以上の無症候期がある。これまで、この

遅延を動物モデルで再現しようと試みられて

きた。例えば、胎生期のウイルス感染仮説に

基づいたpolyinosinic-polycytidylic acid

（poly I:C）モデルがある。Poly I:Cはウイ

ルス2本鎖RNA と同様の免疫活性を持つ。妊娠

中期に母体にpoly I:Cを投与して生まれたマ

ウスは、成獣になって初めて統合失調症の障

害と近似した異常を示した(Ozawaら、Biol 

Psychiatry. 2006)。最近、我々はラットの

poly I:Cモデルを作成したところ、脳内のミ

クログリアは4週齢では生食群と差が無かっ

たが、8週齢になると顕著に増加していること

を見出した。すなわち、polyI：Cマウスで見

られた、成獣になってから生じる統合失調症

類似の異常所見の背景には、ミクログリアの

遅発性の活性化が関わっていることが示唆さ

れる。 

 これらのことから我々は、統合失調症の病

態には活性化ミクログリアが関与しており、

この活性化は遅発性に生じるとする、「統合

失調症の遅発性神経炎症仮説」を提唱する。

統合失調症の危険因子として、ウイルス感染、

産科合併症、遺伝子因子など多様であるが、

いずれも最終的には遅発性にミクログリア

を活性化するという点で共通の生物学的基

盤を有すると考える。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではこの仮説を検証するために、ミ

クログリアの活性化にかかわる分子群の探

索を行うと同時に、遅発性に神経炎症を生じ

る統合失調症動物モデル（ラットおよびマー

モセット）を用いて、脳内のミクログリアの

活性化を阻止する予防薬を作成する。 

 

３．研究の方法 

Ⅰ．ミクログリアの活性化の仕組みの探究 

 統合失調症の発症初期に、ミクログリアが

休止状態から活性化し、さらに慢性的に炎症

を持続している仕組みを探究するため、統合

失調症モデル動物としてpolyI:Cラットを用

い、ミクログリアの活性化を惹起する脳内分

子群を探究する。 

 ニューロン膜上のリガンド様タンパク質



である CX3CR1 と CD200R は、ミクログリア上

にあるフラクタルカイン(fractalkine：FKN)、

CD200 それぞれとの結合により、ミクログリ

アを休止状態に留めている。膜結合 FKN は、

統合失調症脆弱因子DISC1の機能調節に与る

ADAM10 によりプロセシングされ、可溶性 FKN

リガンドを生じる（Hundhausen ら、Blood 

2003）。ミクログリアの自律的活性化には

ITAM-Syk 情報伝達系が機能し、その抑制には

ITIM 情報伝達系が機能することが明らかに

なっているが、統合失調症では単球における

ITAM-Syk 情報伝達系を賦活する TREM1 と

DAP12 の発現が増加していることが報告され

ている（Weiqeltら、Brain Behav Immun 2011）。

これらの所見から、統合失調症の脳で認めら

れているミクログリア活性化は、ニューロ

ン・ミクログリア相関の破綻による、

FKN-CX3CR1 情報伝達系、CD200-CD200R 情報

伝達系の抑制に加え、ITAM-Syk 情報伝達系の

賦活もしくは ITIM 情報伝達系の抑制により

生じていることが示唆される。本研究では、

polyI:C マウスにて、ミクログリアの過剰な

活性化が惹起される過程を、申請者ら独自の

脳内分子動態解析技術を組合せ解析する。各

情報伝達系を制御している分子群の探索 

統合失調症の脳で、ミクログリアの活性化を

抑制している FKN-CX3CR1・CD200-CD200R 情

報伝達系がいかにして阻害されるか、あるい

はミクログリア活性化シグナルを担う

ITAM-Syk 情報伝達系がいかにして賦活され

るか、を探究するため、病態モデル動物poy IC

マウスより採取したニューロンとミクログ

リアにおいて、各情報伝達系を制御している

分子群を探索する。 

①caspase-3/-7 等のプロテアーゼ様酵素の

活性を培養生細胞にて蛍光イメージングも

しくはNMRで定量解析することができる申請

者ら独自の分子動態解析技術を基に、タンパ

ク質プロセシングを in vivo で観察できる

MRI を創出する(Inomata ら, Nature 2009)。

これにより、モデルマウスの脳内で FKN 産生

の変化を経時的に追うことが可能となる。す

なわち、動物を殺すことなく、ミクログリア

活性化のタイミングを知ることができるよ

うになると言うことである。 

②病態脳における可溶性 FKN 産生の低下は、

ミクログリア活性化に先だって生じること

が報告されているので(Cook ら、J Biol Chem 

2010)、poly I:C マウスにて、精神症状の行

動学的解析を行いつつ、上記 MRI による可溶

性 FKN 産生 in vivo イメージングとを併せて

行い、発症超早期のマウス脳スライスを調製

する。 

③その超早期 poly I:C マウスの脳組織から、

レーザーマイクロダイセクション法(LMD 法)

によりニューロンとミクログリアを採取し、

それら細胞での遺伝子発現をDNAマイクロア

レイにより網羅的に解析する。 

④ ま た 、 FKN-CX3CR1 情 報 伝 達 系 、

CD200-CD200R 情報伝達系の阻害は、ニューロ

ンにおける FKN と CD200、ミクログリアにお

ける CX3CR1 と CD200R の発現減少もしくは機

能低下等に起因するので、それら遺伝子の転

写調節因子、及び、受容体結合タンパク質の

探索を、免疫沈降、プルダウンアッセイ、蛍

光相関分光法(FCS)等によって行い、それを

上記DNAマイクロアレイの解析結果と照合す

る。 

⑤加えて、採取したニューロンとミクログリ

アから核画分を調製し、FKN、CD200、CX3CR1、

CD200R に関連するトランスクリプトーム・メ

チローム解析を行うことにより、関連分子を

検索する。 

⑥ITAM-Syk 情報伝達系（賦活系）の内因性リ

ガンドの検索・同定。ITAM-Syk 情報伝達系は

ITIM 情報伝達系と拮抗的に機能し、TREM2 や

SIRP1 等の膜受容体にリガンドが結合する

ことで賦活するが、病態脳にてミクログリア

活性化を惹起する内因性リガンドはまだ分

かっていない。また、ITAM-Syk 情報伝達系の



持続的な賦活は、統合失調症の病態生理にか

かわる慢性炎症の分子基盤をなすと考えら

れる。 

 そこで本研究では、polyI:C マウスより発

症超早期の脳組織を調製し（上記②）、TREM2

と SIRP1 に結合する内因性リガンドをアフ

ィニティクロマトグラフィ/質量分析等で探

索する。さらに LMD 法にて 100m2程度の隣接

する微小な領域を脳スライスから採取し、そ

れを質量分析計に掛けプロテオーム解析す

ることにより、活性化ミクログリア膜受容体

に結合しているリガンド分子を同定する。 

Ⅱ．予防薬の開発 

 す で に 、 FKN-CX3CR1 情 報 伝 達 系 、

CD200-CD200R 情報伝達系の抑制により病態

脳炎症反応、すなわちミクログリア活性化を

惹起させる過程の解析を終えている。次年度

では、病態モデル動物を用いて、遅発性ミク

ログリア活性化の予防薬の開発に着手する。

前述の通り、統合失調症ではミクログリア活

性化を抑制する FKN-CX3CR1 情報伝達系、

CD200-CD200R 情報伝達系の機能障害が示唆

されるため、CX3CR1 や CD200R に対するアゴ

ニストには神経炎症抑制効果が期待される。

よって本研究では、FKN と CD200 の受容体結

合部位の配列を基にペプチドを合成し、これ

が予防薬としての効果を持つかどうかを検

証する。当該ペプチドには、狂犬病ウイルス

糖タンパク質(RVG)を結合することにより、

血液脳関門透過性を持たせる(Kumar ら, 

Nature, 2007)。また、安定同位体標識した

CX3CR1 及び CD200R に結合するアゴニスト低

分子化合物を、既に申請者らが構築済の膜受

容体結合低分子化合物ライブラリーから個

体 NMR により探索する。そして、それら受容

体アゴニストの生理活性を、LPS で活性化を

誘導した初代培養ミクログリアで解析する。 

Ⅲ．ラットモデルによる、予防薬（FKN-RVP、

CD200-RVP）の効果判定 

①妊娠 7 日のウィスターラットを 4 匹購入。

1週間の安静の後、妊娠 E15、16 に poly I:C

（1mg/kg）を腹腔内投与する。 

②４グループに分けて、それぞれ polyI:C・

予防薬（+）、polyI:C・予防薬（-）、生食・

予防薬（＋）、生食・予防薬（-）とする。 

③生後 4 週間で離乳。離乳後から毎週 1 回 

FKN プロセシング MRI を行う。 

④FKN プロセシングが見られた時点で予防薬

（FKN-RVG、CD200-RVG 混合）を腹腔内投与す

る。 

⑤10 週齢から以下の行動評価を行う。 

（１）社会的行動（social interaction）の

評価 

（２）空間認知・学習の評価 

（３）驚愕反応の先行刺激に寄る抑制（プレ

パルスインヒビション：PPI） 

（４）メタンフェタミン感受性（運動量の亢

進） 

⑥脳の組織学的検討：IBA-1（＋）細胞の定

量 

⑦結果の統計解析 

 

４．研究成果 

 自閉症患者脳内ミクログリアのPETイメー

ジングにより、その病態生理との関連が確認

された活性化ミクログリアの脳内動態解析

技 術 の 創 出 に 関 す る 取 り 組 み で は 、

fractalkine(FKN)から可溶性FKNを産生する

病態プロテアーゼ活性を、in vivo にて MRI

で画像化するための MRI スイッチング・プロ

ーブを創製した。そして、ニューロン・ミク

ログリア共培養系における可溶性FKNの産生

を、paramagnetic relaxation の原理に基づ

く MRI スイッチング・プローブを設計・合成

し、NMR にてリアルタイムで定量的に解析す

ることに成功した。 

 また、統合失調症の培養脳スライスモデル

を調製し、そこでの炎症反応の生起に伴うミ

クログリアでの遺伝子発現変化を解析する

ことによって、ミクログリアの活性化に関与



する脳内因子を同定した。ここでは、ミクロ

グリア特異的に緑色蛍光タンパク質(EGFP)

を発現する遺伝子改変マウスの胎仔を、

polyriboinosinic-polyribocytidilic acid (poly 

(I:C))に感染させた作製した統合失調症マウ

スモデル(EGFP-Schi マウス)の若年個体脳

にて、申請者ら独自の蛍光機能プローブによ

り、IL-1β前駆体から IL-1βを生成するカス

パーゼ 1 の酵素活性を、生組織中でリアルタ

イムにイメージングし、ミクログリア活性化

に先立つ炎症反応の惹起を検出することに

成功した。さらに、炎症反応の初段階におけ

るカスパーゼ 1 の賦活と、それに続く IL-1

β産生に伴う蛍光機能プローブからの蛍光

生成直後に、laser capture microdissection 

(LCM)によりミクログリアを分離し、ミクロ

グリアにおける遺伝子発現変化を DNA マイ

クロアレイを用い解析することで、ミクログ

リアの活性化を誘引する炎症性因子を同定

した。そして、申請者らの統合失調症患者で

の PET によるミクログリアの脳内動態解析

の結果、顕著なミクログリアの活性化を認め

た内側前頭前野等の脳領域について、

EGFP-Schi マウスの脳スライスで、電子顕微

鏡による形態学的解析とパッチクランプ法

による神経回路解析を行った結果、活性化ミ

クログリアの生理的機能調節に働く傍ミク

ログリア神経回路の形態学的所見を取得す

るとともに、ミクログリア活性化抑制に作動

するニューロン・グリア相関の分子基盤を同

定した。 
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