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研究成果の概要（和文）： 

数種のATP受容体について、蛍光タンパク質との融合受容体タンパク質を発現するベクターを

作成し、Iba1遺伝子上流配列をプロモータとして用いたレンチウイルスベクターによってこれら

機能タンパク質を初代培養系・脳組織培養系のミクログリアに発現させる系を確立した。これに

よって生体組織内でミクログリア特異的に遺伝子導入するための基本的なツールを開発したこ

とになる。また、P2Y12受容体の活性化とミクログリアの活性化様式との関連性について、初代

培養ミクログリアのP2Y12受容体の活性化によってCCL2、CCL3の産生・放出が誘導されることを

見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 This study established a method which achieved effective transgene expression in 
primary microglia from neonatal rat forebrain using lentiviral vectors possessing iba1 
promoter and transgenes. In addition, this study revealed that two chemokine, CCL2 
and CCL3, are upregulated by activation of P2Y12 receptor in primary microglia.     
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１． 研究開始当初の背景 

 

ミクログリアは中枢神経系の免疫担当細胞

と呼ばれており、病原体感染や神経細胞死な

ど異常が生じた場合は、細胞の形を大きく変

え、活性化型となる。活性化したミクログリ

アは増殖能や異常部位への遊走能、変性細胞

や病原体に対する貪食能といった形態学的な

活動を速やかに誘導する。また、炎症性サイ

トカインの産生により炎症反応に寄与する一

方で、栄養因子や抗炎症性サイトカインの産

生によって損傷組織の再生を促すという二面

性も持ち合わせている。神経変性疾患とミク

ログリア過剰活性化の関連性は古くから指摘

され、行き過ぎたミクログリアの活性化は

様々な中枢性疾患に繋がると考えられている。 
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研究代表者は、末梢神経損傷による神経因

性疼痛発現に際し、脊髄内ミクログリアの増

殖・活性化が起こり、この脊髄のミクログリ

アに発現する P2Y12 受容体の阻害によって神

経因性疼痛の発症が抑制されることを報告し

た。近年、多光子励起顕微鏡を用いたリアル

タイム観察により、ミクログリアが脳内の物

理的傷害部位に向かって細胞突起を伸ばす現

象が報告されている（図１）。この現象は ATP

の局所投与によって模倣され、P2Y12 の遺伝

子欠損マウスではみられないことから、脳内

ミクログリアは自身の有する P2Y12 受容体を

介して、傷害を受けた細胞から漏出した ATP

を感知し、脳の傷害部位を感知すると報告さ

れている。つまり、中枢組織の傷害時には、

細胞外に放出されるヌクレオチドおよびこれ

を感受する P2 受容体を介して、ミクログリア

活性化の様式が空間的・時間的に制御される

と予想される。 

研究代表者は神経因性疼痛におけるミクロ

グリアの P2Y12 受容体の役割は、末梢神経の

損傷を感知し、その後のミクログリアの活性

化へのシグナルのゲート機構として働くと推

測し、このメカニズムにはミクログリアの伸

展突起を利用した、シグナルタンパク質の局

在変化が関わっていると考えた。現在までに、

走化性を持つ細胞の極性形成時には様々なシ

グナルタンパクが方向性を持って細胞膜上に

局在することが知られているが、傷害を認知

したミクログリアの突起先端においてミクロ

グリア活性化関連因子が局在することを示し

た例や、局所へのシグナルタンパク質の集積

を経時的な可視化によって理解するという研

究はなされていない。 

 

２． 研究の目的 

 

ミクログリアがどのように細胞外環境を察

知し、どのように活性化して、細胞応答の発

現に至るのか、その機構を解明することは

様々な神経変性疾患の解明・治療法を考える

上でも重要な課題である。本研究はミクログ

リアの活性化機構の解明を細胞内のナノスケ

ールの反応場を主眼に置いて解析することを

主な目的とする。 

 

３． 研究の方法 

 

(1) 現在知られている唯一の初代培養ミ

クログリアへ高効率遺伝子導入系はレン

チウイルスべクターを用いた遺伝子導入

系である。そこでまず、ミクログリア特異

的発現を示すレンチウイルスベクターの開発

を行う。Iba1と呼ばれる遺伝子は中枢組織内

でミクログリア特異的に発現するタンパク

質として知られており、これら遺伝子プロモ

ーターはミクログリア内でのみ有効に働き、

プロモーター下流の配列の転写を促進する。

そこで、ミクログリア特異的発現を示す可視

化プローブとして、これらIba1プロモーター

下流に、蛍光標識タンパク配列を組み込んだ

レンチウイルスべクターを作製する。その後、

このレンチウイルスべクターを初代培養ミ

クログリア及びマウスミクログリア系培養

細胞BV-2に感染させ、目的蛍光プローブの発

現効率をチェックし、ミクログリアでのみ発

現することを確認する。 

 

(2) ADP の濃度勾配を作製可能な特殊な

培養チャンバーを利用し、ミクログリア

が高濃度ADPに向かって細胞突起を進展

させる模様を共焦点レーザー顕微鏡にて

経時的に観察する。そのご ATP 受容体の

伸長突起内における局在変化を解析する。

同様に神経因性疼痛等の病態とミクログ

リアの形態変化についても検討する。 

 

(3) P2Y12受容体の活性化とミクログリアの活

性化様式との関連性について、炎症関連物質

である CCL2、CCL3、TNFαの産生・放出をリ

アルタイム RTPCR 法や ELISA を用いて定量

する。 

 

 

組換えＤＮＡ実験ついては，「遺伝子組換え

生物等の使用等の規制による生物の多様性

の確保に関する法律」及び「研究開発等に係

る遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当

たって執るべき拡散防止措置等を定める省

令」等の法令，並びに「九州大学遺伝子組換

え実験指針」，「九州大学遺伝子組換え実験安

全管理規則」及び「九州大学遺伝子組換え実

験安全管理細則」を遵守し、事前に機関実験

計画書への承認を受けた。 

動物実験については，「動物の愛護及び管理に

関する法律」，「実験動物の飼養及び保管並び

に苦痛の軽減に関する基準」，「研究機関等に

おける動物実験等の実施に関する基本指針」，

「九州大学動物実験規則」及び「九州大学動

物実験規則実施細則」を遵守し実験計画書の

承認を受けてから実施した。 

 

 

 



 

 

４． 研究成果 

 

(1) 初代培養ミクログリアを用い、細胞突起

進展時のミクログリア発現分子の局在変化の

可視化のために、Iba1遺伝子上流配列をプロ

モーターとして用いたレンチウイルスベクタ

ーの構築を行った。ラット新生児より得た大

脳組織細胞の混合培養系にIba1プロモーター

下流にGFPを発現するレンチウイルスベクタ

ーを用いたところ、多種の細胞の混合培養系

の中で抗Iba1抗体によって染めだされるIba1

陽性細胞選択的に緑のGFPの蛍光シグナルが

観察された（図１）。 

 
 

 

 

図１ 大脳組織細

胞混合培養系に

おいて抗Iba1抗

体染色（赤）と

Iba1プロモータ

ーによって発現

誘導されたGFPの

蛍光（緑） 

 

 

また、蛍光タンパク質以外にも、部位特異

的に遺伝子発現制御する遺伝子改変動物で頻

繁に用いられているcre-loxpシステムに注目

し、Iba1遺伝子上流配列をプロモーターとし

てcre組み換え酵素を発現するベクターを構

築した。このベクターをEGFPレポーターマウ

スの脳から得られた培養組織切片に微量注入

したところ、培養6日後からEGFP陽性細胞が観

察されることを見出した（図２）。この時、

その他のグリア細胞であるアストロサイトの

マーカータンパクとして知られるGFAPの陽性

細胞以外でEGFPの蛍光シグナルが観察された

ことから、今回開発したベクターを使うこと

により生体に極めて近い組織培養という条件

においてもミクログリア特異的な遺伝子発現

制御技術を確立することが出来た。 

 

 
 

 

 

図２ 大脳組織切

片培養系におい

て抗GFAP抗体染

色（紫）とIba1プ

ロモーターによ

って発現誘導さ

れたGFPの蛍光（

緑） 

 

 

さらに、数種のATP受容体(P2X4, P2Y6, 

P2Y12)についても蛍光タンパク質との融合受

容体タンパク質を発現するベクターを作成し

、レンチウイルスベクターによってこれら機

能タンパク質を初代培養ミクログリアに高発

現させる系を確立した。ミクログリアにおい

てP2X4受容体は主に細胞内のオルガネラ膜に

存在する観察像が得られた（図３）のに対し

、P2Y12受容体は形質膜に豊富に局在すること

が明らかになった。 

 

 

 
図３ 大脳組織細

胞混合培養系にお

いて、Iba1プロモ

ーターによって発

現誘導されたP2X4

受容体とGFPの融

合タンパク質由来

の蛍光（緑） 

 

(2) ADPの濃度勾配を作製するために微細

なスリット状構造をもったシリコン製の培

養器具を用い初代培養ミクログリアをADP

濃度勾配下流においたところ、ミクログリ

アは細胞の突起をADPの高濃度側へ伸ばし

細胞の極性化を引き起こした（図４）。スリ

ットの外側の細胞では細胞体の大部分が

ADPに対する走化性応答を引き起こし細胞

の極性を判別することが難しい（図５）。 

また、この時一般的な培養細胞の免疫染色

法を組み合わせたところ遜色なく細胞内分

子の染色を行うことが出来た。 

 

 

 

 
図４ ADP濃度勾

配によって突起

の伸展形態をし

めしたミクログ

リアを抗ox42（

赤）、抗P2X4抗

体（緑）で染色

した。 

 

 

ADPに向かって遊走するミクログリア細

胞ではP2X4受容体は細胞内のオルガネラ

膜のみならず、細胞突起のその先端部位に

も存在することが確認された。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
図５ 微細スリット外部でADP濃度勾配によって細

胞遊走形態をしめしたミクログリアを抗ox42（赤

）、抗P2X4抗体（緑）で染色した。 

 

(3) P2Y12受容体の活性化とミクログリアの

活性化様式との関連性について、炎症関連物

質であるCCL2、CCL3の産生・放出を解析した

ところ、初代培養ミクログリアにおいてCCL2

、CCL3の産生・放出がP2Y12受容体の活性化に

よって誘導されることを見出した（図６，７

）。 

 

 
図６ 初代培養ミクログリアにADPを処置した後

のCCL3 mRNAの発現変化をリアルタイムPCR法に

よって測定した（縦軸:変化倍率）。 

 

 

 

 

 

 
図７ 初代培養ミクログリ

アにADPを処置した後の

CCL3 タンパク質の放出量

変化をELISA法によって測

定した。。 

 

これまでにミクログリアからの炎症性物質

の産生・放出には高濃度の細胞外ATPによる

P2X7受容体の活性化が必要であるという認識

が一般的であったが、ATPの分解産物である

ADPをアゴニストとし、より低濃度で活性化さ

れるP2Y12受容体によってもミクログリアの

炎症性応答が見られることを明らかにした。

この発見は激しいATP漏出・放出を伴わないよ

うな組織傷害時にも、P2Y12受容体を介したミ

クログリアの炎症性応答が引き起こされる可

能性を示しており、P2Y12受容体を標的とした

創薬の可能性を明確に示すものである。 
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