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研究成果の概要（和文）：脳には、神経系細胞の他にも免疫系の細胞であるミクログリアが存在し、脳の機能を
支えている。本研究課題は、胎生期から生後にわたる時期においての脳発生過程において、大脳原基内でのミク
ログリアの局在変化のメカニズムを明らかにし、その生理学的意義を明らかにすることを目標に研究を推進し
た。本研究により、マウスにおいてミクログリアが脳に移入し、その後定着・テリトリーを形成するプロセスに
ついて、独自に開発した細胞動態解析等を通じてその一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the brain, not only neural lineage cells but also immune cells called 
microglia exit and contribute to the brain various function. This research project aims to clarify 
the mechanism underlying how microglia change their distribution and migration pattern in the 
developing brain from the embryonic to postnatal period, and elucidate their physiological functions
 in the process of brain development. Through the in vivo live imaging system we newly established 
and other analyses, we revealed the process of microglial colonization into the developing brain and
 the mechanisms of their territory formation in the brain in mice.

研究分野：神経発生

キーワード： ミクログリア　マクロファージ　脳発生　胎児　神経　グリア　イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ミクログリアの脳定着経路には複数存在することが明らかとなった。その違いによってどのよう
な細胞特性が生まれ、それぞれがいかに脳機能に貢献するのかについて現在も研究を推進している。ミクログリ
アが脳定着後に周囲環境によって性質変化する可能性も考えられるため、今後はその両面からミクログリアの性
質多様性がいかにして決定され、脳形成あるいは将来の脳機能に貢献するのか明らかにしていく。また、生理条
件下での現象を十分に理解することで、神経発達障害等の病態理解に貢献できるよう努める。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 脳には、神経細胞の他にも免疫系の細胞であるミクログリアが存在し、脳の機能を支えている

1,2。ミクログリアの成体脳におけるミクログリアの機能解明が進んできた一方、近年、胎生期や

生後の脳においても神経前駆細胞の分化制御や血管形成・構造維持に関わるなどさまざまな役

割を担うことが明らかになりつつある 3。一方で、近年急速に発展したシングルセル遺伝子発現

解析により、ミクログリアには遺伝子発現的にも多様性があることが示されたが、どのようなプ

ロセスを経て多様性を獲得するのかは依然不明であった。 
 
２．研究の目的 

 そこで、ミクログリアがいかに多様性を獲得するのかについて明らかにするため、本研究では

特に「ミクログリアが脳実質にたどりつくまでの分布経路あるいは定着時期が性質多様性に関

係する可能性」について注目し、その検証とメカニズムを解明することを目的に、調べることに

した。 
 
３．研究の方法 

 中枢神経系には、ミクログリアに加えて、非常によく似た性質を持つも異なる細胞集団である

脳境界マクロファージが存在する 4,5。脳境界マクロファージは、脳膜（胎生期での呼称）やその

後の髄膜（硬膜、くも膜、軟膜）、脳室、血管周囲スペース、脈絡叢といった血管・間葉組織系

と脳実質の境界に位置する細胞集団である。ミクログリアと脳境界マクロファージは起源が同

じであることが知られており、どちらも卵黄嚢内で形成される血島から生じる Erythromyeloid 
progenitor (EMP)に由来する 6。しかし、両者の運命選択がいつ・どこでなされるのかについては

未解明である。そこで私たちは、マウスの脳スライス培養下ライブイメージング、二光子顕微鏡

を用いた胎仔脳 in vivo イメージング（胎生早期のマウスに対する観察システムを新たに構築）、

マクロファージマーカーのフェイトマッピング、細胞標識・追跡解析等を通じて、胎生早期にミ

クログリアが脳に定着する際にたどる分布ルートの同定やその細胞動態および分子メカニズム

の解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 脳スライス培養イメージングによる脳室マクロファージの大脳原基への流入の観察 

まず、マウス胎生早期の脳におけるミクログリアおよび脳境界マクロファージの分布を免疫

染色により調べた。胎生 14 日目以降は大脳原基に存在する CX3CR1 陽性細胞のほとんどが

CD206 陰性・P2RY12 陽性でミクログリアの性質を示し、CD206 陽性・P2RY12 陰性の特徴を有

する脳境界マクロファージは脳室や脳膜に限局し、両者の分布は明瞭に分かれていた。一方、胎

生 12 日目では大脳原基内に CD206 陽性細胞が 50〜60%を占めていた。詳細に観察すると、脳室

内腔には多数の脳境界マクロファージが脳室面に張り付いた状態で存在しており、大脳原基に

向かってその細胞突起を侵入させている様子が観察された。そこで、胎生早期に脳室マクロファ

ージが流入し、その後脳実質内でミクログリアへと運命を転換する可能性を考えた（図 1）。 
ミクログリアと脳境界関連マクロファージが緑色蛍光タンパク質 GFP を発現する Cx3cr1-

gfp+/-マウスを用いて、脳スライスの培養下ライブイメージングを行った。脳室マクロファージの

挙動を観察したところ、マウス胎生 12 日目に大脳原基内へと高頻度で侵入することを見出した。

これに対して、胎生 13 日目以降ではその侵入がほとんど起こらなかった。一方、胎生 12 日目か

ら胎生後期にかけては、脳膜から大脳原基実質へのマクロファージ流入がほぼ起こらないこと

を確認した。これらの観察結果から、胎生 12 日目は脳室マクロファージの流入が発生しやすく、

侵入を許容できる特有の時期であることが示唆された。 
 さらに、脳室マクロファージが背側の間葉組織から蓋板と呼ばれる部分を通り抜けて供給

されることを併せて捉えたことから、ミクログリアが脳にたどりつくまでの一つの経路として、

「蓋板→脳室→大脳原基」という経路が存在することを見出した。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1．マウス胎生早期のミクログリアと脳境界関連マクロファージの分布と仮説 

マウス胎生12〜14日目の大脳原基および脳境界（脳室・脳膜）におけるミクログリアおよび脳境界

マクロファージの分布を示す。胎生14日目では、両者の分布が大脳原基と脳境界で明瞭に分かれるの

に対し、胎生12〜13日目では脳境界マクロファージが大脳原基内に存在する（左）。したがって、胎

生12日目前後で脳境界からマクロファージが大脳原基に侵入し、その後ミクログリアへと運命転換す

るという仮説を立てた（右）。 
 

(2) 胎仔脳 in vivo イメージングシステムによる細胞動態観察 

 しかし、脳スライス培養の観察では脳に外科的侵襲を与えるため、その影響を否定できなか

った。そこで、観察した現象が実際に生体内で起こるのかを調べるため、胎生 12 日目のマウス

胎仔に対する in vivo ライブイメージングシステムを新たに構築した（図 2）。胎生 12 日目のマ

ウス胎仔に対し、胎盤を残した状態で母体から切り離し、温度・酸素供給を整えた外部環境下で

生育することにより、生きた状態で二光子顕微鏡による観察を行った。この方法を用いて、固定

器具内で直立させた胎仔の頭頂部から脳内深部を観察し、脳室マクロファージが大脳原基に侵

入する瞬間を実際に捉えることができた。従って、脳室マクロファージの流入は実際の生体内で

も起こる現象であることが示された。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図2．二光子顕微鏡によるマウス胎仔脳in vivoイメージングシステム 

マウス胎生 12 日目の in vivo 脳内イメージングシステムの概要。酸素供給と胎仔の体温管理をす

ることで、胎仔の生育を維持しながら脳内の細胞動態を観察することができる。実験では、Cx3cr1-gfp
マウスに Zo1-gfpマウスを掛け合わせ、脳室面も標識した。Zo1: 脳室面近傍で形成されるタイトジャ

ンクションで発現するタンパク質。 
 



(3) 脳室マクロファージは大脳原基に侵入後ミクログリアに分化する   

 次に、大脳原基に侵入した脳室マクロファージがその後ミクログリアに運命転換する可能性

について検証した。まず、Cx3cr1-gfp+/-マウスから単離したマクロファージを野生型マウスの脳

室内に移植し、その 2 日後に移植した細胞（GFP 陽性）の性質を調べるという実験を行った。そ

の結果、GFP陽性細胞は脳室に存在する時点ではまだマクロファージの性質を保持していたが、

大脳原基に侵入した細胞はマクロファージの性質を失い、代わりにミクログリアの性質を獲得

していることが分かった。また、脳室内に微量の蛍光色素を投与することによって脳室マクロフ

ァージのみに蛍光色素を取り込ませ、その後の分布や性質を追跡する解析も実施した。その結果、

脳室マクロファージが大脳原基内に入った後にミクログリアの性質を獲得することを確認した。

以上の結果から、脳境界マクロファージは大脳原基内部の環境に呼応してミクログリアに分化

できることが明らかとなった。 
 さらに、実質中のミクログリアのうち、脳室マクロファージ由来の細胞がどのくらいの割合存

在するのかを調べるため、CD206 陽性細胞のフェイトマッピング解析を行った。胎生 11〜12 日

目頃に CD206 を発現していた細胞を標識し（Mrc1[CD206]-CreERT2:Ai14 マウス 7 の使用による

解析）、その後の細胞の性質を追跡解析したところ、胎生 14 日目や生後 0 日目の時点で、大脳原

基に存在するミクログリアのうち約 6 分の 1 の割合の細胞が過去に CD206 を発現していた細胞

であることが示された（図 3）。 
 以上の結果から、ミクログリアには少なくとも 2 つの分布経路をつかって脳に定着し、胎生 9
〜10 日目頃にミクログリアの性質を備えて脳に定着を開始する群に加えて、その後遅れて胎生

12 日目頃に脳室から流入する群に由来することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

図3．ミクログリアの脳室マクロファージを介する脳定着ルート 

ミクログリアがたどると考えられる脳定着ルート。はじめに胎生 9〜10 日目頃にミクログリアの性質を

備えた細胞集団の定着が起こり、その後胎生 12 日目頃に脳室マクロファージの流入が生じ一部のミクログ

リア集団を形成する。脳室マクロファージは、間葉組織から蓋板を通過して供給される。 
 

(4) 考察 

ミクログリアには多岐にわたる機能があることが見えてきた一方で、近年のシングルセル解

析の発展により、胎生期から生後・成体期にわたって徐々に性質を変化させること、また、時間

軸の変化だけでなく、同じ時期でも性質の異なる細胞集団が存在することが明らかとなってい

る 8,9。しかし、ミクログリアがどのようにして機能的あるいは性質的多様性を獲得するのかは

明らかにされていない。本稿で示したように、ミクログリアには異なる分布ルートをつかって脳

に定着する細胞集団が存在することが明らかとなった。由来・分布ルートの違いが将来獲得する

性質を左右する可能性は有り得ると同時に、脳に定着したのちに周囲の環境によって性質が賦

与される可能性も十分に考えられる。このような観点から、どの要因がミクログリアの多様性を

制御しているのかについては今後解明が待たれる。また遺伝子発現の多様性が認められたとし

て、それが機能的な面で脳発生・高次脳機能にいかに貢献するのかといった、性質と機能の連関

についても明らかにする必要がある。また生理条件下でのミクログリア機能の理解に加えて、さ

まざまな病態下における変容についても今後さらなる研究展開が期待される。 



 
 尚、本研究成果は、2023 年 2 月 7 日（火）付で米国科学誌「Cell Reports」誌に掲載された。 
  
 発表雑誌：Hattori, Y. et al. CD206+ macrophages transventricularly infiltrate the early 
embryonic cerebral wall to differentiate into microglia. Cell Rep., 42(2):112092 (2023). 
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