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研究成果の概要（和文）：活性化ミクログリアが統合失調症初発患者脳で確認されたことから、ミクログリアの活性化
を惹起する脳内因子の賦活が統合失調症の病態早期に起こると考えられた。そこで、本研究では統合失調症の病態早期
におけるミクログリア活性化の仕組みを解明することを目的として、ミクログリアが特異的に緑色蛍光タンパク質を発
現する遺伝子改変マウスの胎仔を、poly(I:C)に感染させることで統合失調症マウスモデルを作製した。さらに、それ
に独自の蛍光機能プローブを投与することにより、炎症反応過程の初段階におけるカスパーゼ1によるIL-1β前駆体か
らのIL-1βのプロセシングを、二光子励起レーザ走査型顕微鏡を用い画像化した。

研究成果の概要（英文）：Aberrant microglial activation was recently observed in the affected brain with sc
hizophrenia at its early developmental stage. This observation implies the involvement of pathological act
ivation in the pathophysiology of schizophrenia. Thus the present study aimed at the investigation of mole
cular machinery underlying microglial activation in the pathological condition. Firstly, mice expressing f
luorescein specifically in microglia were infected with poly(I:C) and model mice of schizophrenia were est
ablished. Secondarily, newly developed fluorescent imaging probe was administrated to the established schi
zophrenic model mice , and the activation of Caspase-1 and subsequent IL-1beta production at early phase o
f inflammation were visualized in vivo under two-photon microscope.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、研究代表者らはPETにより初発未治療
の統合失調症患者17名で活性化ミクログリア
の脳内分布と、その程度について精査した。
PETイメージングは、活性化ミクログリアに結
合するトレーサーである[11C]PK11195によっ
た。その結果、すべての統合失調症患者脳で、
健常者脳と比較し、2倍以上の活性化ミクログ
リアの増加を認めた。 
 統合失調症は、多因子疾患であり、症候群
である。しかし、この疾患の別個の症例の依
って立つ共通の生物学的基盤を同定するこ
とにより、発症前、あるいは発症初期に治療
的介入を行うことは可能であると考えられ
た。それまでに、統合失調症患者での MRI(磁
気共鳴画像法)による脳構造解析の結果、脳
局所での容積変化が、また、患者血清の生化
学的解析の結果、種々の脳内タンパク質の挙
動変化が報告される等、神経活動に関連した
諸因子について、統合失調症患者で健常人と
の有為差が認められていたが、個々の因子は、
患者間での標準偏差が大きく、それらを統合
失調症の診断のための指標とすることは困
難であった。対して、活性化ミクログリアの
著明な増加は、未治療の統合失調症患者の全
てにおいて認められる現象であり、統合失調
症患者と健常人とを識別するのに極めて有
用な指標であると考えられた。統合失調症患
者で活性化ミクログリアの脳画像研究を行
った例は、それまでにも van Berckel らや、
Doorduin らによる研究があったが、そこでは、
抗精神病薬を服用している患者で解析が行
われており、活性化ミクログリアの増加は顕
著ではなかった。わずかな差しかなかったと
いう彼らの結果は、抗精神病薬がミクログリ
アの活性化を抑制することに由来すると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
 統合失調症患者脳でのミクログリアの活
性化は、脳内での炎症反応の生起を示唆して
おり、また、活性化ミクログリアが初発患者
脳で確認されたことから、ミクログリアの活
性化を惹起する脳内因子の賦活が統合失調
症の病態早期に起こると考えられた。そこで、
本研究では統合失調症の病態早期における
ミクログリア活性化の仕組みを解明するこ
とを目的として、ミクログリアが特異的に緑
色蛍光タンパク質(EGFP)を発現する遺伝子
改変マウス(IbaI-EGFP マウス)の胎仔を、
polyriboinosinic-polyribocytidilic 
acid(poly(I:C))に感染させることで統合失
調症マウスモデル(EGFP-Schi マウス)を作製
し、さらに、それに申請者ら独自の蛍光機能
プローブを投与することにより、炎症反応過
程の初段階におけるカスパーゼ1によるIL-1
β前駆体からの IL-1βのプロセシングを、in 
vivo で二光子励起レーザ走査型顕微鏡を用
い画像化することを目的とした。 
 一方で、近年、ミクログリアは神経伝達物

質に応答することにより神経可塑性に関与
することが報告されていた。よって、本研究
では、統合失調症患者脳で[11C]PK11195 の結
合を認めた内側前頭前野等の脳領域につい
て、マウスモデルで電子顕微鏡による形態学
的解析と in vivo パッチクランプ法による神
経回路解析を行うことにより、当該領域にお
けるミクログリアの性状を探査して、統合失
調症特異的な神経活動の反映としてのミク
ログリア活性化の分子基盤を同定すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、まず、ミクログリア特異的に
EGFP を発現する統合失調症マウスモデル
(EGFP-Schi マウス)に、独自の蛍光機能プロ
ーブを導入することにより、炎症反応初段階
の IL-Iβの生成を、in vivo でミクログリア
とともに画像化し、炎症反応の惹起の伴うミ
クログリアにおける遺伝子発現変化を、ミク
ログリアで laser capture microdissection 
(LCM)を行い解析した。また、統合失調症患
者で、活性化ミクログリアの集積を認めた脳
領域について、EGFP-Schi マウスで形態学的
解析と電気生理学的解析を行い、統合失調症
特異的な神経活動の賦活とミクログリアの
活性化の関連を検討した。それにより、ミク
ログリア活性化の統合失調症特異的な分子
基盤を解明した。さらに、EGFP-Schi マウス
で、ミクログリアを治療標的とした薬剤候補
化合物のスクリーニングを行い、その統合失
調症治療に向けた創薬への応用を図った。 
 
４．研究成果 
(1)EGFP-Schi マウスの作成 
 妊娠中の IbaI-EGFP マウスに、poly(I:C)
を一回あたりの容量を 5.0mg/kg として 6 日
間 連続 (E12 ～ E17) で 腹 腔 内投与し、
EGFP-Schi マウスを作製した。 
(2)若年個体脳からの脳スライスでの検討 
①脳スライスの作成と蛍光プローブの導入： 
EGFP-Schi マウスの若年個体脳より脳スライ
ス培養系を調製した。ここでは、研究代表者
ら独自の蛍光機能プローブを、調製した培養
系に導入することにより、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
起を検出した。この蛍光機能プローブは、
IL-1β前駆体中のカスパーゼ1基質部位の両
端に、蛍光物質と消光剤を結合し、IL-1β前
駆体がカスパーゼ1により切断されIL-1βを
生成する結果、消光剤が遊離され蛍光を発す
るもので、さらに、付加された HIV-Tat の
CPP(cell penetrating peptide)活性による
膜透過能を持つ。 
②ミクログリアの活性化を誘引する炎症性
因子の探索： 
 当該培養系ではミクログリアが特異的に
EGFP を発現しているので、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-1β産生に伴う蛍光機能プローブからの
蛍光を検出した直後に、laser capture 
microdissection (LCM)によりミクログリア
を分離し、DNA マイクロアレイを用いて、ミ
クログリアでの遺伝子発現変化を解析した。
それによって、DNA マイクロアレイでの解析
結果に基づき、ミクログリアの活性化を誘引
する炎症性因子の探索を行った。 
③ミクログリア活性化の神経活動依存性の
電気生理学的基盤の解明： 
 次に、研究代表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。ここでは、ミクログリア
近傍の局所神経回路を刺激あるいは抑制す
ることによる活性性化ミクログリアの挙動
変化を、脳スライスで蛍光顕微鏡下に解析し
た。それにより、当該脳領域における活性化
ミクログリア・ニューロン相関の形態学的基
礎と、ミクログリア活性化の神経活動依存性
の電気生理学的基盤を解明した。 
④特異的遺伝子の同定とその遺伝子機能の
解明 
 統合失調症患者での脳領域特異的なミク
ログリアの活性化の分子的背景を探索する
ことを目的として、統合失調症患者脳での
[11C]PK11195 への高い結合性を持つ領域と、
微弱な結合性のみ呈する領域について、
EGFP-Schi マウスの各々の相当領域から、LCM
によりミクログリアの周囲組織を分離し、
DNA マイクロアレイを用い二つの領域での遺
伝子発現パターンを比較解析した。それによ
って、活性化ミクログリアの周囲組織で特異
的に発現が亢進している遺伝子を同定し、そ
の遺伝子のコードするタンパク質を、
EGFP-Schi マウスで阻害あるいは賦活し、成
熟マウスでみられるPPIの障害やメタンメタ
ンフェタミンへの反応性がどのように修飾
されるかを検討した。 
⑤二重遺伝子改変マウスの作成と、より詳細
な検討 
 ニューロン特異的に赤色蛍光タンパク質
を発現する NSE-RFP マウスと IbaI-EGFP マウ
スを交配し作製した二重遺伝子改変マウス
の胎仔に、poly(I:C)を感染させた統合失調
症マウスモデル(NSE-RFP/IbaI-EGFP・Schi マ
ウス)を用い、二光子励起レーザ走査型顕微
鏡により樹状突起スパイン形成・発達と活性
化ミクログリアの関連を評価した。そして著
明なミクログリアの活性化を認める内側前
頭前野等の当該マウス脳領域で、ミクログリ
アが隣接する神経線維の活動電位を in vivo
パッチクランプ記録法により計測しながら、
ミクログリアの形態変化をリアルタイムで
二光子励起レーザ走査型顕微鏡を用いて解
析した。これにより、ミクログリアの活性化

に近接神経の神経活動が及ぼす影響を電気
生理学的に生体脳で検討した。ここでは、ま
た、NMDA 受容体ブロッカーMK801 やカイニン
酸受容体ブロッカーUBP296 の他、ドパミン
D1/D2 受容体ブロッカーである抗精神病薬ハ
ロペリドール等を顕微注入することで、隣接
神経線維活動の抑止による活性化ミクログ
リアの動態変化を形態学的に解析し、ミクロ
グリア活性化の神経活動依存性を併せて検
討した。本研究では、さらに、先に探索した
ミクログリアの活性化に関与する炎症性因
子が、神経活動や、それへの近接ミクログリ
アの応答性に及ぼす影響についても、in vivo
で電気生理学的に検討した。 
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