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研究成果の概要（和文）：DAP12はミクログリアの細胞膜上に発現する膜タンパクであり、特定のリガンド認識
受容体のシグナル伝達鎖として機能すると考えられている。知覚神経損傷によるアロディニアモデルを用いて
DAP12の機能を解析した結果、DAP12がリガンド認識鎖TREM2と複合体を形成した場合にはミクログリアの炎症性
作用を促進するのに対し、リガンド認識鎖Siglec-Hと複合体を形成した場合には炎症性作用を抑制することを見
出した。さらに、DAP12のリガンド認識鎖Siglec-Hは、脳内マクロファージや浸潤性単球には発現しない非常に
特異性の高いミクログリアマーカーであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DAP12 is considered to work as a signal transduction chain of some 
ligand-binding receptors in microglia. Our study, using allodynia model of mice, revealed that DAP12
 can regulate microglial activity both positively and negatively after injury. When DAP12 makes 
complex with TREM2, TREM2/DAP12 promotes microglial pro-inflammatory responses after injury, whereas
 Siglec-H/DAP12 complex suppresses. Furthermore, we demonstrated Siglec-H as a microglia-specific 
marker that discriminates microglia from brain macrophages and CNS-infiltrating monocytes.

研究分野： 神経損傷
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シグナル伝達鎖DAP12は、異なるリガンド認識鎖（TREM2またはSiglec-H）と複合体を形成することにより、ミク
ログリアの活性化を正/負両方に制御することを見出した。DAP12を介するシグナルの適切な制御により、神経損
傷後のミクログリアの性質を神経保護的に転換できる可能性が期待される。また、本研究により示したSiglec-H
の発現特異性は、今後のミクログリア研究において有益な情報になると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミクログリアは神経損傷に応答し活性化する。その活性化誘導には、神経損傷を感知する細胞

膜上受容体が重要な役割を果たすと予想されるが、ATP 受容体や CSF-1 受容体以外に活性化へ
の関与が証明されている受容体は少ない。 
単核細胞に発現する DAP12 は、triggering receptor expressed on myeloid cells-2 (TREM2)

などのリガンド認識受容体と共役し、シグナルを細胞内に伝達するアダプターとして機能する
と考えられている。DAP12 と TREM2 は若年性認知症 Nasu-Hakola 病の原因遺伝子であることか
ら、DAP12 を介するシグナルは脳内でミクログリアの活性制御に関与することが予想されるが、
具体的な機能は不明であった。そこで、ミクログリア活性化における DAP12 の機能を、運動神
経損傷モデルマウスを用い解析した結果、DAP12 はミクログリアの炎症性反応を促進・遷延す
ることでミクログリアの神経毒性を高めることを我々は見出した（Kobayashi, Konishi et al, 
Glia, 2015）。 
 
２．研究の目的 
ミクログリアの活性化は、損傷モデルにより神経保護的あるいは傷害的に作用すると考えられ

ている。本研究では、他の神経損傷モデルとしてアロディニア（異痛症）モデルを用い、DAP12
を介するシグナルがミクログリア活性化に与える影響を解析した。さらに、リガンド認識鎖で
ある DAP12 共役受容体やそのリガンドの同定により、ミクログリア活性化における DAP12 の機
能の分子レベルでの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) アロディニアモデルを用いた解析 
マウス L4脊髄神経の切断によりアロディニアモデルを作成した。リアルタイム PCR、in situ 

hybridization や免疫組織化学などの手法により、脊髄後角における DAP12 関連分子や炎症性
分子の発現を調べた。また、von Frey テストにより疼痛評価を行った。さらに、脊髄髄腔内に
留置したカテーテル経由で TREM2 に対するアゴニスティック抗体を髄腔内投与することにより、
TREM2 刺激がミクログリア活性化と疼痛に与える影響を調べた。 
 
(2) Siglec-H のリガンド探索 
Siglec-H 細胞外ドメインと Fc を融合させたリコンビナントタンパク（Siglec-H-Fc）を作成

し、脳や初代培養神経細胞の抽出物から Siglec-H-Fc と共沈するタンパク質を探索した。また、
Siglec-H-Fc とリガンドの可能性を持つ糖鎖との結合を、Biacore システムを用い表面プラズモ
ン共鳴実験により評価した。 
 
(3) Siglec-H の発現特異性の評価 
Dundee 大学 Dr. Crocker から供与された抗 Siglec-H 抗体を用い、脳や脊髄の免疫組織化学を

行った。染色像を、汎用ミクログリアマーカーIba1 や CD11b のものと比較することにより、
Siglec-H のミクログリア発現特異性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) アロディニアモデルにおける TREM2/DAP12 複合体の機能解析 
アロディニアモデルでは、脊髄後角において活性化したミクログリアが引き起こす炎症性反応

が疼痛の主要な原因となることが知られている。まず、L4 神経切断後の脊髄後角において DAP12
がミクログリア特異的に発現していることを免疫組織化学で確認した。von Frey テストにより、
野生型マウスに比べ DAP12 ノックアウトマウスでは疼痛が有意に軽減されることを明らかにし
た。その原因として、DAP12 ノックアウトマウスでは、脊髄後角においてミクログリア数が減
少すると共に炎症性サイトカインの発現が顕著に低下していることを見出した。 
さらに、ミクログリア活性化における機能的な DAP12 共役受容体の特定を行った。免疫系で明

らかにされている DAP12 共役受容体のうち、TREM2 が脊髄後角においてミクログリア特異的に
発現することを見出した。非損傷マウスの髄腔内へ TREM2 アゴニスティック抗体を投与した結
果、脊髄後角において炎症性サイトカインの発現が上昇すると共に、足底に疼痛が現れた。DAP12
ノックアウトマウスではその現象は見られなかったことから、TREM2/DAP12 複合体を介するシ
グナルがミクログリアの炎症性反応を促進し疼痛を増悪させることが示唆された（Kobayashi, 
Konishi et al, J Neurosci, 2016）。 
 
(2) アロディニアモデルにおける Siglec-H/DAP12 複合体の機能解析 
既知の DAP12 共役受容体のうち、TREM2 以外に Siglec-H もミクログリアに発現していること

を見出した。そこで、アロディニアモデルを用い、ミクログリア活性化における Siglec-H の機
能を解析した。野生型マウスに比べ Siglec-H ノックダウンマウス（Siglechdtr/dtrマウス: Takagi 
et al, Immunity, 2011）では、神経損傷後の脊髄後角における炎症性サイトカインの発現上昇
が促進されることに加え、疼痛が増悪することを見出した。よって、Siglec-H/DAP12 複合体を
介するシグナルは、TREM2/DAP12 複合体とは対照的に、ミクログリアの炎症性反応を抑制する
ことが示唆された（Konishi et al, Glia, 2017）。 



 
(3) Siglec-H リガンドの同定 
TREM2 に関してはリガンドが同定されているが、Siglec-H については同定されていなかった。

そこで、Siglec-H-Fc リコンビナントタンパクと共沈するタンパク質を探索したが、リガンド
候補分子は得られなかった。Siglec ファミリー分子はシアル酸を含む糖鎖を主なリガンドとす
ることが知られている。そこで、他施設との共同研究により、リガンドの可能性を持つ糖鎖と
Siglec-H の結合を表面プラズモン共鳴実験により調べた結果、シアル酸含有糖鎖 A2G'2F が
Siglec-H と結合することを見出した（Handa-Narumi, Yoshimura, Konishi et al, Cell Struct 
Funct, 2018）。 
 
(4) Siglec-H のミクログリアマーカーとしての有用性 
脳内の単核細胞としてミクログリアが有名であるが、それ以外にも髄膜、血管周囲や脈絡叢

といった脳の特定部位には脳内マクロファージが存在する。しかし、汎用されているミクログ
リアマーカーIba1 や CD11b は、ミクログリアに加え脳内マクロファージにも発現していること
が知られている。それに対し、Siglec-H はミクログリアに発現するが、脳内マクロファージに
はほぼ発現しないことを示した。Siglec-H は、損傷や炎症時に脳内に浸潤してくる浸潤性単球
や、末梢神経系に存在する末梢神経マクロファージにも発現しないことから、神経系において
非常に特異性の高いミクログリアマーカーであることが明らかとなった（下図）（Konishi et al, 
Glia, 2017）。 
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