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研究成果の概要（和文）：末梢神経内に存在するマクロファージは、中枢神経系マクロファージであるミクログ
リアと同様に、血中単球から置き換わることのない常在型であることを見出した。また、末梢神経内マクロファ
ージの機能解析を目的とし、細胞特異的遺伝子改変技術を確立した。それを用い、末梢神経損傷後のワーラー変
性において、末梢神経内マクロファージは血中単球由来の浸潤マクロファージと異なる機能を持つ可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：This study aims to reveal functions as well as origin of macrophages in 
peripheral nerve. Peripheral nerve macrophages were demonstrated as the tissue-resident macrophages.
 For functional analysis of peripheral nerve macrophages, gene manipulation system was also 
established. By using this technique, some differences between peripheral nerve macrophages and 
monocyte-derived macrophages were found.

研究分野： 神経再生
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
中枢神経系のマクロファージであるミクログリアは近年急速に機能が明らかになってきているのに対し、末梢神
経内に存在するマクロファージは機能がほぼ不明である。本研究で確立した末梢神経内マクロファージ特異的な
遺伝子操作技術や細胞除去技術は、今後の機能解明に有用であると考えられる。また、本研究で見出された神経
損傷時における末梢神経内マクロファージと血中単球由来マクロファージの相違点は、末梢神経損傷や神経因性
疼痛の治療法開発の基礎になることが期待される。

※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 
神経系のマクロファージとして有名な中枢神経系のミクログリアは、卵黄嚢の erythromyeloid 
progenitor cellsを起源とする組織常在型マクロファージであり、神経回路の発生/発達や維持、
さらには神経損傷後の神経再生にも関わることが示されている。その一方で、末梢神経の軸索内
にもマクロファージが存在することが知られているが、その起源と機能は明らかにされていな
かった。 
 
２．研究の目的 
末梢神経内マクロファージの起源と機能を明らかにすることを目的した。本研究を進めること
が、脱髄疾患など末梢神経疾患の発症メカニズム解明につながることを期待した。 
 
３．研究の方法 
(1)末梢神経内マクロファージの常在性 
マクロファージは、血中単球が組織内に浸潤し分化した浸潤型と、組織内に発生期から常在して
いる常在型に分けられる。野生型マウスをグリーンマウスと結合する parabiosis や、グリーン
マウス由来骨髄を野生型マウスへ移植する骨髄移植により血中単球を GFP ラベルした。一定期
間経た後、坐骨神経を採取し末梢神経内マクロファージの GFP 陽性率を調べた。 
 
(2)末梢神経内マクロファージの起源 
単球系統細胞特異的に遺伝子組換え酵素 CreERT2 が発現する CX3CR1CreERT2マウスと、Cre 存在下
で蛍光レポーターYFP が発現する Rosa26YFP マウスを交配した。そのダブルノックイン妊娠マウ
スに Tamoxifen を投与することにより、時期特異的にマクロファージ前駆細胞を YFP ラベルし
た。産仔から坐骨神経を採取し、末梢神経内マクロファージの YFP 陽性率を調べた。 
 
(3)末梢神経内マクロファージ特異的遺伝子改変技術 
細胞の機能解析には細胞特異的 Cre ドライバーマウスの確立が重要である。しかし、末梢神経内
マクロファージは中枢神経系のミクログリアと遺伝子発現が非常に似ているため、マクロファ
ージ類縁細胞の解析に良く用いられる CX3CR1CreERT2 マウスや LyzMCreERT2 マウスでは、末梢神経内
マクロファージとともにミクログリアも遺伝子改変されてしまう。そこで、末梢神経内マクロフ
ァージには発現するがミクログリアには発現しない CD206 のプロモーターにより CreER がドラ
イブされる CD206-CreER マウスを搬入し（Nawaz et al., Nat Commun, 2017）、そのマウスが末
梢神経内マクロファージ特異的遺伝子改変に有効か、Rosa26TdTomatoレポーターマウスと交配する
ことにより検討した。 
 
(4)末梢神経内マクロファージ特異的除去技術 
細胞の機能解析には細胞特異的除去技術が重要である。しかし、末梢神経内マクロファージは中
枢神経系のミクログリアと遺伝子発現が非常に似ているため、マクロファージ類縁細胞の除去
に用いられる PLX3397（CSF1 受容体阻害剤）などの試薬では、末梢神経内マクロファージととも
にミクログリアも除去されてしまう。そこで、CD206-CreER マウスと Rosa26DTAマウスを交配した
ダブルノックインマウスに Tamoxifen を投与することにより、末梢神経内マクロファージ特異
的な除去が可能か検討した。 
PLX3397 の投与により、全身のマクロファージが除去されることが知られている。ミクログリア
数には影響を与えず末梢神経内マクロファージ数を減少させることが可能な PLX3397 の投与方
法と投与量を検討した。 
 
(5)ワーラー変性における末梢神経内マクロファージの機能解析 
組織に浸潤した単球由来マクロファージは CCR2RFP マウスにより可視化される。そこで、末梢神
経内マクロファージを単球由来マクロファージを区別するために、3系統を交配し CD206-CreER：
Rosa26YFP：CCR2RFPマウスを作成した。坐骨神経を切断後 7日目に採取し、両マクロファージの局
在や形態に加え、髄鞘の貪食量を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)末梢神経内マクロファージの常在型 
骨髄移植実験により末梢神経内マクロファージは単球由来であることが報告されていた。しか
し、骨髄移植の前処置で行う X線照射は、神経系組織には大きなダメージであり単球の浸潤を引
き起こすことが近年示されているため、過去の研究結果は X 線照射によるアーチファクトであ
る可能性を考えた。そこで、野生型マウスの片足を鉛板で覆うことで X線を遮断し、骨髄移植を
行った結果、X線を遮断しなかった足の坐骨神経では GFP 陽性のマクロファージが見られたのに
対し、X線を遮断した足では坐骨神経内に GFP 陽性マクロファージはほぼ見られなかった。この
結果から、過去の報告は X線照射によるアーチファクトによるものであり、末梢神経内マクロフ
ァージは常在型であることが示唆された。そこで、その結果を確かめるために、野生型マウスを



グリーンマウスと結合する parabiosis 実験を行った。その結果、坐骨神経内に GFP 陽性マクロ
ファージはほぼ見られなかった（parabiosis 6 ヶ月後：1.9±0.6%：N=5）（下図）ことから、末
梢神経内マクロファージは単球から置き換わることのない常在型マクロファージであることが
示された。 
 

 
(2)末梢神経内マクロファージの起源の探索 
常在型マクロファージは、胎生期にマクロファージ前駆細胞が各組織に浸潤し定着したもので
あると考えられている。そこで、CX3CR1CreERT2 マウスと Rosa26YFP マウスを交配後、妊娠期に
Tamoxifen を投与することでマクロファージ前駆細胞を YFP ラベルし、成獣における末梢神経内
マクロファージの YFP 陽性率を調べた。末梢神経内マクロファージの起源は胎生期マクロファ
ージ前駆細胞であるという予想通りの結果が得られつつあったが、 その fate mapping 実験中
に、海外のグループから同様の結果が報告されたため（Ydens et al., Nat Neurosci, 2020）、
起源の同定に関する実験は中断した。 
 
(3)末梢神経内マクロファージ特異的遺伝子改変技術の確立 
CD206-CreER マウスを Rosa26TdTomatoマウスと交配し、そのダブルノックインマウスに Tamoxifen
を皮下投与した結果、ほぼ全ての坐骨神経内マクロファージが TdTomato でラベルされた（下図）。
それに対し、中枢神経系のミクログリアが全くラベルされていなかったことから、CD206-CreER
マウスは神経系における末梢神経内マクロファージ特異的遺伝子改変に有効であることが示さ
れた。 

 
 
(4)末梢神経内マクロファージ特異的除去技術の確立 
CD206-CreER マウスの有用性が分かったため、CD206-CreER マウスを Rosa26DTAマウスと交配し、
そのダブルノックインマウスの腹腔内に Tamoxifen を投与した結果、約 70%の坐骨神経内マクロ
ファージが除去された。それに対し、中枢神経系のミクログリアは全く除去されなかったことか
ら、CD206-CreER：Rosa26DTAマウスは神経系における末梢神経内マクロファージ特異的除去に有
効であることが示された。 
遺伝子改変マウスの使用に加え、薬剤による特異的除去の実験系も樹立した。CSF1 阻害剤
PLX3397 に対する感受性は、ミクログリアに比べ末梢神経内マクロファージは高いことが判明し
た。そこで、PLX3397 を低濃度で含有する餌を作成することにより、ミクログリア数には影響を
与えず末梢神経内マクロファージ数を減少させることに成功した。 
 
(5)末梢神経内マクロファージのワーラー変性における機能解析 
末梢神経損傷後のワーラー変性において、マクロファージは軸索や髄鞘の残骸を貪食すること
が良く知られている。しかしながら、そのマクロファージは浸潤してきた単球が分化したもので
あると考えられており、損傷前から末梢神経内に常在していたマクロファージの関与は不明で
あった。そこで、3系統の交配により CD206-CreER：Rosa26YFP：CCR2RFPマウスを作成し、ワーラー
変性における末梢神経内マクロファージと単球由来マクロファージの違いを組織学的に解析し
た。その結果、損傷軸索の近位端と遠位端を結ぶブリッジ部位に単球由来マクロファージは存在
するが、末梢神経内マクロファージは存在しないことが示された（次ページ図）。また、損傷遠
位部において、末梢神経内マクロファージは単球由来マクロファージより細胞サイズが大きい
こと（次ページ図）、さらには髄鞘の貪食量が多い傾向が見られた。これらの結果から、ワーラ
ー変性において、末梢神経内マクロファージは単球由来マクロファージと異なる機能を持つこ



とが示唆された。 
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