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研究成果の概要（和文）：社会環境から受けるストレスは、抑うつなど認知情動変容を誘導し、精神疾患のリス
ク因子となる。これまでの研究から慢性ストレスではミクログリアの活性化に端を発した脳内炎症が生じること
が示されているが、その実態には不明な点が多い。本研究では、多様な脳領域のミクログリアを解析するための
手法を確立した。さらに、エピゲノム解析及び遺伝子発現解析を駆使して、ミクログリア活性化に関わる複数の
情報伝達経路とその遺伝子発現応答を同定し、それらが反復社会挫折ストレスによる情動変容に関与することを
見出した。以上の成果は、ミクログリアがストレスによる複数の情報伝達経路を統合し、情動変容を促す可能性
を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Social stress often induces cognitive emotional abnormalities such as 
depression and anxiety, and can be a risk factor for mental illness. Our studies suggest that 
chronic stress induces neuroinflammation through microglia activation. However, the nature of 
microglial activation and its mechanism remain unknown. Here we developed a technique to analyze 
microglial diversity across the brain regions. Using epigenetic and transcriptome analyses, we found
 several signaling pathways involved in microglial activation and their gene expression responses. 
We also found that these pathways contribute to stress-induced emotional abnormalities. These 
findings suggest that microglia integrate several stress-induced signaling pathways and promote 
emotional abnormalities.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ミクログリア活性化は情動変容に関わる脳内炎症に重要である。本研究の成果は、ミクログリアはストレスによ
る複数の情報伝達経路を統合し、情動変容に関わることを示した。これらの成果はストレスによる脳機能変化の
難可逆性の生物学的基盤に迫る点で学術的意義は大きい。また、治療抵抗性の精神疾患において新規治療標的の
探索が不可欠であり、本研究成果はストレス関連疾患の病態の解明のみならず精神疾患創薬のための新たな標的
を提示する点で社会的意義も大きい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

社会環境から受けるストレスは抑うつや不安など認知情動変容を引き起こし、うつ病など精
神疾患のリスク因子となる。申請代表者は、マウスの反復社会挫折ストレスを用いて急性ストレ
スにおけるストレス抵抗性の増強には前頭前皮質興奮性神経細胞に発現するドパミン D1 受容
体が必須であること、その過程には内側前頭前皮質のドパミン D1受容体を介した神経細胞の尖
端樹状突起造成を伴うことを見出した。一方、慢性ストレスは、ドパミン D1受容体非依存的に
神経細胞の樹状突起を萎縮させ、ストレス抵抗性を消失させることを明らかにした。申請代表者
が共同研究者として参画した研究では、慢性ストレスが、前頭前皮質選択的に炎症関連細胞であ
るミクログリアを活性化し、神経細胞の樹状突起萎縮を伴う抑うつ行動を引き起こすことを示
した。以上の知見から慢性ストレスによる神経細胞の樹状突起萎縮やストレス抵抗性の消失は、
ミクログリアの活性化に端を発した脳内組織恒常性の破綻によると推測されるが、その実態は
不明である。最近の研究からストレスの反復はミクログリアの活性化を次第に増強する“ミクロ
グリアのプライミング現象”を誘導することが示された。このプライミングにはエピゲノム制御
の関与が報告されていることから、ストレスによるミクログリアのエピゲノム制御の重要性が
示唆される。従って、申請代表者は慢性ストレスによるミクログリアのエピゲノム制御に着目し、
ミクログリア活性化の実態と、脳内組織恒常性の維持と破綻における役割の解析に取り組んだ。 

 
２．研究の目的 

本研究は、マウス社会挫折ストレスと脳領域・細胞種特異的なエピゲノム・遺伝子発現解析、
一細胞遺伝子発現解析を駆使し、ストレスの反復によるミクログリアのプライミングのメカニ
ズムを同定し、脳内組織恒常性の維持と破綻における分子細胞生物学的基盤の創出を目指した。
本研究による成果を通じ、うつ病などストレス性疾患の病態機序解明や新たな創薬標的創出に
資する知見を得る。 

 
３．研究の方法 

（１）マウス社会挫折ストレスモデル 
C57BL/6 遺伝背景の成体雄マウスを体格が優位で攻撃性の高い ICR 遺伝背景の成体雄マウス
の攻撃に 1日 10分間、単回あるいは 10回反復して曝露した。社会性行動試験では、新規 ICRマ
ウスが入った檻を設置したチャンバーに試験対象マウスを投じ、ICRマウスに近い領域（社会性
行動ゾーン）と ICRマウスとは反対の領域（社会忌避行動ゾーン）の滞在時間により評価した。
単回ストレスは社会性行動試験での社会忌避行動を誘導しないが、ストレスの反復は社会性行
動試験での社会忌避行動、高架式十字迷路試験での不安行動、新規物体認識試験での認知機能障
害を誘導する。また、このストレスモデルによる情動変容には個体差が大きく、反復ストレスに
より抑うつ行動が誘導される“ストレス感受性群”と抑うつ行動が誘導されない“ストレス抵抗性
群”が誘導される。このモデルで誘導される行動変化は抗うつ薬の慢性投与により改善すること
から、マウスうつ病モデルとして用いられる。 

 
（２）脳領域特異的なミクログリアのバルク RNA-seqと一細胞 RNA-seq 

CX3CR1-EGFPマウスの内側前頭前皮質、側坐核など複数脳領域を切り出し、蛍光活性化セル
ソーティング（Fluorescence Activated Cell Sorting; FACS）を用いて EGFP陽性の細胞を単離して
ミクログリアとした。バルク RNA-seqでは単離したミクログリアから RNAを精製した後、RNA-
seqライブラリを作製し、次世代シーケンサーに供した。一細胞 RNA-seqでは 10xgenomics社の
Chromiumコントローラー及び Chromium Single Cell 3' Reagent Kits v3、を用いてライブラリを作
製し、次世代シーケンサーに供した。Multiplexingには 3’ CellPlexを用いた。 

 
（３）脳領域特異的なミクログリアの ChIP-seq及び ATAC-seq解析 

CX3CR1-EGFP マウスの内側前頭前皮質、側坐核から RNA-seq と同様の手法でミクログリア
を単離し、クロマチン免疫沈降シーケンス解析（Chromatin immuno-precipitation sequencing; ChIP-
seq）と網羅的オープンクロマチン領域解析（Assay for Transposase-Accessible Chromatin using 



sequencing; ATAC-seq）を行った。ChIP-seqでは、抗 H3K27ac抗体を用いてアセチル化ヒストン
修飾を受けたヒストンタンパク質に結合した DNAゲノム領域（＝エンハンサー領域）を回収し
た。ATAC-seqでは Tn5 transposaseを用いてオープンクロマチン領域を回収した。回収したそれ
ぞれの DNAから ChIP-seqライブラリ、ATAC-seqライブラリを作製し、次世代シーケンサーに
供した。 
 
４．研究成果 

（１）安静時脳におけるミクログリアの脳領域特異性の解析 
反復社会挫折ストレス
が前頭前皮質など特定の
脳領域に選択的にミクロ
グリアを活性化させるこ
とを示してきた。従って、
反復ストレスによる多様
な脳領域でのミクログリ
アの変化の実態とそのメ
カニズムに迫るため、複数
の脳領域組織のミクログ
リアを単離して一細胞
RNA-seq 解析を行うため
のMultiplexing技術を確立
した（図１）。この技術を
用いて前頭前皮質と一次
感覚運
動野を
含む大
脳皮質
と視床
下部で
はミク
ログリ
アの遺
伝子発
現パタ
ーンが
大きく
異なり、側坐核と海
馬はその中間に位置
することを見出した
（図２）。また反復社
会挫折ストレスによ
りミクログリアで発
現が変化する遺伝子
群の発現が特定のミ
クログリアサブタイ
プで高いことも見出
した（図３、Mishima 
et al. J Pharmacol Sci 
2023）。 
 
（２）ストレスによるミクログリアのエピゲノム・遺伝子発現制御変化の解析 
ストレスによるミクログリア活性化の実態を調べるため、CX3CR1-EGFPマウスを単回・反復
ストレスに供し、前頭前皮質、側坐核、海馬、運動感覚野、視床下部のミクログリアを単離し、



一細胞 RNA-seq 解析を行った。さらに、より詳細に遺伝子発現変化のパターンを解析するため
に、前頭前皮質と側坐核から単離したミクログリアでバルク RNA-seq を行った。その結果、ス
トレスによる遺伝子発現変化はストレスの期間、ストレス感受性、脳領域選択性のクラスターに
分類できることを見出した。さらに、そのメカニズムに迫るために、前頭前皮質と側坐核のミク
ログリアで H3K27ac-ChIP-seq 解析を行ったところ、ストレスによりスーパーエンハンサーが変
化し、その変化から複数のクラスター分類できること、その変化は近傍の遺伝子発現変化と傾向
が合致し、ストレスによる遺伝子発現変化クラスターの一部を説明できることを示した。さらに、
ATAC-seq 解析を実施し、ストレスにより変化したスーパーエンハンサー領域に含まれるヌクレ
オソームフリー領域を検出し、転写因子モチーフの濃縮を調べた結果、異なるスーパーエンハン
サークラスターは異なる転写因子による制御を受ける可能性を見出した。以上の結果は、ミクロ
グリアでは、ストレスの期間、ストレス感受性、脳領域選択性がエピゲノムレベルで統合され、
ストレス応答を決定することを示唆する。 
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