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研究成果の概要（和文）：これまで実態が全くわからなかった脳の精神活動に関わるミクログリ

アのサブタイプを同定するために、ミクログリア株細胞のサブタイプや脳移行性を持つ骨髄前

駆細胞から Hoxb8 遺伝子を指標にして精神機能調節に関わる細胞を同定し、選定した細胞を情

動障害モデルマウスに注入して精神症状への関わりを調べた。まず申請者が樹立したミクログ

リア細胞株が低レベルながら Hoxb8 を発現していることが確認できた。次にこれを強制水泳う

つ病モデルマウスに注入したところ、水泳後のストレス脆弱性が減弱した。したがって、ミク

ログリアはうつ病の発症に関係するストレス脆弱性の調節システムに関与し精神機能の発現に

寄与している可能性が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Although Hoxb8-lineage microglia are indicated to be involved in 
the obsessive-compulsive disorder spectrum disorder, there are few lines of evidence 
between microglia and emotional regulation.  In this project I indicated that cloned 
microglia and a part of bone marrow progenitor cells expressed Hoxb8.  Injection of these 
cells directly into striatum improved stress-vulnerability in the forced-swimming stressed 
mice.  These results suggest that microglia may be involved in stress-regulation of higher 
brain functions. 
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１．研究開始当初の背景 
 2010 年５月にミクログリアのサブタイプが
精神 疾患形成に関与する決定的な証拠が報
告された (Cell 141 775-785 2010)。この報告
はマウス Hoxb8 遺伝子のノックアウトを
行うと脳の基質的変化は見られず正常発生
するものの、ミクログリアのサブタイプの一
部が欠損し、並行して精神活動の異常である
衝動障害の一種の抜毛症の症状が発症する

というものであった。さらに、正常の骨髄を
移植する事で脳内のミクログリアを補充す
ると症状が回復する事を示した、驚くべきも
のであった。 
 申請者はこれまでにミクログリアのサブタ
イプをマウス、ラットの脳から分離精製する
方法を確立し（Protocol for Neural Cell 
Culture 4th 231-239 2009）その手法を応用
して性質の異なる数種類のミクログリア株



細胞を樹立した。この株細胞は幼弱なミクロ
グリアや骨髄前駆細胞に発現する表面抗原
や遺伝子を発現し培養下で分岐上に誘導で
きるなど、マクロファージには見られない性
質も持ち、血中に注入すると血液脳関門を越
えて脳に浸潤する能力を持っている(特許：米
国 6673605，欧州 0949331、国内 3410738、
4387108)。したがって精神活動の調節に関与
するミクログリアのサブタイプと一致する
性質を持っていると考えられる。さらに、申
請者らは、脳のスライス培養や脳内移植法に
よりこれらのミクログリア細胞株を導入す
ると神経伝達の安定化や LTP 形成、ダメー
ジを受けた申請細胞の保護作用を示すこと
を見いだしている (Neurosci 142, 87-96, 
2006, JCBFM 27, 488-500, 2007)。  
 そこで申請者の確立したミクログリア株細
胞やこれまでに同定済みの脳移行性を持つ
骨髄前駆細胞中に精神活動に関与する細胞
が存在すると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまで実態が全くわからなかっ
た脳の精神活動に関わるミクログリアのサ
ブタイプの同定を目指すもので、①申請者が
確立したミクログリア株細胞サブタイプ、②
我々独自の手法で脳から分離したミクログ
リアサブタイプ、③脳移行性を持つ骨髄前駆
細胞、の各細胞群から Hoxb8 遺伝子を指標
にして精神機能調節に関わる細胞を同定し、
選定した細胞を情動障害モデルマウスに注
入して精神症状への関わりを調べることを
行う。背景として、Hoxb8 のノックアウトに
よりミクログリアのサブタイプの一部が欠
損し並行して精神活動の異常である衝動障
害の一種の抜毛症の症状が発症するという
報告がある(Cell 141 775-785 2010)。この欠
損するミクログリアは新生仔期に脳に侵入
する性質をもち、申請者が単離している株細
胞の性質に酷似している。本研究により精神
活動に関与するミクログリアが同定できれ
ば精神疾患の発症メカニズムや高次脳機能
調節のパラダイムシフトを惹起できると考
える。 
 
３．研究の方法 
(1) ①申請者が確立したミクログリア株細胞
サブタイプ、②我々の開発した手法で脳から
分離できるミクログリアサブタイプ、③これ
までに同定している脳移行性を持つ骨髄前
駆細胞、およびそれらを「活性化」した時の
細胞について  
1) Hoxb8 発現の有無 
2) 我々が同定した骨髄とミクログリアに共
通して発現する７種類（RAI E3, HSERP, 
EN7, ufo, Hn1, B94 など、ただしマクロファ
ージには発現していない遺伝子）（Glia 

28;265, 1999）  
3) 幼 弱 化 細 胞 表 面 マ ー カ ー (EPOR, 
ERMP12, ERMP20)  
を指標にして性質を調べる。この時、「活性
化」は LPS や IFN などマクロファージ用活
性を誘導する活性化ではなく、幼弱化を促進
する因子である GM-CSF, IL-3,PMA などを
用いる 。それは、Hoxb8 の発現が細胞譜系
決定に関わる因子であり、成熟ミクログリア
には見られない点である。このような刺激の
タイプ別活性化を検討できるのは申請者ら
のアドバンテッジである。 
(２) 鬱病モデルマウス脳からのレーザーマ
イクロディセクションによるミクログリア
サブタイプの切り出しと遺伝子発現プロフ
ァイリング：情動障害モデルは強制水泳およ
び幼若時アイソレーションによる２種類の
鬱病モデルマウス（既に作製技術確立済み）
から脳切片を作製し、ミクログリアのサブタ
イプを弁別的に染色できる抗体及びレクチ
ン（ERMP12, EPOR, F4/80, Mac1 の抗体と
RCA1, IB4 などのレクチン）で染色し、組織
画像解析装置連動型のレーザーマイクロデ
ィセクション顕微鏡によりそれぞれを単一
細胞として切り出して既報の方法で遺伝子
発現プロファイリングを行う。 
(３)上記実験で同定した精神活動調節に関与
する可能性のある候補となったミクログリ
アサブタイプまたは骨髄細胞分画を濃縮し
て PKH２６などの蛍光色素で染色し、情動
障害モデル（強制水泳および幼若時アイソレ
ーションによる２種類の鬱病モデルマウス）
脳内に移植する。移植後、経時的に４８時間
行動解析を行い、鬱状態の評価を行う。 
 
４．研究成果 
 ミクログリアのサブタイプのうち精神機
能調節に関わる細胞を同定する目的の第一
段階として Hoxb8遺伝子の発現について調べ
た。申請者が独自に確立した２種類の性質の
異なる株化ミクログリア 6-3 及び Ra2、骨髄
細胞に濃度差と時間差の条件を変えて M-CSF、
GM-CSF、IL-3 など刺激因子を加え、Hoxb8 の
発現量を RT-PCR 法を用いて調べた。その結
果、6-3 および Ra2 に IL-3 を加えたサンプル
で Hoxb8 が増加する事が確認できた。骨髄細
胞に対してはいずれの刺激もコントロール
より Hoxｂ8 の発現量を低下させるが、IL-3
を加えると他の刺激より発現量が多い事が
確認できた。Hoxb8 は脳に広範に分布するが
発現量が低く、脳内で Hoxb8 を発現している
細胞の種類を確認するのは困難である。申請
者が開発したミクログリア株細胞は Hoxb8発
現からみると単球より未分化な状態であり、
適度な IL-3 刺激でミクログリアの Hoxb8 の
発現を増大させうる事がわかった。また骨髄
細胞に対しても、IL-3 による刺激では他の



MCSFや GMCSFといった刺激よりHoxb8を増加
させる傾向を示した。以上より IL-3 による
支配での分化の段階で Hoxb8の発現が強まる
可能性が示唆された。したがって、ミクログ
リアのサブタイプのうち Hoxb8を発現し精神
機能調節に関わる細胞は脳組織から単離培
養できるミクログリアより未分化形質を維
持している可能性が考えられる。 
 そこで、うつ病モデルマウスの脳に Hoxb8
発現細胞を注入する実験を行った。マウスう
つ病モデルは強制水泳法で行い、強制水泳処
理後１日目と２日目の不動時間（秒）を測定
しその変化によりストレス脆弱性（２日目の
無動時間／１日目の無動時間）を計測した。
実験はミクログリア細胞 1x10e6 個を線条体
に投与し、投与 8 日と 7 日前および 7 日と 8
日後にマウスの強制水泳後の無動時間につ
いて測定した。その結果、ミクログリア投与
により①強制水泳後の無動時間が約 1/3に短
縮された②強制水泳後２日目の無動時間の
変化が抑制された③ストレス脆弱性が改善
された（スコア 3.2 から 1.4、p=0.16)。一方、
注入したミクログリアはほぼ注入した線条
体に集積して確認され、その一部の細胞に
Hoxb8 タンパク質が免疫染色により確認でき
た。ミクログリアを注入しなかった強制水泳
マウスの線条体には Hoxb8陽性細胞はほとん
ど検出できなかった。このとき、線条体神経
細胞の Arc-dVenus 発現量に関してはその発
現量が非常に低く、変化が確認できなかった。  
以上の結果から、ミクログリアはうつ病の発
症に関係するストレス脆弱性の調節システ
ムに関与し精神機能の発現に寄与している
可能性が考えられた。今回使用したミクログ
リア細胞株は iNOS の発現や神経栄養因子発
現のプロファイルに差があるため、ミクログ
リアのサブタイプの違いを反映していると
考えているが、両者とも Hoxb8 遺伝子を発現
しているため、2010 に報告された Hoxb8 遺伝
子ノックアウトでみられる精神機能障害に
関与するサブタイプに属すると考えられる。
今後、Hoxb8 を発現しないミクログリアとの
役割の違いを明らかにする必要がある。 
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