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研究成果の概要（和文）：Sialic acid binding Ig-like lectin (Siglec)-Hがミクログリア特異的マーカー分子とな
る可能性を検討した。免疫組織化学やRT-PCRにより、Siglec-Hは、神経系でミクログリアには発現するが、脳内の常在
性マクロファージや末梢のマクロファージには発現しないことを示した。さらに、Siglec-H遺伝子座へのノックインマ
ウスを用いた解析から、Siglec-H遺伝子座のミクログリア特異的遺伝子改変への有用性を示した。また、Siglec-H欠失
マウスの解析から、Siglec-Hがミクログリアの炎症性反応を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the possibility that sialic acid binding Ig-like lectin (Siglec)-H 
was a novel microglial marker. We revealed that Siglec-H was expressed in microglia but not macrophages 
and furthermore that Siglec-H locus is useful for microglia-specific gene targeting using Siglec-H 
knock-in mouse. We also performed functional analysis of Siglec-H-deficient mouse and found that Siglec-H 
might suppress inflammatory responses of microglia after neuronal injury.

研究分野： 神経損傷・再生
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１．研究開始当初の背景 
 ミクログリアは卵黄囊の骨髄性前駆細胞
に由来するという説が近年有力視されてい
る。それに対し、生体での大部分のマクロ
ファージ/単球は骨髄に由来する細胞で、ミ
クログリアとは起源が異なると考えられて
いる。しかしながら、発現分子には共通の
ものが多く、両細胞を明瞭に区別するマー
カー分子が存在しなかった（図 1）。そのた
め、血管損傷を伴う中枢神経損傷時や、血
液脳関門の破綻を伴う脳の炎症性疾患など
において、脳や脊髄の実質に浸潤したマク
ロファージとミクログリアの区別は困難で
あった。また、ミクログリア特異的遺伝子
改変マウスの作成に有効な遺伝子座も明ら
かでなかった。 

 
２．研究の目的 
 In situ hybridization を用いた予備実験か
ら、シアル酸結合レクチン sialic acid 
binding Ig-like lectin (Siglec)-H がミク
ログリア特異的マーカー分子となる可能性
を得ていた。そこで、本研究期間に Siglec-H
の発現特異性や機能について以下の3項目を
検討した。 
 
(1)Siglec-H のミクログリア発現特異性 
神経系で Siglec-H はミクログリアに発現す
るが、単球・マクロファージには発現しない
ことを示す。 
 
(2)Siglec-H 遺伝子座の遺伝子改変マウ 
  ス作成への有用性 
Siglec-H の遺伝子座がミクログリア特異的
遺伝子改変マウスの作成に有用であること
を示し、ミクログリア特異的 Cre マウス
（Siglec-H プロモーター-Cre マウス）を作
成する。 
 
(3)Siglec-H のミクログリアにおける機 
  能解明 
ミクログリア特異的分子はミクログリアの
機能発現に重要である可能性が考えられる。
Siglec-H の神経系での機能は分かっていな
いため、ミクログリアにおける Siglec-H の
機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)Siglec-H のミクログリア発現特異性 
マーカー分子としての検討には免疫組織化
学に使用できる抗体が必要である。実績のあ
る市販の抗体は存在しなかったため、
Siglec-H モノクローナル抗体を自身で作成

した。また、Dundee 大学 Dr. Crocker からポ
リクローナル抗体の供与を受けた。これらの
抗体を用いた免疫組織化学やRT-PCRにより、
Siglec-H の発現特異性を検討した。 
 
(2) Siglec-H 遺伝子座の遺伝子改変マ 
   ウス作成への有用性 
Siglec-H の遺伝子座にジフテリア毒素受容
体をノックインしたマウス（Siglechdtr/+）
（Takagi et al, Immunity, 2011）はジフテ
リア毒素の投与により、Siglec-H 発現細胞の
みが死に至ると考えられる。このノックイン
マウスで、マクロファージには影響なく、脳
内からミクログリアのみが除去されること
を確認することで、Siglec-H 遺伝子座の有用
性をまず検討する。その後、ミクログリア特
異的に Cre を発現する Siglec-H プロモータ
ー-Cre マウスを作成する。 
 
(3)Siglec-H のミクログリアにおける 
  機能解明 
前述のノックインマウスのホモ接合体
（Siglechdtr/dtr）は Siglec-H ノックアウトマ
ウスとして使用することができる。神経損傷
後の活性化ミクログリアで Siglec-H の発現
が上昇するという予備データを得ていたた
め、このマウスを用い神経損傷後のミクログ
リア活性化における Siglec-H の機能を解析
した。また、Siglec-H のリガンドは同定され
ていないため、Siglec-H のリガンド探索を生
化学的手法で行った。 
 
４．研究成果 
(1)Siglec-H のミクログリア発現特異性 
Siglec-H-Fc リコンビナントタンパク、また
は Siglec-H 細胞内ドメインの合成ペプチド
を免疫したラットから、リンパ節法により、
Siglec-H 抗体を作成した。免疫組織化学でミ
クログリアが染色されるモノクローナル抗
体を得たが、染色性は悪く、かつ染色条件が
限られたため、今後の使用に適さないと判断
した。それに対し、Dr. Crocker から供与を
受けたポリクローナル抗体は、自身でのアフ
ィニティーカラム精製後にミクログリアが
強く染まったため、以下のマーカーとしての
検討実験に使用した。 
 まず、舌下神経切断モデルマウスを用い、
Siglec-H のミクログリア発現特異性を検討
した。このモデルでは、起始核である舌下神
経核でミクリグリアが活性化し増殖するこ
とが知られている。この活性化ミクログリア
では Siglec-H の発現が見られた。それに対
し、ワーラー変性中の損傷軸索に浸潤してき
たマクロファージでは Siglec-H の発現は見
られなかった（図 2）。次に、脳内マクロフ
ァージにおける Siglec-H の発現検討を行っ
た。脳内には、髄膜、血管周囲や脳室周囲器
官にCD206陽性の特殊なマクロファージが常
在することが知られているが、これらの脳内
マクロファージでは Siglec-H の発現は見ら



れなかった。これらの結果から、Siglec-H は
ミクログリアには発現するが、マクロファー
ジには発現しないことが示された。 

 
(2)Siglec-H の遺伝子座の遺伝子改変 
  マウス作成への有用性 
Siglechdtr/+マウスの腹腔内にジフテリア毒
素を投与した結果、2〜3 日で脳内からミクロ
グリアが除去された。それに対し、末梢マク
ロファージや脳内マクロファージには変化
がなかった（図 3）。よって、Siglec-H 遺伝
子座はミクログリア特異的な遺伝子改変に
有用であることが示された。研究期間内に
Siglec-H プロモーター-Cre マウスの作成ま
では至らなかったが、このような遺伝座を特
定できたことはミクログリア研究への貢献
になると考えられる。また、このミクログリ
アを特異的に生体内から除去できる実験系
の確立は、ミクログリアの機能解析に有効な

ツールとなると予想される。 

 
(3)Siglec-H のミクログリアにおける 
  機能解明 
Siglechdtr/dtr マウスを用いて、末梢神経損傷
時のミクログリア活性化における Siglec-H
の機能解析を行った。リアルタイム PCR を用
い、炎症性分子や M1/M2 型分子の発現変動を
検討した結果、Siglechdtr/dtr で一部の炎症性
サイトカインの発現上昇が見られた。よって、
in vivoで Siglec-H がミクログリアの炎症性
反応を抑制する可能性が考えられた。今後さ
らに解析を進めることで Siglec-H の炎症性
反応への関与を明らかにしたいと考えてい
る。 
 ま た 、 Siglec-H の リ ガ ン ド 探 索 を
Siglec-H-Fc リコンビナントタンパクを用い
た共沈実験などで行ったが、同定には至らな
かった。リガンドがタンパクまたは糖タンパ
クであることを想定して行ったため、今後は
それ以外の生理活性物質も含めた検討が必
要であると考えられる。 
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