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研究成果の概要（和文）：生後1日目より7日間母子分離ストレスを与え、マウスの生後7日齢の脳、脾臓等を採
取した。生後７日齢で母子分離群のミクログリア細胞はコントロール群とは異なり、F4/80陰性細胞のミクログ
リアであった。ウェスタンブロッティング法によってミクログリア特異的タンパク質の発現量は母子分離群で有
意に低下していた。FACS法を用いてミクログリア細胞の細胞特性を解析した結果、純粋なミクログリア細胞を単
離した。単離されたミクログリア細胞はFACS解析からその性質が3種類の亜集団に分離することがわかった。以
上の結果から幼若期にストレスを与えられるとミクログリアの由来や質が違うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The brain, spleen, liver, and the bone marrow in the mouse gave maternal 
separation stress for seven days were harvested for this study. As the results showed, the microglia
 in separation group was the F4/80 negative cell while the microglia cell in control group was 
F4/80-positive cells. The expression of the microglial specific protein significantly decreased in 
the brain by the western blotting in separation group. However there were no significant effect　in 
spleen.
Moreover, the cell properties of the microglial cells isolated a pure microglial cells by FACS 
method. As for the isolated microglial cell, the property parts from FACS analysis for three group 
populations, and it is suggested that the origin of microglia may change by pre or postnatal stress 
and it may affect to the adult stage brain immunity. 

研究分野： 神経科学

キーワード： 母子分離ストレス　ミクログリア
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１．研究開始当初の背景 

 脳内においてこの免疫防御を担っている
ものはミクログリアであり、通常体内免疫細
胞 が 侵 入 出 来 な い 様 に 血 液 脳 関 門
（Blood-Brain-Barrier; BBB）で防御されて
いる。脳内免疫を担うミクログリアは骨髄由
来を起源としており、他の脳を構築する神経
細胞やグリア細胞とは別の起源をもってい
る。また、末梢のマクロファージや B,T 細胞
とは形態が異なり、脳内免疫の発達は末梢の
マクロファージが BBB の完成前に浸潤する
のを最後に中枢神経独自のサイトカインネ
ットワークを構築している。しかし、一旦虚
血や炎症反応が脳内に起こるとマクロファ
ージや好中球の浸潤が起こり炎症性のサイ
トカインを放出する。これまでに研究代表者
は、脳内の免疫担当細胞であるミクログリア
の発生学的解析を行うため、ミクログリアを
可視化した遺伝子改変マウス（Iba1－GFP 

トランスジェニックマウス）を作出し、ミク
ログリアが発生期に造血幹由来のマクロフ
ァージから分化し生後 1週間で脳梁より浸潤
後脳全体に拡散し成熟していく様子を解析
している。また、幼若期のストレスが生後の
脳機能形成に影響があり、ストレスホルモン
が神経細胞の活性化と興奮性の活性化に寄
与する神経細胞の同期性やネットワーク構
築に関与する知見を得ている。しかし、浸潤、
発達する時期の幼若期ストレスが脳内の免
疫システムの発達についてどのように関与
しているか、生後のミクログリアの発達への
影響は不明である。研究代表者は成人後の脳
内免疫を担うミクログリアの発達は幼児期
に完成され、この時期の異常が成人後の脳内
免疫や脳機能の恒常性に関与するのではな
いかという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 幼児期の脳機能発達と成人後の精神疾患
は密接な関係をもっている。脳内環境の恒常
性を司るミクログリアはこれらの精神疾患
や発達障害の患者では活性化している事が
既に報告されているが、脳機能の発達過程に
おけるミクログリアの働きは不明な点が多
い。 

生体内の免疫機構は生後初期の母親から受
け継いだ「自然免疫」と生後の過程での「獲
得免疫」がつくられ、この時期の養育環境や
栄養、ストレスを含む環境因子は成熟後の免
疫制御機構や脳内免疫機構に影響があると
考えられるが、脳内における小児免疫発達の
具体的なメカニズムは不明である。本研究で
は幼若期ストレスが脳内ミクログリアの発
達を遅延、異常を起こすことを見出すのを目
的とし、脳発達過程での脳内免疫獲得機構の
メカニズムの解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

幼若期ストレス負荷マウスによるミクロ
グリアの発達の動態・・・1 日 3 時間の母子

分離ストレスを負荷したマウスはストレス
感受性の低下や免疫制御組織の発達遅滞が
これまでの実験で分かっている。そこで同様
な現象が脳内で引き起こされているのかを
確認し、その動態を生後の発達と共に追跡す
る。具体的には生後 1日目より 1日 1時間の
母子分離ストレスを仔マウスに 7日間負荷す
る。負荷後経時的に脳、脾臓、リンパ節、胸
腺、骨髄をサンプリングし、FACS ソーター、
免疫染色、real-time PCR, western blotting, 
ELISA 法にて関連分子の発現動態と追跡を行
う。 
 
４．研究成果 
 生後 1 日目より１時間、生後 7日齢まで母
子分離ストレスを与えたマウスを生後 7日齢、
14 日齢、21 日齢で脳、脾臓、肝臓、骨髄を
採取した。形態学的解析において、生後７日
齢ではミクログリアは脳室内からアメボイ
ド様が浸潤するが、F4/80 陽性細胞を持った
細胞がコントロール群では確認された。しか
し、母子分離群は F4/80陰性細胞のミクログ
リアであった。F4/80 陽性のマクロファージ
は卵黄嚢由来と考えられるが陰性細胞は骨
髄由来と示唆され、ストレスによってミクロ
グリアの由来の違いがあることが示唆され
た。さらに、これらのミクログリアは OX42
陰性細胞であるため活性化型ミクログリア
ではないと推察された（図 1）。 

 

 

図 1 生後７日齢マウス脳のミクログリアにおける

F4/80 の発現 上段：コントロール群、下段：母子分

離群 

200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ	

200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200μｍ	

Hoechst　                            　　   Iba1　                                　　     B220																																						　　 Merged	

Hoechst　                                    Iba1　                                           B220																																												Merged	

図 2 生後７日齢マウス脾臓のマクロファージ細胞にお

ける B220 の発現 上段：コントロール群、下段：母子

分離群 



脾臓において生後７日齢では、胚中心の形成
が不完全であることが分かった（図 2）。 
ウェスタンブロッティング法によって各組
織のマクロファージ系タンパク質の発現量
を測定した結果、脳では生後 7日齢でミクロ
グリア特異的タンパク質 Iba1,CD11b/c の発
現量は母子分離群で有意に低下していたが、 
脾臓では、両群ともに差がなかった。したが
って、脳内免疫システムは他免疫器官とは別
に独自で働いていることを示唆した(図 3)。 
一般的に行われているセルストレイナーに
よる物理的な分離方法では脳組織では血球
マーカーである CD45 陽性群においてほとん
どが均一な CD11bの発現を示す細胞であった。
一方、免疫組織染色の結果から F4/80の染色
性が均一ではない可能性が示唆された。すな
わち、ミクログリアの表面抗原の染色性が均
一ではなく、ヘテロな集団であることが示唆
された。そこで本研究では FACS（フルオサイ
トメトリ－法）を用いてミクログリア細胞の
細胞特性を解析した。その結果、より純粋な
ミクログリア細胞を単離することに成功し

た。 
単離されたミクログリア細胞は FACS 解析か
らその性質が 3種類の集合に分けることが可
能になった。さらに母子分離群において胎生
期から生後初期の造血器官である肝臓のマ
クロファージ系細胞の低下が確認された。こ
のことから、形態学的解析による結果と相関
性がみられ、幼若期ストレスにおけるミクロ
グリアの起源が肝臓ではなく、骨髄由来に変
化することが分かった。これらの由来の違い
が生後のミクログリアの性質にどのような
変化を与えるのかが次の課題になると思わ
れる。 
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