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【背景】 

神経細胞はプレシナプスとポストシナプスから構成されるシナプスという微小構造を

介して情報を伝達する (図 1A)。そのため、シナプスの適切な結合による神経回路の

構築が正常な脳機能の発揮に重要である。シナプスの結合は、シナプスの形成・除

去・活動変化によって調節され、 これらが生物の生涯に亘って繰り返されることにより

神経回路のダイナミクスが実現されている (図 1B)。近年、シナプスの結合が脳内免

疫細胞であるマイクログリアによるシナプスへの接触や貪食、液性因子の放出によっ

て制御されることが示された (図 1B、Tremblay et al., 2010; Paolicelli et al., 2011; Li et 

al., 2012; Schafer et al., 2012; Lim et al., 2013; Miyamoto et al., 2016)。マイクログリアは

脳内の主要な貪食細胞であることから、特にシナプスの貪食について精力的に研究

が進められてきた。そして、マイクログリアは主にプレシナプスを貪食することや 

(Weinhard et al., 2018)、プレシナプスの貪食に関わる様々な分子メカニズムが示唆さ

れている (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012; Filipello et al., 2018; Lehrman et 

al., 2018; Li et al., 2020; Scott-Hewitt et al., 2020; Cong et al., 2020)。 

 従来の研究では、マイクログリアがシナプスを貪食することや、その分子メカニズムは、

電子顕微鏡や蛍光顕微鏡を用いた固定組織標本の観察により検証されてきた。これ

らの方法では、マイクログリアの中にシナプスタンパク質が存在する、ということを示す

ことはできるが、マイクログリアがシナプスを貪食する過程を明らかにすることはできな

い。そのため、マイクログリアによるシナプスの貪食には未だ 2 つの大きな疑問が残さ

れている。1 つ目は、マイクログリアはどのようにしてシナプスを貪食したのか、という点

である。神経科学では、マイクログリアが生きた神経細胞からシナプスのみを貪食可能

であることが前提として研究が行われる場合がほとんどであるが、これを実験的に示し

た研究はない (図 1C)。また、生きた神経細胞からシナプスを貪食可能であるとしても、

貪食の際に神経細胞の突起構造が保たれるのか、という点も不明である。もし突起が
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切断されてしまうと、その後の神経細胞の生死や活動に悪影響を及ぼす可能性がある 

(図 1D)。そして 2 つ目の疑問は、マイクログリアは貪食するシナプスをどのようにして

決定するのか、という点である。これまで、シナプス貪食を制御する様々な分子が報告

されてきたが、それらの分子が付着したシナプスの中で、特定のシナプスが貪食され

るメカニズムは不明である (図 1E)。 

 そこで本研究では、マイクログリアによるシナプス貪食をリアルタイムイメージングによ

り証明すること、マイクログリアが特定のシナプスを貪食するメカニズムを解明すること、

そして特定のシナプスの貪食が脳機能に与える影響を解明すること、を目的とした。 
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【実験方法】 

実験動物 

東京大学大学院薬学系研究科のガイドラインに従い、実験動物への苦痛を最小限に

抑える努力の下、CX3CR1-GFP トランスジェニックマウス (JR#005582, The Jackson 

Laboratory, Maine, America) 、 CR3 ノックアウトマウス  (JR#003991, The Jackson 

Laboratory)、および C57BL/6J マウス (SLC, Shizuoka, Japan) を用いた。これらのマ

ウスは，自由摂食・摂水下，午前 7 時から午後 7 時まで点灯の条件で飼育した。マイク

ログリアの培養に際しては、CX3CR1-GFP トランスジェニックマウスと C57BL/6J マウス

とを交配させて作製したヘテロ接合体を用いた。 

 

使用薬液の組成および調整法 

Ca2+, Mg2+-free Hank’s balanced salt solution (HBSS (-))  

NaCl 8.00 g、NaHCO3 0.35 g、Na2HPO4・12H2O 0.12 g、KCl 0.40 g、KH2PO4 0.06 g、

D-glucose 24 g を蒸留水 1 L に溶かし、0.2 μm フィルター滅菌 (28 mm Syringe filter  

0.2 Micron; Corning) して使用した。 

 

Horse serum (HS) (Thermo Fisher Scientific)  

0.2 μm フィルター滅菌 (28 mm Syringe filter 0.2 Micron; Corning) して使用した。 

 

Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Fisher Scientific) 

56℃の湯浴中にて 30 分間非働化を施したものを使用した。 

 

Ca2+, Mg2+-free phosphate-buffered saline (PBS (-))   

KH2PO4 0.2 g、Na2HPO4・12H2O 2.9 g、KCl 0.2 g、NaCl 8.0 g を蒸留水 1 L に溶か 
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し、0.2 μm フィルター滅菌 (28 mm Syringe filter 0.2 Micron; Corning) して使用した。  

 

4% Paraformaldehyde in PBS (PFA)  

Paraformaldehyde 40.00 g、Na2HPO4・12H2O 27.65 g を蒸留水 1 L に加え、60℃で溶 

かした後、NaH2PO4・2H2O 2.95 g を溶かして使用した。 

 

In vitro 

磁気分離法によるマイクログリアの単離 

本研究では、Neural Tissue Dissociation Kit (P) (Miltenyi Biotec) を用い、添付された

工程書に従ってマイクログリアを単離した。単離したマイクログリアは、24 ウェルプレー

トに入れた poly-D-lysine をコーティングしたカバーガラス上に播種し、培養した。 

 

マイクログリアと神経細胞の共培養 

本研究では、まず皮質のマイクログリアを培養し、後から海馬の神経細胞を加え共培

養した。皮質のマイクログリア、海馬の神経細胞の単離は、それぞれ先行研究を参考

にして行った (Schildge et al., 2013; Seibenhener and Wooten, 2012)。 

 

アデノ随伴ウィルスの作製 

ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス の 作 製 は コ ス モ ・ バ イ オ 株 式 会 社 が 公 表 す る 工 程 

(https://www.cosmobio.co.jp/support/technology/cbl_aav-genedelivery/cbl-aav-01.asp) 

に従って、当研究室にて作製した。 

 

培養標本の固定および免疫細胞化学染色 
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培養したカバーガラスまたはガラスベースディッシュを 4% PFA に 15 分間浸漬させ、

細胞を固定した。PBS (-) で 5 分間の洗浄を 3 回行った後、0.3% Triton-X100、10% 

goat serum (GS; Vector Laboratories) を含む PBS (-) を室温にて 1 時間処置し、0.3% 

Triton-X100、10% GS を含む一次抗体溶液を 4℃にて 16 時間処置した。PBS (-) で

5 分間の洗浄を 3 回行った後、0.3% Triton-X100、10% GS を含む二次抗体溶液を室

温にて 4 時間処置した。PBS (-) で 10 分間の洗浄を 3 回行った後、DAPI を含む

VECTASHIELD (ナカライテスク) を使用し封入した。一次抗体は以下のものを使用し

た: chicken anti-GFP (1:1000), rabbit anti-RFP (1:1000), rabbit anti-c-Fos (1:5000), rat 

anti-mouse CD11b (1:500)。二次抗体はそれぞれの一次抗体に対応した動物種の 

Alexa Fluor 488-, 594-, and 647-conjugated 二次抗体 (1:500) を用いた。 

 

蛍光画像の取得と定量 

培養サンプルの観察には SpinSR10 (Olympus) を使用した。リアルタイムイメージング、

固定標本共に、以下の対物レンズと Z 軸間隔の組み合わせにより画像を取得した (10

倍: 2 µm、20 倍: 1 µm、40 倍: 0.5 µm、60 倍: 0.33 µm)。カルシウムイメージングには

FN1 (Nikon) を使用し、16 倍の対物レンズにより単一平面の画像を取得した。画像の

解析には、NIH ImageJ (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用い

た。 

 

In vivo 

熱性けいれんの誘導 

熱性けいれんの誘導は、当研究室が発表した論文 (Kasahara et al., 2019) に従って

行った。 
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カイニン酸投与によるけいれん発作の誘導 

熱性けいれん誘導の 3 日後、マウスの腹腔内にカイニン酸 (Tocris, 3 mg/kg) を投与

し、時間経過に伴うけいれん発作を観察した。けいれん発作の悪性度は Racine scale 

(Racine, 1972) を参考に評価した。 

 

灌流固定切片の作製と免疫組織化学染色 

マウスにイソフルラン麻酔を施し 4% PFA により灌流固定した後、全脳を摘出し、4% 

PFA 中にて 24 時間の後固定を行った。その後、ヴィヴラトームを用いて 100 µm 厚の

切片を作製し、PBS (-) に浮遊させ免疫染色を行った。固定された切片を PBS (-) で

洗浄し、10% Goat serum および 0.3% Triton-X100 を含む PBS (-) を室温にて 1 時間

処置した後、0.3% Triton-X100、10% GS を含む一次抗体溶液を 4℃にて 16 時間処

置した。PBS (-) で洗浄後、0.3% Triton-X100、10% GS を含む二次抗体液を室温に

て 4 時間以上反応させた。PBS (-) で 10 分間の洗浄を 3 回行った後、切片をスライド

に貼り付け、DAPI を含む VECTASHIELD を使用し封入した。一次抗体は以下のもの

を使用した: guinea pig anti-VGLUT1 (1:1000), guinea pig anti-VGAT (1:1000), rabbit 

anti-Homer1 (1:500), rabbit anti-Gephyrin (1:1000), anti-mouse Reelin (1:500), mouse 

anti-GAD67 (1:500), rabbit anti-c-Fos (1:5000), chicken anti-GFP (1:1000), rabbit anti-

Iba1 (1:400), rat anti-CD68 (1:500), rabbit anti-Cleaved Caspase-3 (1:400), rabbit anti-

C1q (1:100), rabbit anti-human C3d (1:100), rat anti-mouse CD11b (1:500)。二次抗体

はそれぞれの一次抗体に対応した動物種の  Alexa Fluor 488-, 594-, and 647-

conjugated 二次抗体 (1:500) を用いた。 

 

蛍光画像の取得と定量 
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観察には FV1200 (Olympus) を使用し、以下の対物レンズと Z 軸間隔の組み合わせ

により画像を取得した (20 倍: 2 µm、60 倍: 0.33 µm、100 倍: 0.33 µm)。画像の解析に

は、NIH ImageJ (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いた。な

お、1 匹のマウスから 6 領域撮影、解析した値の平均値を 1 例の値としてプロットした。 
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【結果】 

1. シナプス貪食のリアルタイムイメージングによる証明 

In vitro リアルタイムイメージングシステムの構築 

 マイクログリアによるシナプス貪食をリアルタイムで詳細に観察するため、本研究では

in vitro 実験系を利用した。しかしながら、従来の方法で培養したマイクログリアは、過

剰に活性化した形態を示し in vivo のマイクログリアに見られる細長く分岐した突起を

失うため、シナプス貪食の検証には不適切であるとされてきた (図 2A)。この問題点を

克服するため本研究では、マイクログリアを脳内の他の細胞種と共培養し、培地組成

や培養タイムコースを詳細に条件検討することで、in vivo に近いマイクログリアの形態

を再現することに成功した (図 2A)。また、本研究ではマイクログリアが GFP で標識さ

れた遺伝子改変マウス (CX3CR1-GFP+/-マウス) から培養を作製することで、マイクロ

グリアのリアルタイムイメージングを可能とした。次に、この培養システムにアデノ随伴ウ

ィルスを適用し、神経細胞のプレシナプスおよび突起を RFP、iRFP により標識し、これ

らを同時にリアルタイムイメージングすることを可能にした (図 2B)。 

 

マイクログリアは神経細胞の突起を切断することなくシナプスのみを貪食する 

 共焦点顕微鏡を用いて本培養システムのリアルタイムイメージングを行ったところ、マ

イクログリアがプレシナプスを取り込む様子を複数回観察することに成功した (図 2C, 

D)。マイクログリアは自身の枝分かれした突起の先端部分でシナプスをつかむように

接触しており、細長く分岐した突起構造がシナプス貪食に重要であることが伺える (図

2C, D)。次に、貪食の前後において神経細胞の突起構造を観察した。すると、マイクロ

グリアによってシナプスが完全に貪食された後も神経細胞の突起構造が保たれていた 

(図 2C, D)。この結果から、マイクログリアは神経細胞の突起を切断することなくシナプ

ス部分のみを貪食可能であることが明らかとなった。 
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2. マイクログリアが特定のシナプスを貪食するメカニズムの解明 

神経活動上昇が補体依存的なシナプス貪食を促進する 

 次に、本培養システムを用いて、マイクログリアが特定のシナプスを貪食するメカニズ

ムを検証した。そのメカニズムを担う分子として、補体分子である C1q に着目した。先

行研究では、C1q が補体経路を活性化させ、マイクログリアの C3 受容体が C1q の下

流分子である C3 を認識することでシナプス貪食が促進されることが示唆されている 

(Schafer et al., 2012)。また、この補体経路は、発達期の脳におけるシナプス除去やア

ルツハイマー病脳におけるシナプス損失に関与することが報告されている (Schafer et 

al., 2012; Hong et al., 2016)。そこで、本培養システムに C1q のサブユニット A (C1qA) 

のリコンビナントタンパク質 (1 µg/mL; abcam) を添加し、シナプス貪食が促進される

可能性を検証した。C1qA 添加後 2 時間に亘ってリアルタイムイメージングを行い、マ

イクログリアが貪食したシナプスの数を測定した (図 3A, B)。その結果、単位時間あた

りのシナプス貪食数はコントロール群と C1qA 添加群とで同程度であり、シナプス貪食

の促進には別の因子が必要であることが示唆された (図 3C)。 

 そこで本研究では、神経活動に着目した。多くの先行研究により、神経活動を上昇さ

せるとマイクログリアによる神経細胞への接触が促進されることが報告されている 

(Wake et al., 2009; Li et al., 2012; Eyo et al., 2014; Andoh et al., 2019; Andoh et al., 

2020; Cserép et al., 2020)。そのため、神経活動の上昇により、マイクログリアがシナプス

に付着した補体分子を認識しやすくなる可能性が考えられる。神経活動を上昇させる

た め 、 本 研 究 で は Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drug 

(DREADD) システムを利用した。DREADD は改変型の G タンパク質共役型受容体

であり、デザイナーリガンドである Clozapine N-oxide (CNO) により特異的に活性化さ

れる。本研究では、アデノ随伴ウィルスを用いて興奮性の DREADD である hM3Dq を

神経細胞に発現させ、培地に CNO (20 µM; Tocris) を添加することで神経活動の上
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昇を試みた。まず、CNO 添加により神経活動が上昇することを、神経活動マーカーと

して頻用される c-Fos の発現上昇により確認した (図 3D, E)。次に、C1qA 添加と神経

活動上昇とを組み合わせ、シナプス貪食のリアルタイムイメージングを行い、マイクログ

リアが貪食したシナプスの数を測定した (図 3A, B)。その結果、C1qA 添加や神経活

動上昇単独ではシナプス貪食数が変化しなかった一方、C1qA を添加し、かつ神経活

動を上昇させた群でのみシナプス貪食数が有意に増加した (図 3C)。次に、各処置の

前と 24 時間後における、マイクログリア内に取り込まれたシナプスの体積を比較した 

(図 3F)。すると、図 3C の結果と一致するように、C1qA 添加と神経活動上昇を組み合

わせた群でのみ、処置前と比較してマイクログリア内に取り込まれたシナプスの体積が

有意に増加した (図 3G)。以上の結果から、神経活動上昇が補体依存的なシナプス

貪食を促進する可能性が示された。 

 

神経活動上昇が補体依存的なシナプス貪食を促進するメカニズム 

 では、神経活動上昇はいかにして補体依存的なシナプス貪食を促進するのだろうか。

先述の通り本研究では、神経活動上昇がマイクログリアによるシナプスへの接触を増

加させ、マイクログリアがシナプスに付着した補体を検知する確率が上昇するとの仮説

を立てた。そこで、C1qA 添加または神経活動上昇の処置の 12 時間後から 2 時間に

亘ってリアルタイムイメージングを行い、マイクログリアによる神経細胞への接触度合を

測定した (図 4A)。すると、C1qA 添加または神経活動上昇のいずれか一方では接触

度合が変化しなかった。一方で、その両方を処置した場合には接触度合が有意に増

加した (図 4B)。この結果から、神経活動上昇はマイクログリアによるシナプスへの接

触促進とは別のメカニズムによりシナプス貪食を促進する可能性が考えられる。 

 そこで、神経活動上昇がシナプス貪食を促進するメカニズムとして、アポトーシス関

連分子に着目した。近年、プレシナプスに限局して、アポトーシスマーカーである
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Cleaved Caspase-3 や Phosphatidylserine が発現しうることが報告されている (Györffy 

et al., 2018, 2020)。また、Cleaved Caspase-3 が Phosphatidylserine の露出を促進するこ

と (Mandal et al., 2002) や、Cleaved Caspase-3 や Phosphatidylserine を発現するシナ

プスに C1q が共局在すること (Györffy et al., 2018, 2020) が示されている。そこで、持

続的な神経活動上昇によってプレシナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現が

上昇し、プレシナプスへのC1qおよびC3の付着が促進される可能性を考えた (図4C, 

D (a-d))。また、神経活動上昇がマイクログリアの C3 受容体の発現を上昇させることで、

補体依存的なシナプス貪食を促進する可能性を検証した (図 4C, D (e))。 

 ま ず 、 Phosphatidylserine の 露 出 を 定 量 す る た め 、 細 胞 膜 表 面 に 露 出 し た

Phosphatidylserine に結合する AnnexinV に 647 nm 波長の蛍光団が付与された

AnnexinV-647 (Thermo Fisher Scientific) を、各処置の 24 時間後に培地に添加した。

すると、興味深いことに AnnexinV-647 は一部のプレシナプスに限局して観察された 

(図 4E)。次に、個々のプレシナプスあたりの AnnexinV-647 の面積を測定したところ、

コントロール群と比較して神経活動を上昇させた群では有意に増加した (図 4F)。この

結果から、活動が上昇した神経細胞由来のシナプスにおいて、Phosphatidylserine の

露出が促進されることが示された。 

 次に、各処置から 6 時間後のマイクログリアにおける C3 受容体の発現度合を免疫

染色により検証した。マイクログリアの中でも、細胞体や突起など細胞内の部位によっ

て C3 受容体のシグナルは異なる強度を示した (図 4G)。そこで、マイクログリアがプレ

シナプスに接触した部分における、C3 受容体の平均蛍光強度を定量したところ、神経

活動を上昇させた群ではコントロール群と比較して有意に増加した (図 4H)。この結果

から、神経活動が上昇した細胞のシナプスの周囲では、マイクログリアによる補体の検

知が促進される可能性が示された。以上の結果より、持続的な神経活動の上昇が補

体依存的なシナプス貪食を促進することが明らかになった。さらに、この現象はシナプ
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スにおける Phosphatidylserine の露出促進やマイクログリアにおける C3 受容体の発現

上昇を介していることが示唆された。 

 

3. 熱性けいれん後にマイクログリアが抑制性シナプスを特異的に貪食する 

熱性けいれん後に抑制性シナプス密度が減少する 

 In vitro 実験系で観察された、活動の高い神経細胞由来のシナプスの貪食は生体脳

でも生じるのだろうか。そこで、マイクログリアの活性化や貪食能の亢進が確認されて

いる、熱性けいれんモデルマウスを用いて検証した (Andoh et al., 2020)。これはヒトの

乳幼児期に頻発する熱性けいれんを模倣しており、熱性けいれんは将来のてんかん

発症を惹起する可能性が示されている。実験的には、幼児期のマウスの体温を人工

的に 38℃以上に保持することで、けいれん発作を誘導する (Koyama et al., 2012)。本

研究では、脳領域のうち、てんかんの発作焦点である海馬に着目し、海馬の顆粒細胞

に作られるシナプスについて検証した (図 5A)。まず、顆粒細胞が樹状突起を伸ばす

領域である分子層における興奮性シナプスおよび抑制性シナプスの密度を測定した。

本研究では、プレシナプスマーカー (興奮性：VGluT1、抑制性：VGAT) とポストシナ

プスマーカー (興奮性：Homer1、抑制性：Gephyrin) が共局在する部分をシナプスと

した (図 5A)。その結果、熱性けいれん後に興奮性シナプス密度は変化しなかった一

方で、抑制性シナプス密度が有意に減少した (図 5B, C)。 

 

熱性けいれん後にマイクログリアが抑制性プレシナプスを貪食する 

 抑制性シナプス密度の減少がマイクログリア依存的である可能性を検証するため、

マイクログリアによるシナプスの貪食を検証した (図 5D)。マイクログリアのリソソーム内

に取り込まれた抑制性シナプスの体積を測定したところ、熱性けいれん後にはプレシ

ナプス (VGAT) のみ貪食量が増加した (図 5G, H)。マイクログリアがプレシナプス特
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異的に貪食することは、先行研究 (Weinhard et al., 2018) や本研究の in vitro 実験系

の結果と一致している。また、興奮性シナプスについても検証したところ、マイクログリ

アによる興奮性シナプスの貪食量は、コントロール群と熱性けいれん群とで同程度で

あった (図 5E, F)。以上の結果から、熱性けいれん後にマイクログリアが抑制性プレシ

ナプスを貪食することで、抑制性シナプス密度が減少することが明らかとなった。 

 

4. 熱性けいれん後にマイクログリアが抑制性シナプスを特異的に貪食するメカニズム 

熱性けいれん後に抑制性神経細胞が持続的に活動を上昇させる 

 熱性けいれんモデルにおいても、in vitro 実験系で発見した、持続的な活動上昇が

シナプス貪食を促進するメカニズムが働く可能性を検証した (図 4C, D)。そこでまず、

抑制神経細胞の活動について検証した。顆粒細胞に対して抑制性シナプスを形成す

る抑制性神経細胞に着目し、熱性けいれん後の神経活動マーカー (c-Fos) の発現

度合を観察した (図 6A, B)。すると、熱性けいれんの 1 時間後には抑制性神経細胞

の活動が上昇し始め、熱性けいれんの 4 時間後においても活動上昇が持続していた 

(図 6C)。一方、顆粒細胞に対して興奮性シナプスを形成する、嗅内皮質第Ⅱ層の興

奮性神経細胞における c-Fos の発現度合を観察すると、熱性けいれんの 1 時間後に

増加したものの、4 時間後にはコントロールレベルまで低下した (図 6C)。これらの結

果から、熱性けいれん後に抑制性神経細胞の活動が持続的に上昇することが示され

た。 

 

熱性けいれん後に抑制性シナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現が増加する 

 次に、活動が上昇した抑制性細胞のシナプスにおいて、アポトーシスマーカーであ

る Caspase-3 が活性化する可能性を検証した。Cleaved Caspase-3、抑制性プレシナプ

ス (VGAT) の免疫染色を行ったところ、熱性けいれん後には Cleaved Caspase-3 の量
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が増加し、それらのほとんどが抑制性プレシナプスと共局在していた (図 7A)。この結

果から、熱性けいれん後の持続的な活動上昇が Caspase-3 の活性化を引き起こす可

能性が示された。 

 さらに、Cleaved Caspase-3 量の多いシナプスがマイクログリアによって貪食されやす

いとの仮説を立て、これを検証した。そこで、マイクログリア、抑制性プレシナプス、

Cleaved Caspase-3 の免疫染色を行い、これら 3 者の空間的分布を観察した (図 7B)。

抑制性プレシナプスには、マイクログリアによって接触されるものとされないものとが確

認されたため、接触の有無により抑制性プレシナプスを 2 群に分け、それぞれのシナ

プスにおける Cleaved Caspase-3 の量を測定した (図 7C)。すると、マイクログリアが接

触する抑制性プレシナプスにおける Cleaved Caspase-3 の量が、接触のない抑制性プ

レシナプスと比較して有意に増加した (図 7D)。これらの結果から、Cleaved Caspase-3

量の多いシナプスがマイクログリアによって貪食されやすい可能性が示された。 

 

熱性けいれん後の抑制性プレシナプスの貪食は補体依存的である 

 熱性けいれん後にマイクログリアが補体依存的に抑制性プレシナプスを貪食する可

能性を検証するため、まず抑制性プレシナプスへの補体の付着を観察した。抑制性

プレシナプス (VGAT) と C1q または C3 の免疫染色を行ったところ、C1q、C3 共に熱

性けいれん後に発現量が増加し、抑制性プレシナプスとの共局在も増加した (図 8A-

F)。 

 次に、熱性けいれん後にマイクログリアによる補体の検知が促進される可能性を検

証するため、C3 受容体の発現量を測定した。すると、C3 受容体の mRNA 量は熱性

けいれんの 1 時間後および 4 時間後に有意に増加した (図 8G)。この結果と一致する

ように、C3 受容体のタンパク質発現も熱性けいれんの 6 時間後に有意に増加した (図

8H, I)。 
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 熱性けいれん後の抑制性シナプスの貪食が補体依存的であることをより確実に示す

ため、C3 受容体のノックアウトマウスを用いて熱性けいれんを誘導した。すると、野生

型マウスの熱性けいれんモデルマウスにおいて確認された、マイクログリアによる抑制

性シナプスの貪食量の増加や、抑制性シナプスの密度の減少が生じなかった (図 8J, 

K)。以上の結果から、熱性けいれん後に補体経路 (C1q-C3-C3 受容体) が活性化さ

れることで、マイクログリアによる抑制性プレシナプスの貪食が促進される可能性が示

された。 

 

5. 特定のシナプスの貪食が脳機能に与える影響 

ここで私は、活動の高い神経細胞のシナプスが貪食されることの意義は何なのか、

という疑問に直面した。神経科学一般的には、神経活動の上昇がシナプスの強化を

介して記憶・学習能力の向上につながることが報告されている (Ishikawa et al., 2014)。

また、発達期の脳では、活動の低いシナプスがマイクログリアによって貪食され、活動

の高いシナプスが残存することで神経回路が成熟することが示唆されている (Schafer 

et al., 2012)。では、活動の高い神経細胞由来のシナプスの貪食は、脳機能を悪化さ

せてしまうのだろうか。そこで私は、活動上昇が持続すると、その神経細胞のシナプス

が貪食され、神経回路の機能が変化する可能性を考えた。 

 

熱性けいれん後の抑制性プレシナプスの貪食が神経回路の興奮性を上昇させる 

 マイクログリアによるシナプスの貪食が異常になると、神経回路の興奮抑制バランス

が変化し、社会性行動などの脳機能の発揮に影響することが示されている (Andoh et 

al., 2019)。そこで、熱性けいれん後のマイクログリアによる抑制性プレシナプスの貪食

が、神経回路の興奮抑制バランスを変化させる可能性を検証した。本研究では、熱性
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けいれんの誘導後、グルタミン酸受容体のアゴニストであるカイニン酸の腹腔内投与

によりけいれん発作を惹起し、けいれん感受性を評価した。 

 まず、熱性けいれんモデルマウスでは、けいれん発作スコアがコントロール群と比較

して有意に増加した (図 8L)。この結果から、熱性けいれん後の抑制性シナプスの減

少が、神経回路の興奮性を上昇させることが示唆された。さらに、C3 受容体のノックア

ウトによりマイクログリアによるシナプス貪食を阻害すると、野生型マウスで確認された、

熱性けいれんによるけいれん発作スコアの増加が抑制された (図 8L)。以上の結果か

ら、熱性けいれん後のマイクログリアによる抑制性プレシナプスの貪食が、神経回路の

興奮抑制バランスを興奮性優位に変化させる可能性が示された。 
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【考察】 

本研究は、マイクログリアによるシナプス貪食のリアルタイムイメージングのシステム

を確立し、これを用いて以下の 2 点を明らかにした。1 点目は、マイクログリアが神経細

胞の突起を切断することなくシナプスを貪食できることである。本研究により、マイクロ

グリアが神経細胞を損傷することなく神経回路を組替えることができるという、これまで

想像でのみ語られてきた現象が世界で初めて証明された。そして 2 点目は、貪食され

るシナプスの選択メカニズムを明らかにしたことである。すなわち、神経活動の上昇が、

シナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現上昇やマイクログリアにおける C3 受容

体の発現上昇を介して、貪食されるシナプスの選択に寄与することが明らかになった。

これは、補体分子の分布を時空間的に制御するという、シナプス貪食における神経活

動の役割の新たな発見をもたらすものである。さらに、熱性けいれんモデルマウスを用

いた検証では、持続的に活動の高い神経細胞由来のシナプスの貪食が神経回路の

興奮性を変化させるという生理学的意義が示された。 

 

マイクログリアによるシナプス貪食の検証に in vitro 実験系を利用することの意義 

 本研究では、分散培養系を用いてマイクログリアによるシナプス貪食のリアルタイムイ

メージングを行った。今後は、生体脳においてもマイクログリアが神経細胞突起を切断

することなくシナプスを貪食することを証明することが必要となる。先行研究により、マイ

クログリアの in vivo リアルタイムイメージングは盛んに行われてきた。in vivo リアルタイ

ムイメージングでは、脳を露出させるための頭蓋骨除去手術によりマイクログリアが活

性化し細長く分岐した突起構造が失われることが問題視されてきた。そこで、手術と観

察の期間を数週間空けたり、頭蓋骨を除去する代わりに薄く削ったりする手法が開発

され、現在ではほぼ生理学的な状態のマイクログリアを観察することが可能となってい

る (Dorand et al., 2014)。 
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しかしながら、以下の理由から、マイクログリアによるシナプス貪食の in vivo リアルタ

イムイメージングおよびメカニズム解明は依然として実現可能性が低いと考えられる。

まず、高解像度かつ安定した視野を保持した状態での長時間に亘る 

観察が難しい点である。観察中に実験動物の頭部が揺れると、視野が容易にずれ

てしまう。シナプスは 1 µm 程の微小構造であるため、視野のずれにより同一シナプス

を時間ごとに追うことが困難であると考えられる。視野のずれは動物の麻酔深度を深

めることで改善されるが (Davalos et al., 2012)、麻酔自体が神経活動やマイクログリア

の突起複雑性および突起運動性を低下させるとの多数の報告がある (Huh et al., 

2013; Madry et al., 2018; Hristovska et al., 2020)。このことにより、マイクログリアによる

シナプス貪食の発生頻度が低下し、シナプス貪食の観察自体が困難となる可能性が

高くなる。さらに、脳の観察面に直接薬液を添加できない、薬理学的実験が難しいと

いう問題点もある。腹腔内投与による薬物処置は可能だが、この方法では血液脳関門

を通過しない化合物の使用や、局所的な処置が困難である。また、同様の理由により、

光遺伝学的手法などを用いた局所的な刺激による細胞機能の操作とリアルタイムイメ

ージングを組み合わせた実験も困難である。 

 急性脳切片や培養脳切片を利用したマイクログリアのリアルタイムイメージングも盛

んに行われている。脳切片では細胞外基質や様々な種類の細胞が存在することから、

分散培養と比較してより in vivo に近い環境が保たれていると考えられる。しかしなが

ら、急性脳切片を利用する際には、マイクログリアの性質変化の影響を排除するため

に切片作製から 4 時間程度で観察を完了させなくてはならないという制約がある 

(Madry et al., 2018)。また、培養脳切片を利用する際には、切片表面からの深度によっ

て細胞の形態などの性質が変化することに注意が必要である (Kasahara et al., 2016)。

さらに、脳切片はアデノ随伴ウィルスなどによる細胞への遺伝子導入が難しいという障

壁もある。 
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 以上の事実から、現時点では、マイクログリアによるシナプス貪食の検証には分散培

養の利用が最適であると考える。 

 

マイクログリアによるシナプス貪食の検証における本培養システムの妥当性と課題 

 本研究では、長年に亘り問題視されてきた、in vitro マイクログリアの形態異常を克服

した新規培養システムを構築した。in vivo マイクログリアの形態を in vitro で再現する

上で最も重要な要素は、培地組成と培養容器のコーティングである。そしてこれら両者

の最適化を実現するのが、グリア細胞の一種であるアストロサイトであると考えられる。

1990 年代以降、マイクログリアの単離培養にアストロサイト自体、またはアストロサイト

の培養上清を加えることで、マイクログリアの形態が改善されることが示唆されていた 

(Suzumura et al., 1990; Eder et al., 1998; Stence et al., 2001)。そして近年、アストロサイ

ト由来の液性因子の中で、CSF-1、TGF-β、cholesterol がマイクログリアの形態改善に

必要であることが報告された (Bohlen et al., 2017)。この研究は in vitro マイクログリア

におけるブレークスルーをもたらしたが、視野内のすべてのマイクログリアの形態が一

様に改善されるわけではないことや、神経細胞やアストロサイトなど他の細胞種との共

培養においては形態改善の効果が消失すること (Goshi et al., 2020) を鑑みると、さら

なる検証が必要であると考えられる。一方、本培養システムにおいては、一様なマイク

ログリアの形態改善が実現された (図 9A)。その最も大きな要因として、アストロサイト

による立体的な足場構造の構築が考えられる。明視野観察ではアストロサイトが培養

容器の一面を覆うことが確認されており (図 9B)、リアルタイムイメージングではマイクロ

グリアがアストロサイトの細胞表面に沿って突起を動かしている様子が観察された。こ

れらの結果から、アストロサイト由来の液性因子に加えて接着因子も in vitro マイクログ

リアの形態改善に重要である可能性が伺える。 
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本培養システムのマイクログリアは、in vivo マイクログリアの形態に加えて、移動や

突起伸縮、増殖など、in vivo マイクログリアの機能をも再現することが確認された (図

9C-E)。しかしながら、近年の RNA シーケンス解析により、in vivo マイクログリアと in 

vitro マイクログリアの遺伝子発現プロパティが異なることが報告されている (Bohlen et 

al., 2017; Gosselin et al., 2017; He et al., 2018)。本培養システムのマイクログリアが in 

vivo マイクログリアの特徴を反映できていることを真に示すためには、RNA シーケンス

解析により in vivo マイクログリアの遺伝子発現プロパティと比較する必要がある。 

 本培養システムを用いて、マイクログリアが神経細胞突起上のプレシナプスを貪食す

ることが示された。しかしながら、本培養システムのような分散培養では、神経細胞の

細胞体の位置や突起の走行様式、シナプス結合の位置を制御することはできない。そ

のため、神経細胞のどの部位のシナプスが貪食されやすいか、という点を正確に検証

することは困難である。今後、神経細胞の形態 (軸索・樹状突起・細胞体の本数や位

置) を制御しながら培養することが可能である「マイクロプレート」デバイス (Yoshida et 

al., 2018) などの利用により、上記の疑問を解明することができると考えられる。 

 

マイクログリアによるシナプス貪食様式 

 本研究では、マイクログリアが神経細胞突起を切断することなくシナプスを貪食する

ことが証明された。このような神経細胞の一部のみの貪食は、先行研究において観察

さ れ て き た 貪 食 対 象 全 体 を 取 り 込 む フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス  (Sierra et al., 2010; 

Cunningham et al., 2013; Mazaheri et al., 2014) とは異なるメカニズムで生じると考えら

れる。神経細胞を損傷することなくシナプスのみを貪食する方法として、膜融合を利用

したメカニズムが想定される。先行研究では、マイクログリア内に取り込まれたシナプス

関連タンパク質が、エンドサイトーシスを制御するクラスリン被覆ピット (Stern et al., 

2012) で覆われた小胞内に存在することが示されている (Paolicelli et al., 2011)。これ
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らの事実から、マイクログリアがシナプスに接触しエンドサイトーシスによりシナプスタン

パク質を吸い取る、というシナプス貪食メカニズムが存在する可能性がある。細胞骨格

やクラスリンを標識した状態でマイクログリアによるシナプス貪食のライブイメージング

を行うことで、詳細な貪食メカニズムが明らかとなるかもしれない。 

 

マイクログリアによるプレシナプス特異的な貪食 

熱性けいれん後の抑制性シナプスの密度減少は、マイクログリアによるプレシナプ

ス特異的な貪食による結果である可能性が示された (図 5C, G, H)。このプレシナプス

特異性はシナプスの構造に依存して生じる可能性が高い。電子顕微鏡により抑制性

シナプスの構造を観察すると、抑制性プレシナプスはふくらんだ構造を有しているが、

抑制性ポストシナプス関連分子は細胞体や樹状突起上に構造的に突出して存在する

わけではないことが明らかとなっている (Flores and Méndez, 2014)。この結果から、マ

イクログリアは物理的に、抑制性ポストシナプスよりも抑制性プレシナプスにアクセスし

やすい可能性が考えられる。また、ポストシナプスと対になっていないプレシナプスが

優先的に貪食される可能性もある。この点は、本培養システムを応用し、マイクログリア

とプレシナプスに加えて、ポストシナプスをも蛍光標識し、これらをリアルタイムに観察

することで解明可能である。 

 

神経活動の操作方法 

 先行研究により、マイクログリアによるシナプス貪食には神経活動の差が重要である

ことが示唆されている (Schafer et al., 2012)。本研究の in vitro 実験では、アデノ随伴

ウィルスを用いて神経細胞に発現させた DREADD の活性化により神経活動の上昇を

促進した。DREADD は系内のほぼすべての神経細胞に発現し、神経細胞全体に分

布している。そのため、本培養システムではおそらく神経活動の差を誘起することはで
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きていない。本手法を用いた場合でも活動上昇の度合が隣接するシナプスによって異

なる可能性はあるが、個々のシナプスの活動を詳細に検出するためには、パッチクラ

ンプ法やカルシウムイメージングを行う必要がある。また、光遺伝学的操作の技術開

発が進んできたおかげで、グルタミン酸アンケージングやチャネルロドプシンなど、隣

接するシナプスの活動を個別に操作することが可能となっている。これらの光遺伝学

的操作を本培養システムに適用することで、個々のシナプスの活動の変化がマイクロ

グリアによるシナプス貪食に与える影響をリアルタイムで検証することが可能となるだろ

う。 

 また、DREADD による神経活動の上昇が生理学的状態での活動上昇を反映できて

いるかという点については疑問が残る。単離培養した神経細胞に hM3Dq (興奮性

DREADD) を発現させ、CNO (DREADD のリガンド) 添加後の神経活動をカルシウム

インジケーターである GCaMP7f を用いたカルシウムイメージングにより観察したところ、

複数の神経細胞が同期的に細胞内カルシウム濃度を上昇させた (図 10)。そして、そ

のような同期した神経活動は CNO 添加の少なくとも 3 時間後まで持続していた。神経

細胞の同期発火はてんかん脳に見られる神経活動の特徴であり、本研究の in vitro 実

験系における神経活動上昇がてんかん様の神経活動を模倣している可能性がある。 

 

活動の高い神経細胞由来のシナプスの貪食 

 本研究では、in vitro および in vivo 実験系の両者において、マイクログリアが活動の

高い神経細胞由来のシナプスを貪食すること、そしてそれが補体依存的に生じること

を発見した。しかしながら、発達期の外側膝状体においては、相対的に神経活動の低

いシナプスがマイクログリアによって貪食されやすいこと、そしてそれが補体依存的に

生じることが示されている (Schafer et al., 2012)。このことは本研究の結果と一致しない

ように見受けられるが、この不一致は神経回路の形成の段階の違いから説明可能であ
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ると考えている。先行研究において対象とされた発達期は、神経回路が形成される最

中であるため、活動の高いシナプスが残存し成熟することが機能的な神経回路の構

築に重要であると考えられる。一方、本培養システム (神経細胞が培養 21 日目) およ

び熱性けいれんモデルマウス (11 日齢) では、一旦構築された神経回路が修飾され

る段階にあり、神経回路の興奮抑制バランスがある程度一定に保たれることが重要で

あると考えられる。そのため、本研究は、活動が持続的に上昇したシナプスが貪食によ

り除去されるという現象の発見につながったと考察している。本研究では、神経活動を

低下させる実験は行っておらず、神経回路の修飾段階で活動の低いシナプスがマイ

クログリアによって貪食される可能性は否定できない。 

 

神経活動上昇がシナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現を促進するメカニズム 

 本研究では、活動が上昇した神経由来のプレシナプスにおいて、アポトーシス関連

分子である Phosphatidylserine (in vitro) や Cleaved Caspase-3 (in vivo) の発現が上

昇することが示された (図 4F, 7A)。そのメカニズムとして、神経活動上昇に伴うカルシ

ウム流入を想定している。神経細胞膜上に発現する電位依存性カルシウムチャネル 

(Voltage-dependent calcium channel, VDCC) は、細胞膜の脱分極により開口し細胞外

から細胞内へカルシウムイオンを選択的に透過させる (Nanou et al., 2018)。また、ミト

コンドリアへの過剰なカルシウムイオンの流入は、ミトコンドリア膜透過性遷移孔 

(mPTP) の開口を介して Cytochrome c の放出を促進する (Orrenius et al., 2003)。さら

に、Cytochrome c は procaspase-3 の活性化を介して Cleaved Caspase-3 の発現量を増

加させる (Ow et al., 2008)。以上の結果を踏まえると、神経活動上昇が VDCC の活性

化を介してアポトーシス関連分子の発現を増加させる可能性が考えられる。先行研究

では、ピロカルピン投与によるてんかん重積の誘導後、海馬の抑制性神経細胞にお

ける VDCC の発現が増加することが示されており (Xu et al., 2007)、本研究で用いた
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熱性けいれんモデルマウスの抑制性神経細胞においても VDCC の発現が増加するこ

とは十分にあり得るだろう。 

 

神経活動上昇が補体経路を活性化するメカニズム 

 本研究の in vitro 実験系および in vivo 実験系において、神経活動上昇後にマイク

ログリアにおける C3 受容体の発現増加が確認された (図 4H, 8G, I)。カイニン酸の腹

腔内投与によりてんかん重積状態を誘起した先行研究においても、カイニン酸投与の

24 時間後に海馬マイクログリアの C3 受容体発現量が増加することが示されており 

(Drexel et al., 2012)、神経活動上昇が C3 受容体の発現を増加させることはほぼ間違

いないと考えられる。ではそのメカニズムは何か。活動が上昇した神経細胞からは、

ATP や BDNF、Norepinephrine などの様々な液性因子が放出され (O'Donnell et al., 

2013; Eyo et al., 2014; Wong et al., 2015)、それぞれがマイクログリアの突起運動性や

貪食能に影響することが報告されている (Haynes et al., 2006; Gyoneva and Traynelis, 

2013; Dissing-Olesen et al., 2014; Madry et al., 2018; Bernier et al., 2019; Stowell et al., 

2019; Onodera et al., 2020)。これらの分子がマイクログリアによって受容され細胞内シ

グナリングが活性化されることで、C3 受容体の発現が調節される可能性が考えられる。 

 また、熱性けいれんモデルマウスにおいて、C1q および C3 の発現量が有意に増加

した (図 8C, E)。C1q の免疫染色画像を観察すると、熱性けいれん後にはマイクログリ

アと思しき形状に C1q の強いシグナルが確認された。このことから、神経活動上昇がマ

イクログリアにおける C1q の産生および放出を促進する可能性が考えられる。ただし、

in vitro 実験系において、DREADD による神経活動上昇単独ではマイクログリアによ

るシナプス貪食が促進されなかったことに注意されたい。おそらく本培養システムでは、

マイクログリアによる C1q の産生または放出の度合がシナプス貪食に十分ではなかっ

たと考えている。 
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マイクログリアによるシナプス貪食へのアストロサイトの関与 

 本研究では、活動が上昇した神経細胞由来のシナプスがマイクログリアによって貪

食されることを発見した。しかしながら、活動が上昇したシナプスの中でマイクログリア

に貪食されるものは一部に過ぎない。ではその選定はどのようにして行われるのだろう

か。まず、活動上昇の度合によってシナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現量、

ひいては補体の付着量が異なり、補体の量が多いシナプスほど優先的に貪食される

可能性が考えられる。また、神経細胞とマイクログリア以外の細胞種、例えばアストロサ

イトが被貪食シナプスの選定に関与する可能性もある。アストロサイトの微小突起はプ

レシナプスおよびポストシナプスを取り囲み、これら 3 者による tripartite synapse という

構造を形成する (Ventura and Harris, 1999)。そのため、tripartite synapse がマイクログ

リアによるシナプスへの接触および貪食を妨げる可能性がある。また、神経活動の増

加に伴い、アストロサイトの細胞内カルシウム濃度が上昇すること (Bernardinelli et al., 

2011)、および tripartite synapse の形成が促進されること (Genoud et al., 2006)、が示唆

されている。これらの報告から、神経活動の強弱が tripartite synapse の構造変化を引

き起こす結果、マイクログリアによるシナプスへの接触および貪食が制御される可能性

が考えられる。この点は、本培養システムのアストロサイトを蛍光標識し、マイクログリア、

プレシナプスと同時にリアルタイムイメージングを行うことにより解明可能である。 
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【図】 
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図 1 シナプス結合の制御におけるマイクログリアの関与 

(A) 神経細胞はプレシナプスとポストシナプスから構成されるシナプスを介して情報を

伝達する。 

(B) シナプス結合の制御は主にシナプスの形成・除去・活動変化により調節される。マ

イクログリアはシナプスへの接触・貪食・液性因子の放出によりシナプス結合の制

御に関与することが示唆されている。 

(C) マイクログリアがシナプスを貪食する過程の仮説。神経科学では、マイクログリアが

生きた神経細胞からシナプスのみを貪食可能であることが前提として研究が行わ

れる場合がほとんどであるが、これを実験的に示した研究はない。 

(D) マイクログリアがシナプスを貪食する際に神経細胞の突起構造が保たれるのかは

明らかとなっていない。 

(E) シナプス貪食を制御する因子が付着したシナプスの中で、特定のシナプスが貪食

されるメカニズムは明らかとなっていない。 
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図 2 マイクログリアによるシナプス貪食のリアルタイムイメージングによる証明 

(A) In vivo および in vitro のマイクログリアの免疫染色画像。 

(B) マイクログリア、プレシナプス、神経細胞突起を蛍光標識したサンプルを用いてリア

ルタイムイメージングを行った。 

(C) (上段) マイクログリアがシナプスを貪食する過程をリアルタイムで観察した画像。

黄色の丸枠は貪食されたシナプスの位置を示す。(下段) 上段の画像のプレシナ

プスと神経細胞突起のみを表示した画像。黄色鏃はシナプス貪食後に残存した神

経細胞突起を示す。 

(D) (上段) マイクログリアがシナプスを貪食する過程をリアルタイムで観察した画像。

黄色の丸枠は貪食されたシナプスの位置を示す。(下段) 上段の画像のプレシナ

プスと神経細胞突起のみを表示した画像。黄色鏃はシナプス貪食後に残存した神

経細胞突起を示す。 
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図 3 神経活動上昇が補体依存的なシナプス貪食を促進する 

(A) 実験タイムコース。C1qA 添加、または CNO 添加による神経活動上昇の後、2 時

間のリアルタイムイメージングを行い、マイクログリアが貪食したプレシナプスの数を

計測した。 

(B) マイクログリアによるプレシナプス貪食の例。白鏃は貪食されたプレシナプスの位

置を示す。 

(C) 単位時間あたりにマイクログリアが貪食したプレシナプスの数。C1qA 添加や神経

活動上昇単独ではシナプス貪食数が変化しなかった一方、C1qA を添加し、かつ

神経活動を上昇させた群でのみシナプス貪食数が有意に増加した。Mean ± SD, n 

= 7-8 independent experiments, *p < 0.05, Dunnett’s test after One Way ANOVA. 

(D) 神経活動マーカー (c-Fos)、hM3Dq を発現した神経細胞 (RFP) の免疫染色画

像。白矢印は神経細胞の細胞体を示す。 

(E) hM3Dq を発現した神経細胞における c-Fos 平均蛍光強度。神経活動上昇群では

有意に増加した。Mean ± SD, n = 88 (DMSO), 71 (CNO) cells, ***p < 0.001, 

Student’s t-test.  

(F) 実験タイムコース。C1qA 添加、または CNO 添加による神経活動上昇の前、およ

び 24 時間後にスナップショットを撮影し、マイクログリア内に取り込まれたプレシナ

プスの体積を比較した。  

(G) 各処置の前、および 24 時間後におけるマイクログリア内に取り込まれたプレシナプ

スの体積。C1qA を添加し、かつ神経活動を上昇させた群でのみ処置前と比較し

てマイクログリア内に取り込まれたシナプスの体積が有意に増加した。Mean ± SD, 

n = 92-173 cells from 3-4 independent experiments. *p < 0.05, Mann-Whitney Rank 

Sum test. 
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図 4 神経活動上昇が補体依存的なシナプス貪食を促進するメカニズム 

(A) 実験タイムコース。各処置の 12 時間後から 2 時間に亘りリアルタイムイメージング

を行い、マイクログリアによる神経細胞への接触を測定した。 

(B) マイクログリアによる神経細胞への接触度合。神経活動上昇や C1qA 添加単独群

と比較して、C1qA を添加し、かつ神経活動を促進した群で有意に増加した。Mean 

± SD, n = 4 independent experiments, *p < 0.05, Tukey’s test after Two Way ANOVA. 

(C) 想定されるメカニズムの模式図。まず持続的な神経活動上昇によってプレシナプ

スにおいて Cleaved Caspase-3 (CC-3) の発現量が増加する  (a, b)。CC-3 は

Phosphatidylserine (PS) の細胞外への露出を促進する (c)。そして、PS が露出し

たシナプスに C1q が付着しその下流分子である C3 が活性化される (d)。また、神

経活動上昇がマイクログリアの C3 受容体の発現を促進する (e)。 

(D) C の想定メカニズムのフローチャート。 

(E) AnnexinV、プレシナプスの免疫染色画像。白矢印は AnnexinV とプレシナプスが

共局在する部分を示す。 

(F) プレシナプスの単位面積あたりの AnnexinV の面積。神経活動上昇群で有意に増

加した。Mean ± SD, n = 90-150 presynapses from 2 independent experiments. *p < 

0.05, Student’s t-test.  

(G) C3 受容体、プレシナプスの免疫染色画像。白矢印はマイクログリアがプレシナプ

スに接触した部分を示す。 

(H) マイクログリアがプレシナプスに接触した部分における C3 受容体の平均蛍光強度。

神経活動上昇群で有意に増加した。Mean ± SD, n = 9-21 microglial processes from 

2 independent experiments. *p < 0.05, Student’s t-test.  
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図 5 熱性けいれん後にマイクログリアが抑制性プレシナプスを貪食する 

(A) (左) 海馬における顆粒細胞の免疫染色画像。(中央) 顆粒細胞が樹状突起を伸

ばす領域 (分子層) における興奮性シナプスの免疫染色画像。(右) 分子層にお

ける抑制性シナプスの免疫染色画像。 

(B) 分子層における興奮性シナプスの密度。熱性けいれんによる変化はなかった。

Mean ± SD, n = 5 mice, p > 0.05, Student’s t-test. 

(C) 分子層における抑制性シナプスの密度。熱性けいれん群において有意に減少し

た。Mean ± SD, n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(D) (左) 分子層におけるマイクログリアの免疫染色画像。(右) 左画像の白枠内にお

ける抑制性プレシナプス、リソソームの免疫染色画像。抑制性プレシナプスがリソソ

ーム内に取り込まれている。 

(E) マイクログリアによる興奮性プレシナプスの貪食量。熱性けいれんによる変化はな

かった。Mean ± SD, n = 5 mice, p > 0.05, Student’s t-test. 

(F) マイクログリアによる興奮性ポストシナプスの貪食量。熱性けいれんによる変化はな

かった。Mean ± SD, n = 5 mice, p > 0.05, Student’s t-test. 

(G) マイクログリアによる抑制性プレシナプスの貪食量。熱性けいれん群において有意

に増加した。Mean ± SD, n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(H) マイクログリアによる抑制性ポストシナプスの貪食量。熱性けいれんによる変化はな

かった。Mean ± SD, n = 5 mice, p > 0.05, Student’s t-test. 
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図 6 熱性けいれん後に抑制性神経細胞が持続的に活動を上昇させる 

(A) (左) 海馬歯状回における顆粒細胞、抑制性神経細胞、嗅内皮質第 II 層細胞の

投射間関係を示す模式図。 (右上) 嗅内皮質第 II 層細胞の免疫染色画像。(右

下) 歯状回門の抑制性神経細胞の免疫染色画像。 

(B) (上段) 熱性けいれん後の嗅内皮質第 II 層細胞、c-Fos の免疫染色画像。(下段) 

熱性けいれん後の歯状回門の抑制性神経細胞、c-Fos の免疫染色画像。 

(C) 熱性けいれんからの時間経過に伴う、c-Fos を発現する嗅内皮質第 II 層細胞およ

び歯状回門の抑制性神経細胞の密度の推移。嗅内皮質第 II 層細胞と比較して抑

制性神経細胞における c-Fos 発現上昇の持続時間が長い。Mean ± SD, n = 5-6 

mice, *p < 0.05 and **p < 0.01 vs 0 h, ##p < 0.01 vs 4 h (嗅内皮質第 II 層細胞), ##p 

< 0.01 vs 1 h (抑制性神経細胞), Tukey’s test after One Way ANOVA. 
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図 7 熱性けいれん後に抑制性シナプスにおけるアポトーシス関連分子の発現が 

増加する 

(A) 海馬分子層における Cleaved Caspase-3、抑制性プレシナプスの免疫染色画像。

白点線枠は Cleaved caspase-3 を示す。熱性けいれん群では Cleaved Caspase-3 の

発現量が増加し、そのほぼすべてが抑制性プレシナプスと共局在した。 

(B) 海馬分子層におけるマイクログリア、Cleaved Caspase-3、抑制性プレシナプスの免

疫染色画像。 

(C) B の点線枠内の拡大画像。抑制性プレシナプスにはマイクログリアによって接触さ

れないもの (白矢印) と接触されるもの (マゼンタ矢印) とが確認された。 

(D) 抑制性プレシナプス内の Cleaved Caspase-3 の量。マイクログリアによって接触され

るシナプスでは接触されないシナプスと比較して有意に増加した。Mean ± SD, n = 

20 microglia, **p < 0.01, Student’s t-test. 
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図 8 熱性けいれん後の抑制性シナプスの貪食は補体依存的である 

(A) (上段) 海馬分子層における C1q、抑制性プレシナプスの免疫染色画像。(下段) 

熱性けいれん群の拡大画像。白矢印は C1q と抑制性プレシナプスが共局在する

部分を示す。 

(B) (上段) 海馬分子層における C3、抑制性プレシナプスの免疫染色画像。(下段) 

熱性けいれん群の拡大画像。白矢印は C3 と抑制性プレシナプスが共局在する部

分を示す。 

(C) 海馬分子層における C1q の密度。熱性けいれんにより有意に増加した。Mean ± 

SD, n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(D) 海馬分子層における C1q と共局在する抑制性プレシナプスの割合。熱性けいれ

んにより有意に増加した。Mean ± SD, n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(E) 海馬分子層における C3 の密度。熱性けいれんにより有意に増加した。Mean ± SD, 

n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(F) 海馬分子層における C3 と共局在する抑制性プレシナプスの割合。熱性けいれん

により有意に増加した。Mean ± SD, n = 5 mice, **p < 0.01, Student’s t-test. 

(G) 海馬における C3 受容体の mRNA 量。コントロールと比較して熱性けいれんの 1

時間後および 4 時間後では有意に増加した。Mean ± SD, n = 6 mice, **p < 0.01 

vs コントロール, Tukey’s test after One Way ANOVA. 

(H) 海馬分子層におけるマイクログリア、C3 受容体の免疫染色画像。 

(I) 海馬分子層における C3 受容体の平均蛍光強度。コントロールと比較して熱性け

いれんの 6 時間後では有意に増加した。Mean ± SD, n = 5 mice, **p < 0.01 vs コ

ントロール, #p < 0.01 熱性けいれん+1 時間, Tukey’s test after One Way ANOVA. 
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(J) C3 受容体のノックアウトマウスにおける、マイクログリアによる抑制性プレシナプス

の貪食量。熱性けいれんにより変化しなかった。Mean ± SD, n = 3 mice, p > 0.05, 

Student’s t-test. 

(K) C3 受容体のノックアウトマウスの海馬分子層における抑制性シナプス密度。熱性

けいれんにより変化しなかった。Mean ± SD, n = 3 mice, p > 0.05, Student’s t-test. 

(L) カイニン酸投与からの時間経過に伴うてんかん発作スコアの推移。コントロール群

と比較して熱性けいれん群では有意に増加したが、C3 受容体のノックアウトマウス

では熱性けいれんによる発作スコアの増加が生じなかった。Mean ± SD, n = 9-20 

mice, **p < 0.01 vs コントロール, ##p < 0.01 vs 熱性けいれん, Bonferroni test. 
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図 9 マイクログリアによるシナプス貪食の検証における本培養システムの妥当性 

(A) 培養中のマイクログリアのスナップショット。どの細胞においても in vivo のマイクロ

グリアが持つ、細長く分岐した突起構造が確認された。また、in vivo のマイクログリ

アと同様に、個々の細胞が重なることなく各々のテリトリーを保って分布していた。 

(B) 培養中の微分干渉像。培養容器の一面がアストロサイトによって覆われていた。 

(C) マイクログリアが移動する様子。細胞体の位置の遷移をオレンジ色で示した。 

(D) マイクログリアの突起伸縮の様子。同一細胞を白鏃で示した。 

(E) マイクログリアが分裂する様子。分裂前の細胞を白抜き鏃、分裂後の細胞を白鏃

で示した。 

各画像の左上はライブイメージング開始からの時間 (時間:分) を示す。 
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図 10 DREADD による神経活動上昇 

興奮性 DREADD により促進した神経活動を観察するため、カルシウムインジケーター

である GCaMP7f を、アデノ随伴ウィルスを用いて神経細胞の単離培養に発現させ、カ

ルシウムイメージングを行った。 

(A) CNO を培地に添加した直後における GCaMP7f のスナップショット。 

(B) CNO を培地に添加した 3 時間後における、A と同じ視野での GCaMP7f のスナッ

プショット。 

(C) A において赤丸で囲んだ神経細胞における GCaMP7f の平均蛍光強度。 

(D) B において赤丸で囲んだ神経細胞における GCaMP7f の平均蛍光強度。100~200

秒間隔で複数細胞が同期的にカルシウム濃度を上昇させた。 
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