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緒緒  言言  

 
前頭葉は脳高次機能に重要とされ、多くの精神疾患において機能変調が生じていると考えられている。高次機

能の細胞基盤として錐体細胞の樹状突起スパインが着目されており、その形態が学習やストレス負荷に伴い変化

することが in vivo の観察研究で繰り返し報告されてきた。海馬の錐体細胞では長期増強（LTP）誘発刺激により

形態可塑性が生じることが脳スライス実験でよく知られている。しかし、前頭葉を含む新皮質では具体的にどの

ようなシグナルによりスパイン形態可塑性が起きるかは不明である。著者これまで 2 光子励起顕微鏡と光遺伝学

を駆使し情動制御に関わる側坐核の急性スライス標本においてドーパミンがグルタミン酸と活動電位と動機する

ことでスパインの形態可塑性および学習行動を制御することを明らかにしてきた［1～3］。 
そこで、同技術を前頭葉に展開し、前頭葉スパイン可塑性を制御する条件を探索してきた。その結果、幼若期

（P16～21）のマウスでは単一スパインに対するケイジド・グルタミン酸の 2 光子刺激と発火の同期刺激によっ

て顕著なスパイン増大が誘発された。成体マウス（P35～45）ではこの刺激に応答しなかった。ところが成体マ

ウスであっても、ミクログリアを除去すると幼若期と同等の可塑性が誘発された一方、幼若期ではミクログリア

除去の効果はみられなかった。つまり、成体マウスのスパイン可塑性がミクログリアにより抑制されていると考

えられる。そこで、生理的なシグナルによりこのミクログリアの抑制が解除されるのかを調べた。その結果、ノ

ルアドレナリン（NA）を投与すると可塑性が生じ、さらにこの NA がミクログリアに選択的に発現するとされ

るβ2 受容体を阻害すると抑制されることがわかった。一方、神経細胞に発現するβ1 受容体の阻害は効果を持

たなかった。β受容体は細胞内で cAMP を上昇させる。そこで、この cAMP を分解するホスホジエステラーゼ

（phosphdiesterase：PDE）の抑制を試みた。ミクログリアに選択的に発現する PDE3 を阻害すると NA がなく

てもグルタミン酸と発火で可塑性が誘発されるが、神経に発現する PDE4 を阻害しても可塑性は誘発されなかっ

た。これらのことから、NA 上昇でミクログリアによる可塑性抑制が脱抑制されることが学習に関連した可塑性

制御機序ではないかという可能性が考えられた。 
このような背景から本研究では新規にミクログリア特異的に遺伝子発現する系を導入し、1．ミクログリアの物

理的な接触が可塑性抑制に関わる可能性、2．ミクログリア内 cAMP シグナルの可視化と操作を行い、最後に 3．
ストレスモデルにおけるミクログリアによる可塑性制御の調査を行った。これらにより新規可塑性制御現象の機

序解明を目的とした。 
 

方方  法法  

 
内側前頭葉を含むマウス脳急性スライスを作製し、第 5 層錐体ニューロンからパッチクランプ・全細胞記録を

行った。この際、蛍光試薬 Alexa488 を灌流させることでスパインの可視化を行い、2 光子励起顕微鏡で 980 nm
の波長で観察した。観察とは異なる 720 nm の 2 光子励起（0.6 ms）によりグルタミン酸の 2 光子アンケージン

グを単一スパインで行った。このスパインのグルタミン酸刺激と電極からの活動電位を組み合わせるスパイクタ

イミング依存的可塑性（STDP）プロトコルを単一スパインに与えた。具体的にはグルタミン酸アンケージング
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の 10 ms 後 100 Hz の活動電位を 3 回、これを 10 Hz で 10 回与えた。これを 1 train として 10 秒間隔で 15 回

繰り返した。刺激後 50 分間の間計測し、刺激前に対する体積の変化率を計算した。薬理や遺伝学、アデノ随伴ウ

ィルスなどを用いてスパイン増大に必要なシグナル伝達経路を調査した。 
ミクログリア特異的に Cre を発現する Tmem119-Cre 遺伝子改変マウスと Cre 依存的に赤色蛍光タンパク

tdTomato を発現する遺伝子改変マウス Ai14 をかけ合わせてミクログリアの可視化を行った。ミクログリア特異

的に Cre を発現する Tmem119-Cre 遺伝子改変マウスと Cre 依存的に化学遺伝学プローブ hM4Di を発現する 

遺伝子改変マウスをかけ合わせてミクログリアの cAMP シグナルの操作を行った。 
 

結結  果果  

 
11．．ミミククロロググリリアアのの物物理理的的なな接接触触がが可可塑塑性性抑抑制制にに関関わわるる可可能能性性のの調調査査  
これまでの実験から成体マウス（P35～45）では STDP 刺激のみではスパイン頭部増大が誘発されないが、   

ミクログリアを除去すると誘発されることがわかっている。過去の in vivo でミクログリア動態を観察した先行

研究では形態可塑性を起こしたシナプスにミクログリアが接触することが観察され、これによりスパインが除去

される可能性が考えられている。そこで本実験条件において、可塑性が起きない STDP 条件ではミクログリアが

刺激したスパインに接触し、これが可塑性を抑制しているという仮説をたて、これを検証した。まず、ミクログ

リア特異的に Cre を発現する Tmem119-Cre 遺伝子改変マウスと Cre 依存的に赤色蛍光タンパク tdTomato を

発現する遺伝子改変マウス Ai14 を掛け合わせ、このマウスから急性スライスを作製し、ミクログリアが観察で

きることを確認した（図 1）。 

 
図 1．遺伝子改変動物によるミクログリアの可視化 

上段に遺伝子改変動物の発現する遺伝子の模式図を示す。下段左にタモキシフェンの投

与プロトコルを示す。下段中央に急性スライスで経時的に観察したミクログリアを示す。 
 
次に STDP 刺激の後に刺激したスパインにミクログリアが接近するかを調べた（図 2）。その結果、明らかな

ミクログリアの接近は見られなかった。ただし、tdTomato の蛍光は十分に明るいとは言えず、可視化できなか

った微細構造の接近は否定できなかった。 
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図 2．STDP 刺激後のミクログリアの観察 

上段左に刺激前後のミクログリア（白）と刺激した神経（緑）を示す。下段左に拡大図を

示す。赤は刺激したスパイン。上段右に撮像タイムラインを示す。下段右に刺激前および

刺激後の全経過で刺激スパインの近傍にミクログリアシグナルが見えた数を示す。 
  
22．．ミミククロロググリリアア内内 ccAAMMPP シシググナナルルのの可可視視化化とと操操作作  
上述の Tmem119-Cre マウスと hM4Di を発現する遺伝子改変動物を掛け合わせ、NA と STDP 刺激によるス

パイン頭部増大を抑制するかを調査した。まず実験系を構築し発現を確認した（図 3）。 
 

 
 

図 3．遺伝子改変動物によるミクログリアの cAMP 操作系 
左にタモキシフェンの投与プロトコルを示す。 
右に急性スライスで観察したミクログリア（白）と全細胞記録した神経（緑）を示す。 

 
次に、すでに可塑性誘発がわかっている NA 存在下で可塑性誘発を行った。DCZ100 nM をバス灌流し、hM4Di

を刺激することで Gi／o によりミクログリア内 cAMP を抑制した。ノルアドレナリンは Gs 共役のβ2 受容体を

介していることがわかっているので、この NA 作用と拮抗するという仮説を立てたが、実験結果はこの仮説を支

持した（図 4）。 
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図 4．ミクログリア特異的 cAMP 抑制の可塑性への効果 
Creの発現がありhM4Diを発現した条件（左）とCreの発現がなく、hM4Diが発現し

ていない条件における刺激スパインの例（上段）とSTDPに対する時系列（下段）を示

す（スケールバー：1μM）。一つのnは細胞数であり、3～4スパインの平均した値で

ある。40～50分における平均を示す（右）。P値はマン・ホイットニーのU検定の結果

である。 
  
ミクログリア内 cAMP の可視化を試みたが、当初想定したレンチウィルスでは遺伝子導入が難しかった。その

後、ミクログリアをターゲットできる AAV が開発されてきており［4，5］、これらを用いた遺伝子発現系を構築

している。さらに、最近、新規の cAMP センサーが開発され［6］、この応用によりミクログリア cAMP の可視

化が可能になると考えられるが、今回の報告には間に合わなかった。 
 
33．．スストトレレススモモデデルルににおおけけるるミミククロロググリリアアにによよるる可可塑塑性性制制御御のの調調査査  
当初計画では社会的敗北ストレスにより抑うつ行動を示すマウスにおいて結果 1、2 で開発した方法により  

ミクログリアのノルアドレナリンによる形態変化または cAMP の応答が低下しているのかを確認することを 

目的とした。しかし、1 ではまずミクログリア形態変化は見られず、この観察の意義がなくなった。2 については

方法が期間内に開発できず、この検証ができなかった。 
そこで、ミクログリア内 cAMP を上昇させることが知られている PDE3 を投与したところ、社会的敗北スト

レスにより抑うつ行動を示すマウスにおいて、STDP 刺激による可塑性が回復することがわかった。このため  

社会的敗北ストレスによる前頭葉可塑性障害にミクログリア内 cAMP の関与が新たに考えられた。 
 

考考  察察  

 
本研究により、活動依存的な前頭葉スパインの可塑性を誘発するシグナル路には STDP に加えて NA があった

場合に生じることがわかった。驚いたことに NA の制御はミクログリア内 cAMP 制御を介していた。本研究によ

り明らかにされた新しい可塑性制御機序はストレス脆弱性がある。このような知見をもとに動物実験を行うこと

で新皮質の学習原理の理解に大きく貢献すると考えられる。加えて幼若期には STDP のみでスパイン増大が生じ

るなど可塑性が高いが、それがミクログリアにより可塑性が抑制されていくという細胞レベルでの知見は、発達
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期にどのように脳が情報を獲得しているのかという理解のためにも重要であると考えられる。ミクログリアの機

能が各種精神疾患モデルにおいて変化していることがこれまで多く報告されてきている。本研究ではストレスモ

デルを解析の対象とするが、統合失調症モデルや依存症モデル、認知症モデルなど様々なモデルへの展開が可能

であると期待される。本研究から PDE3 阻害によりミクログリア機能を変化させることが可能であると考えら

れ、この作用を持つ薬剤の応用が考えられる。 
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