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緒緒  言言  

 
ミクログリアは脳のマクロファージであり、長寿命で自己複製能に優れ、生涯にわたって細胞数を保っている［1］。

若齢期健常脳において、ミクログリアは脳の恒常性維持に貢献しているが、加齢に伴い炎症形質に変化して脳機能低下

の一因となる［2］。しかしながら、加齢に伴うミクログリアの当該機能変容の分子基盤は不明である。 
遺伝子発現を制御するゲノム領域は「エンハンサー」と呼ばれ、同領域への転写因子の結合を起点として標的遺伝子

のプロモーターを活性化することで遺伝子発現を制御する。本研究では、遺伝子発現の定量性に優れる Cap Analysis 
of Gene Expression（CAGE）法及びエンハンサーの活性化を高塩基解像度で計測可能なnative elongating transcript-
CAGE（NET-CAGE）法［3］を用いて、ライフステージの進行に伴うミクログリアの転写制御変容機構を明らかに  

することを目的とした。解析の結果、各週齢のマウスにおいて特徴的に発現する遺伝子群や活性化エンハンサー領域が

同定され、同細胞の性状や機能が各ライフステージにおいてダイナミックに変化していることが明らかになった。 
 

方方  法法  

 
11．．ミミククロロググリリアアのの回回収収  

1 週齢、8 週齢、1 才齢の C57/BL6N マウス（三協ラボ）から脳を単離し、酵素処理後、Percoll 遠心分離により   

ミクログリアを含む層を回収した。各種抗体で染色後、ミクログリア（CD45int CD11b＋CX3CR1＋CCR2－）を     

ソーティングにより単離した。 
22．．RRNNAAのの抽抽出出  
ミクログリアを Cell Lysis Buffer に懸濁し、QIAzol ならびに Nuclei Lysis Buffer を用いて、細胞質 RNA 及び 

核質 RNA 各々を除去した。DNase I 溶液に QIAzol（QIAGEN）を直接添加し、miRNeasy Kit（QIAGEN）を    

用いて新生 RNA を抽出した。 
33．．CCaapp  AAnnaallyyssiiss  ooff  GGeennee  EExxpprreessssiioonn（（CCAAGGEE））、、nnaattiivvee  eelloonnggaattiinngg  ttrraannssccrriipptt--CCAAGGEE（（NNEETT--CCAAGGEE））解解析析  
一連のライブラリー作製、シークエンス、マッピング、遺伝子発現およびエンハンサー解析を行った。抽出された  

全RNA または新生RNA はCAGE“バーコード”タグと結合し、シークエンスされたCAGE タグをBWA Software
を用いてマウスmm9ゲノム上にマッピングした。近接する転写開始点をクラスターとしてまとめ各遺伝子の発現量を

算出した。実際の各遺伝子のピークコールについては IGV（Integrative genomics viewer）で確認し、また発現に   

基づく階層的クラスタリングおよびヒートマップの作製には R Studioを用いた。 
44．．GGeennee  OOnnttoollooggyy（（GGOO））解解析析  

GO解析にはDAVID Bioinformatics Resourcesを用いた。各ミクログリアのサンプル間で変動のあった遺伝子群に

多く含まれる生物学的な機能について、GOTERM_BPカテゴリーを指標に検討した。 
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結結  果果  

  

11．． 各各ラライイフフスステテーージジににおおけけるるママウウスス脳脳ミミククロロググリリアアのの遺遺伝伝子子発発現現変変化化  
CAGE法により検出された17,452個の遺伝子の発現量を各週齢のミクログリアで比較し、2倍以上異なる4,619個

の遺伝子を抽出した。階層的クラスタリングを行った結果、当該遺伝子の多くは 脳が顕著に発達する 1 週齢マウスの

ミクログリアにおいて特異的に発現が高く、8 週齢以降では発現が減少していた（図 1）。また、8 週齢から 1 歳齢に 

かけての遺伝子発現変化は発達期ほど顕著ではなかったものの、確かに変動する遺伝子群が見出された（図1、赤枠）。

これらの遺伝子は老化に伴うミクログリアの機能低下に関与する可能性がある。 

 

図1．ライフステージ進行に伴うミクログリア遺伝子発現パターンの変化 
各週齢間で比較して、2倍以上発現差があった4,619個の遺伝子は R Studioを用いて階層的クラス

タリングを行い、発現パターンの似ている遺伝子ごとにクラスター分類した。 
 

22．．ミミククロロググリリアアににおおいいてて加加齢齢にに伴伴いい変変化化すするる遺遺伝伝子子発発現現のの生生物物学学的的機機能能  
8 週齢から 1 歳齢にかけて発現変動があった遺伝子群を用いて Gene Ontology（GO）解析（Biological Pathway  

カテゴリー）を行った。加齢に伴い、489 個の遺伝子が1／2以下に低下し、逆に717個の遺伝子の発現量が2倍以上

に増加していた。加齢により減少した遺伝子群は、細胞周期・分化・増殖に関連するものが多かった。一方、加齢に   

より増加した遺伝子群にはIFN誘導遺伝子が多く含まれており、ミクログリアの機能変容に関わることが推測された。 
33．．各各ラライイフフスステテーージジににおおけけるるミミククロロググリリアア活活性性化化エエンンハハンンササーー領領域域のの同同定定  
加齢に伴うミクログリアの遺伝子発現変化を引き起こすメカニズムを明らかにするために、転写制御の中枢を担う 

活性化エンハンサーを NET-CAGE 法を用いて解析した。その結果、各週齢のミクログリアにおいて特徴的に活性化、

あるいは抑制されるエンハンサー領域が存在することが判明した（図2）。この中には、新規活性化エンハンサー領域を

36,320領域が含まれており、今後のミクログリア研究において貴重なリソースになると考えられた。 
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図2．ライフステージ進行に伴うミクログリア活性化エンハンサーの変容 
各週齢間で比較して 2 倍以上の活性レベルの差があった 3,837 個のエンハンサー領域について

R Studio を用いて階層的クラスタリングを行い、活性化パターンの似ているエンハンサーごと

にクラスター分類した。 
 

考考  察察  

 
ミクログリアでは、マウス個体の発達・加齢に伴い、遺伝子発現パターンならびに活性化エンハンサー領域が    

ダイナミックに変化していることが判明した。今後、ミクログリア特異性の検証、当該エンハンサー欠損マウス作製・

解析、Hi-C 法による標的遺伝子解析等を進めていく予定である。今回解析に用いた 1 歳齢マウスはヒトの 40 歳代に 

相当し、老化個体の表現型が十分に現れていない可能性が示唆される。現在、より老化表現型が顕著になる 1.5 歳齢  

及び 2 歳齢のマウス（各々ヒトの 60 歳代、80 歳代に相当）のミクログリアを解析中であり、真に老化した個体に   

おけるミクログリア転写制御変容機構の解明が期待される。 
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