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はじめに
脳や脊髄といった中枢神経系が果たす高度な機能は、神経細胞やグリア細胞、血管系細胞など多様な細胞によって維持されている。中枢神経系の主要免疫細胞として知られるミクログリアは、1919年にスペイン人神経科学者のPio del Rio-Hortega博士によって記述されて以降、様々な方法でその機能解析が進められてきた（図1）。それらは、死細胞の除去や組織炎症の制御といったいわゆる免疫細胞としての機能に加え、神経新生・保護や髄鞘形成の促進といった脳形成過程への関与など、非免疫機能を含めた多様な脳内生理現象に関わると考えられている1）。一方、脳髄膜や血管周囲スペース（Virchow-Robinスペースとも呼ぶ）、脳脊髄液の産生を担う脈絡叢といった中枢と末梢の境界領域には、脳境界マクロファージ（CAM: CNS border-associated macrophage）と呼ばれるミクログリアとはタイプの異なるマクロファージが存在する（図1）2）。本稿では、1細胞解析やFate mappingなどの最新技術を用いて、我々が進めてきた脳内マクロファージに関する研究成果について概説する。
[image: ]図1 ミクログリアと脳境界マクロファージの脳内分布


ミクログリアの多様性および可塑性
ミクログリアの機能や細胞特性が次々に明らかになっていくなかで、長らく議論が続いてきたのがミクログリアの多様性である。歴史的に、ミクログリアは、細胞形態や分布密度、電気生理学的特性や免疫関連分子の細胞膜上発現分子パターンなど、さまざま指標によって分類されてきた3）。そのような中、最近技術革新を遂げた1細胞解析技術は、ミクログリアの多様性に関する議論にブレークスルーを齎した。我々は、発達各時期のマウスの各脳領域からミクログリアを回収し、1細胞RNAシークエンシング（scRNA-seq）法を用いて多次元遺伝子発現解析を行った4）。その結果、胎生期の脳内には多様な遺伝子プロファイルを有したミクログリアが存在し、そうした多様性は脳の発達とともに減少していくことが明らかになった4）。また、成体脳内のミクログリアは比較的均一な細胞集団として存在し、脳領域特異的なミクログリア亜集団は存在しないことも分かった。一方、顔面神経切断モデルおよびCuprizone投与脱髄モデルという異なる疾患モデルマウスの病巣部から回収したミクログリアを同時比較解析することにより、各疾患モデル内で変化を遂げたミクログリアは、それぞれ全く異なる遺伝子発現パターンを有していることが明らかになった4）。特に、脱髄モデル由来のミクログリアは、病態の進行に伴って遺伝子発現パターンが変遷することも示され、ミクログリアが常に組織環境の変化に伴って、柔軟に遺伝子発現パターンの変化させていることが示された。一方、病態モデル内で機能的変化を遂げたミクログリアは、その後どういった運命を辿るのか？顔面神経損傷モデルマウスにおいて、損傷神経の細胞体が存在する顔面神経核付近ではミクログリアが増殖を伴って集積し、同時に遺伝子発現パターンも劇的に変化する4, 5）。興味深いことに、神経損傷後しばらくすると、集積していたミクログリアの一部は細胞死を起こし、また残りの細胞は病巣部周囲の領域へと拡散していき、正常時の細胞分布密度へと回帰することが明らかになった。またその際には、遺伝子発現パターンも元の状態に戻っていく。つまり、ミクログリアは高度な可塑性を持ち、そうした細胞特性を利用して華麗に細胞機能を変化させていることが明らかになった。

ヒト脳内におけるミクログリアの多様性
マウス等のモデル動物を用いた解析に加え、近年ヒトミクログリアを用いた各種オミクス解析が世界中で進められており、マウスミクログリアとの類似性や独自性が明らかになってきている6）。我々は、病理所見の見られない“healthy”な脳領域および難治性脱髄疾患として知られる多発性硬化症の患者脳内から回収したヒトミクログリアのscRNA-seq解析を世界で初めて行った4）。その結果、病理所見の見られない脳領域においては、比較的均一な細胞集団として存在するミクログリアが捉えられた一方で、多発性硬化症患者脳内では、アポリポプロテインEや転写因子MAFBを発現増加したミクログリアが観察され、それらはカテプシンDやアポリポプロテインC1を高発現するタイプ、MHCクラスII関連遺伝子（CD74など）を高発現するタイプ、さらにはオステオポンチンやリポプロテインリパーゼを高発現するタイプへと分類された4）。一方、脳腫瘍患者の脳・腫瘍組織内におけるミクログリアも高度な多様性を示しており、特に血管内皮細胞増殖因子Aを高発現するタイプやCD163を高発現するタイプは、脳腫瘍という組織環境が作り出す特殊なタイプであると考えられる7）。今後、病態ごとに異なるミクログリア亜集団を正確に捉え、その機能や分布パターン等を理解していく必要がある。

脳境界マクロファージの発生・分布動態
CAMsは、ミクログリアと同様に、胎生早期にyolk sac （YS）のblood island内に出現するerythro-myeloid progenitors （EMPs）を起源としていると考えられている8）。EMPsは、YS内で未成熟のA1細胞、そして前成熟A2細胞というマクロファージ前駆細胞へと分化した後、胎児の循環系を介して脳周囲に到達し、実質内へと浸潤しミクログリアへ、そして髄膜において髄膜マクロファージへと分化成熟する9）。しかし、ミクログリアとCAMsは、どの段階でそれぞれの細胞種に分かれるのか不明であった。我々は、YS前駆細胞の段階で細胞の運命決定が起きているのではないか、つまり、ミクログリアおよびCAMs特異的なYS前駆細胞が存在するのではないかと考えた。そこで、YSからA1・A2マクロファージ前駆細胞を回収し、scRNA-seq解析技術を用いて網羅的遺伝子発現解析を行った10）。その結果、yolk sac内に遺伝子発現プロファイルの異なる多様なマクロファージ前駆細胞が存在することが明らかになった。特に、PtprcやCx3cr1を高発現する、より成熟したA2前駆細胞は単一の細胞集団ではなく、Mrc1陽性の集団と陰性の集団として存在することが明らかになった10）。これまで、Mrc1はCAMsのマーカー分子として知られる因子であることから、ミクログリアとCAMsはYS内で既にその系統が分かれているという可能性、つまりMrc1陰性前駆細胞がミクログリアへ、Mrc1陽性前駆細胞がCAMsへと脳内で分化成熟する可能性が考えられた。この仮説の真偽を確かめるべく、タモキシフェン投与によってMrc1陽性前駆細胞を恒常的に蛍光タンパク質tdTomato標識できるMrc1CreERT2Rosa26tdTomatoマウスを用いて系譜トレーシング解析を行った。その結果、出生のMrc1CreERT2Rosa26tdTomatoマウス脳内には、tdTomato陽性のミクログリアおよびCAMsが観察され、予想に反して、Mrc1陽性前駆細胞はミクログリアにもCAMsにも分化する共通の前駆細胞亜集団であることが明らかになった10）。つまり、YS内にはマクロファージ前駆細胞の多様性が存在するものの、それらは必ずしもその後の細胞系譜を決定づけられた特異的な前駆細胞ではないということを意味している。
一方、胎生期の脳に定着した後のCAMsの挙動はほとんど明らかになっていなかった。そこで我々は、免疫組織染色やFate mapping技術等を用いて、髄膜および血管周囲マクロファージの分布動態を詳細に解析することにした10）。血管周囲マクロファージとは、血管内皮細胞やMural細胞等によって形成される基底膜と、アストロサイトの足底部に形成される基底膜によって挟まれた領域（血管周囲スペース）に存在するCAMsとして定義される。これまで、胎生期の脳内にすでに血管周囲マクロファージが存在すると考えられてきた。しかし、詳細な解析の結果、実は胎生期の脳皮質領域には血管周囲スペースは存在せず、出生前後に初めて狭小の血管周囲スペースが形成される10）。さらに、数日かけて十分な広さを持った血管周囲スペースへと成熟した後には、なんと髄膜に存在したマクロファージ（もしくは前駆細胞）が血管周囲スペースに遊走・定着し、血管周囲マクロファージになるが明らかになった。つまり、発達期の脳髄膜は、血管周囲マクロファージ前駆細胞の維持を担うニッチとして重要な役割を果たすことが明らかになった。
次に、髄膜からの細胞遊走および血管周囲へのマクロファージの定着に関わる脳境界構成細胞の特定を試みた。その結果、血管平滑筋細胞に異常をきたす遺伝子改変マウス（Notch3欠損）の脳内では、血管周囲マクロファージの数が極端に少なくなることが分かった10）。どのようなシグナル分子が、血管平滑筋細胞と血管周囲マクロファージ間の相互作用を仲介するのかは未だ明らかになっていない。また、血管周囲マクロファージの多くが、動脈周囲の血管周囲スペースに局在することも明らかになった10）。今後、その血管機能制御における役割について詳細に解析していく必要がある。

終わりに
近年、神経免疫領域は非常に勢いがあり、脳内マクロファージに関する理解は、ここ数年で急速に進んでいる。本研究によって、長年議論が続いてきたミクログリアの多様性および可塑性に関する新たな概念を提唱するに至った。また、研究が先行しているミクログリアに続く脳内免疫システムにおける新たなプレイヤーとして、脳境界マクロファージに関してその発生、分布動態、遺伝子発現プロファイルといった基盤データの構築に至った。その機能や細胞特性がほとんど分かっていない今、どのように脳内免疫系に関与するのか想像の域を超えないが、脳境界領域において他の免疫細胞との相互作用を介して、様々な重要機能を担っていることが想定される。今後、ミクログリアと脳境界マクロファージの解析を同時に進めることで、脳の形成維持や疾患発症メカニズムに関する新たな概念の創出を目指したい。
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