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1. はじめに 

中枢神経系を構成する細胞は、神経細胞とそれを取り囲むように存在するグ

リア細胞の大きく二つに分類される。グリア細胞の１つであるミクログリア細

胞は、脳内マクロファージとも呼ばれ、中枢の免疫担当細胞として知られてい

る（Kreutzberg., 1996）。近年では中枢神経系の疾患との関連性に注目が集まって

おり、実際、アルツハイマー病やパーキンソン病、虚血性脳疾患、神経障害性

疼痛などの様々な脳疾患において、ミクログリアの活性化が報告されている

（Monif et al., 2010; Masuda et al., 2013）。ミクログリア細胞を活性化させる細胞

外刺激には Adenosine-5’-triphosphate (ATP)や各種サイトカインなど様々なもの

が知られており、それらをミクログリアに発現する各種受容体が感知すること

で様々なミクログリアの機能が制御されている。活性化したミクログリアの実

際の機能としては、死んだ細胞の残骸や異物の貪食（Koizumi et al., 2007）、傷害

部位への走化性（Honda et al., 2001）、および炎症性サイトカインやケモカインの

放出（Ferrari et al., 1997; Hide et al., 2000; Shigemoto-Mogami et al., 2001; Kataoka et 

al., 2009）などが一般的に知られている。この様な、ミクログリアの機能や病態

発症への関与についての報告は近年急激に増加しており、新たな薬物治療のタ

ーゲットとしても注目が集まっている。 

しかしながら、これらミクログリアの生理学的意義や機能発現メカニズムの詳

細な解明までには至っておらず、特に、ミクログリアの活性化および機能を制

御する転写因子の報告は非常に少ないのが現状である。ミクログリア細胞にお

いて機能的に発現する転写因子の探索および解明は、ミクログリア細胞の機能

解明のみならず、各種中枢疾患における薬物治療の重要なターゲットを提示で

きる可能性を秘めている。 

 一方、我々の研究室ではこれまで、「骨」と「中枢」が共通の恒常性メカニズ

ムを持つことを報告してきた（Hinoi et al., 2007; Takarada et al., 2009; Takahata et 

al., 2011）。このような脳組織と骨関節系組織の生理学的共通性の解明は、未知

の脳機能や神経変性疾患治療に対する新たな知見をもたらす可能性を秘めてい

る。 

そこで本研究では、ミクログリアの機能制御を行う新たな転写因子の探索を

目的として、骨のマスターレギュレーターである Runt-related transcription factor-2 

(Runx2)に着目し解析を行った。 

 

 

2. 方法・結果・考察 

2.1 マウスミクログリア細胞における Runx2 の発現 



始めに、免疫組織化学法により Runx2 の発現について検討を行ったところ、

マウス大脳皮質および海馬においてミクログリアマーカータンパク質である坑

Iba1抗体による染色と、抗 Runx2抗体による染色の両陽性細胞が観察された。

続いて、ミクログリア細胞を活性化する各種薬物によりマウスミクログリア細

胞株 BV-2細胞を刺激したところ、病態時などに細胞外濃度が上昇することが知

られる ATPを 1 mMという高濃度で刺激した場合においてのみ、暴露開始から

3時間目に Runx2 mRNAが、6および 12時間目に Runx2タンパク質が一過的

に発現上昇することが明らかとなった。しかしながら、1 mM ATP の長期的な

ATP曝露は細胞死を誘発し、これは siRunx2によるノックダウンでも同様に観

察された。そこで、1 mM ATPを 30分間だけ曝露する短期間 ATP曝露条件下

における Runx2の発現について検討を行ったところ、mRNAおよびタンパク

質いずれも発現上昇が観察されたが、この条件では細胞死は引き起こされなか

った。ATP長期曝露、短期暴露いずれの条件下においても、ATP受容体の 1つ

であるP2X7受容体の選択的なアンタゴニストである 100 μM oxATPにより阻

害され、さらには P2X7受容体選択的なアゴニストである 300 μM BzATPによ

り、1 mM ATPと同程度の Runx2 mRNAの発現上昇が観察された。しかしな

がら、カルシニューリンの阻害剤であるシクロスポリン Aや FK506 の前処置に

より長期間 ATP 曝露による Runx2 mRNA の発現上昇は有意に抑制されたが、

短期間 ATP 曝露による Runx2 mRNA の発現上昇は有意に抑制されなかった。

どのような転写因子が ATP曝露による Runx2 発現上昇に関与するのかについ

て検討を行うため、Runx2遺伝子プロモーター領域を含むレポーターベクター

を用いて検討を行った。その結果、いくつかの転写因子発現ベクターの導入に

よりルシフェラーゼ活性の著明な上昇が認められ、これら転写因子の BV-2細胞

におけるmRNAの発現量について検討を行ったところ、

CCAAT-enhancer-binding protein β（C/EBPβ）のmRNA発現および核内での

タンパク質発現上昇が認められた。また、C/EBPβ siRNA導入による C/EBPβ発

現低下に伴い、Runx2タンパク質の発現量も有意に減少した(Fig.1)。 

 以上の結果より、高濃度細胞外 ATP の曝露において、Runx2 の発現が P2X7

受容体の活性化を介して一過的に上昇することが明らかとなった。その発現上

昇はCa
2+

/calmodulinシグナルの活性化は介した転写因子C/EBPβの発現上昇およ

び転写活性化が関与する可能性が示唆された。また、長期 ATP 曝露条件と短期

間 ATP 暴露条件ではまた違った細胞内経路により Runx2 の発現上昇が認められ

た。ミクログリア細胞は病態時や何らかの傷害時に活性化するが、その活性化

は異常の継続時間にとともに変化することが知られており、病態の重症度や持

続時間によるミクログリアの性質変化に、この Runx2 が関与している可能性も

考えられる。 



 

Fig.1 

 

2.2 Runx2過剰発現 BV-2 細胞を用いたミクログリア細胞の機能解析 

 Runx2 の機能解明を目的として Runx2 発現ベクター導入により Runx2 を過

剰発現させた BV-2細胞において各種遺伝子発現を検討したところ、マトリック

スメタロプロテアーゼの 1 つである Mmp13 に加え、ケモカイン受容体である

Cx3cr1、Ccr2 および炎症性サイトカインである Tnfα の mRNA 発現がそれぞ

れ上昇し、また貪食・飽食能の指標となる蛍光ビーズの取り込み能も有意に増

加した。また、Transwell を用いた実験から細胞の走化能も増加傾向が認められ

た。一方、shRunx2 導入により Runx2をノックダウンした BV-2細胞では短時

間 1 mM ATP 暴露により発現上昇したMmp13 のmRNA発現が有意に抑制さ

れた。 

以上の結果より、ミクログリア細胞に発現する Runx2 は、転写因子として、

ミクログリア細胞に発現する特定の遺伝子の発現を制御することで、走化性、

貪食能、サイトカインの放出といったミクログリアの有する主要な機能を制御

している可能性が示唆された(Fig.2)。 

 

2.3 Runx2コンディショナルノックアウトマウスを用いた解析 



 最後に、実際の生体内でのミクログリア細胞における Runx2の役割について

Cre/loxP システムを用いたコンディショナルノックアウトマウスを作製し、ミ

クログリアが病態発症に大きく関与する神経障害性疼痛モデルを用いて痛みに

対する影響について検討を行ったところ、Runx2 コンディショナルノックアウ

トマウスでは神経損傷による痛みの過敏化が有意に抑制された。 

 以上の結果より、実際の生体内ミクログリア細胞においても Runx2 が機能的

に発現し、ミクログリア細胞の異常による病態発症に関与する可能性が示唆さ

れた。 

 

Fig.2 

 

3. おわりに 

 本研究結果より、ミクログリア細胞において骨のマスターレギュレーターで

ある Runx2が発現しており、さらにその発現は高濃度細胞外 ATPにより P2X7

受容体の活性化を介して上昇することがあきらかとなった。実際の機能として

は転写因子として Mmp13 やケモカイン受容体、サイトカインなどの様々な因

子の発現を制御することで、実際のミクログリアの機能である貪食能や走化能

などを調節する可能性が示唆された。さらに、コンディショナルノックアウト

マウスの実験により、ミクログリア細胞の活性化により引き起こされる神経障

害性疼痛の発症機序に Runx2が関与している可能性が示唆された。 

本研究で明らかとなったミクログリア細胞における Runx2 の機能は、ミクロ

グリア細胞の活性化を制御する可能性を示すものであり、薬物治療のターゲッ

トとして非常に興味深いものである。これらの解析がミクログリア細胞の更な



る機能解明と、中枢の各種疾患に対する治療法や治療薬の開発に新たな展望を

もたらすことを期待したい。 
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