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はじめに
脳のグリア細胞の一種であるマイクログリアは免疫細胞としての機能を有し、脳内の異物や病原体などの除去や炎症性メディエーターの産生・放出を行う。近年、マイクログリアは外傷や感染による炎症時だけではなく、健常脳においても様々な役割を果たすことが明らかとなっている。その一つが脳内で生じた不要物（死細胞や凝集タンパク質など）の貪食による除去である。これらが除去されずに脳内に残存すると、活性酸素種や種々の炎症性メディエーターの放出を介して組織の損傷を引き起こすため、マイクログリアによる貪食作用は脳機能の恒常性維持に重要であると考えられてきた1–4）。他の臓器における免疫細胞と同様、マイクログリアは除去対象に結合した補体を目印として貪食を行う。さらに、このような補体依存的な貪食作用は、神経細胞間の情報伝達の場であるシナプスに対しても発揮されることが明らかとなってきた5）。そして、様々な状況における補体依存的なシナプス貪食が検証された結果、この機構が正常な脳機能の発揮や脳疾患の発症に重要である可能性が示されている。本稿では、まず、健常脳および疾患脳における補体依存的なシナプス貪食について概説する。その後、マイクログリアがシナプスを貪食するメカニズムに関する我々の最新の研究成果を紹介する。

1. 健常脳における補体依存的なシナプス除去
シナプスは神経細胞間の情報伝達の場であり、プレシナプスとポスト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。シナプスは生涯にわたって形成と消失を繰り返すことで、神経回路の再編成を実現している。特に発達期においては、シナプス密度が大きく変化することが、ヒトやげっ歯類の死後脳の観察により明らかとなっている。具体的には、シナプス密度が生後から発達初期にかけて増加した後、青年期に減少し壮年期にはほぼ一定となる6）。この発達期におけるシナプス密度の減少はシナプス刈り込みと呼ばれ、不要なシナプスが消失し残存したシナプスが形態的・機能的に成熟することが、神経回路の精緻化に重要であると考えられてきた。実際に、自閉症スペクトラム症（autism spectrum disorders; ASD）や統合失調症といった神経発達障害の脳では、健常脳と比較してそれぞれシナプス密度の増加と減少が確認されている7）。
発達期のシナプス刈り込みにマイクログリアの貪食能が関与する可能性は、2011年にPaolicelliらによって初めて示された8）。この研究では、発達期のマウスを用いて免疫組織化学を行い、海馬CA1野においてマイクログリアの内部に興奮性プレシナプスと興奮性ポストシナプスが取り込まれた様子を捉えた。ほぼ同時期にSchaferらは、発達期のマウスの網膜–外側膝状体経路において、マイクログリアによるシナプス貪食が補体経路を担うC1qやC3によって制御されることを示した9）。C3やその受容体であるCR3をknockout （KO）したマウスでは、マイクログリアに内包されるプレシナプスの量が減少していた。また、薬理学的実験によって、補体は神経活動が相対的に低いプレシナプスをタグ付けすることが分かった。これらのデータから、マイクログリアがCR3を介して活動の弱いシナプス上のC3を認識し、そのシナプスを貪食することが示唆された（図1）。
[image: ]図1 補体経路依存的なマイクログリアによるシナプス貪食

発達期の神経回路形成に加えて、生理学的な神経回路可塑性に対する補体依存的なシナプス貪食の関与も示唆されている。記憶の整理や定着を促進することが知られている睡眠時には、マイクログリアの活性化（細胞体肥大化、CR3発現量増加）と補体の発現量増加が確認された11）。なお、同じタイミングで、C3が結合したシナプスが増加し、その一部はマイクログリアにより貪食されていたことから、シナプスの日内変動にマイクログリアによる貪食が寄与することが示唆された。また、マイクログリアが記憶の忘却に関わる可能性も報告された12）。マウスに対する文脈的恐怖条件づけにおいて、学習成立後に、CSF1R阻害剤のPLX3397を投与することによってマイクログリア（PLX3397は他のマクロファージや単球などにも影響を及ぼすことに注意されたい）を除去すると記憶の保持期間が延長した。この研究では記憶の忘却にシナプス刈り込みが関与する可能性を考え、C3の活性化を阻害するCD55を学習時に活動した神経細胞に発現させ、補体依存的なシナプス貪食を阻害した。その結果、CD55の発現により文脈的恐怖条件づけの記憶保持期間が延長したこと、マイクログリアによるCD55発現神経細胞の貪食が減少したことから、補体依存的なシナプス貪食が記憶学習を制御する可能性が示された。

2. 疾患脳における補体依存的なシナプス貪食
発達期のシナプス貪食が正常に行われないと、脳機能の発達にどのような影響が生じるのだろうか。C1qをKOしたマウスの皮質では、興奮性シナプスの密度や機能的結合性の増加が見られ、発達期のシナプス刈り込みが不全となる可能性が示された13）。また、C1q KOマウスではてんかん様発作の脳波が観察されたことから、C1qのKOはシナプス貪食を抑制することで神経回路の過剰興奮を引き起こすことが示唆された。先に述べたように、ASD脳では発達期のシナプス刈り込みが障害される結果、シナプス密度が増加することが示唆されている。また、ASDモデル動物ではマイクログリアによるシナプス貪食が不全であるという報告も多い。さらに、ASD患者の前頭葉ではC3の発現レベルが低下すること、マウス脳においてC3をknockdownするとASD様行動（社会性低下、常同行動）が顕在化することから14）、補体経路の異常とASD発症との関連性が伺える。しかしながら、ASD発症と補体依存的なシナプス貪食異常との関連性を直接的に検証した例はない。統合失調症患者の死後脳では、皮質におけるシナプス密度の低下が確認されており、過剰なシナプス刈り込みが統合失調症の発症原因として示唆されてきた。Sellgrenらは、マイクログリア依存的なシナプス貪食のin vitroモデルを構築し、この可能性を検証した15）。そして、統合失調症患者由来の神経細胞やシナプトソームがより貪食されやすいこと、患者由来のマイクログリア様細胞の貪食能がより高いことを示した。さらに、統合失調症リスク遺伝子であるC4が、神経細胞への補体付着やシナプス除去に関与することを発見した。
アルツハイマー病（Alzheimer’s disease; AD）をはじめとする神経変性疾患の脳では、しばしばシナプスの脱落が見られる。ADの他、様々な神経変性疾患のモデル動物を用いた検証により、脳内に凝集したタンパク質や炎症、組織損傷がマイクログリアを活性化することで過剰なシナプス除去を引き起こすことが明らかとなっている。また、こうした疾患の多くでは、補体分子の過剰な発現増加や活性化が生じており、発達期のシナプス除去メカニズムが再び活性化されることが神経変性疾患の原因であることが示唆されている。例えば、ADモデルマウスでは、C1qがポストシナプスをタグ付けし、マイクログリアによるポストシナプス貪食を促進する結果、シナプス密度が低下することが示されている16, 17）。C1qによるシナプスのタグ付けが促進されるメカニズムとして、シナプスに付着したAβオリゴマーが直接的もしくは間接的にC1qと結合する可能性が考えられている。また、前頭側頭葉変性症のリスク遺伝子でprogranulinをコードするGrnをKOしたマウスにおいても、C1qaやC3の発現が増加する。その結果、C1qによるプレシナプスのタグ付けとマイクログリアによるプレシナプスの貪食が促進された18）。
我々の論文を含む最新の研究では、マイクログリアによる補体依存的な抑制性シナプスの貪食が神経回路の興奮性を上昇させ、てんかんの発症や悪化を促進する可能性が示された19, 20）。後述するが、我々の研究では抑制性シナプス特異的に補体によるタグ付けが増加するメカニズムにまで言及した。
第1、2章で紹介したように、過去15年ほどの間に、マイクログリアによる補体依存的なシナプス貪食に関する研究が精力的に行われてきた。しかしその一方で、この現象のメカニズムには、いまだ解明されていない重要な点が残されていると筆者は考えている。とりわけ注目すべきは、マイクログリアが本当にシナプス部分のみを選択的に貪食しているのか、すなわち神経細胞（軸索）はシナプス貪食後でも無傷で保たれているのか、という点である。これまで、マイクログリアによる選択的なシナプス除去や、神経細胞へのダメージを伴わない貪食は、マイクログリアによる神経回路可塑性の制御を論じるうえで前提とされてきたが、実験的にこれを証明することは容易ではなかった。

3. マイクログリアによるシナプス選択的な貪食
近年、観察技術の進歩により、海馬切片培養を用いた研究において、マイクログリアがプレシナプス構造（ブートン）を取り込む様子が観察されるようになった21）。この研究は、マイクログリアによるシナプス構造のトロゴサイトーシス（標的細胞の一部をかじり取る貪食様式）という概念を提示した点で重要である。しかしながら、同研究でマイクログリアに取り込まれた構造体には、シナプス特異的なタンパク質が含まれていたかどうかは確認されておらず、取り込まれた構造が本当に軸索と連続性を保った“機能的シナプス”であったのかどうかも不明であった。
また、Limらによる研究では、pH安定型蛍光タグ（Synaptophysin-pHtdGFP）を用いてマイクログリアへの蛍光蓄積が観察された22）。彼らはアフリカツメガエルを用いたin vivoタイムラプスイメージングを実現したが、この研究もリアルタイムで分子同定されたシナプス構造の取り込みを直接可視化したものではなかった。
我々は、マイクログリアが生きた神経細胞からシナプスのみを選択的に貪食する証拠をつかむべく、高い時空間解像度でマイクログリアによるシナプス貪食を観察する培養系を構築した。従来、培養下のマイクログリアではその特徴である細長く分岐した多数の突起が失われることが問題となっていた。そこで、培養条件（培地組成や培養日数など）を検討し、この問題点を克服した（図2（A））。そして、トランスジェニックマウスおよびアデノ随伴ウィルスの利用により、マイクログリア（CX3CR1-GFP/+マウス）、シナプス小胞マーカー（Synaptophysin-mCherry）、神経細胞軸索膜（membrane-targeted iRFP）を可視化した。タイムラプスイメージングの結果、マイクログリアの微小突起が軸索と接続されたプレシナプス構造に向かって伸展し、プレシナプス構造を選択的に取り込む過程を捉えることに初めて成功した（図2（B））。また、シナプス貪食前後において、神経細胞軸索の構造が保持されていることを発見した。さらに、取り込まれたシナプス成分がマイクログリア内のリソソームに移行する様子も明瞭に示し、これは単なる構造の接触やトロゴサイトーシスの仮説にとどまらず、実際にマイクログリアがシナプスタンパク質を分解している証拠となった19）。
[image: ]図2 本研究で用いた培養実験系


4. シナプスにおけるcaspase-3活性化が補体依存的なシナプス貪食を促進する
では、このシナプス選択的な貪食を可能にする分子メカニズムは何だろうか。筆者らは、神経細胞の局所で生じるcaspase-3活性化に着目した。caspase-3は細胞死の一種であるアポトーシスの実行因子であるが、神経細胞のあるコンパートメントに限局して一過的に活性化された場合には、アポトーシスではなくそれらのコンパートメントの形態的、機能的成熟を促進することが報告されている23）。また近年、シナプトソーム解析によって、活性化型caspase-3が含まれるプレシナプス画分にはC1qも多く含まれることが示唆された24）。しかしながら、プレシナプス局所的なcaspase-3活性化のトリガーや、マイクログリアによるシナプス貪食との関連性は不明であった。
神経細胞では、活動上昇に伴う細胞膜の脱分極が電位依存性カルシウムチャネルを開口させることでカルシウムイオンが流入する25）。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、細胞質へのcytochrome c放出を介してcaspase-3を活性化させる26）。さらに、神経活動上昇はシナプスへのミトコンドリア集積を促進することから27）、神経活動上昇によりシナプスにおいてcaspase-3が活性化される可能性がある。この仮説を検証するため、アデノ随伴ウィルスを用いて神経細胞に興奮性型遺伝子改変型GPCRであるhM3Dqを発現させた。hM3Dqは人工リガンドであるCNOにのみ特異的に反応し、カルシウムイオンの細胞内流入と発火を引き起こす。神経活動を上昇させた後、活性化型caspase-3の免疫染色を行ったところ、活性化型caspase-3のシグナルがプレシナプスに局在しており、その共局在度合いがCNO群で有意に増加した。なお、細胞体には活性化型caspase-3のシグナルが確認されなかったこと、アポトーシス検出薬であるTUNELは陰性であったことから、これは非アポトーシス性のcaspase-3活性化であることが示唆された。
次に我々は、神経活動上昇後のcaspase-3活性化がC1qによるプレシナプス特異的なタグ付けを促進する可能性を検証した。すると、hM3Dq活性化によりプレシナプスへのC1qの局在度合いが有意に増加し、caspase-3阻害薬であるZ-DEVD-FMKの共処置によってコントロールレベルまで減少した。さらに、マイクログリアによるシナプス貪食量をタイムラプスイメージングにより測定した。すると、hM3Dqの活性化がC1q依存的なシナプス貪食を促進したが、Z-DEVD-FMKの共処置によって貪食の促進が抑制された。以上の結果から、hM3Dqの活性化は、プレシナプスにおけるcaspase-3の活性化を介して、プレシナプスのC1qによるタグ付けとマイクログリアによる貪食を促進することが示唆された（図3）19）。
[image: ]図3 神経活動上昇がマイクログリアによるC1q依存的なシナプス貪食を促進するメカニズム


5. 熱性けいれんにおける補体依存的なシナプス刈り込みの関与
非アポトーシス性のcaspase-3活性化により促進されるシナプス貪食が神経回路機能に与える影響を検証するため、in vivo実験を行った。本研究では、神経活動上昇と補体発現増加が報告されている熱性けいれんモデルマウスを利用した。発作焦点となる海馬歯状回では、興奮性神経細胞の活動上昇が1時間程度であったのに対して、抑制性神経細胞の活動上昇は4時間以上継続した。この抑制性神経細胞の活動を反映し、熱性けいれんの6時間後には活性化型caspase-3の発現が増加し、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。同タイミングでは、C1qおよび下流分子であるC3による抑制性プレシナプスのタグ付けが増加した一方、Z-DEVD-FMKの事前投与により共局在面積がコントロールレベルまで減少した。これらの結果から、熱性けいれん後のcaspase-3の活性化が、補体による抑制性プレシナプスのタグ付けを促進することが明らかとなった。
次に、マイクログリアによるプレシナプス貪食を評価したところ、熱性けいれん後に興奮性プレシナプスの貪食量は変化しなかった一方で、抑制性プレシナプスの貪食量が有意に増加した。これらの結果と一致するように、熱性けいれん後には抑制性シナプスのみ密度が減少した。さらに、熱性けいれん後の抑制性シナプスの貪食および密度の減少はCR3 KOマウスでは生じなかったことから、熱性けいれん後のマイクログリアによるシナプス貪食が補体依存的であることが確認された。最後に、マイクログリアによるシナプス貪食が神経回路の興奮性に与える影響について検証した。ここでは、抑制性シナプスの減少が確認された熱性けいれんの3日後に、カイニン酸を投与することでけいれん発作を誘導し発作スコアを比較した。まず、熱性けいれんを経験したマウスでは、発作スコアが増加し神経回路の興奮性が上昇することが示唆された。一方、CR3のKOによりマイクログリアによる抑制性シナプスの貪食を抑制すると、熱性けいれんによる発作スコアの増加が抑制された。熱性けいれん後には抑制性神経細胞死が生じなかったことから、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された。
以上より我々は、神経活動上昇に伴うcaspase-3の活性化と補体によるシナプスタグ付けがマイクログリアによるシナプス貪食を駆動することを、gain-of-functionおよびloss-of-function解析により機構的に検証した19）。これらの結果から、本研究は、従来の研究が築いてきた概念的基盤の上に立ちつつも、「分子的に定義されたシナプスタンパク質が、軸索と接続されたプレシナプス部位から、マイクログリアによりリアルタイムで取り込まれる」という現象を初めて明確に実証した点で、重要な前進であると考える。また、発達期では神経活動の低いシナプスが刈り込まれるとされてきたが、本研究を含む最新の研究ではマイクログリアが活動の高いシナプスを貪食することが示されている。これらの知見から、マイクログリアは極度に活動の高いまたは低いシナプスを除去することで、神経回路の興奮抑制バランスの維持に寄与する可能性が考えられる。

おわりに
補体依存的なシナプス貪食について、今回の我々の研究からシナプス選択的な貪食による神経回路可塑性の存在が示唆された。また、補体依存的なシナプス貪食は発達や疾患など様々な文脈で活性化されており、補体経路の制御によってシナプス貪食ひいては神経回路可塑性の調節が可能となるかもしれない。しかしながら、はじめにも述べた通り、補体経路はマイクログリアの免疫細胞としての機能においても重要である。すなわち、単純な補体経路の促進・抑制は脳の免疫応答を攪乱する恐れがある。そのため、C1qによるタグ付けを制御するシナプス特異的な分子や、シナプス部分のみの取り込みを可能にする分子を解明することは、シナプス刈り込みを標的とした治療法の開発に必要であるだろう。
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[image: ]図2 本研究で用いた培養実験系

（A）生体脳、従来の培養、本研究の培養におけるマイクログリア。従来の培養法では失われていた生体脳マイクログリアに特徴的な細長く分岐した突起が、本研究の培養法では再現された。Scale bar=20 µm．（B）マイクログリアが神経細胞軸索を切断することなくプレシナプス（黄色矢印）のみを貪食した。Scale bar=5 µm.
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[image: ]図3 神経活動上昇がマイクログリアによるC1q依存的なシナプス貪食を促進するメカニズム

神経活動上昇後、プレシナプス局所的にcaspase-3活性化とC1q局在化が生じる。これにより、マイクログリアは神経軸索を切断することなくプレシナプスのみを選択的に貪食する。図は文献19より改変。
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[image: ]図1 補体経路依存的なマイクログリアによるシナプス貪食

C1qを起点とする古典的補体活性化経路が、マイクログリアによるシナプス貪食を誘導するまでのシグナル伝達。マイクログリアはCR3を構成するインテグリンCD11bを介してiC3bを認識し、シナプスを貪食する。図は文献10より改変。
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