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研究成果の概要（和文）：我々は脳梗塞慢性期における獲得免疫系の意義について解析を行った。慢性炎症の制
御と脳神経系の関連はほとんど解明されていない。我々は脳梗塞発症後２週間以上を経過したマウスの脳内には
急性期よりもはるかに多くのT細胞が浸潤しており、特に制御性T細胞 (Treg) が大量に蓄積することを明らかに
した。脳TregはCCL1、CCL20依存的に浸潤し、TCR認識・IL-2・IL-33・セロトニン依存的に増殖し、他の組織
Tregとは違ったフェノタイプを示していた。この脳Tregは組織修復に関与するAmphiregulinを発現することよっ
てアストロサイトのグリオーシスや神経傷害を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the significance of the acquired immune system in the chronic 
phase of cerebral infarction. In humans and mouse models, the relationship between control of 
chronic inflammation and the cranial nervous system is poorly understood. We found that in the mouse
 brain two weeks or more after the onset of cerebral infarction, a large amount of T cells, 
especially regulatory T cells (Tregs), accumulated much more than in the acute phase. Brain Tregs 
infiltrated in CCL1- and CCL20-dependent manner, proliferated in TCR-recognition-, IL-2-, IL-33-, 
and serotonin-dependent manner, and exhibited phenotypes different from those of other tissue Tregs.
 This brain Tregs controlled astrocyte gliosis (astrogliosis) and nerve injury by expressing 
amphiregulin (Areg) involved in tissue repair.

研究分野： 神経免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞モデルマウスを用いて、脳梗塞慢性期には獲得免疫を担うリンパ球の一種である制御性T細胞（Tレグ）が
大量に梗塞部位に集積し、神経修復過程を制御していることを発見した。この脳Tレグは他の組織に存在するTレ
グと異なり神経系に特徴的なセロトニン受容体を有しており、セロトニンによって増殖・活性化することがわか
った。脳梗塞モデルマウスにセロトニンや脳内のセロトニンを増やす薬（抗うつ薬の一種）を投与したところ、
脳Tレグが増加し神経症状が改善した。脳梗塞患者においても脳内セロトニンに作用する抗うつ薬が、脳梗塞の
慢性期（リハビリ期）の治療に役立つことが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
脳卒中は本邦における主な死因、寝たきりの原因のひとつである。現在、脳梗塞の治療法は発
症直後の血栓溶解薬投与などに限られており、発症直後しか適用できないことが問題である。
脳梗塞は発症後の炎症によって増悪化することが知られている。研究代表者らはこれまで脳炎
ウイルスや脳虚血モデルを用いて、感染や虚血時の炎症メカニズムの解明を目指してきた。特
に我々のグループでは脳梗塞モデルにおいて発症 3日以内に浸潤マクロファージが死細胞由来
の DAMPs(danger associate molecular patterns)の刺激を受けて IL-23 や IL-1β などの炎症
性サイトカインを放出することで梗塞巣の拡大と神経症状の悪化に寄与することを見出してい
る(Shichita et al. Nature Med. 2012)。IL-1β産生にはインフラマソームという巨大なタン
パク複合体が必要である。研究代表者らはウイルス感染時や脳虚血時にもインフラマソームが
活性化することで炎症を惹起することに注目し、脳炎ウイルスによるインフラマソーム活性化
メカニズムを明らかにした(Ito et al. Plos Pathogens. 2012)。また、インフラマソーム活性
化を制御する因子として Bruton’s tyrosine kinase を同定し、脳虚血時に梗塞巣に浸潤した
マクロファージからの IL-1β産生を制御することで、発症 12時間後まで効果のある新たな治
療法を報告した(Ito et al. Nature Commun. 2015)。さらに発症３日目から 7日にかけてγδT
細胞が浸潤し、γδT 細胞からの IL-17 が梗塞病態の悪化に寄与することを報告している
(Shichita et al. Nature Med. 2009)。 
このように発症後 7日以内の脳虚血急性期の自然免疫応答による炎症は大きく理解が進み、自
然免疫を標的とした治療法の開発も注目されている(Fu et al. Nature Rev. Neurol. 2015.11, 
524–535)。しかしながら急性期の現象をターゲットとすると治療可能時間が短い。また実際の
患者は発症後長期にわたって障害を持ちながら不自由な生活を送っている。したがって梗塞後
慢性期の免疫病態の理解が、慢性期を標的とした治療法の開発や予防的に脳梗塞の症状を軽減
する方法の開発に必要である。しかしながらこれまで脳梗塞モデルで発症１週間以降の免疫学
的な解析はほとんど行なわれていない。 
 
２．研究の目的 
最近の研究により脳梗塞急性期の自然免疫応答による炎症メカニズムの解析は進んでいるが、
発症数週間後の慢性期の獲得免疫応答ついてはほとんど理解されていない。研究代表者はマウ
ス脳梗塞モデルを解析したところ、発症２週以降に T細胞が梗塞部位に大量に集積することを
見出した。そのほとんどは Th1 細胞と制御性 T 細胞(Treg)であった。T 細胞欠損マウスへの移
入実験などから Treg は神経症状の改善に働くことが明らかとなった。本研究は脳梗塞モデルを
用いて、脳梗塞慢性期の Treg 細胞の意義を明らかにするとともに、獲得免疫を利用して組織修
復と神経再生を誘導する脳梗塞ワクチンの開発をめざす。 
 
３．研究の方法 
実験的脳梗塞モデルではナイロン糸を中大脳動脈に挿入し、60分間虚血状態を惹起した後糸を
抜き取ることで再灌流を行った（Shichita et al. Nature Med. 2009, 2012. Ito et al. Nature 
Commun. 2015）。 
(１) 脳梗塞慢性期の T細胞の増幅と浸潤のメカニズム 
脳梗塞マウスの脳内に浸潤した CD4 陽性 T 細胞は Th1 細胞と Treg が大半を占める。IFN-γ 欠
損マウスや Treg 除去マウス(DEREG マウス)を用いて解析し、Treg がアストログリオーシスの制
御に重要であることを既に明らかにしている。そこで Treg の増殖と集積の機序を明らかにする。 
①まず Treg が梗塞部位かあるいは所属リンパ節どちらで増殖しているのかを Ki67 染色で明ら
かにした。次に Treg を増加させる機構として IL-2 や TGFβ、プロスタグランジン(PGE2)など
が報告されている。梗塞部位および所属リンパ節においてこれらの既存のサイトカインや化学
メディエーターを定量する。候補物質が同定できればその欠損マウスや中和抗体を用いて、そ
れらの Treg 増加における意義を明らかにする。もし既知のものでない場合は樹状細胞やマクロ
ファージを単離して試験管内で Treg を増加させる活性があるかを調べ候補物質を絞り込む。 
②Treg が梗塞部位に集積するメカニズムを明らかにするために Treg の表面に発現するケモカ
イン受容体を FACS で同定する。同時にケモカインアレイを用いて、Treg の浸潤に関与する脳
内のケモカインを同定する。そのケモカインもしくはケモカイン受容体の中和抗体や阻害剤、
もしくは欠損マウスを用いることによって、Treg の浸潤阻害を検証する。また Treg 特異的に
脳内に浸潤させるためにケモカインを脳室内投与し、治療効果を検討する。ケモカイン産生細
胞を同定し、その発現誘導機構を明らかにする。 
 
(２) Treg によるアストログリオーシス抑制機構 
グリオーシスはアストロサイトの増殖と活性化が引き金となる。アストロサイトを活性化する
因子として炎症性サイトカインやトロンビンなど様々な因子が報告されている(Peknyet al. 
Neurosci Lett. 2014 Apr 17;565:30-8. )。 
①野生型マウスおよび Rag 欠損マウスや DEREG マウスの脳脳梗塞巣よりアストロサイトや T細
胞をセルソーターで分離し、マイクロアレイやリアルタイム PCR によってアストログリオーシ



スを引き起こす因子を探索する。候補因子は Rag 欠損マウスや DEREG マウスの梗塞巣由来の細
胞で発現が高いことが期待される。 
②T 細胞由来のアストロサイト制御因子を同定するために ex-vivo でのアストロサイトおよび
ミクログリアと T細胞の共培養系を確立する。アストロサイトの活性化は GFAP や神経傷害因子
であるコンドロイチン硫酸プロテオグリカンの発現を指標に用いる。①で探索した候補因子の
中和抗体や阻害剤の存在下で、梗塞巣の T細胞とアストロサイトを共培養し、アストロサイト
の活性化を抑制する実態を明らかにする。ex-vivo の系で明らかにしたことを in vivo に戻し、
候補因子のノックアウトマウスや中和抗体を用いて脳梗塞後のアストログリオーシスや神経症
状を検討する。 
 
(３) Treg の抗原特異性と治療への応用 
TCR トランスジェニックマウスを用いた実験から脳梗塞慢性期に浸潤してくる T 細胞は抗原特
異的であると考えられる。従って、この抗原特異的な Treg による免疫寛容を誘導することで脳
内炎症関連疾患の新規治療につながることが期待される。 
①WTと Rag 欠損マウスに脳梗塞を起こし、その後獲得免疫が成立してからもう一度反対側の脳
半球に脳梗塞を起こすと T細胞依存的に脳梗塞が軽減することを既に明らかにしている。また、
一度脳梗塞を起こしたマウスに EAE を起こした場合にも抵抗性を示すことを見出している。す
なわちこれらの実験により、同一の個体内で脳内炎症性疾患に対する寛容を成立させることが
できる。また脳梗塞巣より単離した Treg を Rag 欠損マウスに移入して再度脳梗塞を起こした場
合、正常なマウス由来の Treg を移入したときよりも神経保護効果が認められた。従って、一度
脳梗塞で放出される抗原によって活性化された Treg が二度目の脳内炎症に抑制的に働き神経
保護効果につながっていると想定される。これを Treg を特異的に除去する DEREG マウスや前年
度に同定した Treg 由来のアストロサイト制御因子を欠損するマウスを用いて証明する。 
②脳梗塞によって脳組織から放出される抗原を同定する。梗塞巣に浸潤している Treg 細胞を単
離し Rag 欠損マウスに移入する。このマウスに脳梗塞を誘導して脳内に浸潤する自己応答性
Treg 細胞の選択性を高める。この Treg をシングルセルソーティングによって単離し、発現す
るTCRをクローニングする。さらに得られたTCRcDNAをレトロウイルスでTreg細胞に発現させ、
脳内への浸潤を確かめる。抗原は脳組織を破砕した脳組織液を含むメディウム内で抗原提示細
胞と TCR 導入 T 細胞を共培養することにより、T 細胞の活性化・細胞増殖を指標に調べる。こ
の方法は関節炎モデルマウス等で確立されており(Ito et al. Science 2014;346:363-368)、我々
も自己免疫疾患モデルマウスで方法論を確立している。 
③抗原が同定できれば、抗原を利用してマウスをあらかじめ免疫しておき、その後脳梗塞を起
こした場合の保護効果を検討する。 
 
４．研究成果 
本研究課題では、脳梗塞慢性期に制御性 T細胞が脳内に集積し、アストロサイトの過剰な活性
化や神経細胞の死を制御するメカニズムが明らかとなった。従来、脳梗塞の慢性期には炎症は
治まっていると考えられてきた。しかし、一見炎症反応が収束している慢性期にも、免疫系が
活発に作動し重要な働きをしていることが明らかとなった。 
ヒト脳梗塞における脳 Treg の研究はこれからであるが、血液中の Treg が多いほど予後が良い
ことも報告されている。脳梗塞発症後の時間が経過すると、現在の治療法においては再発予防
やリバビリに限られているが、すでに臨床の場で用いられている抗うつ薬の投与が新たな治療
法として期待される。 
さらに、脳内炎症は脳梗塞だけではなく脊髄損傷などの脳脊髄組織の損傷でも、あるいは多発
性硬化症のような自己免疫疾患やアルツハイマー病やパーキンソン病のような神経変性疾患で
も起こることが知られている。これらの脳内炎症にも獲得免疫が発動され脳 Treg が浸潤、集積
し、神経症状に重要な役割を果たしている可能性がある。今後脳 Treg を標的とした脳神経疾患
の全く新しい治療法の開発が加速すると期待される。 
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