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研究成果の概要（和文）：脳梗塞発症に伴い壊死巣が形成される。脳組織は再生能力が極めて低いとされるが、
この壊死組織内に新たにミクログリアが出現することを見出し、その細胞の特性と機能を明らかにすることを目
指した。解析の結果、これらの新規ミクログリアは健常組織や壊死巣周囲のミクログリア、新生仔ミクログリア
と比較して血管系発達に関与する遺伝子群を豊富に発現することが判明した。さらに、新規ミクログリアは脳梗
塞後の壊死巣内に出現し、血管系細胞に起源を持つ虚血誘導性幹細胞の発達を促進する可能性が示された。従っ
て、これらの新規ミクログリアが脳梗塞後の組織修復に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Brain ischemia induces extensive cell death, and ischemic core tissue is 
considered as unsalvageable area. However, we previously demonstrated that microglia are induced in 
the ischemic core area. In this study, we investigated the function of these microglia. Ischemic 
core microglia strongly expressed vascular development-related genes. Pharmacological depletion of 
ischemic core microglia inhibited the development of ischemia-induced multipotent stem cells, which 
are derived from vascular lineage cells.These results suggest that novel microglia appearing in the 
ischemic core exert important roles in the maintenance of ischemia-induced multipotent stem cells 
and tissue repair after brain ischemia.

研究分野： 神経病理学

キーワード： ミクログリア　虚血誘導性幹細胞　脳梗塞　血管　組織修復

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の医療技術向上に伴い、脳梗塞患者の救命率は格段に向上している。しかし、その一方で後遺症に苦しむ患
者数も増加しているが、それに対する有効な治療の選択肢は限られている。本研究では脳梗塞後にただ脱落を待
つのみだと考えられていた壊死組織内に新たにミクログリアが出現しており、それらが壊死組織内に出現する幹
細胞を支持する作用を持つことを示した。これらの知見は脳梗塞に対する幹細胞治療の確立に応用可能であり、
新たな治療戦略の提示に貢献しうるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経系組織の修復能力は極めて低いため、脳梗塞で形成される壊死巣(脳梗塞巣)はただ脱
落を待つのみの組織であると考えられてきた。実際に脳梗塞後に十分な組織修復が生じない事
に起因して、多くの患者が麻痺等の後遺症に苦しんでいる。その一方で、我々のグループでは脳
梗塞巣内にニューロンやアストロサイト、オリゴデンドロサイト、ミクログリアなどに分化可能
な虚血誘導性幹細胞(ischemia-induced multipotent stem cells: iSCs)が出現することを明らか
にしている(Nakagomi et al., Eur J Neurosci., 2009. and Sakuma et al., J Neuroinflam., 2016.)。
さらに、申請者は脳梗塞巣内に新たにミクログリアが出現することを見出している。これらのミ
クログリアは一部が iSCs マーカーである Nestin を発現していたことから、iSCs に由来するミ
クログリアである可能性が高いと考え、虚血誘導性幹細胞由来ミクログリア(iSCs derived 
microglia: iSMG)と名付けた。これまでにミクログリアが様々な中枢神経疾患において組織傷害
から組織修復に至るまで幅広い関与を示すことが明らかになっている。特に、脳梗塞巣という特
殊な環境下に出現する iSMG は、他のミクログリアと比較して特徴的な機能を有している可能
性が高い。iSMG の機能や、これらの細胞が脳梗塞巣内に出現する意義を明らかにすることで、
脳梗塞後の組織修復が十分に生じない原因や、それを克服する戦略を見出すことが期待できる。
また、iSCs はヒト脳梗塞患者の脳組織からも単離され存在が証明されているため、この研究で
得られる知見はヒトに対しても応用が可能である(Tatebayashi et al., Stem Cell Dev., 2017.)。 
 
２．研究の目的 
 これまでに iSMG の脳梗塞巣内での動態、機能については全く明らかにされていない。本研
究では iSMG の特徴抽出を行うことでこれらを予測し、さらに実験的に実証することで iSMG
が脳梗塞巣内で周囲に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。脱落するのみと考えられ
ている脳梗塞巣におけるこれらの細胞の活動を明らかにすることで、中枢神経系における組織
修復能についての概念に再考を促すことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 すべての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」その他関係法令に基づき、立命館大
学びわこ・くさつキャンパス動物実験委員会で承認された動物実験計画書に従って実施した。遺
伝子組換え実験は遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律、
研究開発等に係る遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置等を定
める省令、その他の関係法令に基づく立命館大学遺伝子組換え実験安全管理規程を遵守し、遺伝
子組換え実験安全委員会で承認された遺伝子期組換え実験計画申請書に従って実施した。実験
に動物を供する際には、その数を最小限にとどめると共に、実験動物に苦痛を与えることの無い
よう、動物実験計画書を提出したうえ、認められたものに限って実施した。 
 
(1)  脳梗塞巣内における iSMG 動態の解析 
脳梗塞モデルマウスは脳血管走行の個体差が小さい C.B-17/Icr-+/+Jcl マウスを使用し、再

現性の高い脳梗塞を誘導可能な田口らの手法に従って作製した(Taguchi et al., J. exp. Stroke & 
transl. med, 2010.)。iSMG が脳内に起源を持つ細胞であることを実証するために、GFP 陽性細
胞の末梢循環への移植実験を行った。移植は全身性に GFP を発現する GFP ヘテロ型マウスと
同腹から得られた野生型マウスの皮膚を一定期間接合することによって実施した。組織内にお
ける細胞やタンパク質発現の可視化は各種免疫組織学的手法を用いて実施した。 

 
(2) iSMG の機能的特徴抽出 
 iSMG、脳梗塞巣周囲のミクログリア、健常組織ミクログリア、新生仔ミクログリアを単離し、
マイクロアレイによって、それぞれにおける網羅的遺伝子発現解析を行った。iSMG と各ミクロ
グリアを比較することで、iSMG における特徴的な遺伝子発現パターンを明らかにし、そこから
iSMG 機能を予測した。また、特に特徴的であった遺伝子については qPCR 解析を行ってマイ
クロアレイによって得られた結果を確認した。iSMG 及び、各種ミクログリアは磁気ビーズ標識
された抗 CD11b 抗体を使用し、磁気分離法を用いて単離した。 
 
(3) iSMG 機能の解析 
 iSMG が iSCs に与える影響を検討するために、iSMG を除去することによる iSCs sphere 形
成能の比較を行った。iSMG の除去はミクログリア生存に必要な CSF1R シグナルに対する阻害
剤である PLX3397 を投与することによって実施した。 
 
４．研究成果 
(1)  脳梗塞巣内における iSMG 動態の解析 
 脳梗塞発症後 1 日目、2 日目、3 日目の脳梗塞巣内における Iba1（ミクログリアマーカー）陽



性細胞を組織学的手法によって可視化した。脳梗塞発症後 1 日目の脳梗塞巣内には小さな細胞
体に突起を持つ形態のミクログリアが数多く存在していたが、突起が途切れるように染色され
るなど、ほとんどのミクログリアが不完全な形態を示していた。また、ほぼすべてのミクログリ
アが TUNEL 陽性であり、細胞死を起こしていることが明らかになった。実際に 2 日目に脳梗
塞巣内のミクログリア数は減少していた。しかし、iSCs が効率的に単離できる時期でもある 3
日目には再びミクログリアが増加していた。これらのミクログリアはアメーバ様形態を示して
おり、一部は iSCs マーカーを発現していた。脳梗塞後に出現し、iSCs マーカーを発現すること
から、これらのミクログリアは iSCs に由来する iSMG であると考えられる。しかし、脳梗塞後
には末梢血細胞の浸潤が生じ、それらが分化したマクロファージも Iba1 を発現してミクログリ
ア様に振舞うことが知られている。そこで、脳梗塞発症後 3 日目に脳梗塞巣内に出現したミク
ログリアが、脳内固有の細胞である iSCs に由来した iSMG であることを立証するため、全身性
に GFP を発現するマウスと野生型マウスの皮膚接合によって GFP 陽性細胞の末梢循環への移
植を行った後、野生型マウスに脳梗塞を発症させ、3 日目における脳梗塞巣内への末梢血細胞の
浸潤を検証した。その結果、脳梗塞巣内に GFP を発現する Iba1 陽性細胞は確認されなかった
ことから、脳梗塞巣内に出現する Iba1 陽性細胞は脳内に起源をもつ iSMG である可能性が高い
と考えられる。 
 
(2) iSMG の機能的特徴抽出 
 iSMG 機能を推測することを目指し、iSMG と脳梗塞巣周囲ミクログリア、健常組織ミクログ
リア、新生仔ミクログリアの網羅的遺伝子変動解析とそれに基づく遺伝子オントロジー解析を
実施した。その結果、脳梗塞巣周囲ミクログリアでは免疫応答に関与する遺伝子群が、健常組織
ミクログリアでは恒常性維持に関与する遺伝子群が、新生仔ミクログリアでは神経発達に関与
する遺伝子群が強く発現していた。そして、iSMG では免疫応答に関与する遺伝子に加えて血管
系発達に関与する遺伝子群が他のミクログリアに比べて特徴的に発現していることが判明した。
実際に qPCR 解析によって各種コラーゲン遺伝子や血管内皮細胞増殖因子遺伝子の発現が
iSMG では他のミクログリアと比較して有意に高いことを確認した。 
 
(3) iSMG 機能の解析 
 網羅的遺伝子発現解析の結果、iSMG が血管系発達を促進する作用を有する可能性が示唆され
た。iSMG の起源でもある iSCs は血管系細胞であるペリサイトに由来することが既に明らかに
なっている(Sakuma et al., J Neuroinflam., 2016.)。そこで、iSMG が iSCs の発達を促進して
いるのではないかと予想した。これを検証するためにミクログリア除去剤である PLX3397 を投
与して iSMG を除去した脳梗塞モデルマウスと、通常の脳梗塞モデルマウスから脳梗塞巣を回
収した後、幹細胞培地にて浮遊培養を行い形成される iSCs sphere 数を比較した。その結果、
iSMG を除去することで、形成される iSCs sphere 数が有意に減少したことから、iSMG が脳梗
塞巣内において iSCs の出現や維持に関与している可能性が示された（図）。 

 
図. iSMG は血管系発達関連因子の放出によって iSCs を支持している可能性がある 
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