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研究成果の概要（和文）：FOXP3+制御性T（Treg）細胞は、脳梗塞慢性期に脳組織特異的特徴を獲得し、神経症
状の回復に寄与する。末梢に存在するTregは、脳卒中慢性期にその表現型を変化させ、脳卒中再発期の炎症や梗
塞容積を減少させることができる。Tregは再発急性期に脳内で増加し、初発脳梗塞時に同一の抗原を認識した
Tregが、その後の再発側脳梗塞にも浸潤していることが明らかになった。再発時のTreg増加はCCR4/CCL17軸に依
存していた。これらの結果は、再発時にTregが抗原やケモカインとともに急速に脳に浸潤し、免疫抑制と組織修
復に寄与していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：FOXP3+ regulatory T (Treg) cell acquire brain tissue-specific 
characteristics during the chronic stroke phase and contribute to neurological symptom recovery. 
Tregs in the periphery change their phenotype during the chronic stroke phase and can reduce 
inflammation and infarct volume during the recurrent stroke. Tregs increased in the brain during the
 acute phase of recurrence, and T cell receptor repertoire analysis revealed that Tregs recognizing 
identical antigens during the initial stroke also infiltrated the recurrent side of the subsequent 
stroke. The Treg increase depends on CCR4/CCL17 axis during stroke recurrence. These results suggest
 that Tregs infiltrate rapidly the brain with antigens and chemokines during stroke recurrence, 
contributing to immunosuppression and tissue repair. Unexpectedly, oxytocin increases in the brain 
after a stroke, plays an essential role in tissue repair and inflammation inhibition, and 
contributes to ischemic resistance during recurrence.

研究分野： 神経免疫

キーワード： 制御性T細胞　脳梗塞　オキシトシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Tregの誘導やオキシトシンを利用した、脳梗塞の新規治療法の開発につながることが期待される。

※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 
脳卒中は、脳の血管からの出血や脳の血管の梗塞によって生じる。日本では脳卒中は死因の第 4
位であり、後遺症による QOL の低下も問題である。脳卒中の再発率は最大で約 51.3％であり、
脳卒中の再発は脳卒中の初発症状と類似している。しかし、脳卒中に対する有効な治療法はほと
んどない。 
脳卒中モデルマウスでは、様々な種類の免疫細胞が梗塞領域に浸潤し、神経細胞障害の増強因子
としても抑制因子としても働くことが示されている。制御性 T 細胞（Treg）は、免疫寛容と組
織の恒常性維持に特化した機能を発揮し、脳卒中発症後 1 週間は脳卒中誘発性炎症を抑制し、
脳損傷を軽減する。その後、Treg は脳内に蓄積し、脳組織特異的な特徴を獲得し、組織の修復
を促進し、炎症を抑制することにより、神経症状の回復に寄与する。さらに、脳梗塞の慢性期に
は、頸部リンパ節と脳で Treg が抗原特異的に増殖する。脳卒中後、自己抗原が放出され、自己
抗体が産生されるが、梗塞が自己免疫疾患につながることはないことから、Treg の免疫抑制機
能が示唆される。このように、脳梗塞初期における Treg の機能の重要性は多くの研究で証明さ
れている。しかし、脳梗塞の繰り返しにおける Treg の機能については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
ここでは、脳梗塞慢性期における免疫系、特に Treg の可能性を明らかにするために、脳梗塞再
発モデルマウスを開発し、脳梗塞慢性期における Treg 能力の持続性に関する新たな知見を得た。 
 
３．研究の方法 
脳卒中の繰り返しに対する免疫反応を調べるため、2 回目の脳卒中による免疫反応と 1 回目の脳
卒中による免疫反応を区別して、両側虚血性脳卒中を作成した。 
 
 
４．研究成果 
（１）右側に初発(1st attack)の脳梗塞を作り、その後、左側に再発させた(2nd attack)。その
結果、再発時には梗塞体積が小さくなることが分かっ。初発後、急性期に再発させると炎症が強
過ぎてマウスは生き残らなかったが、８日目以降に再発させると、梗塞体積の減少傾向が認めら
れ。脳梗塞後の免疫抑制状態からの回復を待つために以後の実験では初発から 3 週間後に再発
を行った。また、虚血時間を短くして(30 min)初発の脳梗塞を軽くしても、初発と再発の間を長
くしても、再発時の梗塞体積の減少が観察された。 
 
（２）次に、この虚血抵抗性は同一個体内だけで獲得されるのか、血行性に移行するのかを確か
めるためにパラバイオーシスを行い、脳梗塞マウスもしくは Sham マウスと血液を循環させたの
ちに、脳梗塞を作製した。脳梗塞マウスと血液を共有したマウスでは梗塞体積が小さくなった。
そこで、様々なタイムポイントで脳梗塞マウスから採取した血液を血清と Peripheral Blood 
Mononuclear Cells (PBMCs)に分けて、別のマウスに移入し、その後、脳梗塞を起こした。急性
期(Day1)と慢性期(Day10)の血清に梗塞体積や神経障害を抑制する成分が含まれることが分かっ
た。急性期の梗塞体積の減少については、ストレスによるグルココルコイドや HMGB1 による免疫
抑制作用によることが報告されている。しかし、慢性期の脳梗塞抑制性の血清成分については明
らかになっていない。また PBMCs についても慢性期の PBMCs の中に、抑制性の細胞が含まれるこ
とが分かった。 
次に、慢性期の PBMC 中の必須細胞が虚血寛容に関与しているかどうかを調べた。T 細胞を欠損
したマウスでは、再発時の抑制が限定的であったことから、T細胞が再発時の寛容に部分的に関
与していることが示唆された。虚血性脳卒中後、PBMC 中の Treg の割合が高いほど予後が良好で
あることから 16、PBMC 中の Treg の割合を調べたところ、Treg は脳卒中の慢性期に PBMC 中で増
加し。さらに、脳卒中慢性期における PBMC の梗塞体積および神経学的スコアの減少に対する効
果は、Treg の枯渇によって失われた。これらのデータから、脳卒中慢性期の PBMC における Treg
が、脳卒中の改善に極めて重要であることが示された。 
 
（３）次に、脳卒中再発時の脳における Treg を調べた。再発急性期脳では Treg が増加し、一
方、炎症性 Th1 細胞は MCAO を受けた対照急性期脳と比較して減少した。ScRNA-seq 解析により、
コントロールの急性期では Ifng の発現が高い Th1 集団が見られたが、再発時にはほとんど見ら
れなかった。フローサイトメトリー解析と一致して、scRNA-seq 解析でも Th1 細胞の割合が減少
し、Treg の割合が増加した。再発時の脳の Treg は、対照の急性脳梗塞の Treg よりも、組織修
復因子の発現が高く、Areg、Il1rl1（ST2）、Il2ra などの組織 Treg マーカーも高かった。 
抗原特異的 Treg は、記憶 T 細胞と同様に、同じ抗原で再活性化させると、より強い抗炎症能力
を発揮する。しかし、抗原特異性が組織 Treg の浸潤にどのように影響するかは、まだ不明であ
る。抗原特異性が再発時の Treg 浸潤に関与しているかどうかを推測するために、T 細胞受容体



（TCR）レパートリー解析が行われた。興味深いことに、再発時の脳の TCR のほとんどは、最初
の脳卒中の TCR と共通していた。さらに、左右の脳の多くの TCR が頸部リンパ節でも検出された
ことから、抗原によって活性化された T細胞は記憶様細胞となり、脳卒中再発時に同じ抗原に曝
露された結果、頸部リンパ節や血液から急速に脳に浸潤することが示唆された。 
CCR4 リガンドである Ccl17 は、対照群に比べ再発マウスで高レベルに発現していた。そこで我々
は、再発時の Treg の増加における Ccl17 の役割に注目した。Ccl17 は再発脳卒中で両側性に発
現が上昇し、発現細胞は樹状細胞であった。Treg で発現している CCR4 は、脳卒中発症直前の 0
日目や急性期の 3 日目よりも、脳卒中後 13 日目の慢性期の PBMC の Treg で高発現していた。
CCL17 を介した Treg の脳への移動の重要性を確認するために、CCL17 に対する中和抗体を投与
した後に脳卒中を再発させた。再発時の脳内 Treg の増加は、CCL17 抗体によって抑制された。
さらに、虚血耐性による梗塞サイズの縮小は、CCL17 抗体によって阻害された。これらの結果は、
再発時の脳におけるケモカイン発現の変化と、血液中の Treg 表現型（ケモカイン受容体の増加
や組織修復マーカーの発現など）が、Treg の脳への移動を促進し、再発時の炎症抑制につなが
ることを示唆している。 
 
（４） 
脳卒中急性期のマウスの血清を移植した結果、梗塞容積が減少したが、慢性期の脳梗塞抑制に関
与する血清成分は不明であった。T 細胞を持たないマウスにもある程度の虚血耐性があることが
わかったので、脳全体のバルク RNA-seq 解析に基づいて、Treg 以外の虚血耐性因子を探索した。
虚血耐性の候補遺伝子として、Oxt と Avp の 2 つが同定された。これらの遺伝子は、偽マウスよ
りも脳卒中マウスの慢性期の反対側で高発現し、急性期のコントロールよりも再発部位で高発
現した。視床下部ニューロンによって産生される神経ペプチドであるオキシトシン（OXT）は、
社会的相互作用の調節に重要な役割を果たしている。さらに、OXT は神経炎症を抑制し、脳卒中
後の神経保護をもたらす。しかし、脳卒中後の内因性オキシトシン上昇の生物学的意義は不明な
ままである。そこで本研究では、OXT に注目した。バルク RNA-seq データは、脳卒中慢性期の同
側脳と対側脳で Oxt 発現の増加を示した。さらに、Oxt の発現は急性期 Re-MCAO 群で急性期対照
群よりも高かっ。OXT 受容体（Oxtr）は、神経細胞だけでなく、アストロサイト、ミクログリア
にも発現してい。OXT タンパク質は、脳梗塞後の亜急性期から慢性期にかけて同側性に増加し、
慢性期には対側性に増加した。さらに、OXT は亜急性期および慢性期の血漿中にも検出された。 
OXT が脳卒中急性期の炎症と神経症状を軽減するかどうかを調べるため、OXT を鼻腔内投与した
マウスに虚血性脳卒中を誘発した。OXT は、脳梗塞の雌雄マウスにおいて、梗塞体積を減少させ、
神経機能を改善した。さらに、OXT は脳梗塞後の脳における好中球浸潤を減少させ、樹状細胞を
増加させ、その結果、免疫細胞における炎症性遺伝子の発現が抑制された。遺伝子濃縮解析から、
OXT 投与は細胞死と炎症を減少させる一方で、抗原提示を増加させることが示唆され。急性期に
は、OXT は CD4+ T 細胞中の Treg の割合を変化させなかったが、一方で OXT は Areg+ST2+ Treg
の数を増加させ、組織修復を促進した。 
 次に、Oxt の発現は脳卒中の慢性期にも対側で増加したた、内在性 OXT が再発時の虚血寛容に
関与しているかどうかを調べるため、最初の MCAO 後に OXTR アンタゴニストを投与し、MCAO 再
発を誘導した。虚血耐性は、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）群では再発時に観察されたが、OXTR
拮抗薬（アトシバン；ATO）群では観察されなかった。浮腫と出血は、OXTR 拮抗薬による治療後
に増加した。最後に、脳卒中慢性期の組織修復と神経症状の回復に対する OXT の寄与を調べた。
いくつかの試験において、慢性期の OXT は神経症状に対して回復効果を示し、Treg、特に
Areg+ST2+組織修復 Treg の数を増加させた。さらに、慢性期に OXTR アンタゴニスト（ATO また
は L-368,899 塩酸塩；L3）を投与すると神経症状が悪化したことから、脳梗塞の慢性期における
OXT の上昇が、組織の修復と神経症状の回復に重要な役割を果たしていることが示された。これ
らのデータを総合すると，内因性 OXT レベルは脳梗塞後に上昇し，炎症，組織修復，再発時の虚
血耐性の抑制に寄与していることが示された。 
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