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研究成果の概要（和文）：本研究では、急性腎不全において尿細管管腔内の死細胞塊のクリアランス促進作用が
報告されているマクロファージ特異的な分泌型タンパク質AIM（Apoptosis Inhibitor of Macrophage,CD5L）に
ついて、脳梗塞発症後、梗塞巣周辺のマクロファージ／ミクログリアにおいて強く発現誘導されることや、AIM
が梗塞巣の死細胞塊および死細胞から生じたダメージ関連分子パターン（DAMPs）に結合し、クリアランスが促
進された結果、炎症を抑制し、脳梗塞病態を改善することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The prognosis after primary injuries, such as ischemic stroke, worsens due 
to the sterile inflammation triggered by damage-associated molecular patterns (DAMPs). However, no 
effective treatments currently exist to regulate DAMPs. In this study, we demonstrate that AIM 
protein reduces sterile inflammation by binding to DAMPs, promoting their clearance and preventing 
their interaction with inflammatory receptors, thereby improving outcomes in ischemic stroke. In 
experimental stroke models, AIM-deficient mice suffer greater neurological damage and higher 
mortality due to increased DAMPs and inflammation, while recombinant AIM administration reduces 
inflammation and mortality. Our findings provide a foundation for developing therapies that target 
DAMPs to improve outcomes in ischemic stroke.

研究分野： 病態医科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果より、急性腎障害において尿細管管腔内の死細胞塊の除去を促進することが知られていたAIMタンパ
クに関し、梗塞巣周辺のマクロファージ／ミクログリアにおいて強い発現が誘導され、梗塞巣の死細胞塊および
死細胞から生じたダメージ関連分子パターン（DAMPs）の除去が促進された結果、炎症を抑制し、脳梗塞病態を
改善させることが明らかになった点において、学術的意義がある。また、生体由来のタンパク質であるAIMの投
与による、副作用の少ない新規脳梗塞治療法の開発基盤となりうる点において、社会的意義があると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）脳梗塞は、日本において高い発症率及び再発率が報告されている疾患であり、障害調製生
命年（Disability-Adjusted Life Year; DALY）の国際的な調査の結果、神経障害の中において最
も高いことが報告されたように、罹患者の QOL が著しく損なわれる疾患である（引用文献 ①、
②、③）。 
 
（2）既存の治療法は、血栓溶解報や血管内治療等、急性期において適応されるものが多く、慢
性期においてはリハビリや再発防止に向けた対処療法のみであるため、より適応範囲が広く、効
果的な治療薬の開発が望まれている。 
 
（3）脳梗塞の病態は、血管の閉塞後、その欠陥の支配領域における血流低下により、ATP の枯
渇に伴う過剰なグルタミン酸の放出による神経毒性や、イオン濃度の異常による細胞内へのカ
ルシウム流入により、活性酸素種や活性窒素種が産生され、DNA、細胞内タンパクの損傷、酸
化ストレスの上昇により、神経細胞死が誘導されるため、脳梗塞の治療には、既存の治療薬にあ
るような血栓溶解や活性酸素種除去の他に、死細胞塊の除去、DAMPs の除去、炎症の抑制とい
った、脳梗塞による脳内での異常状態を鎮静化した後、神経細胞の再生が誘導される必要がある
（引用文献④、⑤、⑥、⑦）。 
 
（4）組織マクロファージ特異的な分泌型タンパク質である AIM（Apoptosis Inhibitor of 
Macrophage）は、これまでに、肝がん細胞や急性腎不全における尿細管管腔内の死細胞塊、ア
ミロイドβプラーク等、その蓄積が疾患の原因となる「セルフ・パソジェン」を認識し、そのク
リアランス促進作用を有する（引用文献⑧、⑨）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、脳梗塞の予後を左右する、死細胞とそれから放出され「無菌状態の炎症」（Sterile 
Inflammation）を惹起する damage associated molecular patterns（DAMPs）を AIM によっ
て除去できるか、さらに AIM が脳梗塞に対して治療効果を持ち得るかの検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）急性期における AIM の発現様式、治療効果の検証 
① 脳梗塞発症前後における AIM の発現量の変化 
野生型（WT）マウスを用いて、中大脳動脈閉塞（Middle 
Cerebral Artery Occlusion; MCAO）により脳梗塞モデ
ルマウス（虚血時間 45 分間）を作製し、経時的な RNA
の発現量および免疫組織化学法による解析を行った。 
 
② AIM による脳梗塞発症後の生存率、神経スコア、脳
梗塞病態への影響 
WT マウス及び AIM 欠損（AIM KO）マウスを用い、MCAO
モデルマウスを作製し、麻痺の状態を評価する神経症状
スコア（表 1）を測定した。それぞれ脳を摘出し、免疫
組織化学法を用いて梗塞巣の大きさ（MAP2 陰性エリア）
や貪食細胞の浸潤度（Iba1）を定量した。 
 
③ AIM タンパク投与による脳梗塞治療効果の検証 
AIM タンパクによる脳梗塞治療効果を検証するために WT マウス及び AIM KO マウスを用い、MCAO
モデルマウスを作製し、それぞれのマウスに対し、1日 1回、1回あたり 500 μg の rmAIM を投
与し、生存率と神経症状スコアを測定した。脳組織の摘出は rmAIM 投与 1時間後に行い、免疫組
織化学法を用いて梗塞巣の大きさや、細胞死により放出された DAMPs の蓄積量、貪食細胞の浸潤
度を定量した。また、定量的 PCR 法による炎症マーカーの解析も行った。 
 
④ AIM による DAMPs 除去作用の検証 
脳梗塞発症後、死細胞から放出され、炎症を惹起することが知られている DAMPs と AIM の結合に
ついて、リコンビナントタンパクを用いた ELISA 法により検証した。 
 
４．研究成果 
（1）① WT マウスを用い MCAO モデルマウスを作製すると、MCAO day3 より、AIM の顕著な発現
増加が認められた（図 1A 左側）。さらに、抗 CD11b 抗体-磁気ビーズを用いて細胞を分離し、定
量的 PCR 法による解析を行った結果、CD11b 陽性細胞において MCAO day3 以降に顕著な AIM の発
現上昇を認めた。このことから、脳梗塞発症後、梗塞巣およびその周囲に存在するミクログリア



／マクロファージが AIM
を高発現することが明ら
かになった(図 1A 右側)。
また、免疫組織化学法に
よる解析の結果、梗塞巣
（MAP2 陰性のエリア）に
おいて、AIM の強いシグナ
ルを検出し、ミクログリ
ア／マクロファージ以外
にも、核を認めない細胞
外の領域においても AIM
のシグナル確認されたこ
とから、AIM は死細胞塊等
の梗塞巣を構成するセル
フ・パソジェンと結合し
ていることが示唆された
（図 1B）。 
 
② 急性期における生存
率及び神経症状スコアに
ついて解析した結果、WT
マウスと比較し、AIM KO
マウスにおいて予後不良
となることが示された
（図 2A, B）。一方、梗塞
巣（MAP2 陰性エリア）の
大きさやミクログリアの
総細胞数について差異は
認められなかったが（図
2C, D）、梗塞巣における
死細胞塊を貪食したこと
を示す Oil red-O 陽性 Iba1 陽性細胞については WT について顕著に多いことから（図 2E）、AIM
は梗塞巣における死細胞塊の除去を促進していることが示唆された。 
 
③ 生存率及び神経症状スコアについて、WT マウスと比較し、AIM KO マウスは予後不良であっ
たが、AIM KO マウスに rmAIM を投与することにより改善されることを認めた（図 3A）。また、投
与した rmAIM は、MCAO day7 まで、梗塞巣エリアに到達していることを確認した（図 3B）。脳梗
塞発症後、死細胞から放出され、炎症を惹起することにより、梗塞巣拡大の一端を担うことが知
られている DAMPs について、MCAO day3、7 における梗塞巣への蓄積量を定量した。まず、PRDX1
（図 3C 左側）について、MCAO day3 における PRDX1 の蓄積量は、AIM KO マウスと比較し、WT マ
ウスにおいて少ないことが明らかになった。また、WT マウス及び AIM KO マウスのどちらにおい



ても、rmAIM を投与することにより、PRDX1 の蓄積量が減少することが明らかになった。この傾
向は、MCAO day7 においても確認された。次に、HMGB1（図 3C 真ん中）については、AIM の有無
による蓄積量の差は認められなかったが、WT マウスにおける蓄積量が、day3 から day7 にかけて
減少する傾向にあった。S100A9（図 3C 右側）については、MCAOday3 において、WT マウスと比較
して、AIM KO マウスにおける蓄積量が多い傾向にあった。特に、AIM KO マウスに rmAIM を投与
することにより、その蓄積量は有意に減少した。また、MCAO day3 から day7 にかけて、S100A9
の蓄積量が減少していたが、AIM KO マウスにおいてもこの傾向は認められた。これは、day3 付
近の時期において、多くの AIM KO が死亡したことが影響していると考えている。さらに、MCAO 
day4 における各種炎症性マーカーの発現量について、定量的 qPCR 法を用いて解析したところ、
AIM の投与により、炎症性マーカーの発現は抑制された（図 3D）。 
 
④ 各種リコンビナント DAMPs
（PRDX1、HMGB1、S100A9）に対する
リコンビナントヒト AIM（rhAIM）ま
たは rmAIM の結合能について、
ELISA 法を用いて解析した。その結
果、両者が濃度依存的に結合するこ
とを示した（図 4A）。次に、各種
DAMPsと AIMの結合様式について解
析した。AIM は血中において IgM 五
量体と結合し、安定化する際に、
SRCR3 の positive charge を介した
電荷相互作用と、SRCR2 ドメインの
システインを介した二重結合を用
いることが報告されている（図 4B、
引用文献⑩）そこでまず、ΔSRCR3
（図 4C 左側）や高ナトリウム濃度
のバッファー（図 4C 右側）を用い
ることにより、電荷相互作用を阻害
した条件下における、各種 DAMPs と
AIM の結合を解析した。その結果、
電荷相互作用を阻害することにより、DAMPs と AIM の結合が阻害されることを示した。さらに、
二重結合の阻害条件として、還元剤である TCEP 添加（図 4D 左側）や、AIM の SRCR2 ドメインに
存在するシステインをセリンに置換した 2CS タンパク（図 4D 右側）を用い、各種 DAMPs と AIM
の結合を解析した。その結果、電荷相互作用と同様に、二重結合を阻害条件下において、DAMPs
と AIM の結合力が低下することを示した。 
 
以上の結果より、脳梗塞病態において、AIM は梗塞巣における死細胞塊および DAMPs のクリアラ
ンス促進作用を有しており、AIM の作用により脳内の異常が沈静化されることにより、炎症が抑
制され、予後の改善効果が認められた。本研究成果を基盤とし、AIM を用いた新規脳梗塞治療法
の開発が期待できる。 
 
＜引用文献＞ 
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