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研究成果の概要（和文）：マウス脳梗塞モデルを用いて，脳梗塞発生後の組織修復機構の解明を行い，機能回復
との関連について検討した．脳梗塞が発生した後であっても，閉塞血管を再開通させるか，側副血行を発達させ
ることにより梗塞内部の血流をできるだけ早期に再開させることが組織修復を速やかに生じさせるためには不可
欠であった．また，この血流回復には微小血管壁細胞ペリサイトが決定的な役割を果たすことを証明した．梗塞
内部において組織修復が良好に生じると，梗塞周囲領域ではアストロサイトの活性化が生じ，オリゴデンドロサ
イト前駆細胞分化を介して神経ネットワークの再構築が生じ，機能回復がもたらされることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Using a mouse stroke model, we elucidated the molecular and cellular 
mechanisms underlying tissue repair after ischemic stroke and its association with functional 
recovery. We found that tissue repair absolutely requires the recovery of blood flow within infarct 
areas thorough recanalization of occluded artery or promotion of collateral blood flow via 
leptomeningeal anastomosis, where microvascular pericytes play a crucial role. The pericyte-mediated
 intra-infarct tissue repair induces activation of astrocytes, differentiation of oligodendrocyte 
precursor cells and reorganization of neural network in peri-infarct areas, thereby contributing to 
functional recovery.

研究分野：脳血管障害

キーワード： 脳梗塞　ペリサイト　組織修復　機能回復　創傷治癒　アストロサイト　オリゴデンドロサイト

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞は日本人の代表的国民病である．近年rt-PA静注療法や脳血管カテーテルによる血栓除去療法など超急性
期治療が普及してきたが，急性期以降の機能回復促進治療はリハビリテーションに依存し薬物療法は未だ存在し
ない．発症1-6ヶ月の間に生じる内因性機能回復の分子細胞機構も不明のままである．本研究課題では，脳梗塞
機能回復過程において，微小血管壁細胞であるペリサイトが脳梗塞巣内部の創傷治癒に重要な役割を担うこと，
またこの創傷治癒がどのようにして神経機能回復をもたらすのか，その分子細胞機序の一端を明らかにした．脳
梗塞機能回復治療の新たな概念構築をもたらし新規治療標的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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Common disease であり，かつ，再生医療はありえないと考えられていた脳梗塞においても，
神経幹細胞や間葉系幹細胞を用いた再生医療研究が盛んに行われるようになり，その有効性が
報告されるようになってきた．しかし，その臨床応用においては手間・コスト・倫理面など克服
すべき問題が様々に存在し，一般に普及する治療としてはハードルが高いのがネックである．一
方，多くの脳梗塞患者は発症後 1-3 ヶ月の過程である程度の機能回復をみせるのも事実である．
また，同一部位・サイズの脳梗塞であっても機能回復の程度に差が見られることはよく知られた
事実であり，年齢・性・脳梗塞危険因子の管理の是非，などが重要な規定因子となることは我々
が行ってきた脳梗塞臨床疫学研究(Fukuoka Stroke Registry, FSR)によっても証明されている 1-

5．リハビリテーション治療のサポートを要するものの，この「内因性機能回復機構」が，細胞
や組織レベルにおいてどのように発揮されているのかについては未だ不明な点が多い．脳梗塞
後に生じる内因性機能回復過程を正確に理解することによって，新たな脳梗塞の治療概念が確
立され，新規治療標的を探索する余地が十分に残っていると考えられる． 
 
２．研究の目的 
脳梗塞発生後，梗塞内部の組織修復がどのようにして生じるか，その分子細胞機序をまず明ら
かにすること．また，組織修復の是非が，亜急性期以降の内因性機能回復過程にどのような影響
を及ぼしうるか？またその機序はいかなるものか？脳梗塞巣の組織修復から機能回復にかけて
生じる分子細胞機序を明らかにし，脳における「創傷治癒」の概念を確立することで，分子標的
の同定につなげたい．本研究課題では，微小血管壁細胞であるペリサイトの機能に着目して研究
を進めていく．  
 
３．研究の方法 
(1)マウス脳梗塞モデル：健常状態において脳軟膜動脈吻合の程度が遺伝的に異なる２種類のマ
ウス(CB17 および C57BL/6)を用いて，中大脳動脈遠位部閉塞による脳梗塞モデルを作製する．
Modified Tamura 法を用いて，開頭直視下に中大脳動脈遠位部を結紮・切断(永久閉塞モデル
(permanent MCA occlusion, pMCAO))するか，一定時間一過性に閉塞させた後再灌流させる(一
過性脳虚血モデル(transient MCAO, tMCAO))．また，ローズベンガル色素を尾静脈より注入し，
レーザー照射により中大脳動脈遠位部を凝固永久閉塞(pMCAO)させる(光凝固血栓法)により最小
限の侵襲で脳梗塞を作製する方法も行った．ペリサイト機能に影響を及ぼす PDGFRβおよび Nox4
に関する遺伝子改変マウスを使用し，その表現型変化を野生型マウスと比較した． 
 
(2)脳梗塞組織評価：脳梗塞作製後，脳切片を取り出し，抗体を用いた免疫組織学的評価を行う
とともに，ホモジネートサンプルを作製し，Immunoblot によるタンパク質発現，定量 PCR によ
る mRNA 発現の定量評価を行う． 
 
(3)培養細胞を用いた分子細胞機序の検討：ペリサイトに加えて，Neurovascular unit を構成す
る細胞(アストロサイト，オリゴデンドロサイトおよびその前駆細胞(OPC)，マクロファージな
ど)を培養し，各種刺激下における細胞内シグナル伝達や遺伝子発現変化について検討するとと
もに，培養上清を他の細胞培地に添加することで細胞間相互作用の可能性についても検討する． 
 
４．研究成果 
(1)中大脳動脈閉塞後の早期再灌流は，脳梗塞が生じた後であっても(=神経細胞の生存救済がで
きなかった場合でも)，亜急性期以降の組織修復を促進し良好な機能回復をもたらす． 
健常時，脳軟膜動脈吻合がほとんど存在しないCB17マウスを用いて中大脳動脈を30分, 45分，
60 分，90 分，240 分間閉塞させた後再開通
させるか，永久閉塞した後，梗塞サイズ，
組織修復，ならびに，運動機能の変化を経
時的に 14 日間観察した．マウス脳梗塞モデ
ルで頻用される C57BL/6 マウスは軟膜動脈
側副血行が比較的豊富に存在するため，一
過性中大脳動脈閉塞時に形成される脳梗塞
サイズがばらつきの個体差が大きいが，
CB17 マウスでは 1 日後の観察では 60 分以
上の一過性虚血で永久閉塞の場合とほぼ同
等の梗塞サイズが観察された.30-45 分虚
血再灌流では虚血最強点に選択的神経細胞
死が観察されたもののその周囲に著明な活
性化アストロサイトの集簇が観察された．
経時的に梗塞サイズを観察すると，早期再灌流を行なった群で梗塞巣の著明な縮小化がみられ，
この過程に一致して良好な運動機能の回復が観察された．脳梗塞巣内部の血管内皮細胞は永久
閉塞であっても比較的長時間生存しうるが，ペリサイトの脱落が観察される．一方，再灌流群で
再灌流の速さに応じて内皮細胞周囲にペリサイトが残存することを見出した．この細胞は PDGFR

 
 
CB17 マウスにおいて，虚血時間を様々に調節した tMCAO モデルと permanent 
MCAO(pMCAO)モデルにおける MAP2(神経細胞)染色の経時変化を示す．60 分
以上の虚血により永久閉塞と同様に灌流域全体の梗塞巣を認める．45 分虚血では
虚血強度の最も強い部位に選択的神経細胞死を認めている(矢印)．60 分以上の虚
血では，早期に再灌流できたものほど経時的に梗塞サイズが縮小していることに
注目する．脳梗塞内部において線維性修復が良好に進んでいることを意味する． 



βを発現し血管内皮を被覆した後，線維芽細胞様細胞に形質転換して脳梗塞内部を占拠した．梗
塞内部の線維性修復の程度と梗塞周囲のアストログリオーシスの程度がよく相関すること，
PDGFRβの発現を減弱させた Pdgfrb+/–では梗塞周囲アストログリオーシスの程度が有意に軽減
することを明らかにした．これらの成果を Stroke 誌に発表した 6． 
 
(2)中大脳動脈永久閉塞時における抗凝固療法の早期開始は，軟膜動脈吻合の発達を抑制し，組
織修復・機能回復を抑制する可能性がある． 
 脳軟膜動脈吻合のほとんど存在しない CB17
マウスを用いて pMCAO による脳梗塞を作製す
ると，中大脳動脈灌流域全体に脳梗塞が形成さ
れたが，5-7 日の経過で前大脳動脈(ACA)およ
び後大脳動脈(PCA)の軟膜動脈枝を介して逆行
性に脳梗塞巣内部 MCA への血流を認めるよう
になった(右図)．梗塞内部への血流再開は，梗
塞内部デブリスを除去するための単球・マクロ
ファージ動員とこれらの細胞が機能するため
のエネルギー供給の目的において不可欠であ
ると考えられ，極めて重要な所見と思われた．
このマウスに直接経口抗凝固薬である Rivaroxaban 投与を pMCAO 施行直後から開始すると，軟
膜吻合の形成が有意に抑制されることを見出した．軟膜動脈吻合形成抑制による血流回復抑制
は，梗塞内部線維性応答の抑制，梗塞周囲アストログリオーシスの抑制をもたらし，機能回復も
不良となった．pMCAO 7 日目以降に Rivaroxaban を投与した場合には修復過程に影響は生じず，
機能回復にも変化は認めなかった．培養ペリサイトを用いた検討により，Rivaroxaban による梗
塞内部の血流回復・組織修復の抑制は，トロンビン受容体である PAR1/PAR2 抑制を介した作用で
あることが示唆された．(1)の成果と合わせると脳梗塞が発生した後であっても，梗塞巣内部に
血流を早期再開させることがその後の応答を促進するためにも重要であることが示唆された．
これらの成果を Brain Research 誌に発表した 7． 
 
(3)中大脳動脈永久閉塞時における脳軟膜動脈吻合の発達には，平滑筋に発現する PDGFRβが関
与する． 
 CB17 マウス同様，C57BL/6 マウスを用いて pMCAO により脳梗塞を作製した場合においても，軟
膜吻合血管の拡大(arteriogenesis)による MCA 領域への血流増加が観察された．Arteriogenesis
形成部位の血管平滑筋はケモカイン CCL2 を分泌し単球の局所浸潤を促進していた．PDGFRβ機
能を減弱させた Pdgfrb+/–マウスでは局所平滑筋細胞における CCL2 の発現減少により，
arteriogenesis 形成が不十分となり梗塞内部への再灌流は不良となった 8． 
 
(4)脳梗塞内部組織修復の促進は，脳梗塞周囲におけるアストログリオーシス，オリゴデンドロ
ジェネシスを誘導することで機能回復を促進する． 
Pdgfrb+/–を用いて pMCAO による脳梗塞を作製すると，軟膜吻合を介した血流供給は抑制され脳
梗塞内部の組織修復は有意に抑制された．同時に梗塞周囲領域におけるアストログリオーシス
も有意に抑制された．ペリサイトの培養上清を，培養アストロサイトに添加すると STAT3/AKT の
リン酸化が速やか生じ，アストロサイトの増殖・遊走が観察された．ペリサイトを PDGF-BB で刺
激しておくと，この応答はさらに増強された． 
脳梗塞後，①神経幹細胞の存在する脳室下帯から梗塞周囲領域への DCX 陽性神経細胞の遊走や，
②梗塞巣周囲における OLIG2 陽性オリゴデンドロサイト前駆細胞(oligodendrocyte precursor 
cell, OPC)の増殖反応が生じるが，Pdgfrb+/–と野生型マウスでこれらの応答に有意差を認めなか
った．一方，Pdgfrb+/–マウスにおいて，APC/GSTπ陽性・分化オリゴデンドロサイトの数が有意
に減少し，残存神経細胞の軸索を取り巻くミエリン・タンパク質(MBP)の量も有意に減少してい
た．さらにアストロサイトの培養上清を培養 OPC に添加するとオリゴデンドロサイトへの分化，
ミエリン関連タンパク質の発現増加が観
察されたが，アストロサイト培地にペリサ
イト培養上清(とくに PDGF-BB を添加した
ペリサイト培養上清)を添加しておくと，
OPC 分化・ミエリンタンパク質の発現がよ
り高度となった．これらの応答にはアスト
ロサイトが産生する BDNF, IGF1 の関与が
示唆された．つまり，脳梗塞内部組織修復
に寄与するペリサイト由来PDGFRβ陽性細
胞は，梗塞周囲のアストログリオーシスを
増強し，アストロサイトとの共同作業によ
って，OPC 分化・再髄鞘化反応を促進する
ものと考えられた．これらの成果を eNeuro
誌に発表した 8．また上記(1)-(4)の成果は

 
脳梗塞後，PDGFRβを発現したペリサイトは内皮細胞(EC)周囲に動員され脳血流
を回復させた後，線維芽細胞様の細胞となり梗塞内の組織修復に寄与する．ペリサ
イト及びペリサイト由来細胞は梗塞周囲におけるアストロサイト活性化に寄与し，
アストロサイトと協調してオリゴデンドロサイト前駆細胞の分化と再髄鞘化反応
を促進して，内因性機能回復に寄与する． 
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Visual Abstract

Significance Statement

Pericyte-mediated fibrotic tissue repair is a major histological change within the infarct area during the sub-
acute phase after ischemic stroke. Whether fibrotic repair is beneficial or detrimental to post-stroke func-
tional recovery is highly debated. Here, we demonstrate that inhibition of fibrotic repair in mice by
heterozygous deletion of platelet-derived growth factor receptor b (PDGFRb ) (Pdgfrb1/–) significantly at-
tenuates functional recovery after ischemic stroke. Pericyte-derived PDGFRb -positive cells within the in-
farct area produced trophic factors that activated astrocytes, thereby enhancing peri-infarct astrogliosis.
Furthermore, astrocytes, conditioned with PDGF-BB-stimulated pericyte culture medium, promoted oligo-
dendrocyte (OL) differentiation and a myelinating response. Peri-infarct oligodendrogenesis and re-myelina-
tion within areas of astrogliosis was significantly attenuated in Pdgfrb1/– mice. Pericyte-mediated tissue
repair is beneficial for post-stroke functional recovery and is a potential therapeutic target.
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CB17 マウスにおける pMCAO モデルを示す．Day1 では灌流域は完全に
血流が消失しているが，Day4 前後では ACA/PCA の軟膜動脈の吻合形成
が見られ，Day7 では逆行性血流を認めるようになっている．pMCAO 作
製時に，直接経口抗凝固薬である Rivaroxaban の投与を開始すると，軟
膜吻合による側副血行の発達が不良となることが示された． 

the restoration of neurologic functions. Both peri-infarct astrogliosis
and intra-infarct fibrotic responses were significantly attenuated in
rivaroxaban-fed mice. PAR-1 and PAR-2, targets of factor Xa, were
expressed in PDGFRβ-positive pericytes within ischemic areas. PAR-1
or PAR-2 inhibitors as well as rivaroxaban significantly decreased factor
Xa-mediated pericyte survival/growth. In rivaroxaban-fed mice, im-
paired repair processes in ischemic areas were accompanied by en-
hanced inflammatory responses and BBB breakdown. The detrimental
effects of rivaroxaban on neurologic functions and histological changes
were not observed when the treatment was initiated on day 7 after
pMCAO or immediately after tMCAO.

3.1. Factor Xa inhibition attenuates leptomeningeal anastomosis
development, thereby reducing blood flow recovery in ischemic areas after
pMCAO

In the present study, we used CB-17 mice, which are a derivative of
BALB mice, and which have the fewest number of leptomeningeal
anastomoses under healthy conditions among mice commonly used for
experiments (Tachibana et al., 2017; Zhang et al., 2010). Thus, new
development of effective leptomeningeal anastomoses from the ACA or
PCA after pMCAO are absolutely needed to recover blood flow in is-
chemic areas. Fig. 2 clearly demonstrates that CB-17 mice are able to
develop leptomeningeal anastomoses and recover blood flow within
ischemic areas over 5–7 days after pMCAO (Zhang et al., 2010).

Fig. 2. Effects of rivaroxaban initiation immediately after pMCAO on leptomeningeal anastomosis development and mature angiogenesis within infarct area. (A)
Leptomeningeal angioarchitecture was assessed by latex perfusion on days 1, 4, and 7 after pMCAO in control mice, and on day 7 after pMCAO in rivaroxaban-fed
mice (n=4). The arrow (in the left panel) signals the occlusion site. (B) Representative images of cerebral blood flow assessed by a 2D flowmeter on days 0 (pre-
pMCAO), 4, and 7 after pMCAO (n=4). (C) Number (left) and average diameter (right) of leptomeningeal anastomoses between the MCA and ACA or PCA (n=4;
*p < 0.05). (D) Representative images of mature angiogenesis, assessed by immunohistochemistry of anti-platelet-derived growth factor receptor β (PDGFRβ), in the
ischemic core in control and rivaroxaban-fed mice on day 7 after pMCAO (n=4).
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日本神経学会の学会誌である臨床神経の依頼総説として掲載された 9． 
 
(5) ペリサイトは骨髄単球由来マクロファージの梗塞内部浸潤を促進する 
 脳梗塞発生後に生じる単球・マクロファージの梗塞内部浸潤は，これまで炎症を増幅し梗塞を
拡大させる「負の因子」と考えられ，「抗炎症」による脳梗塞治療の標的として期待されてきた．
しかし，近年，梗塞内部に生じる細胞成分やミエリンデブリスの迅速な除去が脳梗塞後機能回復
に不可欠であることが指摘されるようになってきた．これらのデブリス除去に重要な役割を果
たすのはマクロファージであり，適切な単球・マクロファージの局所動員は機能回復に不可欠で
あると考えられる．我々は脳梗塞内部における PDGFRβ陽性ペリサイトが，マクロファージの局
所動員に重要な役割を果たすことを明らかにしつつある 10．脳梗塞後ペリサイトが内皮細胞周囲
に動員されることで脳血流が供給・維持される．また梗塞内部ペリサイトは CCL2/CSF1 を分泌す
ることで単球を局所動員し，マクロファージに分化させる．またペリサイトが分泌する因子によ
ってマクロファージのデブリス貪食機能は亢進する．またミエリンデブリスを貪食したマクロ
ファージはペリサイトの細胞外マトリックスタンパク質分泌による組織修復を促進することか
ら，ペリサイト-マクロファージ相互作用によって組織修復が促進し，機能回復が誘導される可
能性がある 10． 
 
(6) Nox4 は神経幹細胞の増殖応答を促進する 
 我々はこれまで，ペリサイトに活性酸素種産生酵素 Nox4 が発現すること 11，ペリサイト特異
的 Nox4 過剰発現マウスでは BBB 破綻により急性期脳梗塞が拡大すること 12，を明らかにした．
これに一致して Nox4 ノックアウトマウスでは脳梗塞巣が縮小することも確認した．脳以外の虚
血性疾患では Nox4 が血管新生や血流再開を促進して有益な作用を発揮することが報告されてい
るものの，脳障害にとって Nox4 はネガティブファクターにしかなり得ないとする概念も存在す
る．我々は薬剤性に神経幹細胞の増殖・神経細胞新生能を評価しうる神経毒・トリメチルスズを
用いて，Nox4 が海馬における神経幹細胞の増殖・新生，作業記憶の回復・維持に重要な役割を
果たすことを明らかにし，Neuroscience 誌に報告した 13．現在種々の疾患に対する Nox4 治療薬
の開発が世界的にも進められており，本成果は重要な情報になると考えられた．また脳梗塞モデ
ル実験においても Nox4 阻害の影響をより長期的に観察する必要があると思われた． 
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