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研究成果の概要（和文）：脳梗塞増悪過程において、浸潤マクロファージとγδT細胞が自然免疫高として関与
すること、この自然免疫の惹起にペルオキシレドキシン(PRX)が障害関連分子パターン (DAMPs)として働くこと
を我々は最近明らかにしている。本研究では、脳梗塞増悪過程に寄与するこれらの自然免疫の終息機転について
遺伝子改変動物を用いて解析を行った。その結果、PRXなどのDAMPsを浸潤マクロファージが除去する機構とし
て、転写因子MAFBとクラスAスカベンジャー受容体MSR1が寄与していること、さらにその活性化を促進する治療
が炎症の早期終息を介して、細胞障害の軽減と機能回復に有用であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Immune responses following stroke appears an important factor for tissue 
damages. Our previous studies have shown that innate immune responses, including infiltrating 
macrophages and γδT lymphocytes, lead to deterioration of ischemic damages. Furthermore, we found 
that peroxiredoxin (Prx), an endogenous antioxidant, was identified as a novel damage-associated 
molecular patterns (DAMPs). Therefore, we examined the mechanisms that reduce damages from the 
innate immune responses after brain ischemia. We found that DAMPS were cleared by the infiltrating 
macrophages and transcriptional factors MAFB and class A scavenger receptor MSR1 are key factors of 
resolution by the macrophages. These findings indicate that targeting the innate immunity may become
 a novel approach for stroke treatment.

研究分野：脳卒中学
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会を迎えてますます臨床的な重要
性を増している脳血管障害であるが、その後
遺症を軽減する画期的な治療法は未だ開発
されていない。脳血管障害の７割を占めてい
る脳梗塞は、急性期に拡大・増悪し、時に致
死的状態をもたらすが、急性期脳梗塞におけ
る分子機構・シグナル伝達が明らかになりつ
つある。申請者はこれまでに、脳梗塞に対す
る新規治療法としての遺伝子治療の可能性
を検討してきており、これまでの検討で、抗
アポトーシス作用を有するmidkineや血液脳
関門の破綻に寄与し vascular permeability 
factor でもある VEGF を阻害する sFlt-1、白
血球走化因子 MCP-1 の阻害物質、広範な抗炎
症作用を有する interleukin (IL)-10 などを
脳虚血後に遺伝子導入し、脳梗塞発症後の治
療であっても梗塞巣や脳浮腫を著明に縮小
することを示してきた(Kumai et al: JCBFM 
2004, Ooboshi et al: Circulation 2005, 
Takada et al: Gene Ther 2005, Kumai et al: 
JCBFM 2007)。 
 これらの成果は、神経のみを対象とする従
来の薬物療法と比較して、炎症・免疫機構を
標的とする遺伝子導入が画期的な脳梗塞治
療効果を発揮しうること、また、脳虚血発症
後に脳血流以外の因子が脳梗塞を拡大・増悪
させることを示唆している。また、他の研究
者の報告でも、近年脳梗塞における免疫応答
の重要性が報告され、特にリンパ球細胞の役
割が注目され、脳梗塞における免疫応答の役
割が注目されてきている。 
 図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで我々は、脳梗塞増悪過程における
IL-23-17 axis の重要性を検討し、脳虚血後
1 日をピークに浸潤してくるマクロファージ
が産生する IL-23 の刺激により、IL-17 を産
生するγδT細胞が虚血脳で増加し、その浸
潤は脳虚血後３日をピークとすること（図 1）、
さらに、脳虚血導入１日後からの治療開始に
よるIL-17の抑制であっても脳梗塞を縮小で
きることを報告した(Shichita et al: Nat 
Med 2009)。また、我々は、さらに、虚血早
期にマクロファージの浸潤・活性化を生じる
シグナルを検討し、従来抗酸化物質と認識さ
れていた peroxyredoxin (Prx)が、障害細胞
から放出される新たな damage-associated 
molecular patterns (DAMPs)となること(図

2)を明らかにした(Shichita et al: Nat Med 
2013)。 
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２．研究の目的 
 脳梗塞における炎症・免疫応答の重要性が
注目されてきているが、我々は最近、従来抗
酸化物質と認識されていた Prx が、障害細胞
から放出される新たなDAMPsであることを同
定し、治療標的となり得ることを明らかにし
た (図２)。また、これまでの国内外の報告
からも、自然免疫は脳梗塞急性期において重
要な役割を果たしていることが示されてい
る。 
 したがって、本研究では、遺伝子改変動物を
用い、免疫学的ならびに分子生物学的手法を
駆使して、脳梗塞における自然免疫、特に Prx
などの DAMPs を中心とした免疫応答・炎症反
応の治療標的としての意義を探究すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 脳虚血の作製には、これまで遺伝子改変マ
ウスで行って来た栓子閉塞による一過性中
大脳動脈閉塞モデル（Nat Med 2009）を用い
た。Prx などの DAMPs により惹起される炎症
の終息機転を解明することを目的に、マクロ
ファージなどの免疫担当細胞によるDAMPsの
取り込み(除去)機構の存在を仮定した。培養
マクロファージの遺伝子に mutation を作製
することで、DAMPs の除去に障害を生じた細
胞株を確立し、取り込みに関与する遺伝子の
探索を行った。得られた候補遺伝子について、
遺伝子欠損マウスを作製し、in vivo での
DAMPs の取り込みと炎症の終息、さらに脳梗
塞、神経機能への影響を検討した。また、
DAMPs 除去を促進する治療法についても検討
を行った。 
  
４．研究成果 
浸潤免疫応答細胞による DAMPs の除去 
 脳梗塞作製３日後の脳組織から炎症細胞
を抽出し、系抗ラベルした Prx、HMGB1 など
の DAMPs に反応させると、F4/80 陽性細胞内
に取り込まれ、リソゾーム内に移動すること
（図３）、さらに表面抗原の FACS での解析か
ら、ミクログリアではなく、浸潤マクロファ
ージに貪食されることが示された。 
 図 3 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
DAMPs の取り込み機構 
 マクロファージ様培養株である RAW264.7
を用い、DAMPs の取り込みを行うことを確認
し、ENU による mutation によって、DAMPs の
取り込み能を消失した株を確立した。これら
の株について遺伝子解析を行い、野生株との
違いを有する候補遺伝子を同定した。それら
の cDNA をレンチウイルスベクターを用いて
mutant 株に遺伝子導入することで、クラス A
スカベンジャー受容体であるMsr1とMarcoお
よび転写因子であるMafbがPrxなどのDAMPs
の取り込みに寄与する遺伝子であることが
判明した（図４）。 
 図４ 
 
 
 
 
 
 
 
また、RAW264.7 細胞と骨髄由来マクロファー
ジを用いて luciferase アッセイと免疫沈降
アッセイを行った解析から、Msr1 のプロモー
ターに存在する MARE2 が MAFB 蛋白に反応す
ることが明らかになった 
 
虚血脳での MSR1/MARCO の発現 
 MCA 閉塞による脳虚血後の免疫担当細胞の
検討では、MSR1/MARCO の発現はミクログリア
ではなく、浸潤マクロファージで著明であっ
た。浸潤マクロファージでのこの MSR1 の発
現は虚血１日後より増加し、３日後をピーク
とし、６日後でも１日後より増加していたが、
MARCO の増加は顕著ではなかった（図５）。 
 図５ 
 
 
 
 
 
 
 
Mafb の conditional knock out 動物を用いた
検討では、マクロファージの Mafb を欠損す
ると、脳虚血３日後の脳内マクロファージの
MSR1 の発現増加が著明に抑制されたが、
MARCO の発現には影響はなく、MAFB が浸潤マ
クロファージの MSR1 発現増加を調節してい
ることが明らかになった（図６）。 
 図６ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
虚血脳での MSR1/MARCO による DAMPs 除去 
 DAMPs除去におけるMSR1/MARCOの意義を検
討するために、Mar1/Marco の遺伝子を除去し
たマウスで MCA 閉塞を行うと、脳虚血 4日後
の DAMPs の除去が遅延し（図７）、炎症終息
に お け る 浸 潤 マ ク ロ フ ァ ー ジ で の
MSR1/MARCO 発現の重要性を明らかにできた。 
 図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、MSR1/MARCO を欠損したマウスでは虚血
１日後では差がないものの、４から７日目に
脳梗塞が著明に増大し、神経機能も増悪を示
し(図８)、MSR1/MARCO 欠損による炎症終息の
遅延が障害をもたらすことが示された。 
 図８ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同様の DAMPs の除去遅延と脳梗塞の増大は、
Mafb 遺伝子の欠損マウスでもみられ、MAFB
に依存した浸潤マクロファージでの MSR1 の
発現の重要性を確認した。 
 
MAFB 活性化による脳梗塞治療 
 転写因子である MAFB の活性化による新規
脳梗塞治療の可能性を検討した。そのために、
MAFB の発現増強効果が報告されているレチ
ノイド X受容体を活性化する目的で、そのア
ゴニストである Am80 を用い、虚血脳に浸潤



したマクロファージへの治療効果を検討し
た。Am80 の投与はマクロファージの Mafb お
よび Mar1 の発現と DAMPs の取り込みを増強
した。また、Am80 の投与は脳梗塞の縮小と神
経機能の改善をもたらし（図９）、その効果
は虚血後の薬剤投与が１日後であっても認
められた。 
 図９ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 我々は Prx が脳梗塞における重要な新規
DAMPs であることをすでに発見しているが、
今回の研究で、Prx などのDAMPs を浸潤マク
ロファージが除去する機構として、転写因子
のMAFBとクラスAスカベンジャー受容体であ
る MSR1 が寄与していること、らにその活性化
を促進する治療が炎症の早期終息を介して、
細胞障害の軽減と機能回復に有用であること
を明らかにした。このような炎症性免疫応答
のメカニズムをさらに解明し、特異的な治療
標的を明らかにすることは、脳梗塞の新規治
療法の開発に結びつくものと期待される。 
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