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要旨 

背景・目的 

脳梗塞は世界的に主要な死亡および要介護原因疾患であり、QOL を大きく減少させる疾患の一つであ

る (1)。急性期の血栓溶解療法や血管内治療の進歩により救命率は改善しているものの、多くの患者が慢

性的な神経障害を抱え、さらに再発率が高いことが臨床上の大きな課題となっている (2)。特に高齢化社

会においては、再発抑制および慢性期の機能回復を促進する治療戦略の確立が強く求められている。 
脳梗塞後の病態形成には、神経細胞死や血管障害に加えて、免疫系が段階的かつ複雑に関与する。急

性期には自然免疫系が中心となって炎症反応を惹起するが、亜急性期から慢性期にかけては獲得免疫系

が病態の進展および修復過程に関与することが明らかになりつつある (3, 4)。脳組織の壊死に伴い、通常

は隔離されている中枢神経系由来自己抗原が末梢に放出されるにもかかわらず、自己免疫疾患が高頻度

に発症しないという事実は、脳梗塞後に免疫寛容を維持しつつ組織修復を促進する内因性制御機構の存

在を強く示唆している。 
さらに、脳梗塞は高齢者に多発する疾患であり、加齢に伴う免疫系の変容（が病態や回復機構に影響

を及ぼす可能性が高い (5)。しかし、老齢個体における獲得免疫応答の質的変化や、血液中に存在する体

液性因子の機能的意義については十分に解明されていない。以上の背景を踏まえ、本研究では脳梗塞慢

性期の血液中に存在する自己抗体および炎症抑制に関与する免疫細胞に着目し、それらの同定と機能解

析を行った。 
本研究は、脳梗塞慢性期の血液中に存在する脳梗塞後の炎症抑制や組織修復を担う細胞や因子を同定

することを目的とした。 

脳梗塞は主要な死亡・要介護原因であり、高齢化社会において再発抑制と慢性期機能回復の促進が重

要課題である。本研究では、脳梗塞慢性期の血液中に存在する炎症抑制および組織修復因子の同定を目

的とした。老齢および若齢脳梗塞モデルの解析から、老齢個体で形質細胞の増加と BCR クローナリティ

の上昇を認め、ミエリン脂質スルファチドを認識する自己抗体（Clone#1）を同定した。老齢脳では長鎖・

ヒドロキシ化スルファチドが増加しており、Clone#1 はオリゴデンドロサイト分化を促進し、EAE およ

び老齢脳梗塞モデルで症状を改善した。ヒト脳梗塞患者でも抗スルファチド抗体は加齢とともに増加し、

高値例で神経機能回復率が高い傾向を示した。さらに脳梗塞慢性期には末梢血 Treg が増加し、MHC ク

ラス II やCTLA4 を高発現する抑制的・組織適応的表現型へ再プログラム化されていた。慢性期 PBMC
や血清の移入は梗塞体積を縮小させ、この効果は Treg 依存的であった。以上より、老齢期に誘導される

自己抗体とTreg 応答が免疫記憶様制御機構として機能し、脳梗塞後の再発抑制およびミエリン修復に寄

与する可能性が示された。 
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方法 

マウス脳梗塞モデル 
C57BL/6J マウスに中大脳動脈閉塞モデル（middle cerebral artery occlusion: MCAO）を作製した。

頸部から総頚動脈を剖出し、外頸動脈よりシリコンコートしたナイロン糸を中大脳動脈の分岐点まで挿

入して一過性虚血状態を作り、60 分後にナイロン糸を除去することで再灌流した。神経症状スコアは, 
過去に確立された 4 段階神経スコア法（0; 観察可能な障害なし, 1; 前肢の屈曲, 2; 側頭部を押した際の

抵抗力の低下, circling なし, 3; 側頭部を押した際の抵抗力の低下, circling あり）を用いて評価した。 
シングルセル RNA-seq 解析 
麻酔したマウスを PBS を用いて経心灌流し、梗塞巣が存在する右大脳を取り出した。採取した組織か

らは、Gentle MACS（Miltenyi Biotec）を用いて、キットのプロトコルに従い、脳の細胞を単離した。

調整した細胞はフローサイトメトリー用抗体で染色した。細胞染色には抗マウスCD45.2-FITC 抗体、抗

マウス CD11b 抗体を用いた。同時に、Totalseq hashtag 抗体（BioLegend）を各サンプルと反応させ

た。 加えて、死細胞除去のために Fixable Viability Dye eFluor 780 を用いて死細胞を染色し、

FACSMelody（BD Biosciences）を用いて死細胞を除外して採取した。 
ライブラリは、Chromium コントローラ (10 × Genomics) を使用して、Chromium Next GEM 

Single Cell 5' Reagent Kits v2 (Dual Index, 10 × Genomics) のプロトコルに従って調製した。バーコ

ード化された Single Cell VDJ 5' Gel Beads、細胞と RT 酵素を含むマスターミックス、およびオイル

を Chromium Next GEM Chip K にロードすることによって GEM を調製した。その後、バーコード

化された cDNA を GEM から生成した。cDNA は PCR によって増幅され、V(D)J、5' 遺伝子発現およ

び Hashtag 配列を含ライブラリを調製した。その後、NovaSeq 6000 (Illumina) を使用してシーケンス

を行った。 
#Clone1 抗体の作成 

BCR レパトア解析で得た BCR 配列より、抗体の IgHV, IgKV 配列を持つプラスミドを作製した。作

製したプラスミドはScreenFect UP-293を用いて、GlutaMaxを加えたHE400培地で培養中のHEK293
細胞へトランスフェクションした。トランスフェクション後、AB-Capture MAG2（ProteNova）を用い

て、キットのプロトコルに従い、細胞から#Clone1 抗体を精製した。 
糖脂質 ELISA 
脳梗塞モデルマウスまたは Control マウスの血漿、もしくは Clone1 抗体を用いて、CNS に存在する

糖脂質（GM1, GM2, GM3, GM4, GD3, Galactocerebroside, GD1a, GD1b, GT1b, GQ1b, Sulfatide）に

対する ELISA を行った。1％ウシ血清アルブミン中に希釈した血漿を 0.2μg の抗原を反応させたウェ

ルに反応させ、吸着した抗体と HRP を反応させ, 2N H2SO4 を加えて反応を停止させた後、吸光度を測

定した。また、ブランクには糖脂質をコートしていない（エタノールのみ）ウェルに血漿を加え、同様の

操作を行ったものを使用した。 
フローサイトメトリー解析 
脳細胞の調製には、同側大脳半球を解剖し、はさみで細かく刻んだ RPMI 培地（2% v/v FBS 添加）に

溶解したコラゲナーゼ D（2 mg/ml）および DNase I（1 mg/ml）を用いて、37℃で 180 rpm、30 分間

消化した。消化サンプルを RPMI で希釈した 37%パーコールに懸濁し、25℃で 800×g、20 分間遠心分

離した。沈殿物を回収した。血液サンプルを PBS 3 ml でさらに希釈し、Lympholyte 4 ml 上に重ねた
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後、室温で 800 × g、20 分間遠心分離した。界面の細胞層を回収した。細胞を染色バッファー（0.5%
（v/v）FBS、2 mM EDTA を添加した PBS）で希釈した CD16/CD32 モノクローナル抗体（1:20）を

用いて、氷上で 5 分間インキュベートした。その後、細胞を Fixable Viability Dye eFluor™ 780（1:1000）
の存在下で氷上 15 分間、表面抗原CD45, CD11b, CD3, CD4, CCR4 の染色を行った。細胞内染色は、

eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set を用いて、Foxp3, CTLA4 を染色した。

LSRFortessa（BD Biosciences）で取得したデータを FlowJo で解析した。 
統計解析 
統計学的解析には GraphPad Prism（Version 9.5.2）を用いた。統計的有意性は、二元配置分散分析

（Two-way ANOVA）に続いて、Tukey 検定による多重比較を行った。2 群間の差異を分析する際には

Student t 検定を行った。P < 0.05 の場合に有意差あり(* P < 0.05 ,  ** P < 0.01 ,  *** P < 0.001, **** 
P < 0.0001, ns は有意差なし）とみなした。 

結果 

老齢時の抗スルファチド抗体による神経炎症性疾患からの保護 
老化に伴って出現する炎症誘

発細胞は慢性炎症を惹起し、アル

ツハイマー病なのどの神経変性

疾患や脳梗塞のような重篤な組

織損傷にも関与する。若齢もしく

は老齢マウスに脳梗塞を作製し、

脳 梗 塞 慢 性 期 の 脳 細 胞 の

scRNAseq 解析を行った。加齢に

伴う顕著な変化として、抗体を産

生する細胞である形質細胞が増

加し、B 細胞受容体（BCR）のク

ローナリティが老齢時に高いことを発見した

（図１）。特に増加していた BCR 配列から抗体

を作製し（以下、Clone#1 と呼ぶ）、抗原を探索

したところ、硫酸化糖脂質であるスルファチド

を認識することを見出した（図２）。Clone#1 抗

体を用いた免疫染色では老齢マウスの脳組織だ

けで抗原が確認され、若齢脳

や他の組織には抗原が認めら

れなかった。若齢と老齢時の

脳内のスルファチドを質量分

析イメージングにより解析

し、脂肪酸が長く、ヒドロキシ

化されているものが老齢で増

加することが分かった（図

３）。 
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これらのスルファチドの合成や、細胞表面に発現させることで、抗体との結合を確認予定である。ス

ルファチドはオリゴデンドロサイトが構成するミエリンに多く存在している。脳梗塞後のオリゴデンド

ロサイトでは老化により増殖能や発生・分化に関連する遺伝子発現が低下することから、損傷からの回

復が遅れることが示唆された。オリゴデンドロサイトの分化におけるClone#1 抗体の影響を調べるため

に、ヒト iPS 細胞から神経系の細胞に分化誘導する際に Clone#1 抗体を添加すると、アルツハイマー病

患者由来の iPSC からオリゴデンドロサイトへの分化を促進することが分かった。一方で、アストロサ

イトや神経細胞への分化には影響がなかった。健常者由来の iPSC では Clone#1 によるオリゴデンドロ

サイトの分化はあまり促進されなかったことから、健常者と患者でのスルファチドの組成の違いを検討

予定である。さらに、in vivo でのClone#1 抗体の効果を検証するために、ミエリンの損傷を引き起こす

病態である多発性硬化症マウスモデルの EAE モデルや脳梗塞マウスモデルに Clone#1 抗体を投与した

ところ、症状の改善効果が認められた。脳梗塞では老

齢時でのみ症状が改善され、老齢特異的なスルファチ

ドの発現が重要であることが示唆された（図４）。以上

より、老齢時や病態時に特異的なスルファチドが合成

され、それに対する自己抗体が産生されることで老化

に抗うような保護的な役割を担っていることが明ら

かになった。スルファチドに対す

る抗体はオリゴデンドロサイト

の分化や増殖を促すことでミエ

リンを再生させ、神経症状を改善

することが示唆された。 
脳梗塞患者の血清中の抗スル

ファチド抗体を ELISA で測定し

たところ、年齢とともに抗スルフ

ァチド自己抗体が増加する傾向

がみられた。また、脳梗塞などの

神経症状の重症度を示す、NIHSS (National Institutes of 
Health Stroke Scale)の入院時から退院時の回復率を比べる

と、抗スルファチド IgG の濃度が高い患者の方が回復率が高

い傾向が認められた（図５）。 
以上の結果より、老齢時の脳梗塞後に産生される抗スルフ

ァチド抗体は、加齢に伴うミエリン修復能力の低下から保護

する働きがある可能性が示唆された（図６）。 
 
脳梗塞慢性期 PBMC における Treg の増加と機能的遺伝子発現

の変化 
次に、細胞性免疫応答の変化に着目した。虚血性脳卒中後に

PBMC 中 Treg 割合が高い患者ほど予後が良好であるとの報告 
(6)を踏まえ、慢性期 PBMC を詳細に解析した。その結果、マウ

スおよびヒトにおいて脳梗塞慢性期に Treg が有意に増加してい

ることを確認した（図７）。 
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脳 梗 塞 患 者 PBMC の

scRNA-seq 解析では、慢性

期 Treg が MHC クラス II
および CTLA4 を高発現す

る高度に抑制的なサブクラ

スター (7, 8)を形成してい

ることが明らかとなった。

さらに、これらの Treg は

CCR4 などの組織 Treg 関

連マーカーを高発現してお

り、脳組織由来Treg に類似

した表現型を示していた

（図８）。この結果は、末梢血Treg が慢性期において組織適

応的な性質を獲得している可能性を示唆する。 
機能的検証として、脳梗塞慢性期マウス由来 PBMC を他個

体へ移入し、その後 MCAO を誘導したところ、梗塞体積の

有意な縮小および神経学的スコアの改善が認められた。この

保護効果はTreg を枯渇させることで消失した。したがって、

慢性期PBMC中Tregが脳梗塞改善に本質的に寄与している

ことが示された。また、PBMC だけでなく、脳梗塞慢性期マウス由来の血清を他個体に移入することに

よっても梗塞体積の有意な縮小および神経学的スコアの改善が認められた。脳梗塞慢性期の血清中に

PBMCs 中のTreg の遺伝子発現を変える因子が存在することが示唆されたため、現在プロテオーム解析

を行い因子を探索中である（図９）。 
これらの結果から、一度虚血性イベントを経験した Treg は末梢血において表現型を再プログラム化し、

再発時に迅速かつ強力に炎症を抑制する能力を獲得する可能性が示唆された。これは、脳梗塞後に免疫

記憶様の制御機構が形成されることを示す重要な知見である。 

考察 

本研究は、老齢個体における脳梗塞後の免疫応答を包括的に解析することで、加齢に伴い誘導される自

己抗体および制御性 T 細胞（Treg）の新たな保護的役割を明らかにした。従来、自己抗体や炎症性免疫

応答は神経変性や組織障害を悪化させる要因として捉えられることが多かったが、本研究では老齢特異

的に誘導される抗スルファチド抗体がミエリン修復を促進し、神経症状を改善する可能性を示した点が

重要である。特に、老齢脳で特異的に増加するスルファチド分子種を同定し、それに対する自己抗体が

神経保護的に機能することを示したことは、加齢に伴う脂質代謝変化と適応的免疫応答の連関を示す新

しい概念を提示するものである。 
また、脳梗塞慢性期に末梢血 Treg が増加し、高度に抑制的かつ組織適応的な表現型へと再プログラム化

されることを示した。さらに、慢性期 PBMC や血清の移入により梗塞体積が縮小したことから、虚血性

イベント後に免疫記憶様の制御機構が形成される可能性が示唆された。これは、脳梗塞後の免疫応答が

単なる炎症の遷延ではなく、再発に備えた適応的制御機構へと転換し得ることを示す重要な知見である。 
国内外において、脳梗塞研究は急性期治療や血管再開通療法に重点が置かれてきたが、本研究は慢性期
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および老齢個体に焦点を当て、体液性免疫と細胞性免疫の両側面から再発制御機構を明らかにした点で

国際的にも独自性が高い。とりわけ、自己抗体を治療標的ではなく「内因性修復因子」として再定義し

た点は、自己免疫学および神経免疫学分野に新たな視座を提供するものである。 
 
社会的意義として、脳梗塞は高齢化社会において要介護状態の主要原因であり、再発予防および機能回

復促進は喫緊の課題である。本研究で同定された抗スルファチド抗体やTreg 活性化因子は、将来的にバ

イオマーカーとして予後予測に応用できる可能性があるだけでなく、抗体医薬や免疫調整療法としての

開発も期待される。特に、高齢者特異的な免疫制御機構を標的とする治療戦略は、加齢関連疾患に対す

る新たな医療アプローチを拓く可能性を有する。 
今後は、老齢特異的スルファチド分子種の詳細な構造解析および合成系の確立、抗体との結合特異性の

精密評価を進めるとともに、慢性期血清中に存在するTreg 活性化因子の同定をプロテオーム解析により

進める必要がある。さらに、ヒト検体を用いた縦断的解析により、免疫記憶様制御機構が再発抑制にど

の程度寄与するかを明らかにすることが重要である。 

共同研究者 

東京理科大学 吉村昭彦先生 
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