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１． は じ め に

脳卒中は，本邦の死因の第３位，寝たきりの原因の第１

位であり，脳卒中の約７割を脳梗塞が占めている．総患者

数は１００万人を超え，がんに並ぶほど多いのにもかかわら

ず，脳梗塞に対する有効な治療法はいまだに乏しいのが現

状であり，医療経済の点でも重要な課題である．脳梗塞

は，脳血流の途絶による虚血によって脳組織が壊死に陥る

病態であり，脳組織の壊死に伴って炎症が引き起こされ

る．脳虚血後炎症は病態の悪化，組織の修復に密接に関連

しており，脳梗塞患者の予後に大きな影響を与える．しか

しながら，脳梗塞における炎症のメカニズムはまだ十分に

明らかになっておらず，これを標的とした治療法に乏しい

のが現状である．したがって，脳虚血後炎症と組織傷害の

メカニズムを明らかにすることによって新たな脳保護療法

を開発できる可能性がある１，２）．

虚血によって脳組織が壊死に陥ると，マクロファージや

好中球などの炎症細胞が脳内に浸潤し，インターロイキン

１β（IL-１β）や腫瘍壊死因子 α（TNF-α）などの炎症性サ
イトカインを産生して炎症を促進する．特に IL-２３は，マ

クロファージよりもさらに遅れて脳内に浸潤する γδT細胞

から IL-１７を産生誘導することによって，さらなる炎症

（二次的な組織傷害）を引き起こす３，４）．脳虚血の際には，

マクロファージは血管内ではあまり炎症性サイトカインを

産生しておらず，脳内に浸潤する際に何らかの機序で活性

化されることにより高産生するようになる．以前より，脳

内に浸潤したマクロファージの活性化には Toll様受容体

（TLR）を介したシグナルが重要であることが示唆されて

いたが，その詳細なメカニズムは明らかになっていなかっ

た５）．我々は脳内で TLRを活性化する因子としてペルオキ

シレドキシン（peroxiredoxin: Prx）を同定した６）．本稿で

は，脳虚血における Prxによる浸潤マクロファージの活性

化メカニズムを中心に概説する．

２． 脳梗塞におけるマクロファージ TLRの意義

本来，マクロファージなどの炎症細胞は，外敵である細

菌やウイルスを構成する物質に反応して活性化する．しか

し脳は無菌的な臓器であり，細菌やウイルスの構成成分が

存在しない．では，脳内に浸潤したマクロファージはどの
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ようなメカニズムで活性化され，炎症を引き起こすのか？

２００７年に Chenらは無菌的な臓器における炎症では，死細

胞による TLR２，TLR４の活性化が重要な役割を持つこと

を報告した５）．実際に脳虚血再還流モデル（脳梗塞モデル）

における組織傷害についても TLR２，TLR４は炎症促進に

働く．TLRは脳内の組織型マクロファージであるミクロ

グリアにも発現している．我々は致死線量の放射線を照射

した後に骨髄細胞を移植した骨髄キメラマウスを用いて一

過性脳虚血再還流モデルの検討を行った（図１A）．骨髄移

植では血液中のマクロファージはドナーの骨髄由来となる

がミクログリアは宿主由来である．図１に示すように，ミ

クログリアを含む脳細胞の TLR２，TLR４ではなく，血液

細胞の TLR２，TLR４が脳梗塞領域（＝脳細胞が壊死した

部位）の拡大に寄与することが明らかとなった６）．また

TLR２欠損と TLR４欠損を比べると TLR２欠損のほうが効

果が大きく，TLR２／４両欠損マウスではさらに梗塞体積の

減少が大きく相加効果が見られた（図１A）．

次に炎症性サイトカインの産生を検討した．虚血再還流

後の炎症性サイトカイン産生は梗塞１日後から見られる．

特に IL-２３や IL-１βは梗塞体積の拡大に重要である．TLR２

欠損，TLR４欠損マウスでは脳梗塞部位の浸潤単核球にお

ける炎症性サイトカインの発現が低下し，TLR２／４両欠損

マウスではほとんど見られなかった（図１B）．さらに

TLR２欠損と TLR４欠損の効果を比較すると TLR２欠損の

ほうが大きく，これは梗塞体積の減少と相関していた（図

１A，B）．

さらにセルソーターにより炎症細胞を分離して産生細胞

を検討したところ，ミクログリアやそのほかの組織細胞，

あるいはリンパ球ではなく，浸潤マクロファージが主な

IL-２３産生細胞であった．これらの結果より脳虚血後約２４

時間後に浸潤マクロファージが TLR２，TLR４を介して活

性化されて炎症性サイトカインを放出し，さらに炎症を誘

導して梗塞領域を拡大させることが明らかとなった．

３． 脳梗塞において TLRを活性化する DAMPs

それでは，無菌的な臓器ではどのような分子が TLRを

活性化するのだろうか？ 最近，様々な死細胞由来の成分

が TLRを活性化できることが注目されている．これらは

ダメージ関連分子パターン（damage-associated molecular

patterns: DAMPs）として知られており，脳由来の物質と

しては high mobility group box１（HMGB１），熱ショックタ

ンパク質（heat shock protein），β-アミロイド（β-amyloid）

などが研究されてきた７）．虚血による脳組織の傷害では，

発症２～４時間後に神経細胞から HMGB１が放出される８）．

細胞外に放出された HMGB１は主に血管内皮細胞に作用し

て脳血液関門の破綻に関与し，組織傷害を進行させること

が報告されている７）．HMGB１は脳虚血後早期（発症２～４

時間後）に細胞外に放出され，発症１２時間の時点では消

失する．しかし，炎症細胞の脳内への浸潤は発症２４時間

以降に顕著になるため，HMGB１の細胞外放出は浸潤マク

ロファージの活性化と直接的に関連しているとは考えにく

い．実際に HMGB１中和抗体を一過性脳虚血モデルマウス

に投与すると梗塞体積が縮小して脳保護効果が認められる

（図２）．しかし脳内に浸潤した血液細胞からの炎症性サイ

トカイン産生を抑制する効果は著明ではなかった６）．そこ

で我々は，脳虚血の際に浸潤マクロファージを活性化する

DAMPsについて検索を行った６）．

マウス脳の抽出液を作製して，これをマウス培養骨髄樹

図１ 脳梗塞と虚血後炎症における TLRの役割
一過性脳虚血再還流モデル（脳梗塞モデル）ではマウス頸動脈
をナイロン糸で６０分閉塞して虚血状態をつくりその後糸を抜
くことで再還流を行う．（A）骨髄キメラマウスにおける梗塞領
域の染色（白い領域が壊死部分：楕円部）と梗塞体積．TLR２，
TLR４，TLR２／４欠損マウスの骨髄を放射線照射した野生型
（WT）マウスに移植し，梗塞モデルを施行し虚血４日目の組織
を染色し梗塞体積を測定した．（B）各欠損マウスに梗塞モデル
を施行し，１日後に単核球分画を採取して mRNAを抽出して
IL-２３（上）および IL-１β（下）の mRNAレベルを定量 PCRで
測定した．
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状細胞に添加したところ，樹状細胞が活性化されて IL-２３

や IL-１β，TNF-αなどの炎症性サイトカインが産生された
（図３A）．浸潤マクロファージは量的に採取することが困

難でありすでに活性化されているので IL-２３をよく産生す

ることが知られている骨髄由来樹状細胞を用いている．脳

抽出液にタンパク質分解酵素処理や熱処理を加えると，樹

状細胞の活性化が見られなくなることから，脳抽出液中の

タンパク質が重要であると考えられた．そこで脳抽出液を

さらに分画し，ショ糖濃度勾配によって１５～２５kDaの分

画が特に樹状細胞を活性化することがわかった．この分画

を質量分析によって解析した．得られた候補タンパク質の

組み替え体を作成し活性を調べたところ，Prxファミリー

タンパク質が強力に樹状細胞を活性化して炎症性サイトカ

インを産生させることを発見した（図３A）．

４． DAMPsとしての Prxの役割

本来，Prxファミリータンパク質（Prx１～６までの六つ

のサブタイプが存在する）は過酸化水素などの過酸化物を

還元して水などに変える抗酸化酵素活性（peroxiredoxin ac-

tivity）を有しており，様々な臓器における組織傷害では

臓器保護効果を持つことが知られている９）．虚血によって

脳組織では発症１２時間後から Prxの発現が急激に上昇し

ており，虚血ストレスによって細胞内に生じた活性酸素を

代謝するために，脳細胞内で Prxが産生誘導されたものと

考えられる．

一方で DAMPsとして働く Prxは，虚血壊死によって細

胞が破壊された際に細胞外に放出されたものではないかと

考えられた．実際に Prxはがん細胞が放出する DAMPsと

しても報告されている１０～１２）．このように Prxは細胞内と細

胞外で異なる二つの役割を持っており，細胞内の Prxは組

図２ 一過性脳虚血モデルマウスにおける抗 Prx抗体，抗 HMGB１抗体投与の効果
（A）脳虚血誘導直後に抗 Prx抗体，抗 HMGB１抗体，またはその両方を投与して，発症４日目の梗塞体積を示す．
染色像はMAP２染色で白い部分が梗塞部位．抗 Prx抗体と抗 HMBG１抗体によって梗塞体積が減少し，両方組み
合わせると相加効果が認められた．（B）抗体の炎症性サイトカイン発現に対する効果．梗塞１日目の単核球分画
のサイトカイン mRNAレベルを測定した．

１８１２０１３年 ３月〕



織保護に，細胞外の Prxは DAMPsとして炎症惹起に働く

可能性が考えられる（図４）．実際に組み替え Prx１，Prx２，

Prx５，Prx６の骨髄樹状細胞における IL-２３誘導活性を測定

したところ，すべてのファミリー分子に誘導活性が見られ

たが，Prx５が最も強力であった（図３B）．さらに TLR２欠

損，TLR４欠損および TLR２／４両欠損マウス由来の樹状細

胞を用いたところ組み替え体 Prxの活性は TLR２／４，特に

TLR２に依存することが示された（図３B）．この TLR依存

性の結果は TLR欠損マウスを用いた vivo での梗塞体積や

サイトカイン産生の減少と相関している（図１参照）こと

図３ 脳抽出液中の DAMPsの検索
（A）�脳抽出液を骨髄樹状細胞に添加すると IL-２３誘導活性が認められる．この分画をプロナーゼ処理すると活性が消失す
る．�ショ糖濃度勾配によって脳抽出液を分画後，１５～２５kDaの分画（分画２，３）に比較的強い IL-２３誘導活性を認めた．
�質量分析によって分画２，３を解析しこれらの分画に含まれる候補タンパク質の組み替え体を作製，樹状細胞に添加するこ
とによって IL-２３誘導活性を持つタンパク質を検索した．Prxに強い IL-２３誘導活性が認められた．（B）Prxファミリータンパ
ク質の TLR欠損樹状細胞における IL-２３誘導活性．各 TLR２，TLR４，TLR２／４欠損マウス由来の骨髄樹状細胞を Prx組み替え
タンパク質で刺激し IL-２３mRNAレベルを測定した．

図４ Prxの細胞内外での機能
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からも，Prxが脳梗塞後の炎症誘導にかかわる因子である

ことが示唆された．

実際に Prxの動態を明らかにするために脳虚血再還流モ

デルマウスを用いて，虚血脳内における Prx６の発現の経

時変化を免疫染色法によって調べた．Prx６は虚血壊死に

陥った領域に一致して強く発現しており，傷害された脳細

胞の周囲に Prx６を含む凝集物が多数存在していた（図５）．

この Prx６を含む凝集物は，浸潤マクロファージと細胞表

面で接触している像が多数観察されたことから，虚血壊死

に陥った脳細胞から細胞外に放出された Prxが浸潤マクロ

ファージを活性化しているものと考えられた．このような

Prxの細胞外放出は脳虚血発症１２時間後から認められ，

２４時間後にピークを迎えてその後に減少しており，マク

ロファージが脳内に浸潤するタイミングと一致していた．

５． Prxによる脳虚血後炎症の促進

実際に脳内で Prxがマクロファージの活性化と梗塞部位

の拡大に寄与することを確かめるために Prx中和抗体を脳

虚血モデルマウスに投与した．抗 Prx抗体を虚血直後もし

くは虚血１２時間後に投与すると脳保護効果が認められ，

脳内に浸潤した炎症細胞からの IL-２３や IL-１β，TNF-αな
どの炎症性サイトカイン産生が抑制されていた（図２）．

しかし２４時間後の抗体投与では効果はなかった．また

TLR２／４欠損マウスでは抗体による梗塞体積の減少が認め

られなかったことから，Prx中和の効果は TLR２／４依存性

である．よって Prxは浸潤マクロファージを直接的に活性

化し，炎症性サイトカインを産生誘導することによって炎

症惹起に働く，第２の DAMPsであると考えられる．脳虚

血後炎症では HMGB１と Prxという，異なる時期に，異な

る機能を持つ DAMPsが機能していることが明らかとなっ

た（図２）．

Prxは培養樹状細胞に添加すると IL-２３や IL-１β，TNF-α
などの炎症性サイトカインを強く産生させる．しかし，

TLR２と TLR４の両方を欠損した樹状細胞では Prxによる

これらの炎症性サイトカインの産生が完全に欠失すること

から，Prxは TLR２と TLR４それぞれのシグナル経路を活

性化すると考えられる．Prxが TLR２と TLR４を活性化す

るために必要な構造を，Prxの変異タンパク質を作製して

調べたところ，Prxファミリータンパク質に共通した

α３-helix構造が重要であることが明らかとなった６）．

α３-helixを構成するアミノ酸残基をアラニンに置換した

Prx変異タンパク質も同様にマクロファージ活性化能が低

下し，Prxの α３-helix構造を GSTと融合させたペプチドは

マクロファージ活性化能を有していた．Prxの結晶構造解

析によれば，α３-helix構造は抗酸化活性を有するシステイ

ン残基とはほぼ真反対の位置に存在し，Prxの表面にやや

突出した位置に存在している（図６A）．この部分が TLR２／４

もしくは介在分子と相互作用する可能性が考えられる．現

在のところ，Prxが直接的に TLR２，TLR４に結合できるか

どうかは明らかではないが，Prxに共通する α３-helix構造

を標的とした薬剤の開発によって，強力な炎症抑制効果を

持つ薬剤を開発できる可能性がある．

６． 細胞内 Prxの抗酸化作用

Prxは過酸化水素を水に還元する過酸化水素消去酵素で

ある．過酸化水素を還元することにより自身の持つシステ

イン残基は酸化されて活性を失うが，チオレドキシン

（TRX）によって再還元される触媒サイクルを形成する（図

６B）．細胞傷害性 DAMPsとしての細胞外 Prxの作用と全

く逆に，細胞内 Prxは細胞保護作用を有する．例えば Prx６

欠損マウスはパラコートによる酸化ストレスに感受性であ

る１３）．逆に Prx２を脳で高発現させたトランスジェニック

マウスは脳梗塞モデルに抵抗性を示す１４）．そのほか多くの

論文で Prxファミリー分子の神経細胞保護作用が報告され

ている９，１５，１６）．

現在 Prxファミリーには，Prx１から Prx６の６個のアイ

ソフォームが知られている．７番目の Prxとして DJ-１も

報告されている１７）．これらはその分子構造の違いから三つ

図５ 脳梗塞巣における Prxとマクロファージとの接触
発症１日目の梗塞中心における免疫染色像を示す．左：Prxを含む壊死した組織の残骸．中：F４／８０陽性細
胞（マクロファージ）が脳内に浸潤している．右：Prx６を含む重ね合わせ像．
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のグループに分けられる１８）．

１）２-Cys Prx：N末端と C末端の両方によく保存されたシ

ステイン残基をもち，その両方が活性に必要である．

Prx１,２,３,４．

２）atypical２-Cys Prx：N末端にのみ保存されたシステイ

ン残基をもつが，活性の発現にはもう一つ別のシステイン

残基を必要とする．Prx５．

３）１-Cys Prx：N末端にのみシステイン残基をもち，活性

発現にはこのシステイン残基のみが必要である．Prx６．

Prx１および２は細胞質，Prx３はミトコンドリア，Prx４

は小胞体とリソソームおよび細胞外（分泌型），Prx５はペ

ルオキシソームとミトコンドリア，Prx６は細胞質とミト

コンドリアに存在するとされる．

免疫染色による検出では脳においては神経細胞には

Prx２,３,４,５が，オリゴデンドロサイトには Prx１，Prx４と

Prx６が，アストロサイトでは Prx６が，ミクログリアでは

Prx１が高発現している１９）．

最近，２-Cys型 Prxは酸化ストレスや熱ストレスにより，

通常の低分子量タイプの Prxが構造変化を起こし，高分子

量複合体を形成することが明らかにされた．この高分子量

複合体は分子シャペロンとしての機能を持ち，ストレスに

よって障害を受けたタンパク質の除去修復に関与するとさ

れる２０，２１）．また Prx２のノックアウトマウスの細胞は，β-ガ

ラクトシダーゼ陽性細胞の割合が野生型マウスの細胞に比

べ３０％くらい高く，細胞老化が早い．Prx２は細胞老化を

防御する役割を果たしていることが示唆されている２２）．ま

た Prx１は Ask１とチオレドキシンと競合して会合して

Ask１の活性化を抑制し結果的にストレスによるアポトー

シスを抑制する２３）．最近 Prxファミリーは細胞内酸化還元

状態を制御することでサーカディアンリズムを形成する本

体であると報告されている２４，２５）．

７． 脳虚血後炎症にかかわるその他の因子と炎症細胞

以上のように細胞外 Prxは TLR２，TLR４を介して，浸

潤マクロファージから IL-２３や IL-１β，TNF-αなどの炎症
性サイトカインを産生誘導する．一方 IL-２３は糖鎖構造を

認識する Dectin経路を介しても産生誘導されることが知

られているが，脳虚血においては Dectin経路の関与につ

いてはほとんど明らかになっていない２６）．また，IL-１βは
成熟タンパク質として細胞外に放出されるためには in-

flammasomeが活性化される必要があるがその経路につい

てもまだ十分に明らかになっていない２７）．

IL-２３は脳虚血発症１日目に，ミクログリアではなく浸

潤マクロファージから産生される．その後，脳虚血発症

図６ Prxの構造と抗酸化作用
（A）Prxファミリータンパク質の構造．矢印は Prxが DAMPsとして機能するために重要な α３-helix構造を示す．
（B）Prxの過酸化水素還元のメカニズム．Prx：ペルオキシレドキシン，TRX：チオレドキシン．SH，SOHなどはシ
ステイン残基の酸化還元状態を示す．
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１～３日後には T細胞が脳内に浸潤して炎症を促進すると

考えられている．T細胞の１種である γδT細胞は IL-２３の

刺激によって IL-１７を産生して炎症を促進，組織傷害に働

く（図４）３）．このような IL-２３／IL-１７経路に対しては，抗

IL-２３抗体，γδT細胞除去抗体の投与により脳保護効果が

認められる４）．一方で，CD４陽性ヘルパー T細胞も同様に

脳内に浸潤してインターフェロン γ（IFN-γ）を産生し，IFN-

γは神経細胞に直接作用して細胞死を誘導することが報告
されている．IFN-γ欠損マウスにおける脳虚血による組織
傷害の減弱は認められるとの報告と，認められないとする

報告がある２８）．また，制御性 T細胞（Treg）は虚血脳内にお

いても浸潤が認められ，IL-１０を産生して TNF-αや IFN-γ
による炎症を抑制することによって脳保護効果をもたらす

とされている２９）．

T細胞は，上記のように炎症性 T細胞と抗炎症性 T細

胞が虚血脳内で機能するが，T細胞全体としては組織傷害

性に働くと考えられている．T細胞を欠損する SCIDマウ

ス等では著明な脳保護効果が報告されており，脳虚血後炎

症における T細胞の寄与は大きいと考えられる３０）．

FTY７２０は炎症組織に T細胞が浸潤する過程を阻害する免

疫抑制剤であるが，脳虚血モデルにおける検討では

FTY７２０の投与による脳保護効果が複数報告されてい

る３，３１，３２）．FTY７２０は脳梗塞への臨床応用が期待されるもの

の，脳梗塞後の易感染状態（肺炎の併発など）を促進する

可能性もあり検討が必要である．いずれにせよ今後も脳虚

血における自然免疫系と獲得免疫系の機能解明が進むこと

が期待される３３）．

８． お わ り に

脳虚血後炎症は，虚血壊死に陥った脳細胞から HMGB-１

や Prxが放出されることに始まり，脳内に浸潤したマクロ

ファージが活性化されて炎症性サイトカインが産生され，

さらに T細胞の浸潤によって炎症は促進される．これら

一連の炎症メカニズムを標的として新規の脳保護療法が開

発されることが期待される（図７）．特に Prxは細胞内で

は酸化ストレス除去，細胞保護因子として機能するのに対

し，細胞外では DAMPsとして機能する非常に興味深い分

子である．このような両面性を生かした治療薬の開発が望

まれる．
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