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研究成果の概要（和文）：マイクログリアにGFPを発現させたマウスに慢性閉鎖頭窓を作成し、二光子顕微鏡を
用いてマイクログリアと血管網の形状を反復観察したところ、細胞体断面積や密度は一定であり、突起本数は深
さによる差異はなく、経日的に有意な変化はなかった。観察期間内に遊走した細胞体、新たな細胞の出現を確認
した。8％の慢性低酸素暴露マウスにおいて、マイクログリアが血管新生に深く関与している可能性が示され
た。
アストロサイトまたはニューロンだけに光感受性蛋白チャネルロドプシン2を発現したマウスに光刺激を加えた
ところ、いずれも強度依存的に脳血流が増大した。薬理学的実験から、それぞれ独立した血流調節機序を有して
いることが示された。

研究成果の概要（英文）：In genetically-modified mice (CX3CR1-GFP mice）expressing the cortical 
microglia with green fluorescence protein (GFP), microglia and cortical microvessels were imaged 
through a closed-cranial window by using a Tomita-Seylaz method with two-photon laser scanning 
fluorescence microscopy repeatedly up to 3 weeks. There were no detectable differences in the soma 
area, number density, and number of processes of the GFP-positive microglia, whereas migrated and 
newborn microglia could be detected. Furthermore, appearance and/or migration of microglia adjacent 
to neovascular capillary under chronic hypoxia (8% oxygen) was exhibited.
A stimulation with a blue light in mice genetically expressing a light-sensitive cation channel, 
channelrhodopsin-2 in cortical astrocytes or neurons elicited intensity-dependent increase of 
cerebral blood flow. Pharmacological study exhibited independent mechanism of CBF control.

研究分野：神経内科
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１．研究開始当初の背景 
脳虚血時・後の病態生理学的変化としては、
フリーラジカルの産生、神経細胞脱分極、ア
シドーシス、細胞内 Ca2+の増加、ミトコンド
リア機能障害、細胞シグナル経路の活性化、
血管内皮・アストロサイトマトリックス接着
因子発現の低下、アストロサイト終足の血管
基底板からの剥離、マトリックスプロテアー
ゼの発現、微小血管透過性の亢進、アストロ
サイト・神経細胞の腫大、神経細胞からのグ
ルタミン酸の放出、サイトカインの発現、血
小板活性因子の産生、炎症反応の活性化、マ
イクログリアの活性化・形態変化・移動など
の急性細胞反応、浮腫、細胞腫大、漏出を伴
う微小血管透過性の亢進、虚血部位での
“no-reflow”現象、毛細血管レベルでの血管
新生、細胞死、出血性転帰、液化現象といっ
た組織障害などさまざまな報告がなされて
いる。マイクログリアは、神経組織が炎症や
変性などの障害を受けると病変の修復に関
与すると言われているが、アストロサイトと
ともに、脳虚血、神経変性疾患などでより重
要な役割を果たしていることが明らかにな
ってきた。 
近年 Neurovascular coupling という概念が
提唱されており、ニューロン・グリア細胞・
血管は相互に連絡を取り合っている。ニュー
ロンの活性化に共役してアストロサイトは
活動が亢進し、血管平滑筋に接する軸索終末
を介して血流調節に関与していると考えら
れている。しかし、微小血管、ニューロン、
アストロサイトとの間の関連の方向性の詳
細、マイクログリア細胞の脳虚血後の血管新
生への関与の詳細などについてはその実態
はいまだ不明である。 
 
２．研究の目的 
(1)慢性頭窓を通して大脳皮質微小循環をリ
アルタイムで in vivo 反復観察可能な laser 
scanning confocal 蛍光顕微鏡、さらに微小
血管、神経細胞、グリア細胞などの形態変化
を同時に脳深部まで in vivo 反復観察可能な
二光子顕微鏡を用いた独自の方法で、マウス
病 態 モ デ ル に お け る Neurovascular 
coupling の病態生理におけるマイクログリ
アの関与の解明を目指す。 
 
(2)さらに、光感受性タンパクの一種チャネル
ロドプシン 2 (ChR2)をアストロサイトある
いはニューロンのみに発現させたマウスを
用い、光照射によって細胞種特異的に活性化
することによって脳微小血流に対する作用
を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクログリアのケモカイン受容体に緑
色蛍光タンパク質（ green fluorescence 
protein: GFP）を発現した遺伝子組み換えマ
ウス(CX3CR1-GFP)を使用した。 
マウス大脳を長期反復観察するために，左頭

頂骨上に Tomita-Seylaz 法による慢性頭窓
を作製し、腹腔にスルホローダミン 101(SR 
101）を投与して血管を可視化した上で、頭
窓を通して CX3CR1-GFP 陽性のマイクロ
グリアを in vivo 二光子顕微鏡法で撮像した。
した。得られた画像から画像解析ソフト
Matlab を用いて単一のマイクログリア細胞
を抽出し、撮像平面上における最大値投影画
像上においてマイクログリアの細胞体断面
積および細胞体中心から半径 10µmの円周上
における足突起の数および脳血管との相対
的な位置からマイクログリアの遊走距離、遊
走数(率)について評価した。さらに、8％の低
酸素灌流装置内で 2週間飼育した慢性低酸素
暴露マウスにおいて、同様の観察を行った。 
 
(2)アストロサイト(ChR2-A)あるいはニュー
ロン(ChR2-N)に ChR2 を発現したマウスを
ウレタンで麻酔し、固定装置に頭部を固定し
た。正中線で頭皮を切開して頭頂骨を露出し、
レーザースペックル血流計を用いて左頭頂
部全域の大脳皮質血流を測定しながら直径
約 0.5mmに集光した青色光(波長 488 nm)を
左頭頂骨中央付近に照射し、直ちに励起した
チャネルの不活性化のため黄色光(波長 590 
nm)を照射した。得られた画像を解析ソフト
Matlab を用いて空間的・経時的変化を解析
した。次に頭頂骨を除去して脳表を露出させ、
各種阻害剤を脳表に滴下することによって
局所的に作用させ、上記で得られた血流反応
が変化するか否かを計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 頭窓作成から 21日目まで、細胞体断面積
は頭窓作成後の日数に関係なく平均 33µm2

と一定であり、細胞体密度に有意な変化はな
く、突起本数は 1 細胞あたり平均 10.3 本で
深さによる差異はなく、頭窓作成後も有意な
変化は認められなかった。観察期間内に 6µm
以上移動(遊走)した細胞体が一定数認められ、
新たな細胞の出現を確認した。以上のことか
ら、マウス脳内において同一のマイクログリ
ア細胞を長期間にわたって in vivo 反復観察
することが可能であることを明らかにした
(図 1,2)(雑誌論文 3)。 
さらに、8％の低酸素灌流装置内で 2 週間飼
育した慢性低酸素暴露マウスにおいて、血管
新生過程でその周辺にマイクログリアの新
生、遊走を認め、レーザー照射によってマイ
クログリア細胞体を焼灼すると血管新生が
停止、あるいは新生過程の血管が消失するこ
とから、マイクログリアが血管新生に深く関
与している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) C57BL/6J マウスに青色光を照射しても
血流は変化しなかったのに対し、ChR2-Aで
は著しい脳血流増加を示した(雑誌論文 9)。
ChR2-A、ChR2-N ともに照射直後から著し
く脳血流が強度依存的に増加した。ChR2-N
の方が顕著な反応が認められたが、閾値はほ
ぼ同程度であった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ChR2-Nでは光照射部位中心からの距離に応
じて反応強度が減衰したのに対し、ChR2-A
では減衰率が低く、広範囲ににわたって脳血
流が増大した。各種阻害剤投与前後の光刺激
反応性を比較したところ、ChR2-A では
BaCl2、carbenoxolone、 2-methyl-6- (phenyl 
ethynyl)pyridine (MPEP) によって抑制さ
れたことからカリウムチャネル、ギャップジ
ャンクション、代謝性グルタミン酸受容体が

関 与 し、 ChR2-N で は 6-cyano-7-nitro 
quinoxaline-2,3-dion (CNQX)、tetrodotoxin 
(TTX)、L-NG-nitro- arginine methyl ester (L   
-NAME)によって抑制されたことから非
NMDA 型グルタミン酸受容体、ナトリウム
チャネル、一酸化窒素の関与が示された(図
4)(学会発表4等)。このように、ニューロン、
アストロサイトはそれぞれ独立した血流調
節機序を有していることが示唆された。 
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