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研究成果の概要（和文）：成体マウス全脳にX線照射することで急性に血管透過性の亢進が誘導された。血管透
過性の亢進とは反対に脳内の血管内皮細胞成長因子VEGFの量は低下した。また、大脳皮質において活性化ミクロ
グリアが顕著に増加し、血管内皮細胞特異的に発現する密着結合タンパク質claudin-5の発現が低下した。遺伝
子改変マウス（Flk1-GFP/Flt1-tdsRed BAC Tg）へのX線照射は、脳微小血管におけるGFP陽性の血管内皮細胞の
割合を増加させた。二光子顕微鏡を用いたTgマウス大脳のライブ観察により、血管内皮細胞のFlt1およびFlk1の
発現度合を反映した明瞭な脳血管像が得られた。

研究成果の概要（英文）：In the normal mouse brain tissue after X-ray irradiation, acute increase of 
vascular permeability was induced. The amount of vascular endothelial cell growth factor VEGF in the
 brain decreased. In the X-ray irradiated cerebral cortex, the activated microglia remarkably 
increased, and the expression of the tight junction protein, claudin-5, which is expressed 
specifically in vascular endothelial cells, was decreased. X-ray irradiation on Flk1-GFP/Flt1-tdsRed
 BAC transgenic mice increased the proportion of GFP-positive vascular endothelial cells in brain 
microvessels. The cerebrovascular images in Tg mouse brain reflecting the expression levels of Flt1 
and Flk1 in vascular endothelial cells were obtained using two-photon microscopy.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景	
	 放射線治療は脳腫瘍に対する重要な治療法
の一つであるが、長期的には脱髄や軸索変性
による白質障害（白質脳症）や血管閉塞によ
る脳壊死などの重篤な副作用が生じる可能性
がある。放射線照射後、脳血管は血液脳関門
（blood-brain	barrier:	BBB）の障害と血管
透過性の亢進により特徴づけられる病的状態
となる。このような脳血管の病理学的変化は
局所虚血や微小出血の原因と考えられ、長期
的には患者に神経症状の悪化をもたらす原因
となる脳浮腫を伴った進行性の虚血性病変を
形成させる。したがって、この病的血管を早
期に改善できれば、脳壊死などの重篤な状態
に陥ることを抑制できる可能性が高い。しか
しながら、放射線照射後の脳における血管の
詳細な解析はこれまでなされておらず、有効
な治療法は確立されていない。	
	
２．研究の目的	
	 X 線照射による正常脳組織における脳血管
の病的変化を解析して放射線障害のメカニズ
ムを明らかにする。また、血管内皮細胞成長
因子受容体、VEGF 受容体-1（Flt1,VEGFR1）お
よび VEGF 受容体-2（Flk1,	VEGFR2）について
の遺伝子改変マウス（Flk1-GFP/Flt1-tdsRed	
BAC トランスジェニックマウス）を用いて、放
射線照射後の血管内皮細胞における Flt1 と
Flk1 の発現変化をライブ観察し、病的血管の
性質を明らかにすることを目的とする。	
	
３．研究の方法	
(1)	実験動物	
	 動物実験については群馬大学動物実験委員
会の承認を得て実施した。	
	 遺伝子改変マウス（Flk1-GFP/Flt1-tdsRed	
BAC トランスジェニックマウス）および野生
型 ICR マウス(日本 SLC)の 8 週齢のオスを実
験に用いた。	
	
(2)	X 線照射法	
	 麻酔下にてマウスの Bregma より尾側で小
脳を除外した脳の局所（図 1）に、X 線 60	Gy	
(200	 kV、14.3	 mA、0.5	 mm	 Al	 +0.5	 mm	 Cu	
filter、2.54	Gy/min)を上方から照射した。	
	
(3)	Evans	blue 漏出試験	
	 マウスに 4%	Evans	blue 溶液を腹腔内投与
（4	µl/g）した。投与 6 時間後、ヘパリンを
含む PBS で灌流したのち、脳を摘出、湿重量
の 2 倍容のジメチルホルムアミドに浸して室
温で 16 時間処理した。脳組織をホモジナイズ
して 18,000×g で 30 分間遠心後、上清の吸光
度を測定し、検量線から Evans	blue の漏出量
を算出した。	
	
(4)	ELISA	
	 マウスを頸椎脱臼で安楽死後、直ちに大脳
を摘出した。大脳の湿重量の 1.5 倍容の溶解
バッファーを加えてホモジナイズし、

18,000×g で 15 分間遠心分離後、上清を回収
して脳サンプルとした。ブラッドフォード法
により脳サンプルのタンパク濃度を測定し、
各脳サンプルを溶解バッファーで 5	 mg/ml に
調 製 し て 実 験 に 用 い た 。 Mouse	 VEGF	
Quantikine	ELISA	Kit(R&D	systems)を推奨プ
ロトコルに従って使用し、各脳サンプルにつ
いて VEGF 量を定量した。	
	
(5)	免疫組織染色	
	 マウスを 4%パラホルムアルデヒド（4%	PFA）
溶液で灌流固定後、脳を摘出、4%	PFA で後固
定（4℃、1 時間）、30%スクロース溶液に置換
して 4℃で保管した。OCT コンパウンドに包埋
し、クライオスタットで凍結切片(厚さ 20	µm)
を作製、-80oC で保存した。	
	 凍結切片を PBS で洗浄した後、ブロッキン
グ液により室温で 30 分間処理した。一次抗体
を反応(4	oC、一晩)後、二次抗体で処理（室温、
90 分間）した。	
	
４．研究成果	
(1)	X 線照射による血管透過性の亢進	
	 Evans	blue 漏出試験により、成体マウスの
脳に X線照射(単回、60	Gy)することで血管透
過性が亢進し、血中成分が脳実質へ漏出する
ことが確認された（図 2）。照射 1 日後の Evans	
blue 漏出量は、非照射の漏出量と比較して有

図 1.	X 線照射法	

(左)マウス全体の X 線透視画像	 (白枠内

が照射野)、(中央)鉛で遮蔽した様子、(右)

遮蔽した際の透視画像．	

	

図 2.	 X 線照射後のマウス大脳における

Evans	blue 漏出量の変化．	**p<0.01.	



意な差は認められなかった。しかしながら、
照射後の時間経過にともなってEvans	blue漏
出量が増加し、照射７日後の漏出量は非照射
に比べて約 5 倍に増加した。これらの結果か
ら、X 線照射により急性に血管透過性が亢進
した状態が誘導されることが明らかとなった。	
	
(2)	X 線全脳照射による脳内 VEGF の発現変化	
	 血管内皮細胞増殖因子 VEGF（vascular	
endothelial	growth	factor）は主に血管内皮
細胞の細胞分裂や遊走、分化に関与するが、
微小血管の血管透過性を亢進させる作用もも
つ。X 線照射後の急性期にマウス大脳に認め
られた血管透過性の亢進に VEGF が関与して
いるかを調べるために、ELISA により脳内
VEGF を定量した（図 3）。	

	 照射 1 日後までの脳内 VEGF 量は、非照射と
比較して有意な差を示さなかった。しかし、
照射 3 日後以降の脳内 VEGF 量は非照射に比
べて約 25％の減少が認められた。	
	 これまでに、正常脳組織において低線量 X
線（6	Gy）照射後の急性期に脳内 VEGF 量が増
加することが報告されている。しかしながら、
本研究で実施された高線量 X線（60	Gy）照射
では照射後の急性期において脳内 VEGF 量が
減少することから、照射線量に依存して脳内
における VEGF 産生が変化することが明らか
になった。また、高線量 X 線照射においては
血管透過性の亢進に対する VEGF の関与は低
いと考えられた。	
	

(3)	 X 線照射後の脳血管内皮細胞における密
着結合タンパク質 claudin-5 の発現変化	

	 X 線照射後のマウス大脳において血管透過
性が亢進することから、脳血管内皮細胞特異
的に発現する密着結合タンパク質 claudin-5
の局在について免疫組織学的手法を用いて検
討した（図 4）。非照射脳において claudin-5
の発現は血管内皮細胞(CD31+)と一致した局
在を示した。しかしながら、X照射後のマウス
大脳においては claudin-5 のシグナルが顕著
に低下した。この結果から、X線照射により脳
血管内皮細胞における claudin-5 の発現が低
下して密着結合が維持できなくなり、血管透

過性が亢進したと推察された。	
	
	(4)	X 線照射によるミクログリアの活性化	
	 X 線照射後の血管透過性の亢進にともなっ
て惹起される炎症反応について検討するため、
免疫組織学的手法を用いて大脳皮質における
ミクログリアの形態変化と活性化を調べた。
ミクログリアのマーカーとして Iba1 を、活性
化ミクログリアのマーカーとして CD68 を用
いた（図 5）。	
	 非照射マウス大脳皮質に認められるミクロ
グリア（Iba1+）の形態は Ramified 型（休止
状態）であり、CD68 の発現もほとんど認めら
れなかった。一方、X線照射マウスの大脳皮質
においては照射 0.5 日後以降、活性化ミクロ
グリアの典型的な形態である Amoeboid 型を
示すミクログリア（Iba1+）が多く認められる

図 5.	 X 線照射後のマウス大脳における

ミクログリアの形態変化．	

Iba1（緑）と CD68（赤）．下段は上段の

ROI 部を拡大．	

	

図 3.	 ELISA 法による X 線照射後のマウス

大脳における血管内皮細胞成長因子 VEGF

の定量．***p<0.001.	
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図 4.	 X 線照射後のマウス大脳血管内皮細

胞における claudin-5 の発現変化．	

(A)	claudin-5,	(B)	CD31,	(C)	claudin-5	

(green)/CD31	 (red),	 (D)	 上段(C)の ROI

部を拡大．	



ようになった。	
	 形態変化とともに、ミクログリア（Iba1+）
における CD68 の発現量は照射 0.5 日後から 7
日後にかけて顕著に増加した。大脳皮質の全
ミクログリアに占める活性化ミクログリアの
割合は、非照射に比べて、照射 0.5 日後に約
5 倍に増加し、65％程度であった。照射 7日後
までこの高い割合が維持された（図 6）。	

	

(5)	 X 線照射によるマウス大脳皮質における
脳微小脳血管の変化	

	 遺伝子改変マウス（Flk1-GFP/Flt1-tdsRed	
BAC トランスジェニックマウス）を用いて X線
照射後のマウス大脳における脳微小血管の血
管密度について検討した（図 7）。	
	 Flt1-tdsRed 陽性の血管は血管内皮マーカ
ーCD31 の局在と完全に一致したことから、全

血管は Flt1-tdsRed 陽性であるとした。血管
の一部は Flk1-GFP を共発現する血管内皮細
胞により構成されていた。Flt1-tdsRed陽性の
血管を計測することにより血管密度を解析し
た。X線照射 14 日後の血管密度は、非照射群
と差はなかった。しかしながら、Flk1-GFP 陽
性の血管内皮細胞により構成される血管の密
度は、非照射群に比較して X 線照射群におい
て高くなる傾向を示した。	
	
(6)	二光子顕微鏡を用いた遺伝子改変マウス

（Flk1-GFP/Flt1-tdsRed	BACトランスジ
ェニックマウス）大脳皮質における血管
の観察	

	 慢性頭窓法により Flk1-GFP/Flt1-tdsRed	
BAC トランスジェニックマウスの大脳をライ
ブ観察することで、血管内皮細胞における
Flt1	(VEGFR1)および Flk1	(VEGFR2)の発現度
合を反映した明瞭な脳血管像が得られること
を確認した（図 8）。	
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