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研究成果の概要（和文）：アストロサイトは血管からニューロンに栄養や神経伝達物質を供給し，血液脳関門
（BBB）の機能を持つことが知られている．その足突起は血管内皮細胞間のタイトジャンクションに機能すると
考えられているが，技術的な制約によりその真相は未知のままである．本研究者は，レーザーアブレーションを
利用して，マウスのアストロサイト足突起の機能解析を行った．その結果，血管からアストロサイト足突起が剥
がれている状態でも，血管を染色した色素の漏出は認められなかった．一方，脳血管を損傷した際には色素の漏
出が認められた．このことから，脳血管を巻くアストロサイトの足突起はBBBの機能維持に直接関与していない
ことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Astrocyte plays functional roles such as provision of nutrients from blood 
vessels to neurons, supplying neurotransmitters and supporting blood brain barrier (BBB) integrity. 
Astrocytic endfeet are known to support the integrity of BBB through maintenance of the tight 
junction between endothelial cells of blood vessels but evidence of its direct contribution is still
 unclear owing to technical limitations. In this study, astrocytic endfoot covering blood vessels 
were removed by the laser ablation (nano surgery method) with two photon laser microscopy in in vivo
 mouse brain, and re-covering of blood vessels with astrocytic endfeet was observed. BBB kept their 
integrity without astrocytic endfoot covers: leakage of blood vessel marker dyes from blood vessels 
was not observed during blood vessels were stripped, while dyes leaked when the vascular walls were 
ablated. These results suggest that astrocytic endfoot covering blood vessels do not contribute to 
the immediate BBB barrier.

研究分野： 神経免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，レーザーアブレーションを初めてアストロサイトに適用した．これまでの遺伝子改変マウスを用い
た解析とは異なり，生きたマウス脳内のたった一つのアストロサイト足突起の挙動を追跡することが可能であ
る．今後さらに，アストロサイトの機能を明らかにする上で有用な手法であると考える． 
BBBの存在により，脳神経疾患に対する薬の投与に対してはバリアーとなることが治療を困難にしている．本研
究では脳血管へのアブレーションによって，BBBを一時的に破綻させることを可能にした．将来的には本法をヒ
ト用に改良して，BBBが破綻しているうちに脳内へ薬を投与して脳神経疾患の治療に応用することを目指してい
る．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アストロサイトはグリア細胞の一つで，神経細胞への栄養供給や神経活動・学習・記憶にも
重要な役割を果たしている．これまでに本研究者は，脳損傷モデルの一つとしてマウス大脳皮
質への穿刺脳損傷モデルを作成してアストロサイトの機能解析を行ってきた．脳が損傷を受け
るとアストロサイトが活性化し，炎症性サイトカインを産生し，増殖・移動をすることを示し
た．また活性化アストロサイトは，脳損傷によって破綻した血液脳関門（BBB）の修復にも機能
する可能性を示した． 
アストロサイト足突起はほぼ全ての脳血管周囲を巻いており，BBB の役割を担っていると考え

られてきた．しかしながら，アストロサイトの足突起のみを除去する手法がこれまでに無かっ
たことから，その生理学的な意義は明らかにされてこなかった．そこで本研究者は，二光子レ
ーザー顕微鏡（2PLSM）を用いたレーザーアブレーション法（ナノサージェリー法）により，ア
ストロサイト足突起のみを損傷してその機能解析を試みた．  
 
２．研究の目的 
本研究では 2PLSM を用いて，麻酔下で生きたマウス脳内におけるアストロサイトの in vivo 

imaging を試みた．2PLSM は，長波長のレーザーを用いるために生体に対して非侵襲・非破壊の
手法である．これまで本研究者は，固定後のマウス脳切片を用いた断片的なアストロサイトの
解析を行ってきたが，本研究では生きたマウス脳内におけるアストロサイトの動態の経時的な
変化に着目した．また，脳内の微小な領域を損傷することが可能な 2PLSM によるレーザーアブ
レーション法を用いて，アストロサイトの足突起のみを除去する手法を確立し，血管を巻く足
突起の生理学的な意義を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
アストロサイト特異的に eGFP を発現する GFAP-eGFP マウス（8 週齢，雌雄）を麻酔下で頭骨

に歯科用ドリルで穴を開けて，カバーガラスで置換した（ウインドウ作成）．2PLSM を用いて eGFP
を発現するアストロサイトの in vivo imaging を行った．その際，血管を Evans Blue(EB)で染
めて，脳内のアストロサイトと血管をそれぞれ蛍光標識により区別して観察した．さらに，脳
内の微小な領域に 2PLSM のレーザーを短時間照射して，アストロサイトの足突起を損傷した（レ
ーザーアブレーション法）．その後のアストロサイトの足突起や周囲のアストロサイトの動態を
経時的に観察を行った．この間，マウスは麻酔しておき，長時間の観察の際は追加麻酔をする
か，一度ケージに戻して覚醒させてから再度麻酔して観察を継続した． 
 
４．研究成果 
(1)二光子顕微鏡を用いた in vivo imaging 法によって，麻酔下のマウス大脳皮質におけるアス
トロサイト足突起にレーザー照射してアブレーションを行い，脳血管からアストロサイト足
突起を除去した．その後，この領域の経時変化の観察を行った．その結果，おおよそ一日以
内に除去されたアストロサイト足突起の血管への再接触が認められ，脳血管をアストロサイ
トの足突起が覆っている状態が生理的に重要であることが示唆された． 

(2)アブレーション部位を足突起のみならず，アストロサイトの血管から少し離れた首の領域に
行った場合でも血管からアストロサイト足突起の除去が可能であり，この場合でもほぼ同時
期に同様に血管への再接触が認められた． 

(3)乖離したアストロサイト足突起の血管への再接触の過程を経時的に観察した結果，アブレー
ション後に損傷されずに残った部位から血管に沿って伸展する形で血管への再接触が誘導さ
れていた．このことは，アストロサイトの足突起が再接触する際には何らの誘引因子が血管
から分泌されているのではないかと考えられた． 

(4)アストロサイトの足突起にアブレーションして脳血管が露出した状態でも，血管内の染色液
EB は漏出しなかった．また，より分子量が小さい FITC-デキストランを用いて血管を染色し
た場合も結果は同様で，血管からの漏出は認められなかった．一方，脳血管をアブレーショ
ンした際には，一分以内に染色液 EB が漏れ出した．このことから，アストロサイト足突起の
除去は BBB の破綻を起こすことはなく，BBB に直接的に機能していないことが明らかとなった． 

(5)アブレーションしたアストロサイトが死んだ場合でも，他の生きているアストロサイトの足
突起が血管への再接触を行っていた．つまりアストロサイトの生死に関係なく再接触は起き
ることが明らかとなった． 

(6)マウス脳の window 作成の手術を行うと，その数日後にアストロサイトが活性化することが
知られている．そこで，アストロサイトが活性化する前の手術直後に足突起へのアブレーシ
ョンと観察を行ったが，同様に血管へのアストロサイト足突起の再接触が確認できた．この
ことは，アストロサイトの活性化の有無に関係なく，乖離したアストロサイト足突起の血管
への再接触が誘導されることが示された． 
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