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１．研究計画の概要 
 本研究は、1）脳の電気的活動に伴う脳実質
内微小循環の血流増大におけるアストロサイ
トの関与のうち、アストロサイト自身および
脳微小血管平滑筋細胞のカルシウムあるいは
カリウムチャネル、一酸化窒素合成酵素や
Rho-キナーゼ活性は重要な役割を果たすか否
か、2) 脳微小血管攣縮には、カルシウムおよ
びカリウムチャネル、一酸化窒素合成酵素や
Rho-キナーゼ活性の変化が関与しているか否
か、3)麻酔薬による脳血管攣縮改善作用には
麻酔薬間で相違があり、これはカルシウムあ
るいはカリウムチャネル活性、一酸化窒素合
成酵素活性、Rho-キナーゼのターゲティング
機構に及ぼす麻酔薬作用の違いを反映してい
るか否か、 4）Rho-キナーゼのターゲティン
グ機構を制御する部位を抑制する siRNA のく
も膜下投与は、くも膜下出血モデル動物の脳
血流制御機構を回復させ、脳神経学的および
生命予後を改善するか否かという 4 つの仮説
を薬理学的手法のほか、細胞内のイオンある
いは活性化シグナルの移動や膜電位の変化を
リアルタイムでとらえるライブイメージング
法、さらには病態モデルや遺伝工学的手法を
用いて明らかにするものである。 
 
２．研究の進捗状況 
 ビブラトームを用いて、ラット脳スライ
ス標本 (厚さ約 150 μm)を作成した。つい
で、顕微鏡（オリンパスIX71-23DIC）でス
ライス標本内の脳実質内動脈 (外径約
15-20 μm，内径約5-10 μm) を観察した。
動脈の画像を現有のCCDカメラで撮影し、コ
ンピュータに取り込んで、動脈径の変化を
コンピュータ上で血管径測定用のソフトウ

エアを用いて解析した。先端径25 μm の
concentric bipolar 電極 (FHS社製) を用
いて、脳スライスを400μAで20秒間、刺激
装置（DPS-07）で電気刺激した。電気刺激
により、刺激中は血管収縮反応が、刺激後
は逆に血管拡張反応が認められた。これら
電気刺激による血管収縮および拡張反応は、
テトロドトキシン(10-6 mol/L)で完全に抑
制された。拡張反応は、一酸化窒素合成酵
素阻害薬であるL-NAME(3×10-4 mol/L)で完
全に抑制された。したがって、この拡張反
応には、神経細胞あるいは血管内皮細胞で
合成された一酸化窒素が関与するものと考
えられた。さらに20-HETE合成酵素阻害薬
HET0016 (10-5 mol/L)は電気刺激中の収縮
反応を抑制した。外因性の20-HETE（10-8か
ら10-6 mol/L）も同様に脳実質内細動脈を
収縮させた。現有の共焦点顕微鏡FV300でス
ーパーオキシドの測定のため、脳スライス
をヒドロエチジン（2×10-6 mol/L）に20分
間暴露した後、20-HETE（10-6 mol/L）を付
加したところ、時間依存性にスーパーオキ
シドが発生し、この産生は、NADPH オキシ
ダーゼ阻害薬gp91ds-tat (10-6 mol/L)で抑
制された。これらの結果から、20-HETEは、
脳実質内微小血管で、スーパーオキシドを
産生し、これらの血管を収縮させることが
明らかになった。さらにこのスーパーオキ
シドの産生に、NADPHオキシダーゼの関与が
示唆された。次いで、興奮性アミノ酸NMDA 
(10-7-10-5 mol/L)を脳スライスに付加した
ところ脳微小血管の拡張反応が観察された。
この拡張反応は、神経型一酸化窒素合成酵
素抑制薬SMTC(10-5 mol/L)で抑制され、臨
床 使 用 濃 度 の プ ロ ポ フ ォ ー ル  (3 ×



10-7-10-6 mol/L)で強く抑制された。現在そ
の機序を検討するため、ヒドロエチジン
（2×10-6 mol/L）を20分間暴露してNMDAに
よりスーパーオキシドが発生するか否かを
検討している。 
 
３．現在までの達成度 
 ②おおむね順調に進展している 
（理由） 
 現在までに、電気薬理学的手法を用いて麻
酔薬の作用を含む多くの結果を得て、論文、
学 会 に 発 表 で き た 。 一 方 で 、 FRET
（Fluorescent Resonance Energy Transfer）
および脳室内 siRNA投与については現在準備
中であり、やや遅れがある。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 当初計画していたFRETおよび脳室内siRNA
投与については現在準備中であるが、脳室内
に薬剤を投与しその効果をみるまでには時
間がかかる可能性がある。まず脳室内への各
種薬剤投与により、摘出後の脳スライス中の
血管反応がどのように変化するかを観察す
る方法も考慮する予定である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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