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１．研究開始当初の背景 
 
脳活動のエネルギーを支える血流は個々

の脳領域の活動レベルに応じて局所的に調

節され、実際この原理を利用した PET や機能

的MRI等はヒト高次脳機能の解明に向け多く

の重要な知見を提供している。しかし、脳深

部において、どの部位にあるどのような太さ

の脳血管が、具体的にどのような時間経過で

神経活動に応答するかなどの詳細、および分

子機序は十分明らかでない。本現象を明らか

にしていくことはこれまで得られた脳の高

次機能の解釈や今後の脳研究手法の開発方

向にも影響する可能性がある。 
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脳血流は、神経活動に応じて局所的に調節されるが、この調節を司る脳内細血管のタイ

プと時間的な血流変化の関係などの詳細はわかっていない。血管平滑筋型 ATP 感受性カ

リウム (KATP)チャネルのサブユニット Kir6.1 を欠失させたマウスの実験から、神経活動

に対応する脳血流調節に脳内の特定の細動脈の拡張が関わることがわかり、更に議論の

あった Kir6.1の脳内局在についても mRNA レベルでは一定の結論が得られた。 



 

 

２．研究の目的 
 
神経活動依存的な脳局所血流調節には

様々な分子の関与が考えられている。中でも

K+チャネルの関与の有無は歴史的争点のひ

とつとなってきた。そこで本研究では細胞内

代謝レベルを反映して開閉する血管平滑筋

型 ATP 感受性カリウム (KATP)チャネルのサブ

ユニット Kir6.1 を欠失させた(KO)マウスを

用いた実験から、同チャネルの神経活動依存

的脳局所血流調節への関与について調べる

ことを目的として研究を開始した。 

具体的に EGFP により脳血管を選択的に可

視化したマウスを作成し、神経興奮領域近傍

の細動脈および毛細血管拡張を高速シング

ルポイントスキャンリアルタイム共焦点顕

微鏡を用いた 3次元観察により定量化し、血

流応答における各血管の寄与を知ることを

目標に研究をおこなった。 

またこれまでの研究により種々の生理学

的所見および生化学的所見が得られたが、同

チャネルの脳内局在については、アストロサ

イトに発現するという説と、血管平滑筋にあ

るとする説とが並列し、決着しておらず機能

の解釈が困難である。特に KATPチャネルのチ

ャネルポアを形成するサブユニットには

Kir6.1 の他に Kir6.2 があり、KOマウスによ

る検証に耐えうる信頼できる抗体は現在な

お存在しない。そこで血管平滑筋型 KATPチャ

ネルの Kir6.1 サブユニットを特異的に認識

する特異抗体の作成や mRNA 解析により、

Kir6.1 の脳血管系における分子局在を組織

学的に明らかにすることを目標に研究をお

こなった。 

なお抗体作製では、通常の GST フュージョ

ンによるポリクローナル抗体作製のほかに、

ヘテロサブユニットで構成される膜蛋白な

ど通常の方法での抗体作製が難しい分子を

標的とした遺伝子免疫法も検討する。 
 

３．研究の方法 
 

(1) Kir6.1 欠損(KO)マウスと野生型マウス
を用いて、ウレタンによる深麻酔下

(1.6g/kg)、マウスのひげを 5Hz で 2 秒、4

秒、30 秒間、機械刺激しながら対側の皮質

バレル野においてレーザードップラー法を

用いた in vivo 脳局所血流計測実験を行っ

た。 
 

(2) 血管平滑筋に発現するDSmooth Muscle 
Actin(SMA)に対する抗体を用いた全脳のイ

ムノブロット、ならびに冠状断ならびに水

平断連続切片を作製しての免疫組織化学を

おこない、画像データをnormalizeした後、

粒子解析により定量化し、KO マウスと野生

型マウスで比較した。  
(3) EGFP を発現させた野生型由来のマウス
を用いてマウス脳血管の選択的可視化をお

こなった上、KO マウスでなおかつ血管のみ

を可視化したものを作製、生きた脳スライ

スを用いてリアルタイム共焦点顕微鏡で両

者の血管を 3 次元的に比較した。またライ

カ社製リアルタイムレーザー共焦点顕微鏡

のガルバノステージ上に、総重量 120g 以下

というガルバノ動作の為の重量制約のもと

で、脳白質刺激用の 3 次元可変超軽量マイ

クロ刺激電極マニピュレーターを設計、試

作して搭載した。さらに、記録用の 3 次元

可変超軽量マイクロ刺激電極マニピュレー

ターを新規に設計、作製して搭載した。 
 

(4) 同ステージは温度可変型とし、33度に加
温し、更に前加温した潅流液 superfusion

用 dish holder を装着し、各種サーミスタ

等により温度をフィードバック制御し、潅

流中プラスマイナス 0.5 度の精度を実現し

た。更に本システムにおいて、大脳皮質白

質を電気刺激し、II/III 層-V層で血管変化

を 3 次元的に観察すると共に、Field 

Potential を記録し、神経活動と血管変化と

関係について検討を試みた。 
 

(5) in situ hybridization により Kir6.1 
mRNAの局在をKOマウスと野生型マウスで比

較した。特に血管およびアストロサイトへ

の局在の有無を焦点とするため、それぞれ

抗GLUT1抗体ならびに抗3-PGDH抗体をマー

カーとした二重ないし三重局在解析を実施

した。 
 

(6) コンベンショナルな GST fusion 法、な
らびに金粒子にプラスミド DNA を付着させ

Gene gun で脱毛した皮膚の数箇所へ粒子を

ガス圧により打ち込む遺伝子免疫法の二つ



 

 

の方法により、Kir6.1 抗体の作製を繰り返

しおこなった。遺伝子免疫法では Lewis Rat

３匹を用いて、1Pg を 1週間のインタバルで
6回繰り返し免疫した。本作業全体（約 4ヶ

月）を二回繰り返した（計 8ヶ月）。なお対

照には Kir6.2を用いた。また作製した抗体

でKOならびに野生型の脳を繰り返し染色し、

共焦点顕微鏡ならびに免疫電顕による検討、

全脳によるイムノブロットでの検証をおこ

なった。遺伝子免疫の評価は部分採血した

免疫前血清と免疫後血清をフローサイトメ

トリーにより比較し、抗体産生の有無を検

討した。 
 

４．研究成果 
 

(1) Kir6.1 の分子局在解析 
① in situ hybridization 

平成 19 年度から様々なプローブを設定

してradio isotopeを用いてトライしたが、

野生型と KO マウスで差のある反応を認め

ることができなかった。感度の問題を考慮

して20年1月にDIG標識cDNAプローブで

蛍光発色させる non-RIish をおこなった

ところ、野生型マウスの脳血管に反応が認

められた。  

そこで血管内皮細胞のマーカーとして

GLUT1 を、アストロサイトのマーカーとし

て 3-PGDH をそれぞれ用いて二重染色をお

こなった。その結果、Kir6.1mRNA は血管

に存在し、アストロサイトに存在しないこ

とを強く示唆する結果が得られた。 

② 抗 Kir6.1抗体作製(GSTフュージョン) 

当初アダルトマウスを用いて抗体の作

製を続けたが、野生型と KOマウスとで明

瞭な差の見られる抗体は度重なるトライ

にも関わらず得られなかった。しかし平成

19 年 3 月に、初めて両者で差の見られる

抗体が得られた。二重染色標本を共焦点顕

微鏡観察したところ、本抗体は血管を認識

し、アストロサイトを認識しないことが判

明した。ただしニューロンとみられる非特

異反応が含まれることもわかり、これは

KO マウスと野生型マウス共通にみられた

ことから、この部分については評価から除

外した。 

同抗体を用いて全脳の post nuclear 

supernatent でイムノブロットをおこな

ったところ、想定される分子量である

50kDa 付近において、2 ペアの同腹マウス

のいずれにおいても野生型が KO マウスよ

りも明らかに強いシグナルを呈した。 

そこで更に超遠心をおこなって膜分画

のイムノブロットをおこなったところ、結

果は再現された。また KO マウスで見えて

いた 50kDa のバンドはかなり薄くなった。

一方、対照として Kir6.2 と野生型の組み

合わせも並べて流したところ、こちらは濃

さが全く等しく、更に Kir6.1 の野生型と

同程度であった。このため 50kDa 付近に見

られるバンドの共通部分はニューロンに

見られた非特異反応に対応するものと考

えた。この解釈が正しいと仮定すると、本

抗体が野生型に存在し KO マウスに存在し

ない Kir6.1 分子を認識している可能性を

示唆される。 

そこで光学顕微鏡レベルでの免疫組織

多重染色では、生後の大脳で血管の細動脈

などへの分化が進行する生後 7日前後と、

コントロールとして生後 14 日前後の同腹

マウスペアを潅流固定し、陽性シグナルを

検索した。 

血管内皮細胞のマーカーとして GLUT1、

アストロサイトマーカーとして 3-PGDH を

使い、3重免疫染色を行ったところ、染色

像にアストロサイトとの共在はないよう

であった。また血管内皮との共在の有無に

ついては免疫電顕が必要であることが判

明した。 

ただししらみつぶしに精細に観察する

と本抗体は KO マウスの一部の血管を認識

するようである。従って、非特異反応には

ニューロンのほかに一部の血管も含まれ

るようである。 

免疫電顕では、暗調の内皮細胞を取り囲

むように存在する外側の明調の細胞質を

持つ細胞の Lumen 側膜面に陽性信号が見

られ、このパターンは KO マウスには見ら

れなかった。細胞膜上の反応は、血管内皮

側とその反対側いずれにも認められた。 

これらの結果から、本抗体は正しく認識

している成分を含んでいるように思われ

るが、非特異成分も多く含有する。今後純



 

 

度の向上を目指すべきかが大きな課題と

なる。 

③ 遺伝子免疫 

20年度は目的とするKir6.1をコードす

る遺伝子を発現ベクターの形で gene gun

で皮膚に打ち込む遺伝子免疫にも 2 度挑

戦した。Facs による解析から気になる抗

体が上がってきたため、現在追加免疫をお

こなって再現性を確かめている。サポニン

で穴を開けた後に抗体処理をおこなうか、

サポニンと一次抗体を同時に入れるかで

も差異が生じている可能性もあり、検討を

続けている。 

今後抗体産生が確認されれば、KO マウ

スの免疫組織化学、in situ hybridization

との比較により、特異性を検証する。次い

で Kir6.1 の脳内局在を明らかにする。  
 

(2) 血管可視化マウスを用いた生きた脳ス
ライスを用いたリアルタイム血管観察 

19 年度、EGFP により脳血管を選択的に

可視化したマウスならびに KATPチャネルを

欠失し、かつ血管を可視化したマウスの作

成に成功し、生きた脳スライスを用いた血

管の 3次元観察に成功した。 

そこで20年度、高速シングルポイント

スキャンリアルタイム共焦点顕微鏡によ

り、神経興奮領域近傍の細動脈および毛

細血管拡張を計測し、神経活動依存的な

細血管動態の観察を目指した。 

生きた脳スライスを用いた血管の3次

元観察にはいくつかの壁があった。まず

血管平滑筋型KATPチャネル欠損マウスは

♂が生後6週前後までに死亡することと、

何段階かの掛け合わせにより初めて血管

可視化KOマウスが得られるため、KOマウス

でかつ血管が可視化されたマウスの作成

効率が極端に低く、実験に使用できるアダ

ルトマウスの供給にはやはり困難を伴っ

た。 

血管観察が可能なマウスが得られた場

合にも、自由な位置の刺激と記録には次

の問題をクリアする必要があった。まず、

本実験はガルバノステージと呼ばれる高

速にZ軸方向にスキャンする（250フレー

ム/秒）小さな顕微鏡ステージ上の潅流チ

ャンバーに載せた脳スライスを用いて行

った実験であるため、刺激電極および記

録電極をZ軸方向に0.2ミクロンステップ

で高速に移動し続けるステージ上に載せ

ることが必要となっている。 

その際、同ステージ上に載せる全ての

機器の総重量を120ｇ以内に押さえなけ

ればならない制約があり、極小の電極ホ

ルダープロトタイプを作成して実際に刺

激と記録を試みたが、ステージ上の設置

場所の制約や、コンデンサの存在により、

リンク部が多くなり、また手動であるた

め刺入時に電極がゆれることにより組織

を傷害してしまうことがわかった。また

構造上、可動範囲の制約が大きく、偶然

表面に平行に走る血管を見つけても、そ

の血管周囲を興奮させる位置に刺激およ

び記録電極を自由に運ぶことが難しかっ

た。 

そこで改めて極小のマニピュレーター

を設計試作している。スライド機構の改善

やその他の工夫により、安定かつ広範囲に

電極を刺入できるマニピュレーターを製

作し、白質刺激と直上の灰白質からの細胞

外記録を目指した改良を引き続き試みて

いる。成功すれば同時に記録部位近傍の血

管の3次元的変化を経時的に観察し、野生

型とKOマウスで比較することとなる。 
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