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研究成果の概要（和文）：特定の細胞種のみに光感受性膜蛋白チャネルロドプシン2 (ChR2)を発現した遺伝子改
変マウスを用いて、ニューロン、アストロサイト、血管平滑筋、ペリサイトの脳微小循環調節における役割を解
析した。アストロサイトあるいはニューロンを光刺激すると強度依存的に血流増加反応を示し、薬理学的検証か
ら、アストロサイトとニューロンは異なる機序で血管口径調節を司ることが明らかになった。さらに、血管平滑
筋とペリサイトにChR2を発現したマウスを用いた実験から、ペリサイト自身が血管収縮作用を持つことが明らか
になり、局所的な血管収縮によって微小血管レベルにおける一過性血流停止(微小塞栓の形成)が静脈側で観察さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Transgenic mice expressing the light-sensitive membrane protein 
channelrhodopsin 2 (ChR2) only in specific cell types were used to analyze the role of neurons, 
astrocytes, vascular smooth muscle and pericytes in the regulation of brain microcirculation. 
Photo-stimulation of astrocytes alone elicited an intensity-dependent increase in blood flow 
response as in the case of neurons, and pharmacological study revealed that astrocytes and neurons 
might modulate arterial diameter through different mechanisms. Furthermore, experiments using 
transgenic mice expressing ChR2 in vascular smooth muscle and pericytes showed that pericytes 
themselves have vasoconstrictive effects and that photo-stimulation-induced local vasoconstriction 
causes transient blood flow arrest in microvessels (microcirculation embolism) on the venous side.

研究分野： 神経内科

キーワード： 光遺伝学　脳微小循環　アストロサイト　ペリサイト　脳微小塞栓

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳内では神経・グリア細胞・血管は NVUを形成し、相互に連絡を取り合っている。オプトジェネティクスを用い
て特定の細胞種だけに非侵襲的に刺激を加えてin vivoで多角的に解析することによって微小血流調節機序を詳
細に検証することが可能になった。本研究では健康な動物を用いているが、脳虚血に伴う脳血管障害、認知症モ
デルを作製し、同様な検証を行うことによって病態下における細胞種に特化した詳細な機序、光刺激によって特
定の細胞種活性化の関与の検証など、幅広い分野での応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 
脳内では神経・グリア細胞・血管は 神経血管ユニット(Neurovascular unit; NVU) を形成し、
相互に連絡を取り合っている。例えば、アストロサイトは単なる物質交換だけではなく、ニュ
ーロンの興奮に共役して活動が亢進し、放出される神経伝達物質やニューロペプチドが血管平
滑筋に作用することによって局所脳血流の変化をもたらす。従来、in vivoで頭蓋内の特定の細
胞種のみを活性化する手法が確立していなかったが、近年、オプトジェネティクス技術の発達
により、光照射によって非侵襲的に特定の細胞種のみを特異的に活性化することが可能になっ
た。また、毛細血管の内皮細胞周囲に分布するペリサイトは、血液脳関門機能の維持に重要と
される一方、微小血管の収縮により局所における微小循環に影響を及ぼすと言われるが、in 
vivoでの評価手法が困難なことから未だ一定の見解に至っていない。 
 
2．研究の目的 
本研究では、NVUを構成するニューロン、アストロサイト、血管平滑筋、血管周皮細胞(ペリ
サイト)の脳微小循環調節における役割を解明するため、特定の細胞種のみに光感受性膜蛋白チ
ャネルロドプシン2 (ChR2)を発現したマウスに非侵襲的に青色光を照射することにより、脳微
小循環における局所的な血管運動が脳血流の空間分布に与える影響を明らかにし、そのメカニ
ズムをin vivoで詳細に検討することを目的とした。 
 
3．研究方法 
(1) 特定の細胞種にChR2を発現したマウスにおける微小循環動態の解析 
ウレタン麻酔 (1.1 g/kg, ip)下のマウスの頭部を脳固定装置に固定し、頭皮を切開して頭頂骨を
露出させた。波長 460 nm、スポット径 0.5 mmの青色LED光 (Dual-Optogenetics-LED, 
Pritzmatix, Israel)を頭蓋上に3秒間照射してレーザースペックル血流計 (LSFG-Micro, Softcare, 
Fukuoka, Japan)を用いて血流変化を計測し、MATLABを用いて時間空間分布、強度依存性を
解析した。 
 
(2) 二光子顕微鏡を用いた脳微小血管の反応性の解析 
一部の頭頂骨を除去して大脳皮質を露出させ、スルホローダミン101 (SR101; 10 mM, 0.02-
0.05 mL)を腹腔内投与して血管を可視化し、二光子顕微鏡 (FV1200MPE，Olympus, Japan) 
を用いて水銀ランプによる光刺激あるいはレーザーによる単一細胞刺激に対する血管反応性を
解析した。 
 
(3) 薬理学的手法を用いた脳微小循環調節機序の解析 
一部の頭蓋骨を除去して大脳皮質を露出させ、各種の神経遮断薬を脳表に滴下し、LSFGを用
いて光刺激に対する血流反応性を滴下前後で比較し、血流調節機序を検討した。 



(4) マイクロビーズを用いた微小塞栓形成現象の解析 
一部の頭頂骨を除去して大脳皮質を露出させ、SR101の腹腔内投与後、直径 4 µm の黄色蛍光
マイクロビーズ (FluoSpheres sulfate microspheres, 4.0 µm, yellow-green fluorescent 
(505/515), 7.2 × 108 particles/mL, Invitrogen, USA)懸濁液(10 µL)を静脈内投与し、二光子顕
微鏡を用いて血管内挙動を観察した。水銀ランプによる光刺激前後のマイクロビーズの一過性
停滞現象を解析した。 
 
4．研究成果 
(1) アストロサイトあるいはニューロンによる脳微小血流調節機序 
 ChR2をアストロサイトに特異的なプロモーターMlc1の下に発現させた遺伝子改変マウス
(Mlc1-tTA::tetO-ChR2, ♂･♀, 25-35 g, N = 33)(ChR2-A)および神経細胞のムスカリン性アセ
チルコリン受容体M4の下に発現させた遺伝子改変マウス (Chrm4-tTA::tetO-ChR2, ♂･♀, 25-
37 g, N = 30)(ChR2-N)を用いた。ChR2-A、ChR2-Nともに光刺激によって強度依存的に血流
が増加し、増加領域は拡大した。血流増加と増加領域の間には高い相関が認められた(図1)。
ChR2-Nの方が高い反応性を示した。 

  
次に、二光子顕微鏡を用いて脳表動脈 (surface artery; SA)、終末動脈 (terminal artery; TA)、
穿通動脈 (penetrating artery; PA)の血管反応性を解析した。ChR2-Aでは脳表でのChR2発現は
低く、脳表の動脈より実質内PAの血管拡張反応が高い傾向が認められた。ChR2-Nでも脳表の
ChR2発現はやや低く、SAよりTA、さらに実質内PAの血管拡張反応が有意に高値であった(図
2)。特にChR2-NマウスにおいてPAの血管拡張がLSFGで示される血流増加反応に寄与してい
ると考えられる。 
次に神経遮断剤に対する効果を解析した。ChR2-Aでは代謝型グルタミン酸受容体、ギャップ
ジャンクション、内向き整流性カリウムチャネル、NMDA型グルタミン酸受容体、ChR2-Nで



はムスカリン性アセチルコリン受容体、電位性ナトリウムチャネル、プロスタグランジン生
成、一酸化窒素合成、KCNMA1チャネルの関与が示された(図3)。すなわち、アストロサイト
の賦活化に際し、ニューロンとは異なる機序で血管口径調節を司ることが明らかになった。 

 
(2) 微小血流調節に対する周皮細胞(ペリサイト)の役割 
本研究では、プロモーターNG2下にChR2を発現させたNG2-ChR2マウス ((NG2-tTA::tetO-
ChR2(C128S)-EFYP，♂･♀, 19-34 g, N=30)を用いて実験を行った。ChR2は血管平滑筋 
(smooth muscle cell; SMC)およびペリサイトに発現しており、ペリサイトではその形態により
ensheathing pericytes (EP)、mesh pericytes (MP)、thin-strand pericytes (TSP)が二光子顕微鏡
により確認された(図5B参照)。 
ウレタン麻酔下でスポット径 0.5 mmの青色LED光を3秒間照射し、LSFGを用いて血流変化を
計測し、MATLABを用いて時間空間反応、強度依存性を解析した。光刺激により、可逆的に広
範囲にわたって血流は低下し、強度依存性が認められた(図4)。 

 
次に一部の頭頂骨を除去し、SR101を腹腔内投与して血管を可視化し、二光子顕微鏡を用いて
水銀ランプによる光刺激に対する血管ごとの反応性を解析した。輪状に分布する動脈(SA, PA)



では有意な収縮が見られたが、網状に分布する静脈(上行静脈;AV, 表面静脈;SV)では有意な変
化は認められなかった(図5A)。ペリサイトの形態に関わらず、光刺激に対して有意な収縮が認
められ、静脈側の毛細血管では赤血球の一過性停滞(no-flow現象;散布図内■)が観察された(図
5B)。次に、毛細血管に発現する単一細胞を描出し、ChR2の吸収帯である波長860 nmのレーザ
ーを3秒間照射することによって励起し、刺激前後の毛細血管口径を解析したところ、近位部
(P)、遠位部(D)に比べて刺激部位(S)において有意に収縮し、ペリサイトの形態にかかわらず
毛細血管の収縮が認められたが、静脈では口径に有意な変化はなかった(図5C)。さらに、ペリ
サイト刺激時に赤血球の一過性停滞があったことから、黄色蛍光マイクロビーズの血管内挙動
を観察した。マイクロビーズ懸濁液10µLを静脈内投与した際に血管内を通過するビーズ数はコ
ントロールマウス (C57BL/6J, 20–31 g, N=6)に比べてNG2-ChR2マウス (N=4)で水銀ランプ
による光刺激後に減少し、NG2-ChR2 マウスにおいてビーズが停滞する例は30秒以下の短時
間の方が顕著であった。その際、コントロールマウス、NG2-ChR2マウスともに毛細血管径に
有意な変化はなかった(図5D)。以上のことから、ペリサイトの作用による微小血管の収縮に伴
い、静脈側で微小塞栓が生じやすいことが明らかになった。 

 

5．まとめ 
以上の結果から、光遺伝学の手法を用いることによって特定の細胞種のみを非侵襲的に刺激す
ることが可能となり、脳微小血流の調節機序におけるアストロサイト、ニューロン、ペリサイ
トの役割が明らかになった。 
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