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研究成果の概要（和文）：NG2グリアに焦点を当て、脳虚血時の形態学的変化を検討し、病態改善のための作用
機序の解明を目的とした。NG2と高い共発現を有し、オリゴデンドロサイトおよびその前駆細胞に発現するSox10
に蛍光タンパク質を発現させた遺伝子改変マウスにTomita-Seylaz法による慢性頭窓を作成し、二光子顕微鏡を
用いて長期間にわたって反復観察を行い、各種細胞の形態学的変化を追跡する手法を確立した。さらに、中大脳
動脈閉塞術を確立し、皮質枝の一時閉塞時には大脳皮質拡延性脱分極の発生が梗塞巣形成に関与すること、起始
部の一時閉塞により線条体血流の低下に伴う組織障害が神経症状の発症に関与することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We focused on NG2 glia to investigate morphological changes during cerebral 
ischemia and to investigate the mechanism of improvement of the pathological condition. We 
established a technique to track longitudinal morphological changes of various cells through a 
chronic cranial window by Tomita-Seylaz method using the genetically engineered mice expressing 
fluorescent protein in Sox10, highly coexpressing with NG2, and revealing in oligodendrocytes and 
their progenitor cells. We tracked morphological changes in various cells by repeated observation 
using two-photon microscopy for a long duration. Further, we established the middle cerebral artery 
occlusion technique and found that the occurrence of cortical spreading depolarization is involved 
in the formation of infarct foci after transient occlusion of cortical branches, and that tissue 
damage associated with reduced striatal blood flow due to transient occlusion at the origin is 
involved in the development of neurological deficits.

研究分野： 神経機能学

キーワード： 脳微小循環　Neurovascular unit　脳虚血　オリゴデンドロサイト　NG2グリア

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NG2と高い共発現が確認されているSox10-Venusマウスでは、オリゴデンドロサイトとその前駆細胞を描出し、ス
ルホローダミン101により染色されるアストロサイトと区別しながら検出することができる。Tomita-Seylaz法に
よる慢性頭窓において血管を指標として同一部位を繰り返し撮像し、同一細胞を追跡することによって分化・成
熟していく様子を追跡する本研究手法を用いると、非観察時は麻痺や行動異常などを観察することができ、組織
学的状態との相関を検討することが可能である。長期的変化を追跡することによって慢性期における脳疾患の状
態を観察し、後遺症の軽減につながる可能性を有している。

※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 
脳は約 140 億個の神経細胞、その 10 倍のグリア細胞からなり、栄養を供給する脳血管と互い
に連絡を取りながら神経グリア血管ユニット(neuro-glio-vascular unit; NVU)を形成している。
近年、神経細胞を炎症から保護する細胞として中枢神経前駆細胞(neuron-glial antigen 2; NG2 グ
リア)が注目されている。損傷時には集合してグリア瘢痕を形成する一方で、炎症抑制作用を示
し、NG2 グリアを除去すると炎症反応が亢進して海馬などの特定領域が萎縮することがわかっ
ている。NG2 グリアはオリゴデンドロサイト前駆細胞(OPC)として存在し、オリゴデンドロサ
イト、アストロサイト、周皮細胞(ペリサイト)に分化・成熟する。オリゴデンドロサイトは神経
軸索に巻き付いて髄鞘(ミエリン)を形成し、跳躍伝導を引き起こすことによって活動電位伝導効
率を向上させる。髄鞘が消失(脱髄)すると神経伝導速度が遅くなり、様々な神経症状、例えば手
足のしびれや運動麻痺、感覚麻痺、視力障害などが起こる。脱髄を主症状とする多発性硬化症の
治療に用いられている薬剤が脳梗塞の治療として効果があるという報告が散見されるが、その
機序はわかっていない。 
 
2．研究の目的 
本実験では NG2 グリアに焦点を当て、慢性頭窓下の同一部位を長期間反復して観察することに
よって成体における神経細胞および髄鞘の形態、脳虚血時の形態学的変化を追跡すること、さら
に、実験的脳梗塞モデルとして知られる中大脳動脈閉塞術を施行した病態モデルマウスを作成
し、線条体や大脳皮質における脳血流の変化と梗塞巣の形成との相関、行動異常を伴う神経症状
の出現、施行時に発生して梗塞の形成に影響を及ぼすと考えられている大脳皮質拡延性脱分極
(SD)との関連について検討することを目的とした。 
 
3．研究方法 
(1) NG2 と高い共発現を有し、OPC およびオリゴデンドロサイトに発現する Sox10 に蛍光タン
パク質 Venus を発現させた遺伝子改変マウス(Sox10-Venus; 雌雄; n=22)を用い、Tomita-Seylaz
法による慢性頭窓を作成した。経日的にイソフルランで麻酔して頭部を固定し、スルホローダミ
ン 101(SR101; 10mM, 0.02-0.05mL) を 腹 腔 内 投 与 し て 血 管 を 可 視 化 し 、 二 光 子 顕 微 鏡
(FV1200MPE， Olympus， Japan) を用いて反復観察を行うことにより、細胞レベルでの変化
を経日的に観察した。通常食給餌下で 1 ヶ月程度観察を繰り返した後、キレート剤であるクプ
リゾン混餌食(0.2％)を 4 週間以上給餌することにより脱髄モデルを作成した(n=3)。観察終了
後に脳を摘出し、冠状切片における Sox10 蛍光細胞および NeuroTrace™ 530/615 Nissl stain 
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA)によって染色される神経細胞を撮像した。 
 
(2) 慢性頭窓下に梗塞ができる条件を確立するため、虚血モデルとして中大脳動脈(MCA)閉塞
術(MCAO)を施行した。最初に、大脳皮質のみに梗塞巣が形成される田村変法による MCA 皮質



枝を閉塞した。イソフルランで麻酔した雄性 C57BL/6 マウスの頭部を固定し、左頭頂骨全域を
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
測しながら側頭骨下 M1 領域の MCA 皮質枝下に通した 8-0 ナイロン糸を 180°回転させること
によって血流を途絶し、45 分後に逆回転させることによって再灌流させた(一時閉塞; n=22)。
あるいは逆回転せずに 1 時間程度血流を観察した(永久閉塞; n=22)。24 時間後に脳を摘出し、
TTC 染色によって梗塞面積を計測した。 
 
(3) 大脳基底核や大脳皮質に広く梗塞巣が形成されるといわれる糸上げ法による中大脳動脈
(MCA)起始部閉塞術を施行した。イソフルランで麻酔した雄性 C57BL/6 マウス(n=94)を用い、
レーザードップラー血流計(ALF 21, Advance, Tokyo, Japan)によって線条体や大脳皮質の複数
領域 3 箇所における局所脳血流を同時測定しながら塞栓糸(6-0 medium MCAO suture L12 Re, 
Doccol Corp., Sharon, MA, USA)を総頸動脈から内頸動脈を経て MCA 起始部まで挿入して 15
～90 分静置して再灌流させた。48 時間後に神経スコアを評価し、全脳を摘出して TTC 染色に
よって梗塞面積を計測した。 
 
4．研究成果 
(1) 慢性頭窓を通して同一箇所を二光子顕微鏡で長期間観察する手法を確立した。通常食飼育下
でも Sox10 蛍光細胞は部位や形態を変えることがわかった。クプリゾン含有飼料給餌により、
Sox10 蛍光細胞の出現、消失、再出現が確認されたが、全体として細胞数に顕著な変化は見られ
なかった(図 1)。冠状切片の観察から、神経細胞に顕著な差は見られなかったが、全体的に Sox10
蛍光細胞の減少、特に脳梁での退縮が顕著であった(図 2)。大脳皮質では特に深部での Sox10 蛍
光細胞が少なかったが、二光子顕微鏡で安定して観察できる範囲(0～200µm)では正常動物でも
少なく、変化を観察するのは容易ではないことが推察された。 

 



 (2) MCA 皮質枝の閉塞により、
MCA 脳表部で最も血流が低下し
(虚血中心部; 56±9%)、血流低下度
は虚血中心部からの距離に応じて
軽減した。閉塞中に 0～5 回の SD
が発生した(図 3)。一時閉塞、永久
閉塞群のいずれも SD が発生しない
例では梗塞巣が形成されず、一時閉
塞群では SD の発生回数と梗塞面積
と の 間 に 弱 い 相 関 が 認 め ら れ た
(r=0.498)(図 4)。以上の結果から、
血流低下時の SD 発生が梗塞巣を形
成するトリガーになる可能性が示
唆された。 
 
(3) MCA 起始部の閉塞により、
MCA 脳 表 部 の 虚 血 中 心 部 で は
83±8%低下した。そこから約 4 mm
遠位側の前頭部皮質では 54±14％、
同じ座標で深さ 3mm の線条体では
55±12％と同程度低下した。閉塞中
に発生した SD に対し、皮質では全
例で特徴的な血流変化が認められ
たが、線条体ではほとんど認められ

なかった(図 5)。30 分以上の閉塞
により線条体で軽度に TTC 染色
される虚血巣が認められ(n=54)、
一部のマウスでは TTC に染色さ
れない梗塞巣が認められた(n=20)。
運動障害を表す神経スコアは梗塞
面積と相関がなく、梗塞のない例
でも神経症状を呈することが明ら
かになった(図 6)。以上の結果から、
血流低下による線条体の損傷が軽
度であっても神経症状／運動障害
を引き起こす可能性が示唆された。 



 

 
 

5．まとめ 
NG2 と高い共発現を有し、オリゴデンドロサイトおよびその前駆細胞に発現する Sox10 に蛍
光タンパク質を発現させた遺伝子改変マウスに Tomita-Seylaz 法による慢性頭窓を作成し、二
光子顕微鏡を用いて長期間にわたって反復観察を行い、各種細胞の形態学的変化を追跡する手
法を確立した。さらに、実験的脳梗塞モデルとして知られる中大脳動脈閉塞術を施行すると、
皮質枝の閉塞時には大脳皮質拡延性脱分極の発生が梗塞巣形成に深く関与すること、起始部の
閉塞時には皮質に梗塞巣がなくても線条体の血流低下が神経症状の発症に関連が深いことが明
らかになった。 
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