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研究成果の概要（和文）：GFAP-GFP マウスにより Astrocyte を可視化し、Qdot 静脈投与によ

り脳血管を可視化して２光子励起生体蛍光顕微鏡で脳内微小循環を周辺環境とともに観察した。

Penetrating arteriole や precapillary arteriole を取り巻くように astrocyte の end foot が観察

され、間質にも無数の astrocyte が鮮明に観察された。くも膜下出血や脳梗塞発症直後からの

脳内微小循環は著明に悪化し、GFP で可視化された astrocyte も消褪した。 

 
研究成果の概要（英文）：GFP-labeled astrocytes and Qdot-labeled arterioles and capillaries 

were observed with two photon intravital microscope in GFAP-GFP mice. Penetrating 

arterioles and precapillary arterioles regulate cerebral microcirculation in mice with an 

infarct or a subarachnoid hemorrhage, comparing with normal mice. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）脳梗塞やくも膜下出血後に発生する脳
内の炎症反応は、血管透過性亢進や血小板・
白血球の血管内皮への接着に始まる現象で、
我々は、生体蛍光顕微鏡を用いて、脳表の微
小循環を観察する研究を行ってきた。脳では、
細動脈の周囲にはアストロサイトがとりま
いており、ニューロンとアストロサイトとの
間には情報伝達があることがわかっており、
脳微小循環における血球動態と血管反応に
は、それらの脳細胞が大きく関与しているこ
とが予想される。脳血流調節には大血管の調

節機構も重要であるが、無数に存在する細動
脈の血流調節機構の重要性も高いものと考
えられる。vitro の実験とは異なり、in vivo

での脳内血管と脳細胞の研究は、実際の現象
を観察できる唯一の実験系であり、vitro の実
験や理論上得られる結果の中で、実際に何が
起こっている現象かを見極めるためには必
要不可欠である。 

（２）脳梗塞やくも膜下出血の発症時の微小
循環に関する研究は少なく、脳内の観察は未
知の領域であった。脳虚血やくも膜下出血発
症時の病態を把握することは、脳循環研究の
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発展につながるだけでなく、より有効な治療
につながる可能性がある。 

（３）アストロサイトから情報伝達物質が放
出され、微小循環調節がなされていると予想
される。また、アストロサイトが足突起を出
す血管周囲にはアクアポリンが存在し、アス
トロサイトの形態変化や脳浮腫に関係する
と言われている。アストロサイトの形態と
Ca 濃度変化などに代表される実際の変化を
捉えられる観察が重要となる。また、ニュー
ロンには一酸化炭素の合成酵素が多く存在
し、脳内で産生された一酸化炭素は脳血管に
対しては強い収縮作用を持っており、正常の
状態で脳血管をある程度収縮状態に保つ役
割がある。脳循環調節機構における一酸化炭
素の役割は重要でありそのメカニズムの解
明が注目されている。 

 

２．研究の目的 

（１）脳表だけでなく、脳内微小循環の研究
システムを確立し、脳血管外の情報源として
のアストロサイトに注目し、その形態変化を
含めて in vivo の系での観察研究システムを
確立する。 

（２）正常時とともに、脳梗塞やくも膜下出
血時の病態モデルを用いて、発症時の微小循
環の変化とアストロサイトの変化を観察し、
発症時のアストロサイトの関与を検討する。 

（３）脳内微小循環の観察システムを応用し
て、脳血管収縮物質である一酸化炭素の脳内
循環に対する役割を検討し、その産生の場と
なっているニュ－ロン－アストロサイトの
脳循環調節への関与や病態における意義を
検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウスを全身麻酔し、脳表に頭窓を作
成して２光子励起生体蛍光顕微鏡を用いて
観察した。静脈投与した Qdot により可視化
した血管を観察して血管径の変化を捉え、
GFAP-GFP マウスで異なる波長のレーザ
ー光を用いて GFP により可視化されたア
ストロサイトの形態を観察した。Qdot を静
脈投与することで、血管径だけでなく line 
scan による血流速度を測定した。これは、
２光子励起生体蛍光顕微鏡を用いた場合、
完全なリアルタイムの測定ができないこと
から、血流評価が困難となるため、非常に
重要である。 
（２）脳梗塞やくも膜下出血の病態モデルマ
ウスを用いて（１）の脳内微小循環を観察し
た。マウスの脳表を上に向けて、脳を観察で
きる状態とし、中大脳動脈にナイロン糸をつ
めて脳梗塞を作成、また、ナイロン糸で血管
を貫いてくも膜下出血を作成した。腹臥位で
これを行うことで、脳梗塞やくも膜下出血発
症直後１分以内の血管反応性が観察できる

ようになり、発症直後の起こる物理的変化に
対する生体の反応を秩序だって観察できる
ようにした。アストロサイトの変化も観察し
て、病態における反応を観察することで、生
理機能を検討した。 
（３）一酸化炭素の合成酵素である heme 
oxigenase の knockout mouse を用いて、脳梗
塞・くも膜下出血発症時の脳微小循環とアス
トロサイトを観察し、正常マウスと比較する
ことで、ニューロンに多数存在する heme 
oxigenase から産生されるＣＯの役割を検討
した。 
 
４．研究成果 
 
（１）Astrocyte の end foot は細動脈周囲
をとりまき、脳表近くにも多く存在し、ま
た、太い静脈周囲や一部の毛細血管周囲に
も存在した。細動脈の血流速度は 10mm/s
以上でそれ以上の高速は line scan では測
定が困難であり、一方、毛細血管血流速度
は line scan でも測定可能な範囲であった。
脳表から垂直に脳を貫くように入る
penetrating arteriole とさらにその血管か
ら枝分かれする precapillary arteriole は、
さらに毛細血管へと枝分かれした。 
（２）まず、脳梗塞を作成して虚血中の脳
内を観察すると、脳表の血流は colateral 
circulation として維持されるように見え
て い た が 、 penetrating arteriole や
precapillary arteriole の血流は低下し、微
小循環全体の血流が著明に低下、毛細血管
の中には血流が悪化して流れが途絶えてし
まう血管も多数みられた。Line scan での
細動脈の血流速度は容易に測定可能なレベ
ルまで低下した。血管透過性も亢進し、
Qdot が血管内皮からもれ、まず、基底膜内
にとどまっている様子が観察された。そう
いった血流悪化時には、血管周囲の
astrocyte のＧＦＰ蛍光強度は著明に低下
していた。３０分、６０分の虚血後に再灌
流しても血流が再開しない毛細血管も多い。
血流の再開とともに、astrocyte の GFP 蛍
光強度は回復傾向を示し、特に６０分虚血
後の再灌流では、GFP の蛍光強度は虚血前
よりもさらに増強した。蛍光強度の低下は、
細胞内 acidosis の進行が予想され、今後そ
の病態について解明する必要があり、また、
再灌流後の蛍光強度の overshoot について
は不明であり今後の検討を要するものであ
る。 
また、脳虚血再灌流後の血管反応性を観

察するためには、血流低下が強く観察不能
となってしまうため、再灌流が十分可能な
虚血時間を５分とした。 
脳虚血中の細動脈は、血管内体積も低下

するために、拡張できる血管とあまりかわ



 

 

らない血管が存在したが、再灌流するとす
ぐに一旦は拡張した。その拡張は時間経過
より物理的拡張と考えられ、その後、１０
分以内に、一度収縮するというのが今回の
結果である。くも膜下出血では、出血直後
１分以内に一度拡張し、その後収縮に転じ
たが、血管内体積の急激な低下を示すマウ
スでは、血管拡張にも至らず流れなくなっ
たり、血流が回復して拡張に転じるものも
ある。血管により、また、くも膜下出血後
の時間にもよって変わる。くも膜下出血直
後の継時的観察では細動脈に無数の足突起
を出したアストロサイトの蛍光強度の増減
が観察され、それに平行して precapillary
の血管径も変化し、情報伝達システムの存
在が示唆された。血管基底膜と aquaporin 
4 を介して血管内腔とアストロサイトは接
するが、脳血流障害時にアストロサイトの
膨大化は観察されなかった。 
（３） heme oxigenase の knockout 

mouse では、脳虚血作成時の血管変化は、
やはり様々であったが、再灌流後の血流増
加とその後にみられる血管収縮も有意な変
化とならなかった。このことは、正常マウ
スでは、常に産生される一酸化炭素が血管
を一定の収縮レベルに保っていることを示
唆する結果である。脳循環予備能維持のメ
カニズムとして、脳内で産生される一酸化
炭素の存在が示唆された。 
今後、更に、研究を発展させるために、

蛍光色素によるｐＨ測定や、H2S の蛍光測
定を進めながら、Astrocyte とＣＯ，H2S
の関与の検討を進め、ATP 産生などのエネ
ルギー代謝の検討を加えて、細胞壊死の前
に生ずる神経機能低下のメカニズムの探求
に発展させ、neurovascular coupling につ
いて検討を進めたい。 
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