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研究成果の概要（和文）：脳血管疾患は日本人の死因の上位に位置するが、その病態の解明ならびに治療薬の開発が十
分であるとは言いがたく、予防・治療薬の開発が渇望されている。本研究では、ゼブラフィッシュを用いて脳血管障害
治療薬開発に資する新規薬効評価法の開発を目指す。ゼブラフィッシュの稚魚に低酸素負荷-再酸素化を行うことで、
脳における虚血-再灌流が可能であること、さらにそれに伴って脳において細胞死が惹起されることを明らかにし、本
モデルが哺乳類の脳虚血－再灌流モデルと類似した性質を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although cerebrovascular disease is one of the major causes of death in Japan, 
the understanding of pathology and development of the therapeutic agents for this disease have been 
craving. In this study, we aim to develop new drug evaluation methods that contribute to the development 
of therapeutic drugs using zebrafish. Hypoxia-reoxygenation treatment induced ischemia-reperfusion in the 
brain of zebrafish larvae. Cell death in both head and trunk was induced by hypoxia-reoxygenation 
treatment. These results suggest that hypoxia-reoxygenation induces ischemia-reperfusion and cell death 
in zebrafish brain.

研究分野： 神経薬理学
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１． 研究開始当初の背景 
 
脳血管疾患は日本人の死因の上位に位置

し、そのうちの大部分を脳梗塞が占めている。
近年、死亡率は減少しているが、予後が不良
で、後遺症が残る場合が多く見られる。また、
脳梗塞においては虚血時に加え、血流の再灌
流後の障害も病態形成に重要であることが
知られており、後遺症との関連も示唆されて
いる。このような社会的背景からその病態を
より詳細に明らかにすること、さらに予防・
治療薬の開発が渇望されている。 
脳血管疾患の病態解明に資する疾患モデ

ルとしては、これまでにラットやマウスなど
のげっ歯類を用いて脳虚血モデルが多数確
立されてきているが、これらの動物は体が大
きいために脳全体における血管と実質細胞
の損傷を同時にリアルタイムで観察する疾
患モデルは未だ開発されていない。本研究で
は、ゼブラフィッシュを用いた新規実験系が
開発することで、脳虚血時の脳血管内皮細胞
と脳実質細胞の相互作用の解明がより前進
すると期待できる。 
これまでに申請者は、主にラット胎仔由来

初代培養ニューロンを用いて脳疾患に有効
な予防・治療薬の開発に資する検討を行い、
セロフェンド酸などの神経保護作用を有す
る化合物を報告してきた(Kume et al. PNAS 
2002)。さらに、その in vivo での有効性を検
討する目的でラット中大脳動脈一過性閉塞
モデルを用いて、脳血管障害に対しても障害
抑制作用を有することを報告してきた
(Nakamura et al. EJP 2008, Ioroi et al. 
Brain Res 2013)。しかし、脳内における神経
保護を達成するには、神経細胞のみへの薬効
だけではなく、薬物の動態や障害の伝搬など
の観点から神経-血管ネットワーク損傷の抑
制がより重要であると考え、神経-血管ネット
ワークの損傷を同時にリアルタイムに観察
し、かつ薬効評価が可能な実験系の確立が必
須であるとの着想に至った。 
申請者は、これまでにゼブラフィッシュを

用いたイメージング研究で低酸素を負荷す
ることにより、体幹血流よりも脳血流の減少
が よ り早く 見 られる こ とを報 告 し た
（Sawahata et al. 18th JMZM, 2012）。さら
にゼブラフィッシュを用いて脳血管の特定
の部位の血流をレーザー照射により停止さ
せる条件を得ており、本手法を血管系および
神経系が蛍光標識されたトランスジェニッ
クゼブラフィッシュに応用することで脳実
質細胞と脳血管内皮細胞の両者の損傷のリ
アルタイム観察が可能になると考えている。 
 
２． 研究の目的 
脳梗塞などの脳血管疾患発症時には血管

系と神経系の両方の細胞が損傷され、病態の
進行を促進すると考えられる。脳血管疾患の
病態解明に資する疾患モデルとしては、主に
げっ歯類を用いて脳虚血モデルが多数確立

されているが、脳実質細胞および脳血管損傷
を同時に観察した研究はほとんど行われて
いない。さらに、治療薬開発においても脳実
質細胞（神経細胞、グリア細胞）のみをター
ゲットとした研究が大部分を占めている。本
研究では、下記２項目を柱とした研究を実施
する。  
(1) 脳血管-脳実質細胞の損傷を同時にリア

ルタイムに観察する新規実験系の開発 
(2) 新規実験系の薬効評価系としての有用性

の解析 
本研究の遂行により、従来の血管系の細胞・
神経系の細胞のみを標的とした方法とは異
なり、両者の相互作用を考慮した薬効評価が
可能になり、新たな脳血管疾患の治療薬開発
に貢献することが期待される。 

 
３． 研究の方法 
血管内皮細胞ならびに血球の可視化を実

現するため、fli1a プロモーターを用いて血管
内皮細胞に eGFP、gata1 プロモーターを用
いて赤血球前駆細胞に mRFP を発現させた
トランスジェニックゼブラフィッシュを用
いた。 
実験には受精後 4-5 日目の稚魚を用いた。

窒素で 15 分間バブリングした飼育水中にゼ
ブラフィッシュを入れることにより低酸素
負荷を行った。また、観察時は窒素を還流し
たチャンバー内で低酸素状態を維持した。
0.01%トリカイン/1％低融点アガロースまた
は 2％低融点アガロースで稚魚を包埋した後、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
細胞死は 0.01 mg/ml のアクリジンオレン

ジ含有飼育水中で 30 分間インキュベートす
ることにより検出し、染色法を用い、緑色の
蛍光をもった細胞を細胞死陽性とした。 
 
４． 研究成果 
ゼブラフィッシュの稚魚の全身に低酸素

負荷を行うことで、一定時間後に全身の血流
が停止し、虚血状態が惹起された。臓器ごと
の血流について検討する目的で、脳内の血管
であるMiddle Mesencephalic Central Artery 
(MMCtA) と体幹部血管の Dorsal Aorta(DA) 
に着目して検討を行ったところ、MMCtA は DA



に先行して血流が停止した。これらの結果よ
り、ゼブラフィッシュの稚魚へ低酸素負荷を
行うことで体幹の血流を停止させずに、脳の
血流を停止させることが可能であることを
示した。次に、低酸素負荷後に、通常の飼育
水に戻すことで再酸素化を行い、脳血流への
影響を検討した。再酸素化を行うことで脳内
血管の一部において再還流を行う事ができ
た。低酸素負荷によって、血流が停止した後、
再酸素負荷を行い、さらにその 24 時間にお
いて細胞死が惹起されることが示唆された。
次に、低酸素負荷が神経活動と血流に与える
影響を同時に可視化するため、神経細胞に
GCaMP、赤血球に mRFP を発現させた稚魚で経
時的に観察を行った。すると、低酸素負荷に
よる血流停止に先行して、GCaMP の輝度が上
昇することが明らかとなった。また低酸素負
荷・再酸素化後 24 時間において脳内で細胞
死が観察された。 
以上の結果より、ゼブラフィッシュの稚魚

に低酸素負荷―再酸素化を行うことで、脳に
おける虚血―再灌流が可能であること、さら
にそれに伴って脳において細胞死が惹起さ
れることを明らかにした。 
次に、ゼブラフィッシュへの低酸素－再酸

素処置が、脳虚血－再灌流モデルとしての妥
当性を有するかについて、脳内のニューロン
死およびニューロンの細胞内カルシウム濃
度の変化を指標に検討を行った。ゼブラフィ
ッシュの稚魚に低酸素負荷を行い、その後再
酸素化を行うことにより、24 時間後の脳内に
おいてニューロン死が誘発された。また、そ
の過程におけるニューロン内のカルシウム
濃度を測定したところ、ニューロン活動の変
化が観察された。さらに、この低酸素による
ニューロン死は低温において減少し、高温に
おいて促進された。以上の結果は、げっ歯類
における報告と一致しており、本実験モデル
が哺乳類の脳虚血－再灌流モデルと類似し
た性質を有していることを示唆するもので
ある。 
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