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研究成果の概要（和文）：アストロサイトまたはニューロンだけに光感受性蛋白チャネルロドプシン2を発現し
たマウスに光刺激を加えたところ、いずれも強度依存的に脳血流が増大した。さらに、薬理学的実験から、それ
ぞれ独立した血流調節機序を有していることが示された。
大脳皮質拡延性抑制(CSD) 発生時には著しい軟膜動脈と穿通動脈の収縮と拡張、毛細血管内赤血球速度の低下、
頻回発生時には穿通動脈拡張と赤血球速度の増加が繰り返された。田村変法による中大脳動脈一時閉塞に伴う脳
虚血時にCSDが発生すると梗塞巣の形成・拡大に関与する可能性が認められた。家族性片麻痺性片頭痛２型モデ
ルマウスではCSD感受性が高く、CSDからの回復が遅延した。

研究成果の概要（英文）：Photostimulation to transgenic mice expressing light-sensitive cation 
channel, channelrhodopsin-2, in astrocyte or neuron elicited intensity-dependent increase in 
cortical blood flow. Pharmacological study exhibited specific mechanism of astrocyte- or 
neuron-originated microcirculatory control.
Cortical spreading depression (CSD) involving mass depolarization of neuron and astrocyte elicited 
transient constriction and dilation of pial and intraparenchymal penetrating artery, followed by 
mild constriction, and deceleration of red blood cell (RBC) flowing in capillary in parallel with 
arterial constriction. Repeated CSD elicited marked dilation of penetrating artery and acceleration 
of RBC. Spontaneous occurrence of CSD during transient middle cerebral artery occlusion by modified 
Tamura's method may be involved in formation and/or development of infarction. Susceptibility to CSD
 was enhanced and recovery from CSD was elongated in familial hemiplegic migraine 2 model mice.

研究分野：神経生理学
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脳梗塞　Na-K-pump
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１．研究開始当初の背景 
脳内ではニューロン・グリア細胞・血管は
neurovascular unit(NVU)を形成し、相互に
連絡を取り合っている。グリア細胞の１種ア
ストロサイトは毛細血管を覆っており、ニュ
ーロンの活動に伴う栄養素の取り込みや代
謝物の排出、神経伝達物質の調節・除去に関
与するだけでなく、ニューロンの興奮に共役
してアストロサイトの活動が亢進し、放出さ
れる神経伝達物質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
ことがわかってきた。従来は脳スライスを用
いた実験が行われてきたが、オプトジェネテ
ィクス技術の発展により、光感受性タンパク
の一種チャネルロドプシン 2 (ChR2)を特定
の細胞種のみに発現させたマウスに光照射
によって細胞種特異的に活性化することが
可能になった。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、光照射によってアストロサイ
トあるいはニューロンのみを活性化した際
の微小血流の変化を測定し、そのメカニズム
を薬理的手法によって詳細に検討すること
を目的とした。 
 
(2)次に、ニューロンやグリア細胞が一斉に興
奮し、それに続く持続的抑制が周囲に伝播す
る反応である大脳皮質拡延性抑制(CSD)ある
いは脳虚血時に自然発生する拡延性脱分極
(SD)が大脳皮質の微小血流に及ぼす作用に
ついても検討した。さらに、CSDと関連が深
い片頭痛モデルマウスを用い、CSD感受性と
脳血流について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)アストロサイト(ChR2-A)あるいはニュー
ロン(ChR2-N)に ChR2 を発現したマウスお
よび対照群としてC57BL/6Jマウスをウレタ
ンで麻酔し、固定装置に頭部を固定した。正
中線で頭皮を切開して頭頂骨を露出し、レー
ザースペックル血流計を用いて左頭頂部全
域の大脳皮質血流を測定しながら直径約
0.5mmに集光した青色光(波長 488 nm)を左
頭頂骨中央付近に照射し、直ちに励起したチ
ャネルの不活性化のため黄色光(波長 590 
nm)を照射した。得られた画像を解析ソフト
Matlab を用いて空間的・経時的変化を解析
した。次に頭頂骨を除去して脳表を露出させ、
各種阻害剤を脳表に滴下することによって
局所的に作用させ、上記で得られた血流反応
が変化するか否かを計測した。 
 
(2) 特異的に血管内皮細胞に蛍光蛋白を有す
る Tie2-GFP発現マウスをウレタンで麻酔し、
人工呼吸下で側頭頭頂骨の一部を除去して
閉鎖頭窓を作成し、レーザードップラー血流
計による局所脳血流およびDC電位を測定し
ながら、頭窓の後方に作成した小骨窓に KCl
溶液を滴下することによってCSDを誘発し、

共焦点顕微鏡あるいは二光子顕微鏡を用い
て脳表の軟膜動脈、実質内穿通動脈を経時的
に撮影し、解析ソフト ImageProを用いて血
管口径を計測した。一部のマウスでは蛍光染
色した赤血球を静脈内に投与し、高速度カメ
ラ共焦点顕微鏡で撮像し、実質内毛細血管内
赤血球速度を Matlab を利用した解析ソフト
KEIO-IS2を用いて自動解析した。 
 
(3)C57BL/6J マウスをイソフルランで麻酔
し、左側頭骨下の中大脳動脈(MCA)を露出し、
45 分の閉塞後に再灌流、あるいは永久閉塞処
置を施した（田村変法）。左頭頂骨全域をレ
ーザースペックル血流計で連続的に計測し、
撮像領域を 10x10に分割し、各領域における
血流変化を算出した。24時間後に脳を摘出し、
TTC染色によって梗塞巣を計測した。 
 
(4)家族性片麻痺性片頭痛 2 型(FHM2)モデ
ルマウスとして Atp1a2領域の一部を欠損さ
せた 2 種類(C-KOよび N-KO)の雄性ヘテロ
欠損(HT)および同腹の野生型(WT)マウス
をウレタンで麻酔し、人工呼吸下で濃度の異
なる KCl 溶液を滴下し、CSD を起こす最小
濃度から閾値を求め、DC 電位特性および脳
血流の変化を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) C57BL/6J マウスに青色光を照射しても
血流は変化しなかったのに対し、ChR2-Aで
は著しい脳血流増加を示した(雑誌論文 9)。
ChR2-A、ChR2-N ともに照射直後から著し
く脳血流が強度依存的に増加した。ChR2-N
の方が顕著な反応が認められたが、閾値はほ
ぼ同程度であった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ChR2-Nでは光照射部位中心からの距離に応
じて反応強度が減衰したのに対し、ChR2-A
では減衰率が低く、広範囲ににわたって脳血
流が増大した。各種阻害剤投与前後の光刺激
反応性を比較したところ、ChR2-A では
BaCl2、carbenoxolone、 2-methyl-6- (phenyl 
ethynyl)pyridine (MPEP) によって抑制さ
れたことからカリウムチャネル、ギャップジ
ャンクション、代謝性グルタミン酸受容体が
関 与 し、 ChR2-N で は 6-cyano-7-nitro 
quinoxaline-2,3-dion (CNQX)、tetrodotoxin 
(TTX)、L-NG-nitro- arginine methyl ester (L   
-NAME)によって抑制されたことから非



NMDA 型グルタミン酸受容体、ナトリウム
チャネル、一酸化窒素の関与が示された(図
2)(学会発表4等)。このように、ニューロン、
アストロサイトはそれぞれ独立した血流調
節機序を有していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)KClの滴下によって CSDが誘発されると
DC 電位の一過性低下、脳波の抑制とともに
局所脳血流の一過性低下、増大に続いて持続
的な低下を示す(CSD後乏血)。脳表の軟膜動
脈および実質内穿通動脈は初回 CSD 通過時
には著しい収縮後軽度の拡張および持続的
な軽度の収縮が見られるのに対し、静脈や毛
細血管は有意な変化を示さなかった。一方、
繰り返し CSD が通過する際には脳血流は増
加反応のみが計測され、軟膜動脈の拡張反応
は減弱したのに対し、穿通動脈は軽微な収縮
および著しい拡張反応が繰り返し認められ
た(図 3)。また、大脳皮質(レイヤーI)におけ
る毛細血管内赤血球速度を計測したところ、
CSD通過時、動脈口径が変化する前に有意に
増加した。初回 CSD 通過時には動脈の収縮
に同期して低速化した。これらのことから、
CSD通過時、レーザードップラー血流計で計
測される局所脳血流の反応には実質内動脈
の口径変化が深く関与しており、DC 電位や
局所脳血流の変化が検出される前に代謝が
亢進することが毛細血管内微小血流を更新
する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) MCA閉塞によって血流はMCA分岐部周
辺で最大 59.0±7.1%低下し、同心円状に
1mm離れるごとに約 20％軽減した。90％の
マウスにおいて閉塞開始から 1～30 分後に
SD が発生し、低灌流領域では一過性血流低
下、正常灌流領域では一過性血流低下後の増

加に続いて持続的に低下した(乏血)。そのう
ち 43％のマウスでは虚血領域周囲を旋回す
るような SD が 1～5 回発生し、低灌流領域
では一過性血流低下、正常灌流領域では顕著
な一過性血流増加反応が認められた。血流低
下度あるいは 50％以上の血流低下を呈した
面積と梗塞面積との間には、いずれも有意な
相関は認められなかった。一方、SD 未発生
のマウスでは梗塞は認められず、一時閉塞マ
ウスでは梗塞面積は SD発生回数に応じて拡
大する傾向が認められた(学会発表 12等)。 
(4) Atp1a2欠損 HTではWTに比べて低濃
度の KClで CSDが発生した。DC電位の低
下量に有意な差はなかったが、回復の早さを
示す半値幅、脳表における CSD 伝播速度は
有意に高値を示した。0.3M の KCl による
CSD出現回数はやや多く、終息までの時間は
延長した。これらの差異は、C-KOよりN-KO
の方が顕著であった(図 4)。CSD発生後、脳
波は全例で持続性に抑制されるが、NKO-HT
群で最も抑制された。CSDに伴う CBFの変
化は両群間で有意差は認められなかった(雑
誌論文 2)。以上のことから、FHM2モデルマ
ウスでは CSD を起こしやすく、回復が遅い
こと、変異部位によって作用が異なることが
示された。 
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