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研究成果の概要（和文）：蛍光標識を施したグルコースの誘導体2-NBDGを用いて血中から脳組織への輸送現象を定量化
するための画像解析法について検討した。まず、血管内、血管壁、組織の各領域における2-NBDGの濃度変化について評
価した。次に、グラフ解析の手法を用いて各コンパートメント間における2-NBDGの移行量と蓄積量を求めた。その結果
、血中から壁への移行および血中から壁と組織への移行に関しては，動脈と静脈との間で有意な差はみられなかったが
，血中から組織への移行に関しては静脈よりも動脈の方が有意に大きい結果が得られた．さらに麻酔下と覚醒下で比較
した結果、麻酔下では輸送担体を介さない移行経路が主要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed an in vivo imaging method for glucose transportation from blood 
circulation to brain cells using fluorescent glucose analogue and two-photon microscopy in the awake and 
anesthetized rodents. The fluorescent glucose was intravenously injected to the animals, while the 
three-dimensional fluorescent images of the brain cells and vasculatures were captured up to depths of 
0.3 mm in the cortex. We found that the fluorescent glucose was slowly transferred to the tissue, and 
this transportation pathway differs between the awake and anesthetized animals. Our results indicate that 
the isoflurane anesthesia may open the blood-brain barrier, which enhance the tissue leakage of the 
intravenously-injected fluorescent glucose.

研究分野：脳計測科学
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１．研究開始当初の背景 
 脳は神経・グリア・血管の多彩な細胞群の

ネットワークによって構成されている。そし

て、細胞間の連携によって脳内の恒常性が維

持されている。例えば、神経細胞の発火に対

しグリア・血管が連携し、活性部位の血流 

が上昇する(for review: Attwell Nature 

2010)。この血流上昇には何らかの機能的役

割があると考えられているが、血流上昇の神

経学的な意義については明らかにされてい

ない。 

 従来、脳活動に伴う脳血流の上昇は神経活

動によって要求されるエネルギー需要を満

たすために必要であると考えられていた。し

かし、神経活動によって亢進するエネルギー

の需要は、必ずしも血流の増加を必要としな

い程度の上昇率であることが明らかになり、

脳血流の上昇がエネルギー需要を満たすた

めに必要であるという仮説は否定された

(Mintun et al., PNAS 2001)。 

 一方で、認知症や筋委縮性側索硬化症など

の神経変性疾患に関する最近の知見では、神

経障害の発症前にグリア及び血管に障害が

惹起されることが明らかにされている

(Zlokovic, 2008; Zacchigna et al., 2008)。

これらの知見は、神経・グリア・血管の連携

による脳血流の上昇には、神経の可塑性に必

要な成長因子の供給や細胞環境などを介し

た神経修飾メカニズムがある事を示唆する。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、『脳活動時の血流上昇は、神経

の可塑性を促進する神経修飾メカニズムを

有する』という仮説を検証する目的で研究を

開始した。 
 
３．研究の方法 
 実験には、遺伝子導入技術によって細胞特

異的に蛍光タンパクを発現させた 2 種類の

遺伝子改変マウス(Tie2-GFP:血管内皮細胞

に緑色蛍光タンパク GFP を発現、及び

GCaMP3:神経細胞にカルシウム感受性蛍光

タンパクを発現)を用いた。生後 7 週齢以降

の遺伝子改変マウスに慢性頭窓法(Tomita et 
al., JCBFM 2005)を施し、「神経・グリア・

血管」の 3 次元形態の経時的な変化を二光子

顕微鏡(SP5-MP, Leica Microsystems)を用い

て計測した。また観察対象と反対側のマウス

のほほ髭に機械刺激を与え、神経活動に対す

る血流上昇を誘発した。さらに、薬理学的手
法を用いて脳賦活に対する血流増強の阻害

実験を行った。 
 

４．研究成果 

 成長に伴うエネルギー代謝の変化を計測す

るための画像化手法を確立するため、まず実

験動物および画像解析の手法を用いた。実験

には、蛍光標識を施したグルコースの誘導体
(2-NBDG，ペプチド研究所)をマウスの尾静脈

より投与し、脳組織および脳血管での蛍光輝
度の変化を二光子顕微鏡を用いたタイムラ
プスイメージングによって評価した（図１）。 
 

図１ 蛍光グルコース誘導体(2-NBDG)の投
与によるマウス大脳での二光子顕微鏡イメ

ージング(励起波長880 nm)と撮像プロトコル 

 

2-NBDG(2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diaz
ol-4-yl)amino]-2-deoxy-D-glucose)は、デ
オキシクルコースの第 2位に蛍光基ニトロベ
ンゾジアゾール基(NBD 基)を付加したグルコ
ースの誘導体である。分子量は 342.26 とグ

ルコースの分子量 180.16 よりも大きいが、

グルコース輸送タンパクと結合し細胞内に

取り込まれ、また細胞内ではリン酸化される

ことなどが先行研究によって確認されてい

る(Yoshioka et al., 1996)。 

 まず、血管内、血管壁、組織領域を画像上

で特定し、それぞれの領域における 2-NBDG
の濃度変化について計測した（図２）。ここ

で計測された画像輝度データを蛍光グルコ
ースの濃度値に換算するため、あらかじめマ

ウス組織を模擬したファントムモデルにお
いて蛍光輝度ー濃度に関する較正曲線を作
成し、計測された蛍光輝度を較正曲線に従い

蛍光標識グルコース誘導体の濃度に換算し

た。 

 

図２ 蛍光グルコース誘導体(2 mM, 0.2 mL) 
をマウスの尾静脈より 5分間投与した際のマ

ウス大脳における血中 (Blood)、血管壁
(Wall)、組織(Tissue)での濃度時間変化 

 

 次に、コンパートメント解析の簡便法のひ
とつである Gjedde-Patlak 法を用いて、血中
-血管壁及び血管壁-組織の 2つのコンパート

メント間における 2-NBDG の移行量と蓄積量
に関して評価を行った。 
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 その結果、血中から壁への移行および血中
から壁と組織への移行に関しては、動脈と静
脈との間で有意な差はみられなかった。一方、

血中から組織への移行に関しては、静脈より

も動脈の方が有意に大きい結果となった。こ

の結果は、動脈と静脈における血管の運動や

拍動の違いによると考えられる。そこで撮像
中の血管径の変化率を計算したところ、動脈
(n=12)においては血管径の変化率が 17±11%、
静脈(n=10)においては 6.9±2.6%であった。

このことから、動脈では血管径の変化による

対流拡散の促進で組織への輸送効率が向上

したと考えられる。 

 さらに、動物の状態による影響について検

討するため、麻酔下（イソフルラン１％）と

覚醒下での比較を行った。その結果、麻酔下
ではグルコース輸送担体を介さない移行経

路が主要な輸送経路であることが示唆され

る結果がえられた。この結果は、輸送量と動

物の血中グルコース濃度との間に有意な相
関が認められなかったことにも裏付けられ

る。最後に、蛍光標識グルコースの輸送に関

してシミュレーションモデルを用いた数値
解析を行った結果、測定された蛍光薬剤の濃
度変化が蛍光標識グルコースの分子量に基
いて見積もられた脳組織での拡散係数とよ

く一致する結果が得られた。 

 次に血行動態を観察するために 2-NBDG (2 
mM in saline) をマウスの尾静脈から繰り返
し投与し、脳表血管での蛍光試薬の通過時間

について解析した。本実験ではより広い領域
を観察するため、5 倍の対物レンズを用いて

計測した。撮像開始から 15 秒後に蛍光試薬
20 µLをシリンジポンプを用いて 3.3 mL/sの
速度で投与し、10秒毎に 5 回計 100 µL 投与
した。1 画像のサンプリングレートは

20.4-76.9Hz (49-13 ms/frame)とした。 

 画像内のピクセル毎に蛍光輝度-時間曲線
を求め、任意の時間範囲における輝度時間曲
線の重心時刻を求めた。つぎに画像内に基準
位置を設定し注目ピクセルまでの距離と重
心時刻の差を求めた。これを基準位置から注
目ピクセルまでの蛍光試薬の移動にかかる

距離ΔLと移動時間ΔTと定めて、ΔL/ΔTを
基準位置から注目ピクセルまでの平均血流

速度として算出した。血管内の各領域に対し

て同様の処理を施し、血管内の平均速度の分
布を画像化した（図３）。得られた血流速度

は、7.2 ± 1.8 mm/sであった。 

 先行研究ではマウスの脳血流速度は血管

径 10～60 µmの動脈において 5～18 mm/s、静
脈において 1～5 mm/s と報告されている

(Santisakultarm et al., 2012)。したがっ

て、本研究で求めた血流速度は、動脈血管の

血流速度に関する従来報告の値の範囲内で

あった。したがって本手法によって多数の血

管における血流速度分布に関する画像化が

可能であると考えられる。 

  

 

図３ マウス大脳における血流速度の分布 

 

 最後に脳賦活時の血流反応を抑制するた

めの薬理実験を行った。本実験では、特定の

細胞を賦活するために光感受性タンパクで

あるチャネルロドプシンを遺伝子組み換え

で導入したマウス(Tanaka et al., 2012)を
用いた。チャネルロドプシンへの光刺激に対

する脳血流の反応はレーザースペックル法

を用いて評価した（図４）。 

図４ 光感受性チャネルタンパク質を導入

したマウスにおける脳血流反応の計測実験 

 

 光刺激によるチャネルの開閉によって細

胞の膜電位が変化する。このとき、光刺激部

位において脳血流の有意な上昇が認められ

た（Masamoto et al., in press)。さらにこ

の脳血流の反応は塩化バリウム（0.1 mM）に

よって抑制されたことから、チャネルの開口
による細胞からのカリウムイオンによる伝

達で血管が拡張したことが示唆された。 
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