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研究成果の概要（和文）：全身循環に影響を与えることなく脳血流を居所的に増加させる手法について検討し
た。実験には、光応答性のチャネルたんぱく質をアストロサイトもしくはニューロンに特異的に遺伝子導入した
遺伝子組換えマウスを使用した。ウレタン麻酔下でマウス大脳に局所的にレーザー光を照射すると、照射部位に
限局した一過性の血流応答が観測された。さらに刺激強度に依存して血流の変化量を調整可能であることを確認
した。一方、脳微小血管の増強として、引き続き低酸素誘導性の血管新生メカニズムについて検討した。その結
果、新生血管が新たなネットワークを構築する際に既存のネットワークを取り込むために周辺グリアの役割が重
要であるという知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the novel technique that enable us to 
modulate regional cerebral blood flow in dependent of systemic circulation and physiology. For this 
end, we used double-transgenic mice which express light-sensitive cation channel in neurons or 
astrocytes. Following brief transcranial photostimulation to the cortical surface, local cerebral 
blood flow measured with laser speckle flowgraphy showed reproducible transient increases in the 
stimulated site. And we found stimulation power-dependent increases in blood flow responses to the 
photostimulation. Next, we investigated physiological mechanisms in promoting cerebral angiogenesis 
under chronic hypoxia conditions. We found that the surrounding glia play a key role in connecting 
the newly-formed capillary with the pre-existing capillaries. 

研究分野： 脳計測学

キーワード： オプトジェネティクス　脳血流　神経血管カップリング　二光子顕微鏡　グリア
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研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症は５人に１人が罹患するといわれている。本研究では、全身状態とは独立に脳の局所の血流あるい微小血
管密度を高めることによって得られる神経作用について検討した。まず、認知症のモデル動物では正常脳で見ら
れる神経と血管の機能的な連関が阻害されていることを確認した。その上で、本研究ではオプトジェネティクス
の技術を用いることで局所的な脳血流の調節が生体外から可能であることを示した。本研究で得られた知見は、
認知症の研究のみならず、脳卒中や神経変性疾患において血流の増強による治療効果の検討に有用なモデルとも
なりうることを示唆する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
認知症は、高齢者の 5 人に 1 人が罹患する恐れのある深刻な脳の疾患である．しかし、認知

症に対する根本的な治療法は未だ確立されていない．これまでの研究によって、認知症の発症
および病態の増悪には、脳の血流の低下が密接に関係することが分かっている．しかし、脳の
血流低下と認知症の発症との因果関係は明らかではない． 
 
２．研究の目的 
 全身状態に影響することなく、脳内局所の血流を任意に増加させるモデルを構築すること、
また脳血管の密度亢進における周辺グリアの役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
３．１ 実験動物の準備 
実験にはアストロサイトに特異的なプロモーターの下に光感受性のチャネルたんぱく質であ

るチャネルロドプシン 2 (ChR2)を発現させた遺伝子改変マウス (25-35 g, N = 27) と ChR2
を神経細胞に発現させた遺伝子改変マウス (25-37 g, N = 29)を用いた。ウレタン麻酔下にお
いてマウスの頭皮を正中切開し両側の前頭頭頂骨を露出させた。マウスの頭部を定位固定装置
に固定し、体温を保温パッドによって 37 C̊ に維持し 血圧を非観血式血圧モニターで測定した。 
 
３．2 光刺激に対する脳血流の変化に関する計測実験 
脳血流の測定には波長 830 nm, フレームレート 30 frame/sec のレーザースペックル 組織 

血流計（LSFG Micro, Softcare, Japan）を用いて左頭頂部の大脳皮質脳血流を測定した. 
ChR2 開閉用の刺激光としてスポット径 0.5 mm, 波長 488, 460 nm の青色光および 刺激強

度 37 µ W/mm2 波長 595 nm の黄色光を使用した。青色光を 3 秒間照射した直後に 3 秒間黄
色光を照射し光刺激に対する脳血流の変化率を計測した。 
 
３.３ 解析方法 
レーザースペックルで得られる計測値は MBR（mean blur rate）と呼ばれる連続 3 フレーム

における反射光の揺らぎの大きさを各ピクセルで計測した値であり、血流そのものを定量化し
ているわけではない．揺らぎの大きさが赤血球の変動量に依存することから組織中の平均的な
血流速度の変化を信号原理としている。そのため、計測値そのものに物理的な意味はない。本
研究では血流の変化率として、刺激後の信号変化量を刺激前の信号値で除した相対値で評価し
た。なお、死後脳で計測した結果、ゼロ点のずれはほぼ無視できることを事前に確認している。
まず取得した 560×600 pixel のレーザースペックル MBR 画像を 280×300 pixel にリサイズし
た。全フレーム画像を刺激前の 20 秒 間の平均画像によって除することにより比率画像を作成
した。 
光刺激部位の中心に半径 0.25 mm (2 975 pixel) の円形の関心領域（ROI）を設置し各刺激

条件において 相対的な脳血流変化の時間変化を RO I 内の値の平均により算出した。刺激後
10 秒間の血流変化率の平均値を血流変化率と定義した。また照射中心から半径 1.5、 2.0 mm
の同心円領域(18、224 pixel)を辺縁部と定義し、照射部位と辺縁部において脳血流変増加率を
比較した。 
 
３．４ 光刺激に対する脳血管反応の計測実験 
脳血管の観察には二光子顕微鏡を用いた。血管を蛍光造影するためにスルホローダミン 

101(SR101) を観察直前にマウスの腹腔に投与し、血漿を蛍光染色した(Masamoto et al., NS 
2012).血漿は赤色(575-630 nm),ChR2-YFP は緑色(495-540 nm)のバンドパスフィルターで観察
した。励起波長は 910 nm,対物レンズには 25 倍の水浸レンズを使用した。また 撮像範囲は一
辺が 300 x 1,024 pixel の長方形（解像度 0.5 µm/pixel）で, 撮像深さ 0-400 µmを 100 µm
毎に各深さを 5 秒毎に撮像した.本実験では刺激光として顕微鏡に搭載の水銀ランプ（バンド
パス 470-490 nm）を用いた。 
撮像した脳血管画像は脳表血管、脳表血管から脳実質に潜る終末血管、 脳実質内血管の 3 種

類に分類した. 実質内血管では画像上で血管が存在する領域の約 2 倍の面積を切り出し、血管
径を解析した。各フレームにおいて領域内の信号値の上位 95% 以上 の平均輝度を最大値、領
域内輝度の最頻値を最小値として輝度値を正規化し、最大値の 60%の値で二値化処理を行った。
二値化後の画像に楕円近似処理を施して短径を血管径と定義した。光刺激前 50 秒間の平均血
管径で全フレームの血管径の値を除することで刺激前に対する相対的な血管径の変化率を算出
した。 
 
３．５ 血管増強の評価 
ミクログリア特異的に緑色蛍光蛋白質 （green fluorescent protein; GFP, 蛍光波長 509 nm）

を発現させた遺伝子改変マウス（CX3CR1-GFP, The Jackson Laboratory）47 匹（雄性 12匹, 雌
性 35 匹, 16 - 33g）を用いた．同一個体における大脳皮質を長期にわたって観察するために頭
蓋骨部位の一部を麻酔下で除去し，直径 3 mm のカバーグラスで置き換えた閉鎖頭窓を作製した



[Tomita et al., JCBFM 2005]．また，後頭骨に顕微鏡ステージ固定用の円筒状の金属棒を固定
した．通常の大気圧環境下にて飼育し，頭窓を設置した日を 0日目として最大 21 日後まで観察
箇所におけるミクログリアの形状と血管の構造を反復観察した． 
 
３．６ ミクログリアと脳血管の撮像 
マウス大脳の血管を蛍光染色するために，蛍光色素 Sulforhodamine 101（シグマアルドリッ

チ, 蛍光波長 610 nm, 濃度 10 mM）を顕微鏡観察の直前にマウスの腹腔に投与し，二光子顕微
鏡を用いて撮像した．励起波長は 920 nm で，25 倍の水浸対物レンズ（NA = 1.05, もしくは
NA = 1.00）を用いた。画像サイズは，1024 × 1024 pixel（202 × 202 μm）で脳表から深さ
最大 1000 μmまでを 1.0 または 2.0 μm のステップ間隔で撮像した． 
 
３．７ 画像解析 
取得した画像に対して MATLAB（Math Work

社）を用いて以下の手順で解析した． 
（a）画像サイズを 512 × 512 pixel にリサ
イズし，オープニング処理を施した． 
（b）スライスごとに画像内の最大輝度値の
50%の輝度値を閾値として二値化処理を行っ
た． 
（c）連結数処理により三次元連結数が
80,000 pixel 以上のものは除去した． 
（d）得られたオブジェクトの重心座標を求
め，重心を中心として 400 × 400 × 81 
voxel（80 μm × 80 μm × 81 μm）の領
域を切り出した．このとき切り出す範囲が元
画像の端から出る場合は，開始点を元画像の
端に設定して切り出した(図１a)． 
（e）ミクログリア画像に対してガウシアン
ローパスフィルタ（半値幅 1 μm）を施した． 図１.ミクログリアの切り出しと形状解析 
 
（f）重心点とその 8近傍点の平均輝度を信号輝度とし，信号輝度に応じで線形に補正した閾値
で二値化処理を施した． 
（g）重心点と重なるオブジェクトのみを残し，Z方向への最大値投影画像もしくは重心点を含
む 1スライス上で細胞体の面積を測定した． 
（h）ミクログリア画像に対して，ガウシアンローパスフィルタ（半値幅 0.5 μm）を施した． 
（i）画像内輝度分布を K平均法によって 3クラスに分類し，上位 2クラスを細胞体・突起領域
として抽出した(図１b)． 
（j）計測対象の細胞体領域と三次元的に連結している領域以外を除去した(図１c)． 
（k）Z 方向に最大値投影し，Sholl 分析法によって細胞体重心から 10 μmの距離における突起
本数を計測した(図１d)． 
 
４．研究成果 
４．１ 光刺激時の脳血流変化率の測定 
光刺激部位において ChR2-アストロサイトへの刺激では 9～45％の脳血流の増加がみられた

(N = 5)。刺激強度に応じて脳血流の増加率は増大し、照射中心および辺縁部での脳血流変化の
間には正の相関が見られた。ChR2-ニューロンへの刺激では 32～85％の脳血流の増加がみられ
た（N = 3). 照射中心および辺縁部での脳血流変化と刺激強度との間には正の相関が見られた。 
 
４．2 光刺激に対する脳血管径変化の測定 
ChR2-アストロサイトへの光刺激によって脳表動脈で 15%, 終末細動脈で 14%, 実質内動脈に

おいて 24～40%の拡張がみられた。一方、ChR2-ニューロンへの光刺激では脳表動脈 7%の拡張 に
対して、終末動脈で 43%、実質内動脈では 38～50%と顕著な拡張が認められた。一方、アルツ
ハイマーモデルマウスでは血管壁への Aβの蓄積に伴いこれらの血管反応性が消失することを
確認している(Takuwa et al., in prep.)。 
 
４．３ 血管増強におけるミクログリアの評価 
 ミクログリアの細胞体断面積と突起本数に関してそれぞれマウス大脳皮質の深さ 100 μmご
とに比較したところ，どちらも深さに対して一定値を示した．このとき，得られた細胞体断面
積の平均値は 33 μm2（n = 457 個, N = 5）であり，突起本数の平均値は 10.3 本（n = 239 個, 
N = 4）であった．また，頭窓設置後においては細胞体断面積の平均値は 32 μm2であり，頭窓
設置 8日後以降において統計的に有意な変化は認められなかった．突起本数の平均値は 9本で
あり，こちらも頭窓設置後において統計的に有意な変化は認められなかった． 
 低酸素誘導血管新生の発芽率および伸展率については薬理投与群と対照群との間に有意な差



が認められなかった．対照群では，新生微小血管の先端に CX3-CR1 陽性ミクログリアの突起が
接触している場合は、その後に他の微小血管と接続し，細胞の接触が確認できない場合は新生
部位が消失することが確認された．また薬理投与群では，3 つの新生部位のうち 2 つの新生部
位において，ミクログリアの接触は確認できず，対照群同様に新生血管の接続は確認されなか
った．一方、もう一つの薬理投与群では 4つの新生部位のうち 1つの新生部位に関して，14日
後までにミクログリアの接触が確認できなかった部位において，その後に近傍のミクログリア
が新生部位の先端に移動し，近くの微小血管へと突起を伸ばすことが確認された． 
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