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研究成果の概要： 

本研究では、1年目にラクナ梗塞モデルを完成させ、2 年目にそのモデルを再生医療への応用を

検討する事を目標とした．ミニブタラクナ梗塞の作製に成功し，その応用への前段階として GFP

遺伝子導入ブタの脳内における GFP 発現を確認した．また，脳細胞の増殖部位確認も個体レベ

ルで確認し，再生医療への応用に大きく踏み出した． 
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２００７年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

２００８年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 

研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：実験動物学 

キーワード：病態モデル、脳梗塞、再生医療、ミニブタ、GFP 遺伝子導入ブタ 

 
１．研究開始当初の背景 

(1)研究開始以前から遺伝子改変動物を用い

た研究が盛んに行われ，それは脳研究におい

ても同様である．ただし，脳研究で用いられ

ている実験動物はマウスやラットなどの齧歯

類であり，ヒトとは基本的な解剖から異なる

（図１）．従って，齧歯類を用いた研究結果の

臨床応用において，基本的な解剖が異なる，

言い換えると，種の壁を越えられない事に起

因すると考えられる問題が，これまで見過ご

されていた． 
 

     図１ 脳解剖の種差 
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(2)上述の通り，脳の血管障害に関する研究に

おいては，種の壁による問題は大きく，実験

動物の選択が重要となる．そこで，ミニブタ

に注目し，群馬大学の斉藤延人教授や今井英

明助手らと共に，これまでミニブタを用いた

脳梗塞モデルの開発を行ってきた．疾患モデ

ルとしての有用性を報告すると共に（Imai et. 
al., 2006），学会賞（日本実験動物医学会第

1 回前島賞）も受賞するなど，尐しずつでは

あるが認知されつつあった．この疾患モデル

は，中大脳動脈（MCA）をバイポーラにて焼灼

して作製するが，齧歯類の脳梗塞モデルと比

較し，ヒトの脳梗塞に非常に類似してた．し

かしながら，梗塞部位が大き過ぎたため，再

生医療への応用は困難であった．そこで，新

たなミニブタモデルの作製に迫られていた．  

(3)静岡県畜産技術研究所の河原崎達雄博士

らが家畜豚に GFP 遺伝子導入したブタの作製

に成功し， それを我々の研究に使用する機会

を得ていた． 

 

２．研究の目的 

 脳梗塞は日本における三大死因の 1 つで

ある．死亡を免れたとしても後遺症が残る場

合があり，患者本人だけでなく，患者を支援

する周囲の人々にも大きな負担となり，高齢

化社会と共に社会問題化している（図２）．

 
     図２ ヒトの脳梗塞 
 
しかしながら，有効な治療法の開発が遅れて
いるのが現状であり．依然として疾患である．
以上の状況を鑑み，脳血管障害に対する有効
な治療法の開発のためには，良質な疾患モデ
ルの開発が必須であるとの認識から，ミニブ
タを用いた脳梗塞モデルの開発を行ってきた
が，本研究では更なる疾患モデルの開発と再
生医療への応用を目指した． 
 

３．研究の方法 

(1)ミニブタに前処置として，塩酸ケタミン

60mg/kg とキシラジン 2.0mg/kg を筋肉注射し

て鎮静させた後，気管チューブを挿入し，イ

ソフルラン 1.2-1.9％にて吸入麻酔を術中維

持した． 

麻酔後，ブタの右前頭側頭骨を開頭し，硬

膜を切開した後，顕微鏡下で前脈絡叢動脈を

確認し，バイポーラにて電気焼灼する事によ

り血流を遮断した．遮断が完全である事を確

認するために，焼灼後は血管を切断した．そ

の後，閉頭した．脳梗塞の判定は，①MRI ②

脳組織の一般染色および免疫染色 ③脳組織

の電子顕微鏡レベルでの観察 ④疾患モデル

ブタの臨床症状の解析，にて行った． 

 
 図３ ブタ脳梗塞モデルの作製方法 

 

(2)静岡県畜産技術研究所の河原崎達雄博士

らが作製した GFP 遺伝子導入ブタを御提供頂

いたが、本学解剖学講座の平尾温雄助教と共

に、神経組織における GFP 発現を確認すべく，

塩酸ケタミン 60mg/kg とキシラジン 2.0mg/kg

を筋肉注射して鎮静させた後，4%の深麻酔下

で麻酔を維持した．その麻酔下で左右総頚動

脈を露出させ，両動脈から 1％ヘパリン加生

理食塩水 1500mL にて血液を洗い出し，その後，

4％パラフォルムアルデヒドを用いて灌流固

定した．脳摘出後，GFP 抗体を用いて脳での

GFP 発現を免疫染色にて確認した． 

(3)共同研究者の齋藤らは、脳細胞が分裂能を
残していると思われる生後 2 週齢のブタにブ
ロモデオキシウリジン(BrdU)を腹腔内投与し，
ブタの脳における細胞分裂が活発な領域を確
認した． 
 

４．研究成果 

(1)様々な脳血管に注目し，新たな脳梗塞モデ

ルの作製を試行錯誤したが，我々は前脈絡叢

動脈に注目した．この血管は脳白質の中でも

多数の軸索が通過する内包に血液を供給して

おり，この血管を閉塞させる事により，ラク

ナ梗塞を作製する事に成功した（図４）． 

 



 

 

 
   図４ ミニブタの前脈絡叢動脈 

 

 

 

  
  図５ ラクナ梗塞モデルの組織像 

 

 

 

 
図６ ラクナ梗塞モデルの電子顕微鏡像 

 

 

 
    図７ 脳梗塞病理の概念図 

 

 

 
  図８ ラクナ梗塞モデルの術後観察 

 

この疾患モデルは，約 9%に血管の解剖的差異

に起因すると思われる疾患モデル作製が不可

能であったが，それ以外は非常に安定した病

理像や臨床症状を呈した． 

(2)神経組織における GFP 発現に関して調べ

た結果，嗅上皮においては嗅細胞や支持細胞，

ボーマン腺ならびに嗅神経に発現が認められ

ると共に，BrdU や各種抗体を用いて免疫染色

を行った結果、未分化な前駆細胞から成熟し

た嗅細胞において GFP を発現しているのが確

認出来た． 

(3)生後 2週齢のブタに BrdU を腹腔内投与し
た結果，脳室周囲（SVZ, Subventricular Zone）
ならびに海馬の歯状回神経細胞層より更に内
側にある小型の細胞において BrdU が確認さ



 

 

れた事から，これらの細胞が再生治療のため
に有用である事が示唆された． 
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