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研究成果の概要（和文）：脳梗塞後には血液脳関門の破綻や血管新生などの血管リモデリングがおこるが、その
制御メカニズムは未だ不明な点が多い。本研究では、マウス脳梗塞モデルを用いて、血管に発現する受容体やス
トレス応答の可視化、遺伝子発現解析を組み合わせることで、脳梗塞後の時空間的な血管特性の変化や、虚血誘
導性の新規細胞集団の出現を捉えた。また、特定のシグナル経路や細胞集団への介入により、脳梗塞後病態を制
御できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Ischemic stroke triggers vascular remodeling, including blood-brain barrier 
breakdown and angiogenesis, but the regulatory mechanisms remain unclear. In this study, we revealed
 spatiotemporal changes in vascular properties and the emergence of novel ischemia-inducible cell 
population after stroke by gene expression analysis and visualization of vascular receptors and 
stress response in a mouse model of cerebral ischemia. The study also showed the potential to 
control stroke pathology by intervening in specific signaling pathways and cell populations.

研究分野：神経解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳血管障害は、死亡、要介護の主要な原因の１つであり、この脳血管障害の大半が脳梗塞である。現状の脳梗塞
の治療は、急性期に限られごく一部の患者にしか適用されておらず、新たな治療法の開発が待ち望まれている。
本研究では、脳梗塞後の血管特性の変化、および脳梗塞病態を制御する分子機構の一端を明らかにすることがで
きた。本研究成果が、脳梗塞の新たな治療戦略の開発に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
脳卒中は、日本人の死亡原因と重度要介護の原因の上位に位置している。脳卒中の大半をしめ
る脳梗塞は、高齢化社会において早急に新規治療法の開発が望まれる疾患の一つである。現在の
脳梗塞治療は、薬理学的な血栓溶解、あるいは機械的血栓回収により血流を再開する治療法が用
いられている。薬理学に唯一有効な tissue plasminogen activator （t-PA)による血栓溶解療法は、
適用は発症後 4.5時間以内の患者に限られており対象患者は少なく、また、亜急性期以降に有効
な治療薬の開発には至っていない。 
血液供給が途絶えた脳組織では、血液脳関門（Blood-brain barrier: BBB）の機能が障害され、
血管透過性亢進による浮腫や、免疫細胞浸潤による二次的な神経障害に寄与し、予後悪化に深く
関わっている。神経障害を緩和するためにはこの過程を抑制する必要があるが、BBB 破綻の過
程で細胞外基質リモデリングを担う酵素群は発生やがん病態で血管新生に関わることが知られ
る。虚血周辺部の血管新生は、脳虚血後の神経障害の回復に関与することが報告されている。血
管新生や BBB機能変化といった血管のリモデリングは、共通するシグナル伝達によって駆動さ
れることが知られており、適切な制御を欠けば症状の回復ではなく病態悪化をもたらす。脳梗塞
の病態を適切に制御する治療戦略を開発するためには、未だ完全に理解されていない血管の制
御メカニズムを明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
血管のリモデリングは、血管内皮細胞、壁細胞、神経細胞、グリア細胞、免疫細胞などの多様
な細胞の存在下で制御されると考えられ、これらの細胞間相互作用を考慮する必要がある。また、
in vitroの解析ではすべての細胞種を包括できず、虚血中心部や虚血周辺部という空間的位置関
係も失われてしまう。このため、in vivoの適切な脳梗塞モデルを用いて、脳虚血後の病態の時
空間変化を捉えることが重要である。本研究の目的は血管リモデリングの制御機構と役割を明
らかにすることである。以下３つの計画を実施することで、脳梗塞後の時期や部位に特徴的な血
管の特性変化を探索し、脳梗塞病態の改善につながる分子機構の解明を目指す。 
（１）脳梗塞後の血管特性の時空間的変化 
 （２）脳梗塞後の血管リモデリングの制御メカニズム 
 （３）血管リモデリングの機能的意義 
 
３．研究の方法 
（１）脳梗塞後の血管特性の時空間的変化 
本研究では、マウス脳梗塞モデルとして、中大脳動脈永久閉塞モデルを用いた。同モデルは顕
微鏡下で開頭後に中大脳動脈遠位部を電気焼灼により永久閉塞させることで作製し、大脳皮質
に限局した安定したサイズの梗塞巣を作ることが可能である。血管新生や BBBの破綻には、血
管内皮増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）が関与する。主要な血管新生因子 VEGF-
A の受容体の VEGFR2（Flk1）を介して血管内皮の増殖・遊走が促進され、VEGFR1（Flt1）は
VEGF-A/VEGFR2 の制御系として寄与すると考えられている。脳梗塞モデルを作製し、VEGFR
の発現の経時的変化を Western blot で解析するとともに、Flk1-GFP::Flt1-tDsRed BAC Tg マウス
（Ishitobi et al, Exp Anim 2010）を用いて経時的、空間的な VEGF受容体発現パターンを検討した。
また、脳梗塞後には種々のストレスが誘導される。ストレス負荷細胞と梗塞巣の空間的位置関係
を明らかにするために、小胞体ストレスを可視化できるERAIマウス（Iwawaki et al, Nat Med 2004）
を用いて同様の解析を行った。 
 
（２）脳梗塞後の血管リモデリングの制御メカニズム 
研究代表者は、脳梗塞後の BBB 機能破綻がアストロサイトにより制御されることを報告した
(Takarada-Iemata et al, Glia 2018)。このメカニズムとして、N-myc downstream-regulated gene 2を
介した Matrix metalloproteinases の発現制御を見出した。これらの酵素群は細胞外基質リモデリ
ングを担い、血管新生などへの寄与が報告されている。このことから、脳虚血後の亜急性期の血
管変化もアストロサイトにより制御されるのではないかと着想し、アストロサイトのストレス
応答因子の欠損マウスと Flk1-GFPマウスを交配し解析を行った。また、脳虚血による種々の細
胞の特性変化と、細胞間の相互作用を明らかにする目的で、FACS で虚血脳より細胞を分取し、
1細胞レベルの遺伝子プロファイル解析を行った。 
 
（３）血管リモデリングの機能的意義 
血管のリモデリングに関わる遺伝子の flox マウスを、血管内皮やアストロサイト、線維芽細胞
を標的できる薬剤誘導性 Creドライバーマウス（Cdh5-CreERT2, Aldh1l1-CreERT2, Col1a2-CreERT）
と交配し Tamoxifen誘導性に細胞特異的な conditional knockout（cKO）マウスを作製した。また、
アデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus：AAV）ベクターを用いて Creを脳の特定部位に発現
させ、部位特異的な cKO を作製した。これらのマウスを用いて、組織学的解析、遺伝子発現解
析、神経症状の解析を行った。 



 
４．研究成果 
（１）脳梗塞後の血管特性の時空間的変化  
これまで、一過性脳虚血モデルや白質梗塞モデルにお
いて血管新生と VEGFR2 の関与が示唆されている。本
研究では、中大脳動脈永久閉塞（permanent middle cerebral 
artery occlusion: pMCAO）モデルを作製し、VEGF受容体
発現の時空間変化を解析した。Western blot解析の結果、
VEGFR2 は梗塞周辺部を含む非虚血領域や対側皮質領
域に比べて、梗塞領域において高発現し、亜急性期にか
けて経時的な発現増加を示した。Flk1-GFP:: Flt1-tDsRed 
BAC Tg マウスを用いて組織学的解析を行った結果、
Flt1-tDsRedシグナルは脳全体の血管に認められた一方、
Flk1-GFP シグナルは同側非虚血領域や対側皮質領域と
比較して梗塞領域において高く発現していた（図１）。
また、脳虚血後の早期には Flk1-GFP 陽性細胞は滑らか
な管状の形態を保っていたが、亜急性期にはそれらに加
えて長い突起を持った管状構造から離れた細胞が観察
された。組織学的解析だけでなく、Flow cytometryでも、Flk1-GFP陽性であり、対側皮質や虚血
早期には認められない細胞集団が存在することが確認された。これらのことから、虚血誘導性の
新規細胞集団が虚血中心部に出現することが示唆された。 
 脳虚血後には種々のストレスが惹起されることが知られるが、その空間的な位置情報につい
ては明らかになっていない。そこで ERAIマウスを用いて pMCAO後の小胞体ストレス応答の分
布を検証した。その結果、虚血周囲部遠位では神経細胞に、虚血周辺の境界領域ではアストロサ
イトに、虚血中心の梗塞巣では血管内皮細胞に ERAIシグナルが誘導されることを見出した（図
２，Fan et al, Glia 2023）。血管内皮細胞について、虚血周辺部や境界部では ERAIシグナルは認
められず、梗塞領域の血管の一部にのみ ERAIシグナルが観察され、この誘導は亜急性期には減
弱した。血管内皮細胞を含む複数の細胞種の小胞体ストレス応答の誘導時期と、ストレス負荷の
細胞毎の異質性が示唆された。 
 
（２）脳梗塞後の血管リモデリングの制御メカニズム 
上記で観察された、脳梗塞亜急性期の血管特性の変化の制御メカニズムを検証した。アストロ
サイトのストレス応答因子の欠損マウスでは、梗塞領域における Flk1-GFPシグナルの増強と、
陽性細胞の増加が観察された。これらの結果から、梗塞領域における亜急性期の血管リモデリン
グはアストロサイトにより制御される可能性が示唆された。 
また、脳虚血による種々の細胞の特性変化と、細胞間の相互作用を明らかにする目的で、1細
胞レベルでの解析を試みた。まず虚血脳から細胞を分散する酵素処理条件を検討し、FACSで目
的細胞を分取できる条件を確立した。複数の細胞種を分取し、バルクの qPCRにより確かに目的
細胞マーカーを発現することを確認した。この条件を用いて正常脳組織と虚血脳組織から FACS
で細胞を単離し、cDNAライブラリを作製し single cell RNA-sequence解析を行った。虚血による
細胞クラスター分布の変化と各細胞集団に特徴的な遺伝子発現プロファイルデータが得られた。 

 
（３）血管リモデリングの機能的意義 
血管リモデリングに関わる遺伝子について細胞特異的な cKOマウスや、時期・部位特異的な cKO
マウスを作製し、同遺伝子の機能欠損による脳梗塞病態の表現型を解析した。組織学的解析およ
び遺伝子発現解析から、一部の cKO マウスでは梗塞サイズの拡大や免疫細胞の浸潤亢進を示唆
する結果が得られた。Foot fault testを用いて運動機能障害の回復への影響についても解析を進め
ている。これらの結果から、特定のシグナル経路や特定細胞への介入により、脳梗塞の病態を制
御できる可能性が示唆された。 
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