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研究成果の概要（和文）：マウスに設置した頭窓を通して脳虚血モデルを作成した。蛍光ラベルした赤血球を全身投与
後、局所脳血流を測定しつつ、共焦点顕微鏡にて脳皮質微小循環・毛細血管の動的変化をリアルタイムでin vivo ビデ
オモニターし、一ヶ月以上にわたり反復して画像解析した。また、適宜、脳微小循環速度を解析した。さらに微小血管
、アストロサイトを生体染色し、脳虚血後の微小血管、神経細胞、アストロサイトの形態変化を同時に二光子顕微鏡に
よって反復生体観察した。その後、脳組織の結果と比較した。その結果、脳虚血時脳微小循環調節における神経血管カ
ップリングの詳細を観察し、その重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A focal cerebral ischemia murine model with a cranial window was prepared. After 
systemic administration of fluorescently labelled red blood cells, the dynamic changes of the brain 
cortex microcirculation and the capillaries were repeatedly video-monitored in vivo for up to one month 
by means of confocal microscopy and analyzed in real time, while local blood flow in the brain was 
measured. The velocity of the brain microcirculation was also analyzed. In addition, vital staining of 
microvessels and astrocytes was performed, and the morphological changes of microvessels, nerve cells, 
and astrocytes after cerebral ischemia were simultaneously and repeatedly observed in vivo with a 
two-photon microscope. The results obtained were compared with ex-vivo results. This work has uncovered 
details of neurovascular coupling during blood flow regulation in the brain under cerebral ischemia was 
observed, and established its importance.

研究分野： 神経解剖学・神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
日本において脳血管障害による死亡率は、

癌、心疾患、肺炎に続いて現在第 4位である
が、疾患の罹患率としては第１位であり、特
に脳梗塞による麻痺、失語症などの後遺症を
有する患者のケアには膨大な労力と経費を
要し、家族、社会全体に多大な負担を強いる
など、さまざまな社会問題を惹起している。
近年、血栓溶解療法(tPA)を用いた治療がす
ぐれた効果を示しているが、現在のところ発
症3時間以内の投与に限られることなどから、
全症例のわずか 3～5％にしか適応されてい
ないのが実情である。このため、脳梗塞の予
防、治療法の開発は急務である。 
今回、これまで用いてきた laser scanning 

confocal 蛍光顕微鏡を用いた独特な in vivo
実験の方法をさらに発展させ、一方で動物用
ＭＲＩ、二光子顕微鏡などを用い、いまだ解
明されていない脳虚血時の Neurovascular 
coupling 現象の病態生理を検討し、脳梗塞治
療への新たなステップを検討していくとい
う着想に至った。 
 
２．研究の目的 

小動物実験モデルを用い、マウス局所脳虚
血モデルにおける Neurovascular coupling現
象の病態生理の解明、その治療への応用を検
討する。 
 
３．研究の方法 

C57BL6/J マウスの頭頂側頭葉に頭窓を作
成し、FITC 蛍光色素によりラベルした赤血球
を全身投与後、皮質微小循環をリアルタイム
で、laser scanning confocal 蛍光顕微鏡を
用いて、頭窓を通して顕微鏡下に設置したマ
ウスの脳皮質 100 µm の深さにおける毛細血
管の動的モニター変化 in vivoビデオモニタ
ーする。この方法を一ヶ月以上にわたり反復
して画像解析する。さらに、脳虚血中心部内
の微小循環を検討するため、頭窓を通して直
接中大脳動脈の末梢を熱凝固し脳虚血モデ
ルを作成する。このモデルにおける脳虚血後
の長期間の血管構造のリモデリングの過程
を in vivoにおいて laser scanning confocal 
蛍光顕微鏡および放射線医学総合研究所の
7T-MRI を用いて詳細に検討し、また組織、免
疫組織化学的にも詳細に検討する。 
さらに頭窓を施した C57BL/6J マウスを用

い、イソフルラン麻酔下でアストログリア細
胞の生体蛍光マーカである Sulforhodamine 
101（5-10 mM）を腹腔投与（8 µl/g）する。
頭窓を通して一次体性感覚野の微小血管内

およびアストログリアにおける蛍光強度を
二光子顕微鏡法によって 5 分から 30 分毎に
測定する。血管の構造画像を解像度 0.4 
µm/pixel の条件で深さ方向に 800 µm まで、
またアストログリアを 0.2 µm/pixel の解像
度で 400 µm まで、それぞれ 5 µm のステップ
間隔で取得する。同様の実験プロトコルで繰
り返し継続観察を行う。 
 
４．研究成果 
マウスに設置した頭窓を通して脳虚血モデ
ルを作成した。蛍光ラベルした赤血球を全身
投与後、局所脳血流を測定しつつ、共焦点顕
微鏡にて脳皮質微小循環・毛細血管の動的変
化をリアルタイムで in vivo ビデオモニター
し、一ヶ月以上にわたり反復して画像解析し
た。また、適宜、脳微小循環速度を解析した。
さらに微小血管、アストロサイトを生体染色
し、脳虚血後の微小血管、神経細胞、アスト
ロサイトの形態変化を同時に二光子顕微鏡
によって、全世界に先駆けて詳細に反復生体
観察した。その後、脳組織の結果と比較した。
その結果、脳虚血時脳微小循環調節における
神経血管カップリング（Neurovascular 
coupling） の詳細を観察、その重要性を明
らかにし、今後の新たな脳梗塞治療への展望
を見出した。 
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部における脳微小血管とアストロサイト
の時空間展開：永久閉塞と再潅流モデル
での比較. 第25回日本脳循環代謝学会総
会 (北海道札幌市･京王プラザホテル札
幌). 2013/11/1-2 (口演). 

 
⑬ 渡部竜志, 正本和人, 畝川美悠紀, 鳥海

春樹, 谷口順子, 田桑弘之, 川口拓之, 
伊藤浩, 菅野巖, 松井広, 田中謙二, 冨
田裕, 鈴木則宏. Optogeneticsを用いた
アストロサイト賦活による脳血流反応. 
第25回日本脳循環代謝学会総会 (北海道
札幌市･京王プラザホテル札幌). 
2013/11/1-2 (口演). 

 
⑭ Masamoto K, Abe T, Takuwa H, Toriumi H, 

Tomita Y, Unekawa M, Itoh Y, Kawaguchi 
H, Ito H, Suzuki N, Kanno I. 
Spatio-temporal dynamics of 
morphological changes in 
neuro-glia-vascular unit after 
cerebral ischemia measured with 
two-photon microscopy in mouse cortex. 
J. Cereb. Blood Flow Metab. 2013. 26th 
International Symposium on Cerebral 
Blood Flow, Metabolism & Function 
(Shanghai, China) 2013/5/20-23 (口
演). 

 
⑮ Unekawa M, Tomita Y, Toriumi H, Osada 

T, Masamoto K, Kawaguchi H, Itoh Y, 
Kanno I, Suzuki N. Different response 
in diameter of pial vessels and in 
cerebral blood flow associated with 
cortical spreading depression in 
anesthetized mice. J. Cereb. Blood 
Flow Metab. 2013. 26th International 
Symposium on Cerebral Blood Flow, 
Metabolism & Function (Shanghai, 
China) 2013/5/20-23 (ポスター). 

 
⑯ Masamoto K, Takuwa H, Sugashi T, 

Yamada Y, Tomita Y, Unekawa M, Toriumi 
H, Itoh Y, Suzuki N, Ito H, Kanno I. 
Repeated 3D live imaging of 
microvascular-astroglia 
restructuring induced by hypoxia in 
mouse cerebral cortex. 第 38 回日本微
小循環学会総会 (東京都港区･東京慈恵
会医科大学). 2013/2/8-9(口演). 

 
⑰ Unekawa M, Tomita Y, Toriumi H, Osada 

T, Masamoto K, Itoh Y, Kanno I, Suzuki 
N. Propagation of changes in diameter 
of pial arteries and cerebral blood 
flow following cortical spreading 
depression in anesthetized mice. 第38
回日本微小循環学会総会 (東京都港区･
東京慈恵会医科大学). 2013/2/8-9 (口
演). 

 
⑱ 関口優太, 正本和人,田桑弘之,川口拓之, 

菅野巖, 伊藤浩, 冨田裕, 鈴木則宏, 
須藤亮, 谷下一夫. マウス体性感覚野に
おける1本ひげ刺激に対する脳表動脈お
よび穿通動脈応答の比較. 第25回日本機
械学会バイオエンジニアリング講演会 
(茨城県つくば市･産業技術総合研究所). 
2013/1/9-11 (口演). 

 
⑲ 菅野巖, 関口優太, 田桑弘之, 正本和人, 

川口拓之, 谷口順子, 冨田裕, 須藤亮, 
鈴木則宏, 谷下一夫, 伊藤浩. 慢性低酸
素飼育下マウスの大脳皮質体性感覚野に
おける脳表動脈と穿通動脈のひげ刺激応
答. 第24回日本脳循環代謝学会総会 (広
島県広島市･リーガロイヤルホテル広
島). 2012/11/8-9 (口演). 

 
⑳ 畝川美悠紀, 冨田裕, 鳥海春樹, 長田

高志, 正本和人, 川口拓之, 伊藤義彰, 
菅野巖, 鈴木則宏. 麻酔下マウスにお
ける大脳皮質性拡延性抑制誘発時の脳
表動静脈および毛細血管の口径と脳血
流の変化. 第 24 回日本脳循環代謝学会
総会 (広島県広島市･リーガロイヤル
ホテル広島). 2012/11/8-9 (口演). 

 
㉑ 正本和人, 冨田裕, 鳥海春樹, 青木伊

知男, 畝川美悠紀, 田桑弘之, 伊藤浩, 
伊藤義彰, 鈴木則宏, 菅野巖. マウス
大 脳 皮 質 虚 血 辺 縁 部 に お け る
Neuro-glio-vascular unit の in vivo
形態解析. 第 24 回日本脳循環代謝学会
総会 (広島県広島市･リーガロイヤル
ホテル広島). 2012/11/8-9 (口演). 

 
㉒ Unekawa M, Tomita Y, Toriumi H, Suzuki 

N. Effects of chronic oral topiramate 
administration on potassium-induced 
cortidal spreading depression in rats. 
4th Asian Regional Conference for 
Headache (Taiwan, Taipei). 
2012/10/27-28 (ポスター). 

 
㉓ Masamoto K, Tomita Y, Toriumi H, 

Unekawa M, Takuwa H, Taniguchi J, 
Kawaguchi H, Itoh Y, Suzuki N, Ito H, 
Kanno I. Live Cell Imaging of Cerebral 
Angiogenesis in Mouse Cortex with 
Two-Photon Microscopy. ISOTT's 
(International Society on Oxygen 



Transport to Tissue) 40th meeting. 
2012/8/19-24 (Bruges, Belgium). 

 
㉔ 冨田裕, 畝川美悠紀, 鳥海春樹, 正本

和人, 青木伊知男, 菅野巖, 鈴木則宏. 
異なる閉塞部位による MCAO 後の経時的
in vivo 微小血流動態変化の違いの検討. 
第 53 回日本神経学会学術大会 (東京都
千代田区･東京国際フォーラム ). 
2012/5/22-25 (ポスター). 

 
㉕ 菅野巖, 正本和人, 田桑弘之, 山崎享子, 

川口拓之, 谷口順子, 冨田裕, 鈴木則宏, 
伊藤浩. Barrel cortex activity to 
whiskerstimulation and CO2 response 
measured in mice with supressed 
neurovascular coupling induced by 
prolonged continuous hypoxia. 第37回
日本微小循環学会総会 (岩手県盛岡市･
盛岡グランドホテル). 2012/3/16-17 
(口演). 

 
㉖ 畝川美悠紀, 冨田裕, 鳥海春樹, 海老根

妙子, 正本和人, 伊藤義彰, 菅野巖, 鈴
木則宏. Changes in diameter of 
cerebral microvessels and blood flow 
associated with potassium-induced 
cortical spreading depression in 
anesthetized mice. 第37回日本微小循
環学会総会 (岩手県盛岡市･盛岡グラン
ドホテル). 2012/3/16-17 (口演). 
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