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管画像と比較し、各分岐血管と親血管との連結を基に動
脈及び静脈の識別を行った。動脈血管は主に中大脳動脈
（Middle cerebral artery）に連結し、静脈血管は上矢状
静脈洞（Superior sagittal sinus）に至る。次に、それ
ぞれ深さ方向に連続する画像から実質に連絡する細動脈
（終末細動脈）及び細静脈を同定し、一つの体積画像に
おいて脳表と連絡する細動脈・細静脈それぞれn個に識
別番号を与えた（細動脈：A1, A2…An, 細静脈:V1, V2
…Vn）。脳表動脈から分岐し実質に垂直に連絡する終末
細動脈において、そこから実質内で分岐する血管の径と
分岐点の脳表からの深さを計測した。さらに各分岐点か
ら静脈方向へ血管を追跡し、脳表に連絡する細静脈に至
るまでの径路を探索した。分岐点において複数の径路が
存在する場合は最も短い距離の径路を選択した。同様の
作業を終末細動脈から実質内で分岐した各微小血管に対
して行い、径路が同定可能であった分岐血管に対して径
路長と分岐数を求めた。径路探索中に画像範囲から飛び
出した血管は、解析対象から除外した。

3. 結果及び考察
1) 微小血管ネットワーク構造の可視化
　図1にマウス大脳皮質において取得した微小血管の二
光子顕微鏡画像の一例を示す。表層から深さ800 µmま
で任意の深さで取得したXY平面画像を示す。表層から
概ね深さ600 µmまでは画像のコントラストも良く、毛
細血管の連結など鮮明な血管の形態画像が得られた。本
結果から血管の検出が可能な最大深度は約800 µmであ
り、600 µmより深部においては血管径の定量的な計測
が困難であることがわかる。図1において画像の中央付
近に2本の細動脈と1本の細静脈が深さ方向に垂直に走
行している。皮質表面から垂直に連絡する細動脈にはほ

1．はじめに
　本稿では、マウス大脳皮質における実質微小血管ネッ
トワーク構造の可視化手法について概説し、さらに得ら
れた構造画像の3次元解析法について紹介する。二光子
顕微鏡によって取得した立体構造画像を基に脳実質内の
微小血管が動脈から静脈までどのような径路で連結して
いるのか、その径路長と空間分布について定量化したの
で紹介したい。

２. 実験方法
1) 実験動物の準備
　実験にはオスのC57BL/6マウス（8週齢）を用いた。イ
ソフルレン麻酔下で頭皮を切除し、体性感覚野を覆う左
頭骨（径3.5 mm）を除去し、カバーグラスによって
closed cranial windowを作製した[1]。さらに開頭部位
の周辺頭骨に顕微鏡ステージに固定するための自家製の
アルミ製治具を装着した[2]。手術後、麻酔から覚醒した
マウスを水と餌を自由に摂取可能な通常の飼育ケージで
約一週間経過観察した後、二光子顕微鏡による観察実験
を行った。

2) 脳微小血管構造の可視化
　マウスはイソフルレン麻酔下で顕微鏡ステージに固定
した。体温を維持し、血圧と心拍を非観血式自動血圧測
定装置（BP-98A, ソフトロン）によってモニターした。
顕微鏡観察の直前にsulforhodamine 101 （8 mM in 
saline, MP Biomedicals）を投与（8 ml/kg, i.p.）し、
血しょう成分を蛍光標識した。大脳皮質における血管構
造の可視化には二光子顕微鏡（TCS-SP5MP, Leica Mi-
crosystems）を用いた[3]。励起波長は900 nmで610/75 
nmのバンドパスフィルタによって蛍光を検出した。XY
平面における画像サイズ1024 x 
1024 ピクセル、ピクセルサイズ
0.45 µm/pixelの条件で、大脳皮質
の深さ方向（z方向）に5 µm間隔で
深さ800 µmから表層まで撮像した。
得られた画像は画像解析ソフト（Vo-
locity, Improvision, PerkinElmer）
によって3次元再構成し、血管径、
血管長、及び分岐の位置と数を計測
した。

3) 血液循環径路の探索
　脳表において広視野で撮像した血
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図１　二光子顕微鏡による微小血管形態画像の取得例（マウス大脳皮質深さ0 ～800µm）
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とんど分岐がみられず、血管周囲は毛細血管の少ない領
域があった。一方、皮質に垂直に連絡する細静脈には多
くの毛細血管が連絡するという特徴的な形態が確認され
た。さらに取得した二光子顕微鏡画像のXY平面（図2A）
及びXZ平面（図2B）への投影画像の一例を示す。深さ
方向（Z方向）の血管分布や微小血管間の連結部位など
が高解像度で捉えられている様子がわかる。

2) 実質内血液循環径路の定量化
　終末細動脈から細静脈に至る実質内の血液循環径路の
探索を行った結果を図3に示す。図3（左）に対象血管の

脳表における分布パターン例を示す。0.5 mm角の画像
中に実質内に垂直に連絡する3本の細動脈（A1～A3：内
径12～26 µm）及び9本の細静脈（V1～V9：内径5.7～
36 µm）が観察された。図中には脳表から実質内に潜る
部位における血管断面の内径と対応する血管番号を示し
た。さらに3本の細動脈の実質内で観察された分岐パ
ターンを図3（右）に示す。脳表での血管内径が比較的
大きい細動脈A1及び A2では表層付近での分岐は観察さ
れず、それぞれ深さ382 µm及び 493 µmで最初の分岐
が確認された。一方、脳表での血管径が12 µmと比較的
小さい細動脈A3では、表層下40 µmから500 µmまで計
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図2　大脳皮質微小血管ネットワークのXY平面（A）及びXZ平面（B）への投影画像例
　（A, Bは別個体画像。XZ投影画像はステップサイズ1 µmによって取得）

A1
(26)

(15)

A2 A3
(18)

(12)

(12)

(7)

A1 (26)

A2 (18)

A3 (12)

V1 (36)

V9 (33)

V8 (5.7)

V7 (9.3)

V5 (15)

V4 (15)

V3 (16)

V2 (18)

V6 (12)

Surface vessels

100 μm

Branch pattern of terminal arterioles 
Depth
(μm)

X
Y

0

200

100

300

400

500

600

700

800

図3　大脳皮質における血管分布パターン
左図：脳表から実質に連絡する細動脈（A）及び細静脈（V）の分布と実質内への連絡部位での血管径（括弧内）
右図：終末細動脈の実質内での分岐点と分岐数を表す。括弧内の数値は実質起始部と最深部における終末細動脈の血管径を示す
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物質輸送を決定する重要なパラメーターである。しかし、
これまでに脳実質の微小循環領域における径路長を生体
内で定量的に評価した報告はなかった。
　一方で、加齢に伴い脳血流や脳血管反応性が低下する
ことはPETやMRIを用いた各種イメージング法によっ
て示されている[4-7]。脳血流の低下は脳実質組織に必
要な栄養・成長因子やホルモンの輸送を低下させると考
えられる。ラットを用いた動物実験では、加齢に伴い脳
表動脈の吻合及び脳実質に潜り込む終末細動脈の数が減
少し、このことが脳血流低下の主要な要因であることが
示唆されている[8]。しかし、加齢に伴う脳実質の毛細血
管密度の変化に関しては一定の見解が得られていない
[9]。また、脳虚血やアルツハイマー病のモデル動物を
使った実験では、脳実質内の毛細血管密度の低下がその
後の神経変性と密接に関係することや血管形成の促進に
よる微小循環動態の改善が神経機能の維持回復に有効で
ある可能性などが議論されている[10-13]。本研究で示
した脳実質の微小血管ネットワークに関する定量的評価
法は、脳微小循環と老化あるいは各種脳神経疾患との因
果関係の解明、及びこれら疾患における治療法の確立に
おいて極めて有効であると考える。今後、PETやMRIな
どのマクロで測定された脳血流量と、本研究で示したミ
クロな微小循環径路や血管密度との対応関係を明らかに
し、老化や各種脳神経疾患における脳微小循環動態及び
実質組織への物質輸送の3次元空間での全貌を明らかに
していきたい。
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9つの分岐が確認された。 
　これらの終末細動脈（A1～A3）の分岐点から脳表に
連絡する細静脈までの経路を追跡した結果を図4に示す。
横軸に終末細動脈における実質内での分岐点の深さを示
し、縦軸に脳表細動脈から脳表細静脈に至る径路長（図
4A）、及び終末細動脈(A1～A3)の分岐点から脳表に戻る
細静脈（V1～V9）への合流地点までの径路長（図4B）
を示した。脳表細動脈から脳表細静脈に至る径路のうち
最も短い径路長は405 µmであった。また径路長は終末
細動脈の皮質入り口での内径に依存し、A1, A2, A3そ
れぞれ平均で1295, 1523, 522 µmの径路長で脳表静脈
に連絡していることがわかった。また、終末細動脈から
の分岐点の深さに依存して血液の循環径路が線形的に長
くなる傾向が得られた（図4A）。このとき、最小二乗法
によって求めた近似直線の切片は440 µmであった。こ
の切片の値は終末細動脈と細静脈とを連絡する毛細血管
領域の平均径路長を示すと考えられる。実際に、実質毛
細血管領域における平均の径路長は390 ± 120 µmであ
り（図4B）、近似直線の切片とよく一致した。またこの
ときの平均分岐数は6.8 ± 1.9回であったことから、実質
毛細血管一本の平均長さは約60 µmであると求められ
た。

4. おわりに
　本研究では、マウス大脳皮質における微小血管形態の
3次元イメージング及び実質内微小循環径路の定量的評
価法について紹介した。二光子顕微鏡イメージングに
よって取得した微小血管ネットワークの立体構造を基に、
脳実質内の終末細動脈から細静脈に至る毛細血管領域の
径路長と分岐数を示した。一般的に微小血管の数密度は
単位組織体積あたりに血液が組織と接する表面積を表す。
一方、本研究で示した径路長は単位血流量あたりに血液
が組織と接する時間を反映する。このように血管密度と
径路長はいずれも血液と組織との間の物質交換あるいは
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図4　終末細動脈の分岐深さ（X軸）と動静脈間の径路長との関係（A）。実質内における終末細動脈分岐点から脳表に連絡する細
静脈との合流地点までの径路長（B）。
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