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研究成果の概要（和文）：　本研究では虚血中及び再灌流におけるパーオキシナイトライトなどのフリーラジカルとの
関連、影響する脳血管自動調節能に関連するNO、変動する神経・神経膠細胞特異的な蛋白を検討し、脳虚血を評価でき
る指標の模索を行った。しいては、脳梗塞のマーカーへの応用についての可能性を検討する。また、慢性脳虚血性疾患
に対して、7テスラMRIにより無侵襲な脳循環予備能評価法を確立について検討した。
　脳梗塞の発生直後から、経時的に頚静脈血中のNO上昇が確認できた。また、頚静脈血中にアップレギュレーションを
示した二つの蛋白を同定することが出来た。7テスラMRIではPETにおけるOEF画像と、非常に良い相関が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　We examined the connection with free radicals such as the peroxynitrite in 
during the ischemia and the reperfusion, NO, specific protein in this study and groped for the index that 
could evaluate cerebral ischaemia. Also, for chronic cerebral ischaemia-related disease, we examined 
establishment by the cerebral circulation residual function evaluation that was intactness by 7 tesla 
MRI.
 From the development of cerebral infarction, we were able to confirm NO elevation of the jugular vein 
blood. We were able to confirm NO elevation of the jugular vein blood. An OEF image in the PET and a very 
good correlation were suggested by 7 tesla MRI.
　

研究分野：脳神経外科学

キーワード： 脳血管障害　慢性脳虚血　虚血再潅流　フリーラジカル
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１．研究開始当初の背景 
WHOのWorld Health Report 2000では、
日本の医療は最高水準と評価された。これら
高度の医療を背景に、近年の脳卒中による死
亡率は低下しを示している。しかしながら脳
卒中の発症率で見てみると、脳卒中の総患者
数は昭和 62年の 114万 4千人に対し、平成
20 年は 133 万 9 千人と増加している。人口
10万対の入院受療率で見てみても、脳血管疾
患は 156であり、全新生物の 125を大きく超
えている（国民衛生の動向 2010/2011: 厚生
統計協会）。また、脳卒中は死亡を免れても
後遺症として障害が生じたりするため、介護
が必要となった原因の 23％を占めて最大で
あり、問題となっている。生命の危機となる
超重傷例が減ってきたものの、病気の発症や
伸展を食い止めるに至っていない結果であ
る。これらの現状をうけて、脳卒中対策に関
する検討会の報告でも 1次予防・2次予防の
必要性が指摘されている。 
発症率の軽減には、健康増進などの 1次予防
も大切であるが、迎え来る高齢化社会におい
ては早期発見・早期治療などの 2次予防が特
に重要である。MRAやMRIの拡散強調画像
に代表される近年の虚血性脳血管障害診断
技術の向上を背景に、これまで用いられてき
た「一過性脳虚血発作」の概念が日本や欧米
を中心に大きく変わろうとしている。心臓で
言えば「狭心症」に相当するこの病態である
が、診断においては大きく２つの問題を抱え
ている。１つは、「一過性脳虚血発作」には、
生命の危機を自覚させるような「激烈な痛
み・苦しみ」の症状を伴わないため、患者自
身に重篤感が薄く、症状が改善してしまえば
病院を受診せず、後に大きな完成脳梗塞発症
に至ってしまうことである。これには現在も
行われている啓発活動の継続で将来的には
解決可能と考える。もう１つの大きな問題は、
例えば狭心症の診断で重要な末梢血中のト
ロポニンＴや CK-MBなどの、採血検査で容
易に判定可能な脳虚血特異的なマーカーが
未だ存在しない点である。 
これまで我々は、頚部内頚動脈狭窄に対する
内膜剥離術中の頸静脈血を解析し、頸静脈血
中のmatrix metalloproteinase-9活性は、剥
離操作中の脳虚血の程度に関連すること（文
献 18）、内膜剥離術後の過灌流などの脳血管
自動調節脳の破綻にフリーラジカルが関与
していること（文献 23,24）、過灌流後の認知
機能障害では神経細胞脱落が起こっている
ことを報告してきた（文献 14）。近年、脳血
管自動調節能は血管内皮由来の一酸化窒素
（NO）に由来していることが言われている。
脳虚血は、NO の動態や血管収縮性蛋白であ
るエンドセリンの動態に影響をもたらす。ま
た、脳虚血や再灌流に伴い発生するスーパー
オキサイドはNOと速やかに反応しパーオキ
シナイトライトが生成し、脳循環を阻害する
ことが言われている（Nature Medicine. 
2009 Sep;15(9):1031-7.）。これらをふまえ、

現在我々は脳虚血中のパーオキシナイトラ
イトの検討を行い、予備実験の段階では脳虚
血との関与が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらを発展させ、１）脳虚血
と NO、パーオキシナイトライトなどのフリ
ーラジカルとの関連、２）影響する脳血管自
動調節能に関連するエンドセリンなどの蛋
白、３）変動する神経・神経膠細胞特異的な
蛋白を検討し、脳虚血を評価できる指標の模
索を行う。しいては、脳梗塞のマーカーへの
応用についての可能性を検討する。 
虚血性脳血管障害発生リスクの重要な見地
として、脳血管狭窄/閉塞性病変により、脳循
環予備能が障害され一過性脳虚血発作を発
症するような症例は、将来高率に脳梗塞へ移
行する、と言うことが知られている。これま
で我々は、ポジトロン断層撮影（PET）、単
一光子放射断層撮影（SPECT）を用いて、脳
循環と脳血管疾患ついて様々な知見を報告
してきた。MRI を用いた研究では、3D 
time-of-flight (TOF) MR angiography 
(MRA)による脳循環評価及び脳梗塞発生の
予知について検討し、現在臨床に応用してい
る（連携研究者文献：4、5）。近年新たに、3
テスラMRIを用い脳循環評価の検討を行い、
磁化率強調画像（Suseptibility Weighted 
Image: SWI）により脳循環代謝の推定が可
能であることをみいだした。SWIは従来の強
度画像に位相画像（磁化率変化による位相
差）を乗じて画像コントラストを強調する技
術で、酸素ヘモグロビンと還元ヘモグロビン
の磁化率の違いがプロトンスピンの位相に
異なる影響をもたらすことを利用した技術
である。つまり組織中の酸化/還元の状態を位
相差を用いて画像化できる。この度新たに、
当施設に国内で２番目となる人体用の 7テス
ラ超高磁場 MRI が導入された。これまでの
強度画像以外に位相画像の取得が可能とな
る。今回我々は、SWI の結果を発展させ、7
テスラ MRIの位相画像を用い脳内の酸化/還
元状態を評価し、MRIを用いた無侵襲な脳循
環予備能の評価法を模索する。将来脳梗塞発
症高リスク症例スクリーニングへの応用を
目標とする。 
  １）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流に
おける頸静脈血中のラジカルの動態解析 
 血管遮断に伴よって脳灌流圧が低下する
と、脳血管は拡張し脳血流量が増加する。こ
の反応には NOが関与している。虚血/再灌流
により発生するフリーラジカルの１つであ
るスーパーオキサイドは、NO と速やかに反
応しパーオキシナイトライトを生成し脳血
管を傷害する。本研究では、内膜剝離術中に
これらラジカルの動態を経時的に測定し、脳
虚血の時間や強度との関連や術後脳梗塞、術
後過灌流との関連を検討する。 
 ２）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流にお
ける頸静脈血中エンドセリンの動態解析 



 脳血管反応性に関与するものとして、上記
NO による血管拡張に対して、血管収縮性の
蛋白の１つにエンドセリンが知られている。
術中の経時的なエンドセリンの検討から脳
血管自動調節にどのように関与しているか
を検討する。また、脳灌流圧の低下が著しく
脳血管反応性が破綻している症例では、収縮
能が失われ術後に過灌流を呈することがあ
る。このような症例のエンドセリンの変化を
上記 NOとともに解析することにより、術後
過灌流の病態を検討する。 
 ３）脳虚血に特異性が高い頸静脈血中蛋白
の探索 
 内膜剝離術では極わずかな確率ではある
が、術中に脳梗塞を発生することがある。多
くは無症候性であるが、時に症候性となるこ
とがある。障害された細胞からは、各種細胞
内酵素や細胞骨格が血中に逸脱していると
思われるが、脳直下の頸静脈血中には、末梢
血中よりも高濃度で存在し検知しやすいこ
とが予想される。脳梗塞が発生した症例にお
いて、連動する神経細胞やグリア細胞特異的
な蛋白の探索を行い、脳虚血特異的マーカー
への応用を検討する。 
 ４）7テスラMRI位相画像による脳循環代
謝障害の画像化 
 オキシヘモグロビンは反磁性体で周囲の
磁場に影響を与えないのに対し、デオキシヘ
モグロビンは常磁性体で周囲の磁場の不均
一をもたらし、磁気共鳴によって引き起こさ
れたプロトンのスピン回転の位相を乱す。脳
循環が障害され貧困灌流となっている部位
では、酸素摂取率の上昇からデオキシヘモグ
ロビンの相対的上昇となっており、これによ
り周囲の組織とは位相差が生じている。7 テ
スラ MRI により取得できる位相画像を用い
た、無侵襲な脳循環予備能評価法を確立する。 
 
３．研究の方法 
大きく採血献体解析部門と脳循環研究部
門に分ける。採血献体解析分野では頚部内頚
動脈狭窄症に対する内膜剝離術において、頸
静脈から経時的に採血を行い、ラジカル代謝
産物・血管運動性蛋白・神経特異的蛋白の解
析を行う。術中の虚血の程度は、経頭蓋的ド
プラの中大脳動脈平均血流速度・近赤外線分
光法による局所脳内酸素飽和度・及び脳波の
徐波化をもって評価する。虚血の程度と、頸
静脈血中の関心分子との対比を行い、虚血に
連動して変動するものを同定する。 
脳循環検査部門では、術前に PET、SPECT を
行い脳循環予備能を評価する。脳循環予備能
が低下し、貧困灌流を呈している症例は、3
テスラ MRIによる SWI画像による脳循環予備
能の評価を継続する。加えて新に7テスラMRI
での位相画像を撮像し、位相画像パラメータ
ーの構築を行う。安定した画像が得られるよ
うになったら、全症例に拡大して検証を行い、
位相画像による脳循環予備能評価法を確立
する。また、内膜剥離術直後に SPECT を施行

し、術後過灌流の有無を評価する。過灌流の
有無は採血献体解析部門にフィードバック
し、過灌流と関連のある分子を同定する。 
 内頸動脈狭窄を有し、内膜剝離術の適応と
なる患者を対象に研究を行う。 
各研究者の主な役割は、前述の研究組織図の
ごとく振り分ける。 
123I-IMP SPECT は島津社製 HEADTOME 080，
核 種 は 123I-IMP を 用 い 、 定 量 法 は
autoradiography 法を用いる。Acetazolamide 
1g 静注前後に脳血流を測定することにより，
脳血管拡張能を定量する。PET では島津社製
HEADTOME Ⅳを用いる。脳代謝の指標として
の脳酸素消費量の測定には 15O-水および O2
を用い，脳血流量および脳酸素摂取率から算
出する。123I-IMZ SPECT による neuron 
density の測定や高次脳機能の検査を術前術
後に行い、測定結果と臨床症状の関連を常に
持たせ、臨床応用への可能性を模索する。 
１）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流におけ
る頸静脈血中のラジカルの動態解析 
術中に頚静脈から小児用 CV カテーテルを頚
静脈球部に挿入し、採血を行う。末梢血は麻
酔管理に使用している動脈ラインから行う。
NO の半減期は非常に短くそれ自体を直接の
測定することは困難である。NO は血中の酸素
と反応し速やかに NO2 や NO3 へ変化し、これ
らは比較的安定である。頚静脈血検体中の
NO2/ NO3 を還元して NO2 とした上で Greiss
法にて測定し NO の動態を評価する。 
虚血/再灌流によって発生するフリーラジカ
ルもその半減期の短さから直接測定は困難
である。スーパーオキサイドは、NO と反応し
パーオキシナイトライトを形成し、近傍のチ
ロシン残基と反応してニトロチロシンを形
成する。頚静脈血中のニトロチロシンを
ELISA で測定し活性酸素の指標とする。これ
らの分子の動態は、術中に測定し脳虚血の程
度を反映する経頭蓋的ドプラの中大脳動脈
平均血流速度・近赤外線分光法による局所脳
内酸素飽和度・脳波所見と比較検討する。 
２）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流におけ
る頸静脈血中エンドセリンの動態解析 
 同様に頚静脈血中のエンドセリンの動態
を脳虚血の程度と比較検討する。また、術前
の脳循環予備能の障害や術後の過灌流との
関連も NO を交えて検討する。 
３）脳虚血に特異性が高い頚静脈血中蛋白の
探索 
 頚静脈血中の神経細胞障害やグリア細胞
障害に起因していると思われる逸脱蛋白の
探索を行う。術中脳梗塞が発生してしまった
症例のサンプル中において、組織検査等で用
いられているこれらの神経組織細胞に特異
的な蛋白に着目し、虚血前と虚血後間での比
較検討を行う。LC/MS/MS 測定による質量分析
解析を利用する。これは AB SCIEX 社製の AB 
SCIEX TripleTOFTM 5600 System を用いた液
体クロマトグラフィーと2基の質量分析器を
直列につないだシステムで、ソフトレーザー



脱着法でタンパク質を気化させ、かつイオン
化させ、質量分析を行う物であり、網羅的な
解析が可能である。脳梗塞発症前後のサンプ
ル間でサブトラクションを行うことにより、
脳梗塞超急性期に特異的なペプチド検出が
可能となる。得られた候補ペプチドを元に、
Web 上の NCBI BRAST データベースを用いて
in silico に該当蛋白を同定する。 
４）7 テスラ MRI 位相画像による脳循環代謝
障害の画像化 
 まずは、術前の PET、SPECT で脳循環予備
能が障害されている症例について検討を行
う。これまで 3テスラ MRI を用いた SWI によ
る脳循環予備能の評価は引き続き行う。SWI
で脳循環予備能の低下が示される症例を用
い 7テスラ MRIを用いた位相画像の取得を進
める。当初は撮像パラメーターの調整から始
まると思われるが、安定して画像が得られる
ようになったら全症例に拡大し、脳循環予備
能が保たれている症例との比較検討を行い、
無侵襲な脳循環予備能評価法を確立する。 
 
４．研究成果 
 １）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流にお
ける頸静脈血中のラジカルの動態解析 
 内膜剥離術中に頚静脈からのサンプリン
グをおこない虚血中及び再灌流における頸
静脈血中のラジカルの動態解析を行った。ス
ーパーオキサイドは、NO と反応しパーオキシ
ナイトライトを形成し、近傍のチロシン残基
と反応してニトロチロシンを形成する。頚静
脈血中のニトロチロシンをELISAで測定した。
頚動脈遮断前、遮断 20 分後、頚動脈遮断解
放 1分後、5分後、20 分後の 5点において頚
静脈と末梢血をサンプリングした。抗凝固剤
として EDTA を用い、速やかに氷冷後、4 度、
3000rpm、20 分遠心し、血漿を採取しクライ
オバイアルに分注して LN2 で凍結後に-80 度
でストックした。今回ニトロチロシン解析に
使用した測定キットの検出限界は 2ng/ml で
あったが、虚血・再潅流に関連したすべての
検体において検出限界以下であった。 
 
２）内膜剝離術中の虚血中及び再灌流におけ
る頸静脈血中 NO の動態解析 
 上記のサンプルに対して、NO の動態解析を
行った。NO の半減期は非常に短くそれ自体を
直接の測定することは困難である。NO は血中
の酸素と反応し速やかに NO2や NO3 へ変化し、
これらは比較的安定である。頚静脈血検体中
のNO2/ NO3を還元してNO2とした上でGreiss
法（NO2-によるジアゾニウム塩化合物とナフ
チルエチレンジアミンのアゾカップリング
産物の吸光度を測定する）にて測定し NO の
動態を評価する。作業仮説通り NO2 は存在せ
ず、すべて NO3 の形で測定された。過灌流を
呈した症例においては、虚血・再潅流に関連
した頸静脈血サンプルにおいて、NO3 の変動
に特異的な傾向は見受けられなかった。術中
の塞栓により脳梗塞を来した症例において

は、時間の経過とともに NO3 は徐々に増加傾
向を示すことが明らかになった。 
 
３）脳虚血に特異性が高い頚静脈血中蛋白の
探索 
 術中の塞栓により脳梗塞を来した症例に
について、発症前と発症後に採取された頸静
脈血に対して質量分析を行い、発現蛋白の網
羅的な解析を行った。脳梗塞発症前後のサン
プル間で発現比を算出し、脳梗塞発生に伴い
アップレギュレーションを認めた蛋白を検
索した。現時点では、脳梗塞発生に伴い上昇
を示した蛋白のうち、信頼性の高い結果を示
した 2種類の蛋白を同定できた。一つは血管
内皮に関連した蛋白で、もう一つは補体に関
連した蛋白であった。現在、これらについて
詳細な解析を行っている。本解析で実際に測
定されるのはペプチド断片であり、そこから
蛋白同定へ至るわけであるが、同定し得た上
記の蛋白以外に、脳梗塞発生に伴い増加した
ペプチド断片が多数確認されている。これら
の由来となった蛋白の同定に関して、現在デ
ータベース解析を継続している。 
 
４）7 テスラ MRI 位相画像による脳循環代謝
障害の画像化 
 PET、SPECT で脳循環予備能が障害されてい
る症例について、7 テスラ MRI を用いた位相
画像の解析を行った。磁化率定量的マッピン
グ（ Quantitive Susceptavirity Mapping: 
QSM）を行い良好な画像が得られることが確
認できた。この手法を用い、PET における OEF
画像と比較したところ、非常に良い相関が示
唆された。今後、症例数を重ね、MRI を用い
た新たな脳循環代謝指標の構築に発展させ
る予定である。 
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