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研究成果の概要（和文）：新生児低酸素性虚血性脳症(HIE)モデルとして、新生仔豚を対象に脳循環を指標とする負荷
方法を開発し、人工呼吸器から離脱させ負荷後5日まで観察可能とした。蘇生後6時間までの脳波低振幅継続時間と脳血
液量増加との間には正の相関を認め、低振幅期間が長く血液量増加が大きい程、予後不良であり、動物実験モデルとし
て有用であることが確認された。
成人の脳梗塞に有効性が認められているエダラボン（フリーラジカル消去剤)の蘇生後早期投与の効果を検討し、HIEに
おける脳神経障害がそのフリーラジカル消去により軽減される可能性が示された。
一方、腎組織において病理組織学的に繊維化が増強され、全身への影響を考慮する必要がある。

研究成果の概要（英文）：In these studies, we found that combining the cerebral blood volume (CBV) with 
amplitude-integrated EEG (aEEG) is a more effective guide to control hypoxic/ischemic (HI) insult in a 
newborn piglet model than aEEG alone, to produce a consistent degree of survivable neuropathological 
damage. Next, we found that an early CBV increase and longer low-ampitude EEG after insult indicates 
severe brain injury. Finally, we revealed that Edaravone (a free radical scavenger) reduced histologic 
neuronal damage related to HI loading in our piglet HI model. However, we also found the 
histopathological damage, especially kidney tissue. We have to consider the systemic impact by Edaravone.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 新生児仮死に伴う新生児低酸素性虚血性

脳症の管理は生命維持、さらに脳保護が最大

の目的ではあるが、現在、脳低温療法以外に

決定的な治療法は無く、集中治療が中心を占

めている。軽度脳低温療法は効果的であるが、

予後良好率は依然 50％程であり、更なる改善

は重要である。これらの重篤な低酸素虚血は

細胞壊死を来たすが、蘇生後には急激な脳内

エネルギー代謝の回復が起こる。この一見正

常にみえるエネルギー状態は数時間後に遅

発性脳内エネルギー代謝障害として観察さ

れる。この障害はアポトーシスによる細胞死

が主であり、活性酸素種の関与が主な原因の

１つと考えられている。本研究は低酸素性虚

血性脳症において、産生された活性酸素種の

消去を主眼とした、全身的な治療戦略の確立

を究極の目的とする。このため中長期予後評

価可能な新生仔豚モデルで蘇生後早期から、

脳血流量と酸素代謝量を経時的に測定し酸

素供給量と酸素代謝量のバランスを評価す

ると同時に、ヒドロキシラジカルのスカベン

ジャーであるエダラボンを投与し、その予後

改善効果と副作用の検討を脳、心臓、肺、腎

臓など全身の臓器で行う。 

 治療効果の臨床的検討を行う前段階では、

人間に生理的条件が類似した中型動物モデ

ルでの基礎的検討は非常に重要である。しか

しこれまで中型動物低酸素性虚血モデルで

の、脳循環、酸素代謝を評価し、中長期予後

検討の報告はない。新生仔豚を用いた核磁気

共鳴スペクトロスコピーでの検討は負荷後

72 時間までであり（Lorek et al. 1994, 

Thoresen et al. 1996, Kusaka et al. 2009）、

長期の麻酔管理が難しいためその後の検討

はなされていない。特に動物負荷モデルでは

死亡率が低く生存例での中枢神経障害程度

が個体ごとに大きく異ならないことが、治療

効果の検討などには必要である。しかし、こ

の条件を踏まえた中型動物モデルは現在ま

で報告がない。本研究では、脳波と脳血液量

の両者を指標にしながら投与酸素濃度の変

化のみで低酸素負荷、虚血負荷の両方を行う

事が特徴であり、中枢神経障害を来たし長期

生存可能な動物モデルを始めて考案した点

が独創的である。従来までの基礎研究で既に

5日間以上の飼育に成功し、報告した。（The 

6th Congress of Asian Society for Pediatric 

Research 2010,Yasuda et al.）。本治療法は

既に成人での脳梗塞の治療に用いられてい

るが、新生児での低酸素性虚血性脳症におけ

る検討はない。そこで、脳の発達が人間と類

似した新生仔豚を対象とした低酸素性虚血

性脳症モデルを用いて、その効果を全身臓器

で検討する点は非常に有用な研究であり、臨

床応用の可能性が期待される。脳低温療法と

併用も可能であり、予後改善に期待が出来る。 

 さらに今回の検討では脳以外の臓器の低

酸素虚血負荷とその治療効果の評価を行う

事が特徴である。現在までに低酸素虚血負荷

に際して脳虚血のみを目的として頸動脈を

結紮したり、頸部を圧迫したりするモデルも

あるが、その場合心臓、腎臓、肺への血流は

保たれており、全身にダメージがある臨床的

な新生児低酸素性虚血性脳症とは異なった

病態を示す事が推測され、全身臓器の低酸素

虚血負荷による影響も評価不能である。また、

ラットなどの小動物を用いた実験系でも負

荷強度のばらつきが予想され、評価は困難と

考えられる。我々のモデルでは全身に低酸素

虚血性変化を生じ、中長期に管理する事によ

り実際に臨床と同様の変化が全身臓器に生

じる事が予測され、脳保護以外のフリーラジ

カルスカベンジャーの全身臓器への効果に

ついても検討が可能であると考える。 

２．研究の目的 

 研究期間内の検討として、人間と中枢神経

系の発達速度が類似している新生仔豚を対

象として、低酸素虚血負荷後の中長期予後の

観察可能な実験モデルを用いてフリーラジ



カルスカベンジャーの投与を行い、脳血液量

と脳内酸素飽和度の増減や神経活動性異常

の程度と、負荷後の全身臓器の組織学的障害

や運動障害の程度との関係を検討する。 

３．研究の方法 

1）生後24時間以内の新生仔豚を対象にする。 

2）臍動静脈内にポリエチレンカテーテルを

挿入し、イソフルレンで麻酔導入を行い、フ

ェンタニル、筋弛緩剤臭化パンクロニウムで

麻酔を維持する。気管内挿管の後に人工呼吸

管理を酸素と窒素の混合気体を用いて行い、

動脈血酸素分圧が 60-100 mmHg、PaCO2が

35-45 mmHgとなるように換気回数、換気圧、

吸入酸素濃度を調整し、ラディアントウオー

マーで体温調節を直腸温で 37-39℃とする。 

3) 低酸素虚血負荷は酸素濃度 5%で開始する。

低酸素虚血負荷前の平均血圧の 70%以上を

保つように酸素濃度を調整し 30 分間負荷を

行い、その後 10 分間は血圧低下するよう酸

素濃度を 5%で固定する（虚血負荷）。低酸素

虚血負荷終了後に酸素濃度 100%で 10 分間

人工呼吸管理を行い、麻酔から醒め、自発呼

吸を確認した後人工呼吸器から離脱させる。

ラジカルスカベンジャー（エダラボン）は蘇

生後 72時間まで 12時間毎（3.0 mg/kg/回）

投与する。 

低酸素虚血負荷中、及び経時的に３波長時間

分解分光システムで脳内酸素飽和度と脳血

液量を脳波は integrate EEG 測定をその他

適宜血液ガス分析、血糖、電解質測定を行う。 

(1) 低酸素虚血負荷後 5日に脳組織を取り出

し組織学的検討を行う。 

(2) 腎組織標本を用いて障害の検討を行う。 

４．研究成果 

(1)低酸素虚血負荷群（HI 群）7 例とエダラ

ボン投与群（HI+エダラボン群）7例で解析を

行った。病理組織学的検討は大脳灰白質、白

質、海馬、小脳について HE 染色を用いた組

織障害スコアを、大脳灰白質、海馬について

変性神経細胞染色（Fluoro-Jade B）陽性細

胞数を比較検討した。HE 染色におけるスコア

は、投与群で、無治療群と比較し大脳灰白質

(p<0.01)、海馬(p=0.03)で有意に低く、障害

が軽度であった。また変性神経細胞数は投与

群が、大脳灰白質(p=0.04)、海馬(p<0.01)で

共に有意に少なかった。今回の投与方法、投

与量によるエダラボン投与により HI 負荷に

おける脳神経障害が、軽減される可能性が病

理組織学的に示された。 

(2)負荷を行わないコントロール群 4 例と HI

群 5 例、HI+エダラボン群 7 例で比較検討し

た。染色は膠原繊維の指標となるアザン染色

を用い、それぞれ強拡大 10 視野に対し繊維

化している割合は imageJ を用いて算出、平

均をとった。腎皮質では Kruskal Wallis 検

定にて 3 群間で有意差を認めた（p=0.043、

図 1）腎髄質でも Kruskal Wallis 検定にて 3

群間で有意差を認めた（p=0.014、図 2）。こ

れらのことより今回の投与方法ではエダラ

ボンの腎障害を認める可能性があり、より臓

器障害性の低い投与方法、投与量の検討が必

要と考えられた。 
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