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研究成果の概要（和文）：本研究は，爆発衝撃波に起因する脳損傷の病態・メカニズムを解明するため，独自の
衝撃波発生技術を用いたラットモデルを対象に，酸化ストレスと神経炎症の発生の時空間特性を解析した。衝撃
波曝露後1～3日の超急性期において，組織障害性が高いと考えられる一酸化窒素が関与する活性酸素生成や脂質
過酸化が，大脳皮質の広範な領域に観測され，これと神経炎症との関係が示唆された。受傷後早期の抗酸化剤投
与が，病態の進行抑制に有用と考えられ，今後検証が必要である。

研究成果の概要（英文）：To understand the pathophysiology and mechanisms of mild blast-induced 
traumatic brain injury, we performed analysis of spatiotemporal characteristics of oxidative stress 
and neuroinflammation in a rat model using our unique technique to generate a shock wave (SW). At 
Day 1 and Day 3 post-SW-exposure (in super acute phase), generations of highly-toxic reactive oxygen
 species associated with nitric oxide and lipid peroxidation were observed in the almost entire 
cortex. Results suggested that these were associated with neuroinflammation. Administration of 
antioxidants could be one of the potential therapeutic approach, for which further study is required
 to verify the efficacy.

研究分野： 生体医光学

キーワード： 軽症頭部外傷　頭部爆傷　酸化ストレス　神経炎症　衝撃波
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年爆弾テロの多発により，爆発衝撃波に起因する特異な脳損傷（頭部外傷）が世界的に増加し，とりわけ米国
を中心に社会問題となっている。本研究は，衝撃波が脳に及ぼす影響（脳損傷メカニズム）の一端を明らかにし
たものであり，その成果は同疾患の医学的対処法の確立や，防護技術開発に必要な基礎データを提供し，国民の
安心・安全につながるものと期待される。本研究で用いたレーザーによる衝撃波発生法は，他の衝撃波源では困
難な衝撃波曝露時の現象のリアルタイム観察を可能とする特徴を有し，独自性の高いデータを提供する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年世界的な爆弾テロの多発により，特異な脳損傷（頭部外傷）を負うケースが急増し，とり
わけ米国を中心に社会問題となっている。特に目立った外傷がなく，通常の画像診断で異常が認
められないため軽症と診断されながら，めまいや頭痛，記憶障害や社会的行動異常を高率に発症
するのが特徴である。このような脳損傷は，爆発に伴う衝撃波に起因すると考えられているが，
メカニズムは不明であり，その解明が求められている。爆弾テロは，紛争地のみならず一般市街
地においても頻発し，市民の安心・安全のため，世界的にその対策が急務となっている。 
 我々は，取り扱いが容易で衝撃波エネルギーの再現性・制御性に優れたレーザー誘起衝撃波
（Laser-induced shock wave: LISW）を用いた動物モデルを提案し，他の衝撃波源では困難な各
種実験を進めている。これまでにラット脳の光学的リアルタイム観察により，脳に出血が起きな
い強度の LISW 適用により，大脳皮質にイオンの恒常性破綻を伴う拡延性脱分極（Spreading 
depolarization: SD）が発生・伝搬し，衝撃波適用側の大脳皮質全体において低酸素血症が最長
約 3時間続くことを報告した（S. Sato et al., PLoS ONE, e82891, 2014）。このような脳循環
代謝異常は，その後の病理カスケードのトリガーとなりうるが，その詳細は不明である。 
 一般に生体組織では，低酸素負荷あるいは循環障害後の再灌流により活性酸素が発生し，酸化
ストレスにより組織が障害されることが知られる。脳組織において酸化ストレスは，血液脳関門
の破綻，神経炎症，さらには異常タンパク質の蓄積等と関係することが知られ，軽症頭部外傷の
病態を理解する上で重要な事象と位置付けられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は，衝撃波に起因する頭部外傷の病態・メカニズムの解明のため，レーザー誘起衝撃波
（LISW）を適用したラットモデルを対象に，酸化ストレスと神経炎症に関連する事象の時空間特
性を明らかにするとともに，その発生の分布から，拡延性脱分極の発生および衝撃波圧力伝搬特
性との関係につき考察を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) LISW のラット脳への適用と SD のリアルタイム観測 
 LISW は，光吸収体（黒色天然ゴム）と透明プラスチックを接着した構造のターゲットに，高
出力パルスレーザーを照射し，そこで誘起されるプラズマの膨張に伴って発生する。先行研究と
同様，イソフルラン麻酔下にラット頭部を固定し，左頭頂部頭蓋骨上にターゲットと，その近傍
に組織モニタリング用の光ファイバーを設置し，脳実質に出血が起きない強度の LISW（力積 25
～30 Pa･s，直径 4 mm）を適用し，拡散反射光の多相性変化により SDの発生を確認した。 
 
(2) 蛍光免疫組織化学染色を用いた酸化ストレスと神経炎症の評価 
 LISW 適用後，1日，3日，7 日，28 日の各時刻において，ラット脳をかん流固定後摘出し，LISW
適用位置の冠状断面で切片を作成し，各種マーカーを用いた免疫染色を行い，蛍光顕微鏡を用い
て組織を観察した。評価に用いた各種マーカーは下記のとおりである。 
 
（酸化ストレス） 
・3-Nitrotyrosin (3NT)：一酸化窒素（NO）とスーパーオキサイドの反応生成物で，毒性の高

いパーオキシナイトライト（ONOO-）がタンパク質と反応して産生される物質。 
・4-Hydroxynonenal (4HNE)：脳に豊富な不飽和脂肪酸と活性酸素の脂質過酸化反応による生

成物質。 
・Superoxide dismutase (SOD)：細胞内に発生した活性酸素を分解する酵素（抗酸化力の指標）。

抗酸化力の低下が引き起こす酸化ストレスは，病態の悪化に関係すると考えられる。 
 
（神経炎症関連） 
・Glial fibrillary acidic protein  (GFAP)：中枢神経系（CNS）の主要タンパク質であり，

アストロサイトの活性化マーカー。炎症反応，損傷により発現が上昇する。 
・Iba1：ミクログリア/マクロファージの活性化マーカー。ミクログリアは，CNS における常在

マクロファージ細胞として存在，活性化ミクログリアは神経炎症のマーカーとされる。 
 
４．研究成果 
 
各種マーカーを用いた免疫組織化学染色の結果は以下の通りであった。 
 



(1) 3-Nitrotyrosin (3NT) 
ONOO-のマーカーである 3NT は，衝撃波適用 1 日後，大脳皮質の神経細胞と血管（穿通枝）お

よびくも膜において増加し，3日後にはさらに増加，その後減少に転じ 7日後以降はコントロー
ルと同レベルであった。このような変化は，大脳皮質左右両半球の頭頂部から脳底部を含む広範
な領域と，これを覆うくも膜に全周性に見られ，SD の伝搬領域との一致性は低く，頭蓋骨を伝
搬した衝撃波が，直下の髄膜，大脳皮質に広く作用したものと推察された。衝撃波による ONOO-

生成のメカニズムについて，神経細胞と血管内皮細胞においては，衝撃波が細胞内カルシウム濃
度を上昇させ，これにより一酸化窒素合成酵素(nNOS および eNOS）が活性化し，NO が大量産生
するとともに，ミトコンドリアからスーパーオキシドアニオンが放出され，これと結合した可能
性が考えられる。一方，くも膜においては衝撃波の力学的刺激により誘導型 NOS が発現し，NOが
産生された可能性が推察される。 
 
(2) 4-Hydroxynonenal (4HNE) 
 4HNE は，衝撃波適用 1 日後および 3 日後において，大脳皮質の毛細血管に広く発現した（図
1）。その後は減少し，7日後と 28日後はコントロールと同レベルであった。4HNE の発現の局在
は 3NT と異なったものの，分布が大脳皮質広範に及んだ点において 3NT との類似性が認められ
た。4HNE は血管壁の透過性や膜受容体および関連酵素の活性に影響を与えることが知られ，血
液脳関門の破綻や脳血管異常を引き起こした可能性が推察される。 
 

図 1 ラット大脳皮質の 4HNE 蛍光免疫染色画像：Sham control と衝撃波適用ラットの比較。画
像は衝撃波適用側（左半球）の染色像を示す。衝撃波適用条件では，緑色の 4HNE 陽性領域が，
赤色の内皮細胞と重なって分布している。青色の DAPI は細胞核を表す。 
 
 
(3) Superoxide dismutase (SOD) 
 SOD（SOD2）は，正常ラットにおいて主として大脳皮質の神経細胞に発現が認められ，衝撃波
適用により減少傾向を示した。その時間特性は，上述した 3NT と 4HNE が増加する時間帯（1 日
後および 3日後）に対応して減少傾向を示し，同時間帯の酸化ストレスに抗酸化作用の低下が関
係していると考えられた。 
 
(4) Iba1 
 活性化ミクログリア様のIba1陽性細胞は，衝撃波適用1日後に大脳皮質広範に観測され始め，
3 日後にはさらに増加傾向を示し，その後 7 日後と 28 日後にはコントロールと同レベルに減少
し，3NT の時間特性と類似した。活性化ミクログリアは，傷害性（M1型）の場合，炎症性サイト
カインやグルタミン酸の他、NOを放出することが知られる。3NT の増加には上述したメカニズム
の他，ミクログリアの活性化も関与したかもしれない。 
 
(5) Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
 上述した 4 つのマーカーが衝撃波適用 1 日後から変化を示したのに対し，GFAP は適用 3 日後
から，衝撃波適用直下の皮質軟膜下層および穿通枝血管に限局して発現が認められ，さらに 7日
目まで増加が続き，28 日目にはコントロールと同レベルまで減少，上述した酸化ストレスや神
経炎症関連事象と異なる時空間特性を示すことがわかった。このことは，GFAP 発現の衝撃波エ
ネルギー閾値が，上述した 4つの事象よりも高いことを示しており，衝撃波に起因する脳損傷の
複雑さを示唆している。GFAP の発現には，頭蓋骨直下の髄膜に限局した微小出血が関係してい
る可能性が推察される。 
 
 本研究において観測した酸化ストレス，神経炎症は，全プロセスのごく一部であるが，その発
生の時空間特性から，衝撃波特有の病態メカニズムが明らかになったものと考えている。冒頭述
べた SD の発生による低酸素血症の発生，すなわち組織の低酸素負荷は，それそのものが酸化ス
トレスを生じうるが，本研究の観察範囲ではこれに一致した分布を示す酸化ストレスの発生は
認められず，衝撃波の伝搬特性がより支配的であると考えられた。本研究の観察結果から，受傷



後早期の抗酸化剤投与が，病態の進行抑制に有用と考えられ，今後検証する計画である。 
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