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研究成果の概要（和文）：遠隔虚血コンディショニング(RIC)は心臓と脳の保護戦略として注目されているがメ
カニズムは不明である。我々は RICが血管内皮機能を介して脳虚血時の側副血行路を発達させ、早期虚血病変と
梗塞体積の両方を軽減すると想定し検証した。C57BL/6マウスを用いて左中大脳動脈(MCA)を露出させ永久閉塞し
た。RICは早期虚血性病変を縮小し脳軟膜動脈吻合血管径を拡大、梗塞体積を縮小した。 RICは、eNOSとAktのリ
ン酸化レベルを亢進させた。 NOS阻害薬はRICによる早期虚血病変と梗塞体積縮小効果を消失させた。以上より
RICは、脳虚血時の側副血行を発達、早期虚血病変、梗塞体積を縮小する効果が示された。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that remote ischemic conditining (RIC) enhances collateral 
circulation through endothelial activation and mitigates ischemic injury. Methods: We tested RIC and
 sham procedure 30 min after middle cerebral artery occlusion (MCAO) in mice. Immediately after RIC,
 early lesions on MRIDWI and pial collateral vessels were examined. The infarct volume was examined 
until 48 h after daily RIC. We assessed the phosphorylation level of eNOS and p-Akt in the ischemic 
hemisphere. Finally, the effects of NOS inhibitors were examined in mice treated with RIC after 
MCAO. Results: RIC diminished early ischemic lesions and enlarged pial collaterals after MCAO. RIC 
also mitigated infarct volume up to 48 h after MCAO. RIC upregulated the phosphorylation of eNOS and
 Akt. eNOS inhibitors abolished the beneficial effect of RIC. Conclusions: RIC could enhance pial 
collateral circulation and diminish infarct volume. Activation of endothelial function could 
underlie the beneficial effects of RIC.

研究分野： 脳神経内科

キーワード： 遠隔虚血コンディショニング　脳梗塞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動物虚血モデルでの遠隔虚血コンディショニングの有効性がマウス中大脳動脈永久閉塞モデルで示され、さらに
その機序として脳軟膜動脈吻合発達による虚血重症度の軽減が主であることが示された。ヒト脳梗塞症例におい
て遠隔虚血コンディショニングを応用する際にその機序を踏まえプロトコールを組むことが重要と考えられ、本
研究成果はヒト脳梗塞を対象とした臨床試験を実施するに際いて有益な情報を与えると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
遠隔虚血コンディショニング(Remote ischemic conditioning:RIC)は、標的臓器から離れた遠隔
組織(通常四肢)に虚血負荷を行い虚血侵襲から保護する戦略である。脳虚血に対する RIC の保
護効果は実験的脳卒中モデルで報告されヒト脳梗塞患者を対象とした臨床研究も進行している。
しかし RIC の治療標的があきらかではなく臨床試験のプロトコールも様々であり一貫した有益
性が示されていない。研究開始時点で RIC による脳保護効果には神経刺激、液性因子および免
疫調節の関与が想定されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では RIC が脳虚血時の側副血行路を発達させ、早期虚血病変および梗塞体積を軽減する
という仮説を証明することを目的とした。また、RIC の脳保護効果の機序として脳血管内皮機
能改善を念頭に置き内皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）の関与についても検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
C57BL/6 雄マウスを用いて左中大脳動脈(MCA)を露出させ永久閉塞した。手術中の脳皮質血流
(CBF)をレーザードプラ血流計でモニターした。RIC 群は、MCA 閉塞 30分後から両側下肢鼠径部
にマウス用カフを用いて 200mmHg の圧を負荷し 5分間駆血、5分間解放を 4回反復した。対照と
して遠隔虚血負荷なし麻酔下で観察した群を Sham 群とした。実験 1:MCA 閉塞後 RIC または偽処
置を行った直後に MRI を用いて拡散強調画像(DWI)を撮像し早期虚血病変を評価した。その後墨
汁加ラテックス溶液を左心室より注入し脳軟膜動脈吻合血管を観察した。実験 2:MCA 閉塞後 RIC
または偽処置を 1 日 1 回行い 24 時間後と 48 時間後に神経症状を観察後、脳を摘出し TTC 染色
を用いて梗塞体積を評価した。実験 3:eNOS および Akt のリン酸化レベルをウエスタンブロッテ
ィング(WB)法により評価した。MCA 閉塞後 RIC または偽処置を行った直後に虚血性大脳皮質を摘
出した。対照として RIC または偽処置を行った非虚血マウスを準備した。脳組織サンプルは大脳
皮質の MCA 灌流中心部から採取した。実験 4:RIC の効果に対する一酸化窒素合成酵素(NOS)の関
与を調べるために MCA 閉塞直後に生食または NOS 阻害剤である L-NIO または L-NAME を腹腔内投
与した。RIC または偽処置後直後に DWI を撮像し 24 時間後に脳を摘出し TTC 染色より梗塞体積
を評価した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
実験 1:虚血周辺部の CBF は MCA 閉塞直後では RIC 群、Sham 群で 46.7±7.8％、47.9±5.7％と
同様に低下していたが Sham 群の偽処置後では CBF は 47.3±9.0％で低値のままだったのに対し
て、RIC 群では RIC 終了時に 63.7±15.3％に有意に増加していた。早期虚血病変は Sham 群では、
線条体から皮質に拡大していたが、RIC 群ではコア領域に限定される傾向があった。ADC map 体
積は Sham 群と RIC 群で 46.5±4.3mm3、35.6±4.8mm3 で RIC 群で有意に縮小していた。軟髄膜
吻合血管径は Sham 群と RIC 群で 25.6±2.1μm、30.1±2.2μm で RIC 群で有意に拡大していた。
脳軟膜動脈吻合血管径は ADC map 体積と密接に相関していた。実験２:MCA 閉塞 24 時間後、48 時
間後の神経学的スコアは 2 群間で有意差はなかったが RIC 群で低い傾向があった。梗塞体積は
24 時間後で Sham 群と RIC 群で 44.3±4.6mm3、32.4±5.3mm3 で RIC 群で有意に縮小していた。
48 時間でも Sham 群と RIC 群で 48.2±5.9mm3、35.6±8.6mm3 で RIC 群で有意に縮小していた。
実験３:eNOS と Akt のリン酸化発現レベルは非虚血に比べて MCA 閉塞で低下する傾向があった。
MCA 閉塞の RIC 群は Sham 群に比べて e-NOS および Akt のリン酸化レベルが亢進していた。実験
４:生理食塩水投与群でのSham群と RIC群で早期虚血病変は47.0±5.2mm3、35.1±4.9mm3で RIC
群で有意に縮小しており梗塞体積も 46.6±5.2mm3、33.7±4.0mm3 で有意に縮小していた。L-NIO
投与群での Sham 群と RIC 群で早期虚血病変は 48.2±4.0mm3、44.3±7.0mm3 で差はみられず、
梗塞体積も 48.5±6.0mm3、45.9±6.9mm3 で差はみられなかった。L-NAME 投与群でも Sham 群と
RIC群で早期虚血病変は43.9±3.5mm3、44.0±1.3mm3で差はみられず、梗塞体積も42.6±5.9mm3、
42.7±2.8mm3 で差はみられなかった。以上の結果より RIC による虚血病変縮小効果は NOS 阻害
薬により消失することが示された。 
 
RIC の臓器保護効果には液性因子、神経性因子など各種の関与が想定されているがその詳細や治



療標的が明らかではなかった。そのことがこれまでの臨床研究でのプロトコール作成を困難に
して一貫した有効性も示すことができなかった一因と考えられる。今回我々は RIC の標的とし
て脳側副血行促進に着目しマウス中大脳動脈永久閉塞モデルで検証し脳側副血行促進、灌流領
域周辺部脳血流増加、早期虚血病変サイズの縮小、梗塞体積の縮小を明らかにしさらに eNOS リ
ン酸化、eNOS 機能の関与を WB 法、阻害剤を用いた研究で明らかにした。本研究結果はヒト脳梗
塞で RIC を臨床応用する際に参考となる情報を提供したと考えている。 
 
 
結論として RIC は、中大脳動脈閉塞時の側副血行路を発達させ、早期虚血病変および梗塞体積
を縮小させる効果があることが示された。また RIC の脳保護作用には eNOS リン酸化を介した血
管内皮機能が関与することが示された。 
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