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研究成果の概要（和文）：本研究では、既存の手法に改良を加えることで、最適な慢性脳虚血後の過灌流モデル
を作成することができた。慢性脳虚血の程度を微調整することができ、過灌流を起こす際にも、容易に狭窄を解
除することができる画期的なモデルである。この手法を用いて、過灌流導入後のラットの高次脳機能障害を評価
し、血液脳関門の破綻や脳実質のダメージを分析し、そのメカニズムを明らかにする予定である。

研究成果の概要（英文）：An optimal rat model representing cerebral hyperperfusion after chronic 
cerebral ischemia was developed by modifying previous methods. With this ingenious method, severity 
of chronic cerebral ischemia can be finely controlled, and the intentional arterial stenosis for 
inducing cerebral hyperperfusion can be easily recovered. We should assess cognitive impairment 
after cerebral hyperperfusion with this method, analyze the damage of the blood brain barrier and 
the cerebral parenchyma and then elucidate the mechanism of the cognitive impairment.

研究分野：脳循環代謝

キーワード： 脳血行再建術後過灌流　認知機能障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、既存の手法に改良を加えることで、最適な慢性脳虚血後の過灌流モデルを作成することができた。
さらにこのモデルを用いることで、慢性脳虚血後の過灌流により認知機能障害が生じるメカニズムを解明するこ
とができる。このメカニズムが解明されることで、本研究が脳血行再建術後過灌流に対する新たな治療法の開発
に貢献すると考える。

※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 
頚部内頚動脈狭窄症対する頚動脈内膜剥離術（CEA）は NASCET 研究をはじめとする大規模

臨床試験により、その脳梗塞予防の有効性が確立されている。この CEA後におこる過灌流は、

脳代謝に合致しない異常な脳血流増加状態であり、頭痛、けいれん、局所神経脱落症状から、脳

浮腫・脳出血といった重篤な合併症を引き起こすことが知られている 1)。また、頚部頚動脈狭窄

症に対する頚動脈ステント留置術（CAS）やもやもや病に対する直接血行再建術後にも、この過

灌流が発生することが知られており 2),3)、この術後過灌流は無症候性であっても、多少なりとも

脳組織にダメージを与え、認知機能障害を呈することも報告されている 4)。一方で、その詳細な

メカニズムは解明されていない。過灌流の治療としては、降圧・鎮静管理に加え、抗酸化剤であ

るエダラボンによる再灌流障害の緩和、ミノサイクリン塩酸塩による過灌流病態、頭蓋内出血の

予防が報告されている 5),6)。しかし、これらの治療を行っても、血行再建術後過灌流による認知

機能障害を完全に予防することはできない。 

 近年、慢性脳虚血のラットに対し過灌流を導入する方法が報告された 7)。CEA後過灌流の背景

には、慢性脳虚血に伴う脳血管の自動調節能の破綻があることから、この手法は CEA後過灌流

の病態をより反映すると考えられる。分子生物学分野において、生物のもつ代謝産物を解析する

メタボローム解析が盛んに行われており、遺伝子の発現やタンパク質の解析では解明できなか

った細胞生理を明らかにしてきた 8)。血液脳関門の細胞モデルを用いて、炎症反応後のバリア機

能や細胞毒性に関してメタボローム解析を行い、特定のアミノ酸を中心とした代謝産物の発現

を証明した報告もある 9),10)。我々は、このラットモデルにメタボローム解析を応用し、過灌流が

血液脳関門や脳組織に及ぼすダメージのメカニズムを分子生物学的に解明する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、慢性脳虚血状態のラットに過灌流を導入し、過灌流のないラットに比べて、血液

脳関門の破綻や脳実質のダメージと認知機能障害の関連を明らかにする。血液脳関門の破綻に

関しては、Junction Protein（Claudin-5, Occludin, ZO-1, VE-Cadherin等）やシグナル伝達路タンパ

ク（RhoA、PKC、MAPK 等）のリン酸化の評価に加え、メタボローム解析を行い、その分子生

物学的なメカニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 ・ラットを用いた慢性脳虚血後の過灌流モデルの作成 

1. 300g前後のウィスターラット100匹にＹ字型迷路試験、モーリス水迷路試験および8方向

放射状迷路等の認知機能検査を行う。 

2. 全身麻酔下に両側総頚動脈を結紮する（BCAO）する。 

3. 4週間経過を観察し、この時点で再度前述の認知機能検査を行い、BCAOによる認知機能

の障害を評価する。 

4. 全身麻酔科に右頭頂部の頭蓋骨に2mmのburr holeを作成し、持続的にドップラー血流計

で脳表の脳血流量を測定する。右総頚動脈を露出し、過灌流導入予定の50匹に対して右

総頚動脈の結紮を解除する（過灌流を導入しない50匹は露出のみ）。さらに尾静脈を確保

し、脳血流量が結紮解除前の2倍になるようにエフェドリンで昇圧し手術を終了する。 

・標本の作成 

1. 2週間後認知機能の評価を行い、Evans Blueを灌流後、ラットをホルマリンにて灌流固定

し、脳を摘出する。                                                      



・データの解析                                        

1. 大脳の標本において、Evans Blueの濃度にて血液脳関門の透過性を評価し、Hematoxylin 

& Eosin（HE）染色にて脳実質の損傷範囲を評価する。またCaspase3/5、TNFα、Akt、NFκβ

等の特殊免疫染色を適宜追加して両群間の脳実質損傷におけるメカニズムの相違を評

価する。 

 

４．研究成果 

【2019年度】 

2019 年度は病院の移転に伴い動物実験を開始することができなかったため、本研究のために

購入した PC 機器および統計ソフトを用いて、本研究と関連する MRI イメージングの研究を行

い、「Identification of the distal end of carotid plaque using three-dimensional fast spin echo T1-weighted 

magnetic resonance plaque imaging」というタイトルで英文雑誌である「Journal of Stroke and 

Cerebrovascular Diseases」に投稿し受理され、4月号に掲載され、同研究を第 6回日本心血管脳卒

中学会学術集会で発表した。本学で動物実験を行うために必須である学内の講習会にも参加し、

認定を取得した上で、学内の獣医師とも研究内容や実験方法について確認を行った。 

【2020年度】 

2020年度は、手術室および実験室の環境整備や情報収集を行った。前年度に病院が移転した

が、梱包された大量の備品の整備ができていなかったため、実験室内の環境整備を行い、本研

究で計画している免疫染色やPCRといった実験が可能となった。本研究で最も重要な計測機器

であるレーザー血流計（OMEGA FLOW FLO-C1）を購入し、その使用方法を習得することがで

きた。本年度実験のシミュレーションを行ったことで、実験開始後に不足となる機器や物品を

抽出することができた。 

【2021年度】 

 最終年度は、実験で得られた標本や実験結果の画像

処理を行うべく大型モニターを購入し、過灌流モデル

作成のための手術に必要なスタンドライトや体温維持

装置も購入した。さらに小動物用の凝固止血機器や骨

削除ドリルが必要となったため調達をした。これによ

り実際に実験を開始することができ、標本固定に用い

る灌流ポンプも必要となったため追加購入した。過去

の報告7)にしたがって両側総頚動脈を結紮すること

で、慢性脳虚血モデルを作成しようとしたが、実際に

脳血流をレーザー血流計で測定したところ、50%程度

脳血流が低下し、多くのラットに広範な脳梗塞が生じ

た（図１）。両側総頚動脈の結紮では、急性脳虚血に

陥ってしまうことが判明したが、本研究を遂行中に新

たな慢性脳虚血後の過灌流モデルの論文が発表され

た。一側の総頚動脈は結紮し、もう一側の総頚動脈は

29ゲージの注射針とともに結紮し注射針を抜去し、頚動脈狭窄を作成する方法である11)。この

方法に切り替え、慢性虚血モデルの作成を行ったが、針を抜去した際の隙間が大きいため、脳

血流は結紮前と比べて低下しなかった。針の太さを、より細い30ゲージに変更したが、やはり

図１両側総頚動脈を結紮したラ

ットの脳表で脳血流を測定する

と脳血流は著明に低下し、広範な

脳梗塞を生じている。 



脳血流の低下は認めなかった（図２）。そこで我々は、一側の総頚動脈は結紮し、もう一側の

総頚動脈はナイロン糸とともに結紮し、その糸を抜去

する独自の頚動脈狭窄作成法を開発した（図２）。と

もに結紮する糸の太さや本数を調節することで狭窄率

や脳血流低下を微調整することができ、糸を抜去する

ことで安全に狭窄を解除できる画期的な方法である。

さらに、手術の際に、内頚動脈の分枝である

pterygopalatine arteryや外頚動脈も露出し、これらも結

紮することで、安定した慢性脳虚血モデルを作成する

ことができた。この手法で得られた脳の標本では、脳

梗塞を認めなかったため、慢性脳虚血のモデルとして

は相応しいと考える（図２）。この手法で作成した慢

性脳虚血モデルのラットの狭窄側の結紮を2週間後に解

除することで、脳血流は結紮前よりも50％程度上昇

し、過灌流が認められた。今後、狭窄を解除するまで

の期間を1～4週間で行い、脳梗塞が生じずに過灌流が

得られる最適な時期を検証する。これにより、当初予

定していた慢性脳虚血後の過灌流モデルが完成とな

る。モーリス水迷路および8方向放射状迷路は、実験室

に備えられているため、今後事前に高次脳機能を評価した上で同モデルを作成し、過灌流がお

よぼす血液脳関門の破綻や脳実質のダメージと認知機能障害の関連を明らかにする予定であ

る。 
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エキスパートから学ぶSPECT検査活用法－脳血管障害

成人虚血発症もやもや病における直接血行再建術後認知機能変化のメカニズム

 ４．発表年

 ４．発表年

千田光平、島田泰良、藤本健太郎、吉田純、小島大吾、藤原俊朗、小林正和、吉田研二、佐々木真理、小笠原邦昭

千田光平

千田光平

MR Plaque Imagingによる頚動脈内膜剥離術前のプラーク遠位端の同定



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


