
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 1 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

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。また蘇生後 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、予後不良であった。さらにエダラボン（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と抗酸化作用により軽減

される可能性が示された。 

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. 
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１．研究開始当初の背景 

新生児仮死に伴う低酸素性虚血性脳症に
は軽度低体温療法が効果的であるが、治療後
の予後良好率は依然 50％程度であり、更なる

予後改善の検討は重要である。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り、この
一見正常にみえるエネルギー状態は数時間
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後に遅発性脳内エネルギー代謝障害として
観察される。この脳代謝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。 

現在までに我々は、遅発性脳内エネルギー
代謝障害における循環、酸素代謝、興奮性ア
ミノ酸の関与に関して、新生仔豚低酸素性虚
血モデルを用いて検討を行ってきた。その結
果、遅発性脳内エネルギー代謝障害では、グ
ルタミン酸等の興奮性アミノ酸が 2次的に上
昇し、この上昇程度が大きいほど、エネルギ
ー代謝不全が重度である事を見出した。
(Kusaka et al. Pedatr Res 2004)。さらに
遅発性脳内エネルギー代謝障害時には酸素
代謝が低下し、障害程度が高度な場合は脳浮
腫を主体とした脳循環障害が引き起こされ、
この病態が更なる虚血障害を引き起こす可
能性を報告した(Kusaka et al. Pedatr Res 
2009)。また臨床的検討では、生後 48-72 時
間での脳血液量の一過性増加と酸素代謝の
一過性低下が著しいほど予後不良児であり、
この循環と酸素代謝制御が脳障害予防の重
要な鍵になることを報告してきた(日下隆,
日未熟児新生児会誌 2007)。つまり遅発性脳
内エネルギー代謝障害は、低酸素虚血後の一
過性の脳流量増加に伴う活性酸素種の増加
が原因となり、その後の組織障害が進行する
過程であると仮定され、この時期に至るまで
の治療が非常に重要である。 

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。特に動物実験モデルでは
負荷により、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
が、この条件を踏まえたモデルの条件作りは
検討課題である。 

脳血流量と酸素代謝量の評価に関しては、
新生児における測定法が確立しておらず、新
生児仮死児における詳細な検討はない。羊胎
仔を用いた基礎的研究においては、低酸素性
虚血負荷後の一過性の脳血液量増加が早期
に観察されるほど脳障害が重篤であるとの
報告や（Marks et al. 1996）、負荷後の脳血
流量と酸素代謝量減少が脳障害の要因であ
る報告がある(Jensen et al. 2006, Tichauer 
et al. 2009 )。しかし、負荷後の酸素供給
量と酸素代謝量のバランスの経時的変動や、
予後との関係は不明である。 

ヒドロキシラジカルのスカベンジャーで
ある水素の効果として、小動物（ラット）を
用いた低酸素性虚血負荷の検討では、水素ガ

スを吸入させた結果、アポトーシスが減少し
組織学的な改善が報告され(Ohsawa et al. 
2007)、この効果は水素ガスを生理食塩水に
飽和させたより安全な投与方法でも効果が
認められている (Cai et al. 2009)。しかし
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た検討や、脳循環代謝
との関係は検討されていない。 
 
２．研究の目的 
１）新生仔豚を対象に低素性虚血負荷後の
中・長期予後の検討を行う動物モデルを作成
のため、臨床応用可能な方法での脳血液量と
脳組織 Hb酸素飽和度を経時的に評価検討し、
蘇生後 5日目の組織学的評価との関係を検討
した。 
２）低酸素虚血負荷は、同様な程度の機能、
組織障害を惹起する必要がある。そこで低酸
素性虚血負荷は、脳波と血圧を基準に低酸素
負荷（酸素濃度）を変動させる負荷方法と、
近赤外光で測定する脳血液量を指標として
負荷を調節する方法の比較検討を行った。 
３）本動物モデルを使用し、ヒドロキシラジ
カルのスカベンジャーとしてのエダラボン
の効果を検討した。 
 

３．研究の方法 
１）生後 24 時間の新生仔豚 16 頭を用い、無
負荷群  (n=3)と低酸素虚血 (HI)負荷群 
(n=13)にわけた。 HI 負荷は、 amplitude 
EEG(aEEG)最大振幅値 < 5μV (LAEEG)になる
まで FiO2を徐々に下げ LAEEG を 20分間維持
した。その後 5～10 分間は、平均血圧が負荷
前値の 60%以下になるよう FiO2を下げた。蘇
生後は 6 時間後に人工呼吸器から離脱させ、
5 日後に病理組織学的検討を行った。 aEEG
測定と同時に、近赤外光時間分解測定装置を
用い脳血液量と脳内 Hb 酸素飽和度の測定を
行った。そして、それらの値と組織学的予後
の関係を検討した。 
２）新生仔豚 17 頭を用い、無負荷群(n=3)と
HI 負荷群 (n=14) に分けた。負荷群は負荷指
標を脳波のみの群(n=7)、脳血液量を用いた
群(n=7)に群分けし、両群ともに a EEGの最
大振幅値が 5μV以下になるまで FiO2を下げ
20 分間維持した後に、脳波群は平均血圧が負
荷前の 70%以下に 10分間低下させた。脳血液
量群は脳波群と同様の血圧だが脳血液量が
負荷前値を下回る前に蘇生した。蘇生後 6時
間まで脳波、脳血液量を測定した。その後保
育器で飼育して神経学的スコアを評価し、5
日目に病理組織評価を行った。そして動物モ
デルでどちらが有用であるか検討した。 
３）HI負荷後無作為に無治療群（7 例）とエ
ダラボン投与群（7 例）に分けた。エダラボ
ンは 3mg/kg を蘇生直後から 12 時間毎に計 6
回投与した。負荷後 5日間飼育した後に評価



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。 
 
４．研究成果 
１）HI 負荷の新生仔豚の脳血液量は低酸素負
荷開始と同時に増加し頂値に達した後低下
し、蘇生直前が最低値となった。脳血液量減
少量（負荷前値-蘇生直前値）が大きいもの
ほど、病理組織上の脳障害が高度であった。
低酸素負荷中の脳血液量の増加後の低下は
脳血液量の autoregulation 破綻を示唆する
と考えられた。低酸素負荷中の脳血液量低下
が強いものほど病理組織学的予後不良とな
ることから、子宮内低酸素虚血下での胎児脳
の autoregulation 破綻を防ぐことが予後改
善につながると考えられた。低酸素負荷中の
脳血液量の低下は、負荷後 5 日目の病理組織
学予後不良に関係がある事が見いだされた。 
２）脳波群は 4 例が死亡し、5日間生存し且
つ病理学的脳障害を認めた例は 1例 (14%)で
あった。脳血液量群は、5日間生存し且つ病
理学的脳障害を認めたものは 5例 (71%)であ
った。脳波群においては、蘇生後 6 時間以内
に脳血液量が上昇する群としない群で検討
した結果、上昇群では蘇生 24 時間後神経学
的スコアは低く、痙攣例や蘇生後 24時間以
内死亡例が多く、中枢神経系での組織壊死が
強かった。脳血液量を負荷指標とすることで
生命予後が良く、異常病理所見を認める十分
な負荷が与えられた。また蘇生後の脳血液量
上昇は低酸素虚血後の早期の脳血流再潅流
を示唆し、神経学的予後と生命予後が不良で
あることを予測する因子であると考えられ
た。      
３）HE染色における組織障害スコアは、エダ
ラボン投与群は、無治療群と比較して大脳灰
白質(p<0.01)、海馬(p=0.03)において有意に
障害が軽度であった。また Fluoro-Jade B染
色陽性細胞数はエダラボン投与群が無治療
群と比較し、大脳灰白質 (p=0.04)、海馬
(p<0.01)で共に有意に少なかった。エダラボ
ン投与により HIEにおける脳神経障害が、そ
のフリーラジカル消去と抗酸化作用により
軽減される可能性が病理組織学的に示され
た。ただし、成人において副作用として急性
腎不全が報告されており、新生児 HIEに対す
る治療適応には、脳以外の他臓器への影響を
考慮する必要がある。また新生児における適
切な投与量、投与間隔も不明であり、今後の
検討が必要であると考えられた。 
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