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Abstract 

Degradation of neurofilament (NF) triplet proteins (Mw 200, 000 (NF200), Mw 150, 000 

(NF150), Mw 68, 000 (NF68)), high molecular weight microtubule-associated proteins (MAPl 

and MAP2) and other cytoskeletal proteins in rat brain during ischemia was investigatd by 

sodium dodecyl sulfate (SDS)-gel electrophoresis and immunoblot methods using anti-NF200 

monoclonal antibody. Selective degradation of NF200 and NF150 was observed during the 

initial 10 to 15 minutes of ischemia: and the degradation of MAPl and ;¥;IAP2 during the 

initial 15 to 30 minutes of ischemia. These degradations suggest that the activ引 ionof a 

protease occurs at the very early stage of cerebral ischemia, which are the earliest irreversible 

neuronal changes ever to be reported. Effect of ischemia on polymerization of microtubule 

proteins was also investigated by turbidity assay. A rapid decrease of the ability of polymerizing 

microtubules was observed during the initial 5 minutes of ischemia. This loss of polymerization 

ability was apparently independent of the degradtion of ;¥llAPl and MAP2. 

はじめに

脳虚血とは脳を循環する血流が減少あるいは途絶し，

代謝障害をおこした状態で，虚血の程度が強く，ある

いは長く続くと神経細胞は機能障害をおこす．それが

さらに持続すると，やがて神経細胞は不可逆的な変化

に陥り，もはや血流が回復しでも神経機能は回復しな

い 脳神経外科領域IC於て脳虚血は，脳血恰，脳塞栓，

くも膜下出血後の脳血管れん縮，また手術中の一時的

な血行の遮断の際にみられる重要な現象であり， その
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研究の意義はあらためて強調する必要もないと思われ

る．しかしながら，虚血による脳神経組織の不可逆的

な障害過程はいまだあきらかではない加．

脳が他の臓器にくらべて虚血に対する抵抗性が弱い

ということは，心停止後，心臓の拍動が再開し，他臓

器の機能が回復しでも，しばしば脳の機能はその聞の

虚血によりすでに不可逆的な変化に陥っており回復せ

ず，いわゆる脳死状態となるという事実からもあきら

かである．そのような完全な脳虚血では回復可能な時

間は現在ではだいたい10分から15分以内と考えられて

いる川出抑ーしかしながら病理組織学的にはそうした

虚血早期では不可逆的変化は証明されていなし、品卸．

脳虚血の不可逆的な変化の原因として現在最も注目

されている現象は虚血中の細胞内への Ca2＋の流入で

ある．その細胞内 Ca2＋の増加がもたらす二次的な変

化のーっとして，細胞骨格を含む細胞内の蛋白質の分

解をひきお乙す可能性が示唆されている30). しかし，

虚血lとより細胞骨格蛋白質が分解されたことを証明し

た報告はまだなされていない30>.

神経細胞の細胞骨格は neurofilament(NF）と微小

管と micro五lamentの3種類の線維構造を主体として

構築されている34'. NFは中間径五lamentと総称さ

れる線維構造のうち神経細胞に特異的なものであり，

分子量の異なる 3種の蛋白質subunit,NF200 （分子量

約20万）， NF150 （分子量約15万）， NF68 （分子量約

6.8万）からなる．

微小管蛋白質は主な構成成分である tubulinと微小

管結合蛋白質（microtubule・associatedproteins(MAPs)) 

よりなるが， MAPsのうち高分子量の MAP!,MAP2 

は m vitroにおいて微小管重合を促進する働きがあ
り32',proteaseにより分解されやすいとされている叩．

また MAP2は神経細胞に特異的であるとされ山，

MAP！は一部，軸索輸送に関与していると推定されて

いる25》．

今回，上記の細胞骨格蛋白質の分解の有無，時間経

過を討DS電気泳動および immunoblotで解析し，併

せて濁度検定法により微小管重合能でも測定し，その

虚血における意義を考察した．

方 法

(1）断頭による虚血の作成

体重 200-250gmの Wistar系雄性 rat（月齢3-4ヶ

月）を用いた. diethylether lζて麻酔後，断頭して虚

血を作成した．頭部はその後 37。C IC一定時間保ち，

その時間を虚血時間とした．

(2) 30分虚血後， 24時間再漕流モデルの作成（Pu!-

sinelliの変法）6・26》

体重 200-250gmのWistar系雄性 rat（月齢3『4ヶ

月）を pentobarbital(60 mg/kg）にて腹腔内麻酔し，

気管切開後，小動物用人工呼吸器を用いて調節呼吸と

した．頚部正中線上に小皮切を加え，両総頚動脈を迷

走神経，頚静脈より剥離露出し，血行遮断装置を装着

した後，動物を腹臥位lとかえた．さらに後頭部皮膚を

正中線上で切開し第一頚椎の alarforaminaを露出し，

針電極を車lj入して電気的に凝固遮断した．その後， l

分以内lζ両総頚動脈の血流遮断装置を閉鎖して虚血を

作成した．そして30分後に血流遮断装置を解放し24時

間後に実験に使用した．

(3) NF画分の調製法 pa

全脳を1分以内lζ取り出し，ハサミ lζて細切後，氷

冷した 30mlの bufferA ¥1 mM  EDTA (ethylen-

diamine tetraacetic acid), 1 mM  NEM (N-ethyl-

maleimide), 1 mM  PMSF (phenylmethylsulfonyl・

fluoride), 30 mM  KC!, 50 mM  MES (1-N -morphol-

inoethane sulfonic acid), 0. 85 M sucrose, pH 6. 5）を

加えて， Teflonglass homogenizer lζて8回homoge・

nizeした.homogenateは 15,OOOG Iこて30分間遠心

した．表層lζ浮かぶ薄膜を spoonで集め， 15mlの

buffer B (1 mM  EDTA, 1 mM  NEM, 1 mM PMSF, 

30 mM  KCJ, 50 mM  MES, ph 6. 5) Iとて homogenize

した．乙の浮遊液を magneticstirrer lζて90分間強く

かくはんした． 乙れに 15ml の bufferC (1 mM 

EDTA, 1 mM  NEM, 1 mM  PMSF, 30 mM KC!, 

50 mM  MES, 1. 7 M sucrose, pH 6. 5）を加え，さら

に20,OOOG Iζて30分間遠心した.pelletを再び0.4ml

の bufferB Kて homogenizeし， SOSsample buf-

fer lζ溶解して sampleを作成した．

(4) NF画分の調製法 22a》

全脳を細切し氷冷した bufferD (130 mM NaCl, 

4mM KC!, lmM MgCJ,, 2mM EGTA, 5mM 2・ 

mercaptoethanol, 5 mM  Tris-HCI, 1 M sucrose, 1% 

Triton X-100, pH 7. 4）を加えて， homogenizeし，

100, OOOGで60分間遠心した．得られた TritonIC不

溶性の pelletを再び bufferDを加え homogenizeし

遠心して得られた pelletより SOSsampleを作成し

た．

(5）微小管蛋白質の調製法29》

全脳を1分以内に取り出し，硬膜と凝固血液を除去
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し，蒸留水と buffer E (100 mM  MES, 0. 5 mM  

MgC'2, 1 mM  EGTA (pH 6. 8））にて洗浄後，脳 lgm

lζ対して 0.7mlの bufferF (100 mM  MES, 0. 5 mM  

MgC'2, 1 mM  EG'l‘A, 1 mM  GTP, 0. 5 mM  PMSF, 

0. 01% leupeptin (pH 6. 8））を加え， Teflon glass 

homogenizer lζて8回 homogenize した． 25, OOOG, 

60分， 2。Clζて遠心し，その上清を脳粗抽出液とした．

脳粗抽出液に1/3容の glycerinとGTPを最終 lmM

となるように加えた．かくはん後， 36。C で30分加温

し， 100,OOOG, 45分， 30。Cで遠心して，再構成された微

小管を沈殿として回収した．沈殿した微小管は buffer

E を加えて， Teflon glass homogenizer にて4回

homogenizeした． との操作で微小管は低温にさらさ

れる ζとにより脱重合するが，乙の微小管蛋白質液を

100, OOOG, 45分遠心して，上清を回収し，乙の 1回の

重合一脱重合の cyclekより得られた上清を部分精製

微小管蛋白質とした．

(6) SDS電気泳動および immunoblot解析

NFの分析！とは5-15勾，微小管蛋白質の分析には4

1→ 

2-

15%の acrylamideの濃度勾配をもっ 2mmの厚さの

slab gel を Laemmliらの方法17>により電気泳動を行

った．泳動を終えた gelはCoomasie染色液にて染色

するか，あるいは Towbinらの方法33> により蛋白質

を slabgelより nitrocellulose膜へ転写した．蛋白質

を転写した nitrocellulose膜は blockingsolution (1096 

の馬血清を含む 50mM  Tris-buffer solution (TBS) 

pH 7.2）にて15分間 blockした．そして，抗 NF200

monoclonal抗体にて一晩 incubateした．膜は TBS

I乙て再び洗浄し，二次抗体（peroxidase-conjugated

goat anti-mouse IgG）にて incubate した後，再び

TBS lとて洗浄し，最後に 4-chloro-1-naphtholを用い

て Hawkesらの方法i仰により発色させた．

(7)濁度測定による微小管重合の定量5)

虚血時間0,3,5,10,15,30分の脳卒且抽出液を bufferF 

で希釈し， cuvetteholderを恒温漕に接続して 36°C

IC保つである cuvetteに入れることにより重合反応を

開始させ，分光光度計で 350nmの吸収の重合30分間

の時間変化を測定した．横軸IC蛋白質濃度，縦軸lと重

← 3 

ABCDEF  

Fig. 1. Degradation of neurofilament (NF) 200 and NF150 in rat brain after 6 hours 
of complete ischemia caused by decapitation (lanes B and E) and in rat brain 
subjected to 30 minutes of ischemia and 24 hours of reperfusion (lanes C and 
F). Amidoblack staining (lanes A, B, C) and immunoblot staining with anti-
NF200 antibody (lanes D, E, F) of the NF fraction prepared according to Method 
1 (see text). Lanes A and D: control rat brain. Bands 1 and 3: NF200; band 
2: NF150. For further description see text. 
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合による吸収の変化をとり plotすると横軸と交わる

直線関係が得られる．実験は各虚血時聞につき 3匹ず

つ行い，乙の直線の勾配を微小管重合能の指標とした．

この指標を縦軸IC，虚血時聞を横軸ICとり作図し，虚

血による重合能の変化を解析した．

結 果

(1) 脳虚血における NF蛋白質の分解の sos電気
泳動および immunoblotによる解析

Fig. Iは断頭ILより作成した6時間完全虚血と

Pulsinelli変法により作成した30分虚血後， 24時間再

濯流 modelの結果である.amidoblack による蛋白質

染色で control脳（laneA）では NF200ははっきり

とした一本の bandとして認められるが， 6時間虚血

(lane B）および30分間の一時的虚血（laneC)では認

められない．同様の結果は抗 NF200monoclonal抗体

を用いた immunoblotでも認められた (lanesD-F). 

NF200は明らかな抗体に反応する bandとして con-

1- 骨・

2→ 

trol (lane D の band3）では出現するが6時間虚血

(lane E), 30分間の一時虚血 (laneF）では完全に消失

した． NF150も同様な変化を示した． control (lane 

A）で見られる NF150(band 2）は6時間の完全虚血

(lane B）および30分間の一時虚血 (laneC)で消失し

た． 乙れらの結果より NF200と NF150の分解が，

断頭により作成した虚血でも，血管の閉塞により作成

した虚血でも，虚血後30分間以内におとり，血流が回

復しでも回復しない不可逆的なものである乙とが示さ

れた．

(2）脳虚血による NF蛋白質の分解の時間経過

Fig. 2は NF200および NF150の分解が虚血後15

分以内におζることをしめしている. amidoblack IC 

よる蛋白質染色で NF200(band 1）と NF150(band 

2）は control(lane A), 5分虚血（laneB), 10分虚血

(lane C)ではあきらかな一本の bandとして認められ

るが， 15分虚血 (laneD）および30分虚血（laneE）で

は消失していた．また immunoblotによっても， 15分

-a 

ABCDEFGHIJ  

Fig. 2. The time course of neuro品lament(NF) 200 and NF150 degradation in rat 
brains with complete ischemia during the initial 5 to 30 minutes. Amidoblack 
staining (lanes A,B,C,D,E) and immunoblot staining (lanes F,G,H,I,J) of 
the NF fract10n prepared according to Method 1 (see text）・ LanesA and F: 
control rat brain: lanes B and (;: brain after 5 minutes of ischemia: lanes C 
and H: brain after 10 minutes of ischemia: lanes D and I: brain after 15 
minutes of ischemia: lanes E and J: brain after 30 minutes of ischemia. Bands 
1 and 3: NF200: band 2: NF 150: For further description see text. 
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Fig. 3. Degradation of cytoskeletal proteins observed in total brain homogenate and in 

Tri torトinsolublepellet in rat brains after 20 minutes of ischemia induced by 

the decapitation method. Preparation of neuro自lament(NF）ーfractionwas by 

Method 2 (see text). Gel was stained by Coomasie brillant blue. Lane A: 

molecular weight standard: lanes B and D: total brain homogenate: lanes C 

and E: Triton-insoluble pellet prepared according to Method 2; lanes B and C 

control rat brain; lanes D and E: brain with 20 minutes of ischemia after 

decapitation. Bands 1 and 2: fodrins; band 3: 210 to 220 kDa protein; band 

4: NF200; band 5: 195 to 200 kDa protein; band 6: NF150; band 7: 145 to 

150 kDa protein; band 8: NF68; band 9: tubulin; band 10: actin. For further 

description see text. 

(lane I）及び30分虚血（laneJJにおいて抗 NF200抗

体に反応する bandの消失が示された．これらの結果

より NF200および NF150の分解は虚血後10分間前

後の潜伏期聞をおいた後始まり， 10分から15分の聞に

急速に進行すると考えられた．

(3）虚血における TritonX・100不溶性 pellet中の

NFおよびその他の細胞骨格蛋白質の変化

Fig.3は， control脳において NF200とNF150が

NF画分の調製法2によって得られた TritonX-100 

不溶性pellet(lane CJおよび全脳の homogenate(Jane 

B）において明瞭な bandとして認められることを示

している．しかしながら20分虚血では NF200と NF

150は全脳の homogenate(lane D）においては全く

認められず， TritonX-100不溶性 pellet画分 (lane

E）においてもかなりの染色性の低下を認めた． 乙の

NF200と NF150の消失に伴ってそれぞれの band

の直下に minorband （分子呈 195,000200,000(band 

5），分子量145,000 150, OOO(band 7））の出現を認めた．

NF68(band 8), tubulin(band 9), actin(band 10）の分

解は20分虚血においては認めなかった． fodrin (band 

1, 2）の染色性はあまり変化しなかったが， 20分虚血に

おいて分子量 210,000220,000の minorband(band 

3）の出現を認め，一部が分解されている可能性は否定

できない． このように NF の分解に伴って minor

bandが出現することは， NFの分解が proteaseの作

用によるものであるととを示唆していると考えられた．

(4）虚血による MAPl,MAP2, tubulinの変化

Fig・4は方法（3）で作成した部分精製微小管蛋白質の

SDS電気泳動の蛋白質公色である．染色 patternと

分子量 markerの比較により容易に majorproteins 
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Fig. 4. Degradation of MAPl and MAP2 in the Partially-Purified Microtubule Proteins 

during lschemia. Lane A: molecular weight protein standard: lane B: control 

rat brain; lane C: brain after 5 minutes of ischemia; lane D: brain after 10 

minutes of ischemia; lane E: brain after 15 minutes of ischemia; lane F: brain 

after 20 minutes of ischemia; lane G: brain after 25 minutes of ischemia; lane H: 

brain after 30 minutes of ischemia; lane I: brain after 60 minutes of ischemia. 

For further description see text. 
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Fig. 5. Decrease of the Ability of Polymerizing Microtubules in the Crude Brain 
Extract during lschemia. Assembly Index was calculated from the changes of 
absorbance at 350 nm through the p己lymerizationof mic附 ubulesin the sa";;,ples 
from the crude brain extracts. Vertical bars indicate standard errors of the 
mean. Three preparations were used for each ischemic time. For further 
description see text. 
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である MAPl(band1), MAP2(band 2), tubulin(band 

3）が識別できる.MAPl, MAP2の染色性は虚血15分

まで（lanesB-E）はあまり変化がないが， 20分以降

(lanes F・I）徐々に減少した．

tubulin iζは大きな変化は認めなかった． この乙と

は脳虚血15分以降ILMAPl, MAP2が proteasekよ

り選択的に分解されたことを示すと考えられる．

(5）虚血による微小管重合能の変化

Fig.5は方法（4)1Cより求めた微小管重合能の指標の

虚血による変化であるが， control（虚血0分）と比べ，

鹿血後3分， 5分と急速に低下しており，その後はほ
ぼ plateaulζ達した．乙のととより， mvitro におけ

る微小管の重合能が虚血後5分以内に急速に低下する

可能性が示唆された．

考 察

本研究は実験的脳虚血において，神経細胞に特異的

な細胞骨格蛋白質が選択的に分解されるという不可逆

的な変化が虚血早期にお乙るζとを証明した最初の報

告である．

脳虚血の特徴として，組織を維持するための energy

量，血流量が多い，血管構築の特殊性，成熟した神経

細胞の再生の困難さといった点があげられるが，心臓，

肝臓，腎臓といった他の重要臓器よりもさらに虚血に

対する抵抗性が弱いという乙とを考えるとそれだけで

は不十分で，神経細胞自身が虚血に弱く早期lζ不可逆

的な変化に陥いりやすいと考える必要がある．

脳虚血の際ICは energy代謝の変化は早期（数分以

内）から認められるが，短時間の followupでは，

ratの15分および30分虚血2'》，また猫や猿においては

60分をこえた後でも山由，脳の energy代謝はかなり

の回復を示すことが示されている．

しかしながら長期の followupでは，猿の実験では

完全脳虚血からの最長の回復時間はおおよそ15分前後

と考えられているm，さらにもっと短い時間（5分か

ら10分）でも数時間から数日後に不可逆的な障害を引

き起こすという報告もある日・仙加． したがって現在で

は最良の条件下でも完全脳虚血における最長の回復時

聞は15分を越えないと考えられている山． しかしなが

ら組織病理学的に不可逆的な神経細胞障害がおこって

いるという所見は虚血後数時間から数日後にはじめて

得られ，すでに不可逆的な変化が始まっていると考え

られる虚血後10分から15分といった時点ではあきらか

な不可逆的な神経細胞障害の証拠は得られていない抑．

NF200および NF150の分解は脳虚血後10分から

15分後にお乙り，また分解は再i謹流を伴う一時的脳虚
血でもおとる．分解は選択的であり， NF68,tubulin, 

actin といった他の主要な細胞骨格蛋白質の変化は早

期には認めなかった．これらの結果は， NFの分解に

は特異的な蛋白質の分解機構が関与しており，そして

それは，今までに報告された不可逆的な神経細胞障害

機構の中でもっとも早いものであるととを示している．

NFの分解は ratの坐骨神経の切断加，および脊髄

損傷H において報告され， Ca2＋依存性の蛋白質分解

酵素である calpainによるものとされている．今回の

実験では NFの分解は10分から15分にかけ急速に進

行しているが，それは虚血後 Ca2＋が細胞内lζ流入す

る時間と一致している23>－免疫組織化学的研究では

calpain I ( 2種類の isozymeのうちの一つで低い

Ca2＋濃度で活性化される）が小脳の Purkinje細胞や

海馬や新皮質の錐体細胞など虚血による障害に弱いと

されている部位に特に多く存在するととが示されへ

内因性 calpaininhibitorである calpastatinの活性が

脳では他の組織にくらべて低いとされている21＞.乙の

乙とより NFの分解の原因となる proteaseはcalpain 

である可能性が高いと考えられる．

MAPl, MAP2の分解は tubuliniこ対する量比の減

少という形で示された 一般に MAPl,MAP2は重

合脱重合の cycleを繰り返しでも，常に tubulinlζ対

して一定の割合で精製されるとされている山． したが

って乙の結果は， MAP!,MAP2が虚血lこより選択的

に分解されたととを示すと考えられる・ MAP!,MAP 

2は微小管機能IC重要な役割を果している乙とより，

乙の結果はまた微小管機能の不可逆的な障害が虚血後

15分から30分後にはおこるというととを示している．

MAPl, MAP2もCa2＋依存性の蛋白質分解を受けや

すいととが報告されているので27り 原因となる pro-

teaseは calpainである可能性が強いと考えられる．

微小管重合能の検定法ICは，濁度検定法ペ遠心によ

る重合蛋白質量の定量，電子顕微鏡による観察等があ

り，通常2回重合脱重合の cycleを繰り返し精製した

ものをもちいるが，重合量は一般に glycerin やMg•+

濃度のわずかな変化により大きく変わるとされており，

精製微小管をもちいた場合，そうした誤差のため比較

定量は非常に凶難である．そのため本実験では脳のがi

抽出液を用いて，微小管重合能の指標を算出した．そ

の結果，微小管重合能の低下は虚血後3分以内に始ま

り5分以内lζ急速に進行した．乙れは MAP1,MAP2
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の分解よりもはるかに早期におこり， MAP1,MAP2の

分解とは無関係な可逆的な現象である可能性が高いと

考えられるが，他の物質による影響も考えられ，この

指標が invivoの重合能をどの程度反映するのかは今

後の検討が必要である．

これらの細胞骨格蛋白質の分解の意義については

NFおよび、微小管の機能がまだ完全に解明されていな

いため推論にとどまるが，仮説の一つを以下lζ述べる．

NFおよび、微小管は軸索輸送を含む細胞内輸送lζ関与

しているとされるあれ"11品品山．もしそれらの障害の

程度が軽く範囲が限定されたものであれば，分解され

た蛋白質は蛋白質輸送機構によりあらたに合成された

同じ蛋白質が運ばれることにより細胞骨格系は修復さ

れうると考えられる．しかしながら分解の程度が広範

なものであればそれらの細胞骨格自身が関与している

蛋白質輸送機構の障害のため修復は不可能となる．そ

の場合，たとえ神経機能が一時的に回復したとしても

傷害された neuronは死を免れない可能性が強い．ま

た NF,MAP2はtubulinや actinと違い，神経系lζ

特異性に存在するため，それらが早期IC選択的に傷害

されるという事実は neuronの虚血に対する脆弱性lと

つながりうると考えられる．したがって NF,MAPl, 

MAP2の分解は神経細胞の不可逆的な障害を示す現

象である可能性が強いと思われる．完全脳虚血による

障害が不可逆的になるまでの時間と NFが分解され

るまでの時聞が一致していることもまた NFの分解

が脳虚血における不可逆的神経細胞障害に重要な役割

を果していることを示唆している．

乙れらの結果は実験的な完全脳虚血におけるもので

あり，実際，臨床的にはもっと不完全な脳虚血が多

いと思われるので，乙のような不可逆的変化が出現す

るまでの時間もより長いと考えられる． また，もし

protease による細胞骨格蛋白質の分解をうまく制御で

きれば，虚血iζ対する抵抗性を増大させ，血行再建術

の適応を拡大しうる可能性があると思われるが，それ

については今後の研究が必要である．

結 論

実験的完全脳虚血において，虚血後10分から15分で

NF200, NF150，虚血後15分から30分で MAPl,MAP2 

の細胞内 proteaseによると思われる選択的な分解を

認めた．これらの分解は NFおよび微小管の機能障害

をきたすことにより不可逆的な神経細胞障害につなが

っていると推定された．また，濁度検定法による微小

管重合能測定では虚血後5分以内に重合能の急速な低

下を認めたが， これらは proteaseの作用を伴わない

可逆的な障害である可能性が強いと考えられた．

本稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りました京都
大学脳神経外科学教室教授，菊池晴彦先生に深甚の謝意を表

すると共に，終始，御指導，御協力を賜った京都大学検査医
学教室教綬教授，村地孝先生，同講師，神奈木玲児先生，研

究室諸兄．国立循環器病センター脳神経外科部長，米川泰弘

先生，同脳血管障害研究室長，滝和郎先生に深〈感謝致します．
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