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実験的脳虚血急性期における脳局所病態変化
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Regional changes of histochemical multiparameter凶 includingbrain mitochondrial redox 

state ('.¥ADH), ATP content, tissue pH (pH). tissue potassium (K+) and brain dopamine nerve 

terminals (DA) in the caudate nucleus were assessed in a various degree of experimental acute 

cerebral ischemia. Ischemia w山 producedby permanent or transient occlusion of the left 

common carotid artery for various duration in normally fed mongolian gerbils. The degree of 

ischemia wa' evaluated by the severity of neurological symptom人 andanimals were classified into 

three groups; symptomatic, borderline and asymptomatic. 

The changes of each parameters on the ligated side were well corresponded to the degree of 

ischemia. However司 regionaldifferences were observed among these parameters. In 5 minutes 

and 60 minutes of occlusion, there were three different types of ischemic changes; (1) acidosis with 

marked increase of :¥AD H and depletion of ATP司（2)acidosis with mild increase of NADH 

and no depletion of ATP, (3) acidosis without changes of '.¥JADH and ATP. Acidosis extended 

wider than areas of NADH and ATP changes. These d1仔erencesmight be caused by facilitated 

anaerobic glycolysis in acute stage of ischemia. In 180 minutes occlusion of symptomatic gerbils 

on the other hand, the acidotil、 areaw：ι1,., almost consistent with the area' of :¥ADH and 人TP

changes with marked depletion of tissue k十 There'<ults might indicate that mild ischemic 

changes of energy metabolism uι・n・ exacerbated by brain edema in symptomatic group in spite 
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of recovery in borderline group. 

In transient ischemia, symptoms and changes of parameters recovered with residual 

acidosis in 60 minutes reperfusion after 60 minutes of ischemic insult. On the other hand the 

black area on NADH fluorescence was noted with depletion of ATP and tissue K+ and persistent 

acidosis in the hippocampus, thalamus and caudate nucleus in 60 minutes of reperfusion a丘er

180 minutes of ischemic insult. These tissue damage and disturbance of energy metabolism 

might be related to the postischemic hyperoxidation. 

DA fluorescence in the caudate nucleus on the ligated side decreased heterogeneously in acute 

stage of ischemia. Preservation of DA fluorescence was noted around the small vessels with thick 

walls, probably arterioles. The heterogeneity was more apparent in borderline group of 60 

minutes occlusion and in 5 minutes occlusion of the symptomatic group. This heterogeneity of 

DA might be due to the difference of perfusion pressureはtthe microcirculation in the acute stage 

of incomplete cerebral ischemia. 

The present study indicates the importance of multiparametric regional study to elucidate 

the pathophysiology of acute cerebral ischemia. 

I. はじ めに

脳組織の単位重量あたりの血流量と酸素消費量は他

の諸臓器よりも多く，血流虫は心拍出量の15%，酸素

消費量ば全身の20%にも達する山．脳はとのような豊

富な血流iとより供給されたグルコースと酸素を消費し，

解糖系－TCAサイクノレー電子伝達系という一連の経路

を介して酸化的リン酸化を行ない，エネJレギー源とし

ての ATPを生成している．このエネノレギー源は，主

IC生体膜内外における Na+,K+, Ca＋＋などの·~解質輸

送IC利用され，膜内外の恒常性が維持されている．そ

の他には，神経情報伝達機悔や組織構造物質の合成，

軸索輸送を行なうために消費されているω．エネノレギ

ーを多量に必要とする反面，脳組織はエネルギーの予

備が少なく，また栄養血管である毛細血管の分布に乏

しい山という臓器特異性を有する．従って，脳は恒常

的な血流の供給K対する依存性が高く，虚血に対して

極めて脆弱な組織である．

脳虚血がお乙ると，グルコースと酸素の供給が途絶

あるいは減少し， ATPが急速に減少する仙ために，エ

ネルギー依存性の各種機能は障害される．すなわち，神

経細胞内外の電解質異常山55九生体膜をはじめとする

組織構造物の分解や合成障害，神経情報伝達及び情報

伝達物質の障害"50＞，乳酸蓄積による組織acidosis"47'5",

あるいは遊離脂肪酸の蓄積4ぺといったさまざまな現

象の生じるととがとれまでの病態生理，生化学的検索

lとより知られている．また虚血からの回復lとは血流

の再開が不可欠であるが，との場合Kは postischemic

hypoperfusion46九postischemicedema出過酸化による

free radicalの生成iへなどの変化が報告されている，

虚血中及び血流再開後lと生じる以上のような変化が

非可逆性組織障害の要因となるととが推測されており，

脳虚血の病態を理解する上で重要な指標となる．しか

し，とれらの病態生理・生化学的変化は血流減少の程

度，虚血巣の部位や広がり，側副血行の程度や虚血時

聞により異なり，互いに複雑に絡み合って生じると考

えられる．さらに脳は解剖学的に，また血流やエネル

ギ一代謝の面でも不均一な組織であり 14.2"3酌，臨床上

大部分を占める不完全脳虚血の場合は特に病態の局所

による不均一性が顕著になると考えられる．乙のζと

は脳虚血の病態を理解する上で障害となり，従来の生

化学定量的方法が重要であるにもかかわらず，これの

みでは不十分であるといわざるをえない．また最近，

ischemic penumbrall>や selectivevulnerability55＇など

の脳虚血時の局所による特異的病態が注目されるよう

になり，脳虚血の局所病態変化を検索するととは極め

て重要且つ不可欠と考えられる．

以上の観点から，穫々の程度の不完全脳虚血の急性

期と血流再開早期での，脳局所におけるミトコンドリ

ア酸化還元状態，エネノレギ一代謝，組織 pH，組織カ

リウムイオン，脳内カテコーJレアミンの変化と相関を

調べる目的で，一連の各種組織化学的多重指標による
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実験的検索をおとなった．

II. 実験方法（Fig.1) 

1. 実験的脳虚血の作成

動物は体重 50-80g，雌雄の Mongolian gerbil 

(Meriones unguiculatus）を用い，実験直前まで食餌

と水を自由に摂取させた．エーテルによる浅麻酔後，

手術用顕微鏡下に左総頚動脈を剥離し 8-0ナイロン

糸で二重結書記した．

総頚動脈の閉塞時聞は 5分， 60分， 180分とし，各与

IC13匹， 42匹， 21匹の gerbilを用いた．

閉塞60分例と180分例では，麻酔覚醒後の神経症状25)

を観察しその程度から以下に記載する如く 3群lζ分類

した1.2s.a0>

1) Svmptomatic group: 片Jf,jiJiV.・回転性歩行・（1;
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軸の回旋屈曲・ rolling五ts・hoppingなどの明らかな神

経症状が出現し，持続した群．

2) Borderline group: 回転性歩行や体軸の回旋屈

曲が一過性IC出現し30分以内に消失したか，あるいは

活動性がわずかに低下したが明らかな神経症状を示さ

なかった群．

3) Asymptomatic group: 神経症状を全く示さな

かった群．

神経症状観察後再びエーテノレ浅麻酔を施し，総頚動

脈結主主60分後と 180分後の各時点で頭頂部i乙固定した

funnel cupから液化窒素を注ぎ insitu brain freezing 

を行なった48>

閉塞5分例では，神経症状の観察は行わず，結殺5

分後l乙insitu freezingを開始した．

次IC，凍結脳を液化窒素で冷却しながら電動鋸で冠

permanent 

Preparation of the animal ( mongolian gerbil) 

or occlusion of the left common carotid artery 

transient 

J neurological ol Observation of symptoms 

freeze the brain in situ 

coronal brain section 

cryostat procedure 
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Microscopic observation of dopaminergic nerve terminal 

in the caudate nucleus by Falck-Hillarp method 

Fig. 1. Flりuchart of th" experimental procedure 
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状断し，一連の各種組織化学的方法による観察を行な

った．

尚， f手々の閉塞時間例につき 3匹ずつの gerbilを

用い，総頚動脈の剥離のみを行ない 5分， 60分， 180分

後に insitu brain freezingし，これを対照群とした．

2. NADH 重量光局所分布59)

液化窒素内で凍結脳ブロック冠状断面に紫外線（366

nm）を励起照射し， NADH後光（460nm）の局所

分布を写真撮影で記録し観察した．紫外線用の光源は

水銀ランプ（HBO100 W 2, Carl Zeiss），一次フィルタ

ーは Corning5840を使用し， NADH鐙光用の 2次フ

ィルターは Corniong3387, 5562を使用した．また紫

外線（366nm）の吸収像も同時に記録し， NADH後光

lζ対するへモグ門ビンの干渉を観察した．写真撮影は

ニコン FE,Medicar Nikkor, Kodak techical pan五Im

2415を使用し，一定条件下加で行なった．

3. ATPの局所分布

NADH 告を光を観察した I乞 luciferine-1uciferase 

法32＞により ATPの分布を定性的に観察した． Cr" 

ostat (American Optical Co. ）にて凍結脳切片を薄切し

(16μm），固定液（80%absolute ethanol, 10% formal 

dehyde solution, 10% dioxane）に浸透し乾燥させた後，

60μmのluciferine-luciferase(FireflyLantern Extract, 

Sigma Chemical）凍結切片を載せ反応させた.ATP 

の存在lとより発生した後光を KodakTri-X pan品lm

lζ直接感光させるととにより記録した抑．

4. 組織 pH

脳局所の組織 pH は umbelliferone 法•·11'57>60）によ

り半定定的lζ判定した30）.あらかじめ umbelliferone

(7・hydroxycoumarin東京化成工業）で飽和させたセル

ロースアセテート膜（Macherey Nagel GmbH Co.) 

に凍結脳切片（16μm）を載せ，紫外線（366nm）で励

起し umbelliferone後光（460nm）を写真撮影により記

録し観察した．光源， 1次及び2次フィルター，カメ

ラ，レンズ，フィルムは， NADH畿光と同じものを用

いた. pH値の標準は既知 pHのリン酸緩衝液（98勾

O.lM phosphate buffer, 2~ぢ gelatin, pH 6.0-7.4）の凍

結切片により作成した30).

5. 組織 Kふイオンの分布

脳組織 K＋イオンの局所分布は亜硝酸コパノレトナト

リウム法rnK準じた方法により，定性的に観察した．

薄切凍結脳切片（16μm）を亜硝酸コノわレトナトリウム

溶液中で20分間反応させ，水洗後多硫化アンモニウム

希釈液に 1分間浸積し硫化させた．バルサム封入を行

ない，黒褐色沈殿物として検出された K＋イオンの分

布を白色透過光で撮影記録し，定性的に観察した．尚，

組織 K＋イオン局所分布の観察は総頚動脈閉塞60分例

と180分例について行なった．

6. 脳内力テコールアミン（CA）の豊富光組織化学

以上の組織化学的検索を行なった後，凍結脳ブロッ

クを真空凍結乾燥し， Falck-Hillarp法10>Iζ準じて脳内

カテコーJレアミン神経終末の差益光を観察した．本研究

では，特K CA神経終末の局所的変化を調べる目的

に適した部位すなわち caudatenucleusのドパミン

(DA）神経終本の変化について検索した．

7. 組織学的検索

ATP組織化学で固定した脳切片と， CA後光組織化

学でパラフィン包埋した切片の一部に toluidine blue 

染色を施し，組織学的変化を観察した．

s. 局所脳血流量（r（、HF!

以上の実験とは別に 60分閉塞例の向mptomatic

group 2匹， Borderlinegroup 2匹， Asymptomatic

group 1匹において autoradiographyによる rCBFの

測定を行なった．左総頚動脈結染後の神経症状を観察

し，属殺 1分前に 1'C-antipyrine7.5 μCi/0.1 ml，ある

いは 5分前に 1251-iodoamphetamine10 μCi/0.1 mlを

大腿静脈より一定速度で注入した．ギロチン断頭後取

り出した脳を dryiceで凍結し， 20μmの凍結切片をレ

ントゲンフィルム花街着させ autoradiogramを作成

した. rCBFはautoradiogram上の濃度分布により定

性的に観察した．

9. 一過性脳虚血モデルによる血流再開後早期に関す

る検索

脳虚血後の血流再開早期において，特iζ虚血時間の

差が脳局所病態変化にどのような相違をもたらすかに

ついて，永久虚血モデルと同じ組織化学的検索を行な

った.Gerbilのー側総頚動脈の一過性閉塞モテ’ルでは，

虚血1時間例と 3時間例で予後lζ大きな差があるとと

が知られている如．従って本研究では両群について血

流再開 1時間後の変化を調へた．

エーテル浅麻酔下で Gerbilの左総額動脈にクリッ

プをかけ， Symptomatic group のみを閉塞60分後と

180分後Kクリップを外し，再び神経症状を観察した．

血流再開 1時間後lこinsitu brain freezingし， NADH,
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ATP, pH, K＋の変化を観察し比較検討した．尚，虚 めていたか， medialparietal cortexの非増強部との移

血60分例と 180分例の両群について，それぞれ5匹の 行部に軽度で不均一な増強を認めた．この部分では増

刊・rnptomaticgerbilを用いた． 強部と非増強部が皮質穿通血管lこ対し並行な，いわゆ

III. 結 果

1. 60分閉塞事lj

60分閉塞例42匹のうち， Symptomaticgroup 18匹，

Borderline group 10匹， Asymptomaticgroup 14匹に

分類された．

1) Symptomatic group I Fig. 2-A, B, C) 

全例において， 結紫側大脳半球 lζ 広汎で高度の

NADH 後光増強を認めた．増強部位は，結紫仮ljの

temporal cortex, lateral parietal cortex, occipital cor-

tex, hippocampus, thalamus, hypothalamus, caudate 

nucleus，やdorsolateralmidbrainであった．また 4匹

のgerbilでは，結Jk側と非結鉄側の medialparietal 

cortex lζも NADH鐙光増強が及んでいた．増強範

囲は冠状断面のレベルや個体による差があり， manual

planimetry による測定では大脳半球冠状断聞の55%-

103%の割合を占めていた（Fig.2 A, 76%, Fig. 2-B 

92%）.増強の程度は高度且つ均一な部位が大部分を占

る columnarpattern却を示した．

ATPは NADH後光の高度増強部lとほぼ一致して

激減していたか，組織 pHはNADHとATPの変化

した全域で高度且つ均一な umbellifero前後光の減弱

を認め，乙の部分が pH値6.4以下の acidosisとなっ

ている乙とを示唆した．さらに NADHの変化がない

部分でも acidosisを認めた. NA.DH蛍光の増強範囲

IC.対する acidosisの割合は， manualplanimetry によ

る測定の結果103-114%(Fig.2-A 113劣， Fig. 2 B 

105第）であり，全例で NADH鐙光増強範囲よりも

acidosisのほうが広範囲であった．一方，非結穀側半

球の cortexでの pH値は， 7.0ー 7.2であり脳室の髄

液はさらに高値を示し約7.4であった．これらの値は

諸家の報告と一致していた8山

組織 K+tま， NADH後光が高度に増強し ATPが

減少した部分において，非結致側よりもわずかに減少

していたが変化は軽微であり境界も不明瞭であった．

ただ hippocampusや thalamusの内側では明らかな

Fig. 2A. 
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Fig. 2C. 

Fig. 2. Symptomatic gerbil 60 min after left carotid occlusion. Mulliparametric study 
of ultraviolet reflectance (UV) N ADH fluorescence (N ADI-I), content of ATP 
(ATP), tissue pH (pH), tissue potassium (K +) on different levels (A, B) and do-
pamine (DA) nerve terminals in the caudate nucleus (C，×40). 

L: left, R: right. 
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減少を認めた（Fig.2-B) 

Caudate nucleusのDA神経終末鐙光（Fig.2 C)は

結紫側においてぴまん性に減弱し，グリア細胞，有髄

線維束や皮質下白質lζは軽度の緑色後光を認めた．ま

た回udatenucleusの細動脈周囲では，遠隔部よりも

わずかに強い DA鐙光の残存が見られた．

2) Borderline ~roup (Fig. 3 A, B, C) 

NADH 後光は，結紫側半球ICて軽度で不均一な増

強を示した．増強部位は10匹中 8匹において Sympto-

rnatic groupと同様の範囲に見られたが，他の 2例で

はやや狭く cortex，や caudatenucleus, hippocampus 

IC限局していた．いずれにしても増強の程度は Sym-

ptomatic groupよりも軽度で不均一であり， cortexで

はcolumnarpatternを， caudatenucleusでは patchy

patternを示した．

ATPはNADHの変化した部位よりも狭い範囲で，

特に cortexlζ減少が見られた．

これに対して，組織 pl-Iでは NADHの変化部位

と同様か（Fig.3 B），あるいはさらに広範囲において

!Fig. 3-A）高度且つ均一な acidosisを示した．従って，

Borderline groupの全例において acidosisは NADH

や ATPの変化よりも広い範囲に及んでいた．組織 K+

の分布lこ著変は認めなかった．

Caudate nucleusの DA皇査光は極めて不均一な減弱

を示し，細動脈周囲では非結3徒側とf,,j

存し遠隔部では減弱していた（Fig.3一C）.また，毛細

血管周聞では鐙光が残存する場合と減弱する場合IC分

かれfこ．

3) Asymptomatic group (Fig. 4) 

この groupでは対照群と同様に， NADH, ATP, 

pH, K+, DAの変化は認めなかった．

2- 5分閉塞例

5分閉塞例では神経症状の観察を行なわなかったが，

NADH畿光の分布から60分閉塞例と同様3群に分類

Fig.3A. 
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Fig. 3C. 

Fig. 3. Borderline gerbil 60 min after left carotid occlusion. A, B，仁； sameas in Fig. 2. 
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Fi昌・ 4. Asymptomatic gerbil 60 min. after left carotid occulsion, multiparametric 'tudl' 

された．すなわち Symptomaticgroup に相当する例

6匹， Borderlinegroup に相当する例3匹， Asympto・

matic group k相当する例4匹であった．

1) Symptomatic group (Fig. 5-A, B, C) 

NADH鐙光は結主主側半球で高度lζ増強していたが，

ATP減少はこれよりもやや狭く parietalcortexや

septa] areaでは減少していなかった．一方組織pHは

60分間閉塞例と同じように， NADHや ATPの変化し

た部位よりも広い範囲に高度且つ均一な acidosisを示

した.NADI-I重量光増強部に対する acidosisの割合は，

manual planimetryで測定した結果117 148°δであっ

た（Fig.5-A: 147匂）

caudate nucleus の DA 神経終末鐙光は結実~1JllJにお

いて減弱していたが， 60分閉塞例に比べると減弱の程

度は軽度でより不均一であった（Fig.5-B）.すなわち，

細動脈周囲の DA後光残存が60分例よりも良好であ

った.(Fig. 5-C) 

2) Borderline group (Fig. 6 A, B) 

NADH後光の増強は60分間閉塞例と同様であった

が，ATP減少は60分例よりもさらに狭い範囲において

認められた（Fig.6 Ai.一方，組織 pHは高度且つ均

一な acidosisの広がりを示していた．従って， NADH

や ATPの変化した範囲IC対する acidosisの範囲の割

合は60分例 Borderlinegroupよりも一層大きかった．

caudate nucleusの D人神経終末鐙光はやはり不均

ーな減弱が認められたが， 60分例よりも変化は軽度で

あった（Fig.6 Bi 

3) Asympto口 iti《； group

NADH，λTP, pH, DAの変化はJ出めなかった．

J. 180分閉塞例

21[1~中山·mptomatic 9匹， Borderline5匹， A引 Ill

ptomatic 7匹に分類された．

1) Svrnptomatic group (Fig. 7一人 B, Ci 

NADH聖堂光は60分間閉塞例と閉じように，結主主側

半球で増強していた．しかし増強の程度は60分閉塞例

よりも軽度となっており，一旦増加した NADHが虚

血時間延長により減少するととを示唆した．この減少

は全範囲に見られ，不均一な変化を示した．

ATP尾は NλllH後光増強部位lと一致して．高度

且つ均ーな減少がみられた．すなわち， 5分例や60分
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Fig. SA. 

例では特lζpartietalcortexの NADH鐙光軽度増強

部位において ATPは減少していなかったが， 180分

例では NADH増加部位の全域に ATP減少を認めた．

組織 pH も5分例や60分例と異なり， NADH と

ATPの変化した範囲lζ一致して umbellifcrone鐙光

の減少を認めた．また後光減少の程度は5分及び60分

閉塞例よりも軽度であり，結数側半球で acidosisとな

っているものの一旦減弱した umbellifero間後光が時

間と共に増強することが示唆された．との増強は不均

ーに生じており，半球の内側IC強い傾向を認めた．特

lζparietal cortexで NADHとATPの変化した部位

と非変化部位の境界部において非結数側 cortexより

もむしろ高度の umbelliferone鐙光が帯状に見られた．

組織 K＋も NADHとATPが変化した部位IC一致

して， 60分間塞例よりも高度な減少を認めた．部位的

lζは特に caudatenucleusの内側や， hippocampus,

thalamus 内側などの，半球内側においてより顕著な

減少を認めた．

caudate nucleusの DA神経終末鐙光は60分閉塞例

よりもさらに高度で均一な減弱が見られ，細動脈周囲

の鐙光残存はほとんど認められなかった．また，有髄

線維束やグリア細胞と他の部位の識別は困難であった．

2) Borderline group (Fig. 8-A, B) 

NADH後光は主に結数側半球の caudatenucleus 

IC不均一な増強（patchypattern）を認めたが， 60分間

閉塞と比較するとより軽度であった．また， ATPと組

織 K＋の減少はほとんど認めなかった．

一方組織 pHはNADH鐙光の変化した範囲よりも

広く，比較的均一な軽度の acidosisを示した．

caudate nucleusの DA神経終末後光は， 60分閉塞

例と同様の不均一減弱像を示したが，減弱範囲が狭く

より軽度な変化が見られた（Fig.8-B). 

3) Asymptomatic group 

NADH, ATP, K+, DAの変化は認めなかった．

4. 一過性脳虚血について

1) 60分虚血後血流再開60分例（Fig.9) 

左総頚動脈のクリップを解除した後，神経症状は徐

々に消失し，血流再開後30分の時点では明らかな症状

を認めなかった．ただ，刺激に対する易興1!'i性を示し

た．

NADH後光は結数側半球で非結紫側よりもやや踏

し、か（Fig.9）あるいは同程度であり， ATP量の減少は
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Fig. 5B, C. 

Fi邑・ 5. Gerbil 5 min. after left carotid occlusion, corresponding to sympyomatic group 
A; multiparametric study B; DA terminals （×40) C; DA terminals （×100) 

認めなかった．また組織 pHでは caudatenucleusや

thalamus等に軽度の umbelliferone後光の低下が見ら

れ， acidosisの残存が示唆された．

2) 180分虚血後血流再開60分例（Fig.10 A, BJ 

全例において血流再開後も神経症状は回復せず，む

しろ増悪傾向が見られた．

紫外線吸収像（UV）は，結実と側半球の cortexの一

部や caudatenucleus (Fig. 10-A）あるいは hippocam-

pus (Fig. 10-B）に暗い部分が認められた. NADH鐙

光でも結鉄側の caudatenucleus, hippocampusや tha-

lam us lζ暗い部分（blackarea）を認めたが， CVでの

暗い部分とは一致せず， NADH差益光の black,1rcaの

ほうがより広範囲であった. ATPは NADH後光が

低下した部分，すなわち blackareaで減少していたが，

永久虚血群よりは軽度であった．組織 pH も black

areaで高度の acidosis を示したが，結紫側 cortex

の umbelliferone鐙光はむしろ非結紫側よりも強い例

があり（Fig.10-B）見かけ上の alkalosisを示した．

また組織 i,:＋も結数側半球で減少し，特に blackarea 

で顕著であった．

5. 組織学的変化

凍結乾燥標本から得られたパラフィン切片による

toluidine blue染色では， insitu brain freezing による

artifactが特に冠状断面腹側に強く，さらに cryostatに

よる凍結切片の固定標本（ATP用固定液）はより強

い artifactを認めた．従って軽微な虚血性変化を検索

することはi付1311てあり， neuronalshrinkageや neuro-

pil vacuolizationなどの著しい変化のみの観察に限ら
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れた．
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Fi邑.6A. 

Fi邑.6B. 

Fig. 6. Gerbil 5 min. after left carotid occlusion, corresponding to borderline group 
A; multiparametric study B; DA terminals （×40) 

s, mptomatic group では， 180分間塞例で結紫側

大脳半球の内側で非虚血部との境界領域に帯状の神経

網空胞化を認めた．乙の空胞帯の外側I~血巣で，特lと

hippocampus, thal川 nus,caudate nucleus lζ顕著な

neuronal shrinkageなどの組織障害が見られ，これは

組織 K十の高度減少部とほぼ一致していた.60分閉塞

例ではζのような変化は軽度であり， 5分閉塞例では
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変化を認めなかった．また Borderlinegroupや 人 肝

mptomatic groupでは，著変を認めなかった．

虚血後血流再開例では cryostatによるi!U結固定切片

のみを染色したが， 180分虚血後印分血流再開例！てお

いて永久虚血群180分閉塞例と同じ結紫側の hippoca-

mpus, thalamusや caudatenucleus lと高度な組織障害

を認めた．

6. 局所脳血流量

Symptomatic group では結鉄側半球lζ高度且つ均

一な血流低下を認めたが，虚血巣と非虚血巣の境界領

域IL血流増大部を認めた（Fig.11-AI 

－方， borderlinegroupでも symptomaticgroupと

同様の範囲IL血流低下を認めたが，軽度の血流残存が

見られた（Fig.11 B). しかし， NADH賛光のような

不均一性は見られなかった．

Asymptomatic groupでもほぼ同様の範囲に血流低

下を認めたか，その程度は borderlinegroupよりも

Fig. 7A. 

さらに軽度であった．

IV. 考 察

1. 永久脳虚血について

九I内ngoliangerbil (Meriones unguiculatus）は，ー

側の総頚動脈を閉塞するととにより周側大脳半球に種

々の程度の不完全脳虚血を起とすがh28｝との不完全虚

血の程度は，脳底＼＼＇ ill＂動脈輪発達の程度により規

定されることが知られている品開．本研究では虚血の

程度を総頚動脈結紫後の神経症状の程度により判別し，

symptomatic, borderline, asvmptom.1ticの3段階に

分類したが，これらは NADH,ATPの変化の程度と

よく対応していた28o30l，すなわち60分閉塞例の sym-

ptomatic group では，結主主側半球の広範囲に高度な

'.¥TADH畿光増強と ATP減少を認めたが， border-

line groupでは NADH後光の増強は軽度且つ不均一

で， ATP減少もより狭い範囲lζ限られた．一方， .lS¥'-
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Fig. 7C. 

Fig. 7. Symptomatic gerbil 180 min. after left carotid occlusion A, B, C; 'nnw：日 inFig. 2. 
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mptomatic groupではとれらの変化を認めなかった．

NAD七NADH は電子伝達系の重要な補酵素であり，

脳虚血により酸素供給が減少した場合はミトコンドリ

アの還元型 NADHが増加してくる引．また ATPは，

駿化的リン酸化により最終的に生成されるエネノレギー

源であり， NADH鐙光と ATPの局所分布は脳局所の

酸素供給状態， ミトコンドリアの酸化還元状態や酸化

的リン酸化の機能状態を脳血流量よりも直接的に反映

すると考えられる.autoradiography による血流変化

が比較的均一であったことは，分解能の限界によるも

のであろう加． 5分閉塞例では神経症状の観察は出来

ないが， NADH重量光の分布状態から 3段階に分類さ

れ， 60分閉塞例の symptomatic,borderline, asympt-

omaticの各クツレープに相当していた．

さて，以上のように NADHや AT！＇の変化は 5分

及び60分閉塞例において，各ク、、ループ毎lと虚血の程度

lζ応じた変化を示したが，比較的均一な変化を示した

Fi邑.SA.

symptomatic group においても NADHと ATPの変

化ICは局所的な差が見られた．すなわち NADH後光

が軽度増強し columnarpatternを示した結禁側 parie-

ta! cortexでは， ATP減少を認めなかった．とのよう

に ATP減少が NADH増加部位よりも狭いという傾

向は Borderlinegroupでより顕著であり，特IC虚血

時聞が短い程著しかった．さらに組織 pH の変化と

NADH 鐙光の局所分布を比較すると， svmptomatic

groupや asymptomaticgroupの NADH が軽度

に増加した部位やほとんど増加していない部分におい

ても均一且つ高度の acidos日が生じており，より大き

な相違が認められた．この結果は，不完全脳虚血の場

合，局所により異なる程度の虚血が生じるととを示し

ており，また acidosisを引き起乙す血流低下の関値が

NADHや ATPの変化に対する関値よりも低いこと

を示唆すると考えられた．さらに acidosisが均一に生

じ境界明瞭であったζ とは，脳主幹栄養血管の境界明
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Fig. 8. Borderline gerbil 180 min. after left carotid occlusion A; multiparametric study 
B; DA terminals （×40) 

瞭な支配領域を示していると考えられた30'.

一般に脳虚血が生じると，まず炭酸カoスの血流によ

る除去が障害され虚血巣は早速に acidosis となる叩．

次に生理的状態における血流からの酸素抽出率は約50

F弘クノレコースは約10%であり，利用率は酸素の方が

高いことから酸素供給の減少が先に生じることになる

20）.との結果ミトコンドリア電子伝達系の酸化的リン

駿化が障害され， ATP濃度は減少する．原形質内では

嫌気的解糖が冗進し9.36》 pyruvateを lactatelζ還元す

る乙とにより原形質内 NADHを NADトに酸化しよ

うとするため， lactateが急速に落砧してくる．脳虚血

における acidosisは，このいct.ateの蓄積が主な原因

であると考えられている叫が，不完全脳虚血の場合，

残存した血流によりグルコースの供給が残っており完

全虚血時よりも lactateの議積が多く，従ってより高

度の acidosisが生じると考えられている刷

本研究における NADH が高度に増加した部位で

は， ／［Ill批減少の程度が著しい為に炭酸ガスや H＋が蓄

積していると考えられ，これらも acidosisに関与して

いるという可能性は否定出米ない．しかし， NADHが

軽度に増加した部位では血流が比較的残存しており，

軽度不完全脳虚血の場合には lactateの蓄積が acido-

sisの主要因になると考えられる．以上のことから，本

研究で観察された NADH,ATP, pHの変化の相違

は，虚血の程度により少なくとも 3段階の異なるエネ

ルギ一代謝の状態が存在するととを示唆すると考えら

れた すなわち，第 Iの状態は虚血の程度が高度で，

酸素及びグルコースの供給が絶対的に不足し酸化的リ

ン酸化が障害されるために， NADH は高度に増加し

ATP が激減した状態である．この場合嫌気的解糖に

よる ATP産生は不足している. symptomatic group 

の虚血栄中心部がとの状態に相当すると考えられた．

第日の状態は，軽度の不完全脳虚血が生じ酸素の供給

量が相対的に不足するためミトコンドリアの NADH

は軽度増加しているが，嫌気的解糖により ATP産生

を部分的に代償している状態である．この状態は bor-

derline groupの結紫側半球や symptomaticgroupの

虚血巣辺縁部，たとえば parietalcortexに相叶する

と考えられた.Borderline groupの60分閉塞例は 5分

例よりも広範囲に ATP減少を認めたが，これは虚血
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Fig. 9. Gerbil of 60 min. ischemia and 60 min. reperiusion, multiparametric study 

時間の延長lとより嫌気的解糖による ATP生成が不足

する部位のあることを示唆するものと考えられた．す

なわち，嫌気的代謝のみで ATPを産生したと仮定す

ると好気的条件下の2/38の量にしか達せず2ぺ血流低

下が ATP産生代償の関値付近にある部位では，時間

経過と共lζ速やかに ATPが減少するものと推測され

た．第田の状態は，血流低下がより軽度で，嫌気的解

糖が ATP 産生を完全に代償し， さらに hydrogen

transport shuttle systemを介してミトコンドリアの

NADHの酸化も代償された場合である．この状態は

NADHや ATPの変化が無く， acidosisのみを認めた

部位に相当する. Ginsberg ら山も，軽度の不完全脳

虚血において NADH 後光が増強していない部位で

lactateの蓄積があることを報告しており，第皿の状態

も lactate蓄積により acidosisが生じたと考えられ

た．また小暮ら31>は，軽度の低酸素状態下で pyruva-

te/lactate比や NAD+NADH比の変化が生じる以前

の段階において，非嫌気的な解糖克進と H＋イオンの

増加が起こるという現象を報告している．この現象の

機序については明らかにされておらず，また本研究で

は生化学的定量を行なっていなし、が，第皿の状態にお

いてとのような現象が起こっている可能性は考えられ

る．

以上のように，脳虚血時に acidosisが NADHや

ATP の変化よりも広い範囲で起こるという現象と共

に，総頚動脈閉塞5分という虚血超早期lζ既に高度の

acidosisが生じたことは重要である．最近，軽度の脳

虚血早期における acidosisについて， cortexの細胞

外腔pH値を微小電極により測定した報告がなされて

いる3岬. Harrisら18>は細胞内外の電解質に変化が生

じない程度の軽度な脳虚血において，早期から細胞外

pHが低下する乙とを報告しているが，一方細胞内腔
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では生理，生化学的緩衝作用により acidosisから防御

されていると述べている．本研究で示された pH値は

細胞内外の総和としての組織pHであり，両者を区別

するととはできない．しかし，第E，第Eの状態のよ

うな軽度の虚血において仮に細胞内 pHが1.0と正常

値であったとすると，細胞外容積が15%，血液の容積

が3,Sぢ，血液の pH が7,4，組織 pH が6.6という

仮定のもとに算出される細胞外pH値は5,95となる．

実際の組織 pH 値は6.6以下であり， また虚血時に

は細胞外容積が減少することが知られており印細胞外

pH値はさらに低値となる必要があるが，乙れまでの

報告3岬と比べて過度な acidosisと考えられる．従っ

て，虚血早期においても細胞内腔に acidosisが生じて

いる可能性が強く示唆された．

次Iζ組織 K＋の変化を見ると， 60分閉塞例の sym・

ptomatic groupでわずかな減少を認めたにすぎない．

細胞膜内外の Na+,K＋分布は ATP依存性の（Naベ－
K+) ATPaseを介して恒常性が維持されており，虚

血により ATPが減少すると K＋は細胞外へ漏出し脱

分極が生じる．しかし今回の結果は，細胞内外の K+

イオン総量の減少は虚血60分の時点、ではわずかであっ

たが，180分虚血ではより高度となっており，時間と共

lζK＋が減少することを示していた.Schuierら日》も，

脳虚血時の組織電解質を定量し，虚血時間の延長によ

り次第に K＋イオンが減少するととを報告している．

とのように K＋をはじめとして， 5分及び60分閉塞例

と180分閉塞例の NADH,ATP, pHの変化を比較す

ると，時間経過により変化の部位や程度lζ相違が生じ

てくることがわかる．まず180分閉塞例の symptoma・

tic groupでは，結紫側虚血巣の ATPは減少してい

るが， NADH畿光は増強したものの 5分， 60分閉塞

例よりも軽度となっていた．虚血巣での NADH後光
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Fig. 10. Gerbil of 180 min. ischemia and 60 min. reperfusion A, B; multiparametric study 

減少は， ATPが減少したままであるととからエネノレギ

一代謝の改善によるものでなく，脳内において高度の

活性を持つ NAD+aseによる NAD十の分解山か，

あるいは acidosisによる NADH崩壊加が生じたこ

とによると推測された．さらに，組織 K＋と共lζATP

は NADH 畿光が軽度に増強した部分でも減少し，

NADH, ATP, K+, pHの変化した範囲がほぼ一致し

ていた点で， 5分及び60分閉塞例と異なっていた．乙

れは5分， 60分閉塞例で見られた軽度虚血部位（第日

の状態）において，エネルギ一代謝の障害が時間経過

とともに増悪したことによると考えられた．一方，第

Eの状態も180分例ではみられなかったが，この部分は

側副血行により血流低下が改善されたものと考えられ

た．同じように， Borderlinegroupでも180分間塞例は

NADH, ATP, pHの変化が軽減しており，やはり側

副血行による血流改善があったと推測された．とのよ

うに，エネルギ一代謝障害が軽度な場合でも，高度な

虚血部位K隣接する場合とそうでない場合に，時間経

過による予後lζ差が生じるととは興味深い.Astrupら

は．脳虚血において細胞内 K＋イオンが細胞外へ漏出

する membranefailureは，電気活動が低下する syn・

aptic transmission failure よりも血流低下に対する

関値が高い三とを示し，“ischemic penumbra”の概

念を提唱している3) “ischemic penumbra，，は虚血巣

の周辺部に存在し，機能的には停止した状態であるが，

血流改善あるいは薬物による脳代謝抑制lとより回復し

うる組織であるとされ， 1:,::;iわけにも重要であると考え

られている．本研究では，脳波，誘発電位，脳血流量の

絶対値等の測定を行なっておらず，実験モデルも異な

るため，軽度な虚血部位 earn，第田の状態）が厳密
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A B 
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Fig. 11. Autoradiograms of regional cerebral blood flow (rCBF) with 1251-isopropyliodo-
amphetamine in symptomatic gerbil (A) and boderline gerbil (B) 60 minutes 
after left carotid occlusion 

な意味でいわゆる“ischemicpenumbra，，に一致する

ものではないが，少なくとも“1schemic pen um bra" 

を部分的に含むものと推定される． また Borderline

groupのように，エネノレギ一代謝が虚血巣の広範囲に

おいて時間と共に回復する場合があり，＂ ischemicpe-

numbra”でみられるような高度虚血部位の周辺部の

みでなく，虚血巣全般で可逆性変化を示す場合がある

と考えられた．きて，以上のような虚血時間の延長に

よる相異は組織 pH の変化でもみとめられており，

symptomatic group の5分及び60分例で高度に低下

した umbelliferone の後光か， 180分例では部分的に

やや増強していた．虚血中に生じた acidosisが時間と

ともに alkalosisへと shiftする現象は， neutralred 

による組織化学的方法を用いた小暮ら却や溝井ら仰の

報告があるが，その機序については明らかにされてい

ない．今回の実験で示された umbelliferone鐙光強度

の上昇を考える場合，二つの現象を考慮に入れる必要

がある．すなわち，実際の pH値が上昇した場合と，

backgroundの umbelliferone後光が上昇した場合で

ある．実際 umbelliferoneの後光が pH値による影響

を受けない 340nm紫外線励起でも印， 370nm による

励起と同じ部位に蛍光増強を認めたことから（未発表

データ）， pH値変化以外の要因も関与している乙とが

示唆ぎれた．乙の background上昇の原因は現在の段

階では不明であるが，少なくとも水分量が増加した場

合に上昇する30）ことは判明しており，また蛍光が増強

した部位は脳浮腫の生じ易い虚血巣辺縁部26）であった

ことから，脳局所水分量の増加が反映された可能性が

強い．いわゆる浮腫水は血液に由来するものであり，

pH値はほぼ7.4であると考えられ，従って水分の増加

した場合でも局所的KpH値は上昇すると推測される．

また，高度虚血巣隣接部の軽度虚血部で見られた虚血

時間延長によるエネルギ一代謝障害や組織障害の増悪

は，乙の部分に生じた脳浮n重が関与したと推測できる．

しかし，乙の点lζ関しては今後さらに検索されるべき

問題であると考える．

2. 一過性脳虚血について

永久虚血時においても，側面l血行により血流が増加

し血流再開と同様の現象が部分的に仔在すると考えら

れた．一方，総頚動脈クリップ除去による血流再開モ
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デルでは，高度不完全虚血巣iζ対する血流の再開であ

り，臨床的lとは脳主幹動脈の血栓溶解，血栓除去ある

いは頭蓋内外血行再建術に相当すると考えられる．こ

の場合』虚血時間の差が血流再開後の病態変化の差異

lζ大きく影響してくる．

虚血60分後の血流再開例では，虚血巣の NADH後

光増強はみられずむしろ対側半球よりもやや暗い例が

あっfこ．また ATPや組織 K＋は減少しておらず，従

ってこの時点ではエネルギ一代謝の障害が血流再開に

より回復したと考えられた． しかし，程度の差はあれ

acidosisが虚血巣に見られたと とは，虚血中lζ蓄積し

たlactateがまだ残存していることを示唆している．

伊藤らは日同じ gerbilの1時間虚血例において，血

流再開後3時聞から20時間後の聞に強い組織障害が出

現すると報告している．血流再開後1時間の時点、でエ

ネルギ一代謝（ATP生成）は回復していたことから，

その後に生じる BloodBrain Barrierの障害と組織

障害が密接に関連しているのであろう．一方 180分虚

血例では結鉄側半球で特に hippocampusや caudate

nucleus, thalamusで， ATP減少の回復が不良であり

高度の acidosis が生じていた．またこれらの部位の

NADH後光は反対側よりも明らかに減少し暗くなっ

ていた． ζのような NADHの変化は紫外線吸収像で

血流量の増加が一部κ限られていたことから，ヘモグ

ロビンの干渉によるものではないと考えられた．従っ

て， NADH後光の暗い部分（blackarea）では NAO+

-NADHプーノレの減少60）か，あるいは過酸化現象34)

が起とっていることが推測された．今回の実験では両

者のいずれかを決定するととはできないが，blackarea 

で高度の acidosisが生じていたととは過酸化現象が存

在する ζとを示唆するものと考えられた．すなわち，

血流再開後にも嫌気的解糖が続き電子が原形質からミ

トコンドリアへ流れていないことを示しており， ミト

コンドリアの電子伝達系がまだ障害されていない状態

で血流が再開されると血流κより供給された酸素が還

元されなくなる． ζの様な場合iと過酸化の状態が生じ

ると考えられている加 過酸化により freeradicalが

生成され，生体膜の構成要素である脂質が酸化を受け

膜構造が変化し， ζれが血流再開時の組織障害のー要

因と考えられている山．さらに組織 K＋の減少は細胞

障害の指標と考えられ， 180分虚血後の血流再開例の

black area において K＋減少が顕著であったとと

から，との部位iζ過酸化が生じている可能性は強いと

考えられた 過酸化ーfreeradical はまた，脳浮腹の

発生lζ深く関与すると考えられており山血流再開後の

病態を知る上で極めて重要と恩われるが，今後さらに

検討を要する．また今回の180分虚血後血流再開例は，

再現性lζ富む有用なモデJレであると考える．

近年， positronemission CTや NMRCTが開発さ

れ，脳虚血時の水分量， E主素消費量， ATP,pH, K＋な

どを測定するととが試みられており，特Iζ水分量抑や，

酸素消費量出， pH＂については実際 lζ臨床の場で応用

されるようになった．脳虚血における局所病態変化や

組織回復性IC:関するこれらの診断方法の臨床的応用を

目的として，今後組織化学的方法による実験的検索は

さらに重要不可欠になると考えられる．

3. ドパミン （DA）神経終末の変化について

今まで述べた NADH,ATP, K+, pHの局所変化は

方法的制限により macroscopiclevelでの観察にとど

まった．一方 caudatenucleusのDA神経終末畿光の

変化は， microscopiclevelでの局所酸素供給状態や，

ATPの変化を反映するものと考えられる．すなわち，

DAを含む CAは神経終末での合成，貯蔵，放出，再

摂取，分解のすべての過程で分子状酸素と ATPを必

要とするため，脳虚血による酸素や ATPの減少に応

じて変化を示すと考えられた如．

実際IC, 60分閉塞例 symptomaticgroupでは結殺

側 caudatenucleusのDA鐙光は高度に減弱しており，

DAが神経終末から漏出し周囲のグリアや有償神経束

へ取り込まれていた．時間を追って乙の変化を見ると，

虚血5分という早期ではまだ不均一且つ軽度であり，

時間経過と共に高度化，均一化する乙とがわかる．乙

の不均一性は borderlinegroup において特に顕著で

あり，細動脈周囲での DA後光は保存されており遠

隔部において DA漏出が生じ易いことを示す．との

結果から，軽度の不完全虚血では部位lとより血流の濯

流圧lζ差が生じ，細動脈近傍では DA漏出（エネル

ギ一代謝障害〉の関値以上の血流が保たれ，遠隔部の

いわゆる ..microwatershed zone”というべき部位で

は，関値以下Ii:'.減少したと推測され~.また高
度不完

全脳虚血でも，まず“microwatershedzone”からエネ

ルギ一代謝障害が始まり，時間と共iζ広がっていくと

考えられた. gerbilの断頭による完全虚血モテソレでは，

DA後光の不均一な変化は認めておらず加，この結果

からも不完全脳虚血における microscopiclevelでの

脳エネルギ一代謝の不均一な変化は，もっぱら細動脈

ー毛細血管レベJレでの濯流圧の差Ii:'.起因す石可能性が
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強い仙28>. として機能する可能性が示唆された．

小暮は35', Opitzや Thewの脳組織毛細血管の酸素 5. 脳虚血の局所病態変化を各種指標による組織化

分圧モテ、Jレの毛細血管を皮質穿通動脈に置き換えるこ 学的方法で検索することは， PETや NMRCTの臨床

とにより脳虚血時エネルギ一代謝の不均一性を論じて 的応用の上からもさらに重要であると考えられた．

いる．しかしとれまで microscopiclevelでの不均一性

を実際に証明した報告は見当たらず，本研究での所見

は重要であると考えられる．また Cerv6s-Navaroら＂

は，従来より毛細血管iとあると考えられてきた栄養血

管としての機能が細動脈にも存在する可能性を示唆し

ているが，今回の結果はこれを支持するものである．

v. 結 語

1. Mongolian gerbilのー側総頚動脈閉塞により，

急性期の局所不完全脳虚血及び虚血後血流再開モデ

ルを作成し，脳局所のミトコンドリア酸化還元状態

(NADH), ATP，組織 pH，組織カリウムイオンと

caudate nucleusのト、パミン神経終末の変化を指標と

して，組織化学的方法による脳虚血の局所病態変化を

検索した．

2. 総額動脈閉塞後の神経症状の程度と，各指標の

変化の程度はよく対応していたが，部分的に，また閉

塞時聞により各指標の変化に相違を認めた．特lと脳虚

血早期では，境界明瞭な acidosisが最も広い範囲に生

じ， I ) acidosisと高度の NADH増加及び ATP減

少を生じた部分，日） acidosis lこ軽度の NADH増加

はあるが， ATPは減少していない部分，皿） acidosis 

のみ生じた部分，という三種類の異なる状態に大別さ

れた．との状態の相異には，血流低下時の嫌気的解糖

が関与すると考えられた．また日）やill）の軽度脳虚血

でも，虚血時間延長lとよりエネノレギ一代謝障害が回復

する場合と増悪する場合にわかれた．

3. 組織カリウムの変化から， hippocampusや cau-

date nucleus, thalamusなどの内側lζ虚血早期から高

度の組織障害が生じることが示唆された．これにほ側

副血行による脳浮腫が関与すると推測された．

また，虚血後血流再開モデJレにおいても永久虚血モ

デノレ群と同様の部位に高度な脳エネJレギ一代謝障害，

組織障害を認め，過酸化現象の関与が推測された．

4. Caudate nucleus の DA 神経終末の変化は

microscopic levelで不均一であり，特に虚血の程度が

軽い程不均一性は顕著であった．乙の不均一性から，

細動脈一毛細血管といった微小血管レベルでの perfu-

sion pressure の隔差によるエネルギ一代謝の不均一

位が存在すると考えられた．また細動脈が，栄養血管
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