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はじめに

　心停止、低灌流、脳血管障害により、脳は他臓器と

比べ容易に障害される。その特殊性から、脳虚血、脳

蘇生は一大研究分野となり、生理学、生化学、薬理学

といった基礎系教室をはじめ、脳神経外科・内科、麻

酔科、救命救急といった臨床系教室まで、脳虚血、蘇

生をテーマに世界中で、研究が行われている。その研

究手法の中心となるのは、様々な動物実験モデルであ

り、脳虚血の病態生理及び治療法の発見のために、実

験的脳虚血モデルによる基礎研究が現在進められて

いる。特に分子生物学的アプローチや薬剤効果の評価

などにおいて、動物実験は必要不可欠なデータをもた

らす。

　脳虚血モデルとして対象となる動物は、1980年代ま

ではイヌ、ネコ、ラット、スナネズミ、霊長類など、そ

れぞれの使用割合がほぼ伺程度に平均化されてい

た1）。しかし動物愛護、倫理的問題等が影響して、イヌ

やネコなどの大型動物の使用が困難になり、逆に経済

的利点、脳血管や遺伝子の構造がヒトに類似している

ということで、鶴歯類の使用頻度が増加してきた。更

にトランスジェニックマウスの作成が普及し、並行し

て鶴歯類を対象とした局所脳虚血モデルが様々な方

法により開発されてきたため、現在では脳虚血モデル

として対象となる動物の90％以上が鶴歯類となっ
た1）。

　当教室でも、開設以来、脳蘇生の研究を継続してき

た。古くは雑種成犬の心停止による脳虚血モデルを使

用し、多くの研究成果を残した。しかし、前述した背

景により、最近ではラット・マウスを中心とした藩歯

類モデルへと研究対象が変化している。測定するパラ

メーターは、古くは組織酸素分圧、脳灌流圧や脳血流

量などの基本的なデータが中心であったが、脳虚血仮

説の進歩に伴い、ミトコンドリア呼吸商や、細胞外グ

ルタメート、モノアミン、アミノ酸等へ変遷し、近年

では情報伝達関連タンパクなど分子生物学的なパラ

メーターが中心である。

　本稿では、藩歯類を中心とした局所脳虚血モデルの

現状と問題点を、当教室での実験結果を含めて解説す

る。

2004年ll月12日受付、2005年1月4日受理

キーワードニ脳虚血、実験モデル、趨歯類

（別冊請求先：〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－1 東京医科大学麻酔科学講座　室園美智博）
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蓄歯類による脳虚血モデル（Rodent　model）

理想的な脳虚血動物モデルとしての条件は

1．

2．

3．

4．

5．

6．

臨床的病態がヒトに近いこと

再現性があること

安価で、簡単に数多く作成できること

麻酔、手術などによる脳虚血以外の二次的な影

響を受けないこと

体温、血糖、血圧などの生理学的パラメーター

がコントロールされていること

倫理的に容認されうること

などが挙げられる2・3）。しかし現実にこの条件を全て満

足するモデルは存在しない。したがって各脳虚血モデ

ルでの特徴や背景を十分理解した上で、得られたデー

タに対する解釈をするべきである。このような過程を

経ることで、より精度の高いかつ詳細な情報が獲得さ

れ、確実な臨床への応用に結びつくのである。　近年、

脳虚血時の神経細胞障害に対する興奮性アミノ酸4）や

フリーラジカル5）そしてアポトーシスの関連性6）、また

神経保護としての抗炎症性サイトカイン7）や虚血耐性

にけるheat　shock　protein8）の働きなどが解明されてき

ている。さらに脳虚血に伴う遺伝子プロファイリング

が行われ、神経細胞死の鍵となる遺伝子も特定されつ

つある9）。以上のような研究成果を獲得するために、多

くの肝心類による脳虚血モデル実験が利用されてい

る。その背景として、ラットやマウスによる脳虚血モ

デルの開発が活発に行われ、より信頼性の高い実験モ

デルが確立してきたことが大きく貢献している。

　脳虚血モデルには大きく分けて全（前）脳虚血モデ

ルと局所脳虚血モデルがある。原則的には前者は心停

止やショックの病態を想定しており、後者はヒト脳梗

塞の病態に類似したモデルである。醤歯類モデルとし

てはスナネズミ、ラット、マウスの3種類が代表的な

モデル動物である。

　前脳虚血モデルでは、一定時間の虚血を受けた後、

数日して海馬CAl領域に神経細胞死が起こる、いわ

ゆる遅発性神経細胞死が知られており、前脳虚血モデ

ルはそのメカニズムや治療を研究するために使われ

ているといっても過言ではないだろう。ラットのモデ

ルは、特に1970年後半から開発が進み、まずPulsinelli

らが4血管閉塞（four　vessel　occlusion）モデルを開発

し、二二領域の選択的脆弱性を見出すことに非常に役

立った10）。1980年に入ってからは、両側総頚動脈のク

リップによる結紮と中心静脈からの脱血により脳虚

血を起こすSmith　modelが開発され、現在でも世界で

広く使われている11）。比較的容易に作成でき、いった

んモデル作成に習熟すれぼ、CAlのダメージの再現性

が高い。このモデルによって、前脳虚血の研究は大き

く進歩したのである。スナネズミにおいても前脳虚血

モデルは容易に作成できる。スナネズミは解剖学的に

脳底動脈輪の後交通動脈を欠くため、両側総頚動脈の

結紮により容易に前脳虚血が得られる。遅発性神経細

胞死を世界で初めて報告した桐野らも、スナネズミを

使用している12）。マウスの前脳虚血モデルは現在開発

途上の段階で、未だに確立されたものは少ない。マウ

スは系統によって、ウィリス輪を中心とした脳血管構

築上の相違が認められ、脳虚血に対する反応も系統ご

との特徴が存在する。しかしながら上記のような条件

を踏まえて、最近ではマウスの前脳虚血モデルによる

報告も確実に増えてきている13）。

　局所脳虚血モデルは先にも述べたように脳梗塞を

想定しており、スナネズミ、ラット、マウスにてそれ

ぞれモデルが開発されている。スナネズミにおける局

所脳虚血モデルは1960年代にLevineらが一側総頚動

脈閉塞によるモデルを発表し14）、一時期は普及してい

たが、血管構造に個体差が著しいなどの欠点があり、

現在はラットやマウスに比べて報告は少ない。それと

対照的にラットは、局所脳虚血モデルの中で現在最も

繁用されている動物モデルと言える。その局所脳虚血

の作成にはいくつかの方法が現在までに報告され、そ

れぞれの方法が実際に多くの研究者によって採用さ

れ優れた報告がなされている。マウスに関しては、体

重・致命率・系統による差異などラットとは違った条

件を考慮しなければならない。しかしラットでの作成

方法に準じてマウスの場合も局所脳虚血モデルを作

成していることが多い。ここではラットとマウスにお

ける局所脳虚血モデルの主な作成方法について、それ

ぞれの方式の具体的アプローチ方法や長所・短所を中

心として解説する。

Intraluminal　Filament　Occlusion　of

Middle　Cerebral　Artery　（MCA）

（血管内モノフィラメントモデル）

　このモデルは小泉らによって最初に報告されたも

ので、一過性局所脳虚血モデルとしてもっとも広く普

及している15）。この方法は頚部正中を切開し、総頚動

脈・外頚動脈・内切動脈を剥離する。外頚動脈遠位部

に切開を加えてそこから先端を溶かして丸く整えた

（2）
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　ACA：　anterior　cerebral　artery

CCA：　common　carotid　artery

　ECA：　external　carotid　artery

　ICA：　internal　carotid　artery

　Lin　A：　lingual　artery

　MaxA：　maxil！ary　artery

　MCA：　middle　cerebral　artery

　OcA：　occipital　artery

　PCA：　posterior　cerebral　artery

　Pcom：　posterior

　　communicating　artery
　Ptyr：　pterygopalatine　artery

　SThA：　superior　thyroid　artery

Fig．　1

X　siliconized

　　　　　monofilament

　　

　　　　　ド

幅TA

The　schema　of　the　vasculature　with　occlusion　by　a

siliconized　monofilament．

（ナイロン）モノフィラメント（ラットならば4－0、マ

ウスならぼ5一（〉～8－0）を挿入し、内頚動脈を経て中大

脳動脈近位部まで進め、中大脳動脈の血流を閉塞する

（Fig．1）。この方法で皮質及び皮質下に広く梗塞を生じ

る（半球体積の35－40％）。またモノフィラメントのサ

イズを調整することでマウスにも利用している。さら

にモノフィラメントを抜去することで虚血時間を調

節し、再遠流を行える。従って永久虚血でも一過性虚

血及び再灌流でも対応可能である。開頭することなく

血管閉塞をおこなえるので、比較的侵襲の少ないモデ

ルといえよう。この方法の欠点としては、頭蓋内の中

大脳動脈周辺を直接観察できないため、モノフィラメ

ントの先端が十分に中大脳動脈起始部に留置できて

いないことや、進入しすぎて前大脳動脈を穿破してし

まうことがある。またこの方式は中大脳動脈の他に、

後交通動脈や視床下部への穿通枝なども閉塞するた

め、梗塞の範囲が非常に大きくなりやすい。これらの

欠点が原因で再現性が若干低い結果となっているた

め、いくつかの改善点を加えた変法がさらに開発され

た。モノフィラメントをsilicon16）やpoly－L－lysine17）な

どでコーティングする方法もそのひとつで、これによ

り血管内への進入を滑らかにして、血管壁への損傷を

減らす。しかも血管閉塞による血流低下に安定したも

のが望める。レーザー・ドップラーによる局所脳血流

測定を利用して、モノフィラメントを留置する位置の

判断をする方式も、フィラメントによる血管の破錠を

防いで再現性を高める18）。またさらにこの虚血モデル

では、特にラットにおいて虚血後に生じる視床下部の

傷害が原因で、高体温をきたすことがある19）。そのた

め術後に冷却ボックスにて一定時間管理するといっ

た方法をとっている報告もある20）。

Permanent　Middle　Cerebral　Occlusion　（PMCAO）

　　by　Craniotomy　and　Electrocoagulation

　　　　　（開頭中大脳動脈閉塞モデル）

　本モデルは1981年春amuraらにより発表されて以

来、中大脳動脈閉塞モデルの主流のひとつとなってい

る21）。術式は、側頭筋を圧排し、卵円孔と眼窩裂の中

間にて小宮をあけ、硬膜を切開する。中大脳動脈を確

認したら、中大脳動脈の分枝である外側レンズ核線条

体動脈より遠位側（場合によっては近位側）にて中大

脳動脈を電気焼灼する。このモデルでは基本的には皮

質のみの梗塞を生じる。また再現性を高めるために、

総頚動脈にも閉塞を加えたり22）、高血圧自然発症ラッ

トを利用している23）。欠点としては、直接前表に接触

するので、なるべく手術操作による脳損傷を与えない

ようにある程度高い熟練度が要求される。

Clot　Embolism　with　Autologous　Blood　Clot

　　　　　（塞栓子モデル）

　本モデルでは自家血clotを内匠動脈または中大脳

動脈に向かって注入し、塞栓を形成する24）。この方式

では、血栓溶解により再海流を生じるよう計画したも

のや25）、microsphere26）・air・bubble27）による多発性塞栓

など、いくつもの変法が存在する。他のモデルと比べ

て塞栓によるモデルの優れている点は、内因性凝血塊

を使用しているので、より生理的な病態が生じている

ことである。欠点としては、微小栓子の量や塞栓の部

位によって梗塞のサイズは変わるので、再現性はあま

り高くない。また塞詮が形成されて虚血がいつの時点

で生じているかがあいまいとなっている。これらの点

を考慮して、モデル作成中にレーザー・ドップラーに

より局所脳血流を測定する、または先の血管内モノ

フィラメント法と同様にカテーテルを挿入し、中大脳

動脈起始部まで進めてから塞栓子を注入といった改

良型が、最近報告されている28＞。

Photothrombotic　Occlusion　of　the　MCA

　　　　　（光線虚血モデル）

　このモデルは、Rose　Bengalを全身投与してから特

定の波長をもった光線を露出した中大脳動脈領域皮

（3）
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如に照射、その局所の微小血管にて内皮細胞にダメー

ジが生じ血栓を形成、虚血を成立させる29）。脳表面を

露出するが、脳実質に直接操作を加えないので低侵襲

である。しかも照射部分のみ虚血となるので、再現性

も比較的高い。しかしこのモデルにおいても上記の塞

栓モデルと同様に虚血開始時間や再庶流開始時問を

確認するのは困難である。

Vasospastic　Occlusion　with　Endothelins

　　（エンドセリン閉塞モデル）

　エンドセリンは、強力な血管収縮作用をもってお

り、これを脳表面に投与することで脳梗塞を作成する

のが、このモデルである30）。基本的に血管外からの投

与にて成立するモデルなので、脳表面の皮質部分に投

与する限りは侵襲が少ないが、脳実質内投与となると

侵襲性が高まる。また再開通の時期や梗塞領域の大き

さの不明瞭さが問題点である。

　以上、ラットにおける局所脳虚血の主なモデルであ

る。

　マウスでは現在主に血管内モノフィラメント閉塞

モデルまたは開頭中大脳動脈閉塞モデルが利用され

ている。

当教室における門歯類での局所脳虚血モデル実験

　現在、当教室においては血管内モノフィラメント法

を採用しており、ラット・マウスにおける局所脳虚血

モデルでの実験成果を報告している。

　当教室でのラットによる局所脳虚血モデルは、熱に

より先端部分を溶かしながら角をとり、さらに近位部

をシリコンでコーティングした4－0ナイロンモノ

フィラメントを使用。ラットを（ハロタンによる）全

身麻酔下にて、気管内挿管を施行し人工呼吸管理しな

がら、鳴動・静脈にカテーテル挿入（動脈圧及び動脈

血ガス測定、また静脈は輸液に使用）。内頸動脈よりモ

ノフィラメントを挿入し、内頸動脈近位端からモノ

フィラメント19mmの長さを進める。この状態にて

モノフィラメントを2時間留置してから抜去（再灌

流）する。再南流後体温上昇を考慮して冷却ボックス

にて保存、2時間経過時に神経学的所見を評価し、虚血

によるダメージの有無を確認する。

　松本らは、サイクロスポリンA（CsA）を中心とす

る薬物の抗虚血作用に観点を置いて、脳虚血後の

Mitochondrial　Permeability　Transitionの変化と抗虚血

作用の関連性を報告した20）。その研究では、上記の

F轡夏驚2e盤圭灘琶e磁e航◎君嶺e纐◎f鍛隻脚ra熱蓑麟照圭

　　　撫《｝厳◎薮嚢a瓢e戴段瓢至綾数e¢（毫le

胤

　　s二二量。◎織諺e姦漁◎雛◎｛llament＄“撫ぎe

4gopt．

奄рP1111一l　l　ll　：：　：：：：　：：

　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　27G　needle

Fig．2　The　monofilament　is　covered　with　silicon　and　is　150－

　　　200　ptm　in　diameter．

ラット局所脳虚血モデルを使用した。また同モデルを

使った実験で、calcium／calmodulin－dependent　kinase　lI

やprotein　kinase　C一［gamma］など細胞内シグナル伝

達関連物質の脳虚血時や再灌六時の変化を観測し、脳

保護への手がかりを検討している31）。

　当教室でのマウスの局所脳虚血モデルも、血管内モ

ノフィラメント法を採用している。使用するモノフィ

ラメントは6－Oのサイズのもので、長さ約12mmに

調節し、先端から約5mmの長さをシリコンコーティ

ングする。シリコンコーティングにより、モノフィラ

メントの直径を約150～200μmに調整する（Fig，2）。吸

入麻酔薬（イソフルランやハロタン）・笑気による麻酔

下（マスクによる自発呼吸状態）にて、皮膚を剥離し

た頭蓋骨表面にレーザー・ドップラー・フローメト

リーのプローブを装着、局所脳血流を測定開始（局所

脳虚血モデル作成中継続してモニタリング）。続いて

頸部に切開を加えてから総頚動脈・内頚動脈・外頚動

脈を剥離展開した後、外頚動脈よりモノフィラメント

を挿入。内頚動脈を経て中大脳動脈起始部までモノ

フィラメントを進める。モノフィラメントにより中大

脳動脈が閉塞状態になると、局所脳血流測定にて急激

な血流低下を示す（Fig．3）。その時点でモノフィラメ

ントを留置する。30分留置後モノフィラメントを抜去

する（再灌流開始）。再灌流後麻酔を中止してから体温

低下を防ぐために、約35℃に維持したボックスにて

保存、2時間経過時に神経学的所見を評価する。再灌流

後48時間経過時に脳組織を染色（Fig．4）、ダメージを

評価する。

　当教室では、上記のマウス局所脳虚血モデルをノッ

クアウトマウスにて作成し、生体内における内因性物

（4）
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質の虚血に対する影響を検索している。血漿ファイブ

ロネクチン・ノックアウトマウスに局所脳虚血実験を

施行、血漿ファイブロネクチンがアポトーシス関連の

物質に影響することで、抗虚血作用に関与しているこ

とを報告した32）。一方、CsA等抗虚血作用を有する薬

剤が、血液脳関門により脳実質への浸透が困難である

ことが言われている。そこで我々は血液脳関門の働き

を有する物質が欠如したマウス（multi　drug　resistance

laノックアウトマウス）を使い、局所脳虚血時のCs

Aの投与における影響を観察、結果、CsAは濃度依存

性に抗虚血作用また毒性を発揮することが証明され

た（Fig．4）。従ってCs　Aによる投与方法や投与量を確

立するのに、therapeutic　windowの検討が十分に必要

であることが示唆された33）。更に現在我々は、血液脳

関門としての働きを有するmdrla　gene由来p－

glycoproteinの脳虚血に対する影響を、　mdrlaノック

アウトマウスでの脳虚血実験にて継続して追究して

いる。

（5）
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ノックアウトマウスを使った脳虚血実1験

　マウス野性幹（ES）細胞を用いたノックアウトマ

ウスの報告がされて以来、現在までに世界中で数多く

のノックアウトマウスが作成され、膨大な数の生体内

物質の存在・働きが報告されてきた。近年、脳虚血に

関する研究においてもノックアウトマウスを対象と

した実験報告が急増している。マウスの遺伝子はヒト

遺伝子と相同性が高く34）、それ故にノックアウトマウ

スを利用した脳虚血研究ではヒトの細胞分子レベル

の病態解析に非常に有用である。ここでノックアウト

マウスの作成方法を簡単に説明する。

　1）欠失させたいマウスのゲノム標的遺伝子を単

　　　離して構造を決定する．

　2）標的遺伝子配列の一部を遺伝マーカーに置換

　　　した変異遺伝子配列を、ターゲッティングベク

　　　渾一に挿入する。

　3）ES細胞にターゲッティングベクターを導入

　　　し、遺伝子マーカーを指標にして、相同組み換

　　　えを起こしたES細胞を選択する。

　4）妊娠雌マウスから取り出した胚盤胞に選択し

　　　たES細胞を、マイクロインジェクションする

　　　（キメラ胚）。

　5）キメラ胚を仮親の子宮へ移植し、キメラマウス

　　　（生殖細胞にES細胞由来遺伝子を取り込んだ

　　　マウス）を取得する。

　6）選択したキメラマウスと野生型マウスを交配

　　　し、ヘテロ変異マウス（＋／一）を取得する。

　7）ヘテロ変異マウス同士の兄妹交配により、ホモ

　　　変異マウス（一／一）を取得する。

　基本的な作製方法は上記のごとくである。

　実際に多くの種類のノックアウトマウスが脳虚血

実験に用いられているが、いくつかの問題点がある。

　脳虚血領域で対象となるノックアウトマウスは系

統としてC57BL／6や129／Svのマウスが多い35）。しか

もES細胞は129／Sv由来で、キメラと掛け合わせる系

統がC57BL／6ということが多く、その場合ノックア

ウトマウスは2系統の遺伝的バックグラウンドを有

していることになる。一方、マウスでは系統によって、

脳血管構築や興奮性アミノ酸による神経毒性に差が

あると報告されている36・37）。従ってコントロールとし

てのマウスの系統によって、ノックアウトマウスとの

比較検討に慎重を要する。コントロールとしてlitter－

matesを用いる方法もあるが38）、連鎖不均衡という現

象が影響して他の虚血感受性に関わる遺伝子が標的

遺伝子とともに並行して遺伝する頻度に、ノックアウ

トかlittermatesのどちらかに偏る状況が危惧される。

また、時としてノックアウトマウスがコントロールと

比較して解剖学的表現型に有意な差を認めることも

ある。例えばコントロールマウスと比較して体重や骨

格に差を認めたり39）、血管径や血管走行に違いを認め

ることがあり40・41）、その場合、それだけで脳虚血モデル

を作製する際にダメージの大きさや局在性に違いが

生じる可能性がある。ノックアウトマウスでは特定の

遺伝子の欠損により一部の物質や機能が消失してい

るのだが、その働きが重要な機能に関わる物質や機能

を司る遺伝子であるほど、マウスは致命的な結果を被

ることになる。つまり欠失する遺伝子によっては胎児

期に死亡してしまうようなことが生じる。実際そう

いった遺伝子は多く、その場合脳虚血におけるその遺

伝子やそれに特定される物質の作用をノックアウト

マウスでは検索できない。そこで特定の組織や時期に

遺伝子の発現を抑制する方法が開発された。いわゆる

コンディショナル・ターゲッティングと言われるもの

で、そのひとつがCre／loxPシステムを使ったもので

ある32）。これにより発生学上重要な遺伝子も、成長後

一時的に機能を抑制させて、脳虚血実験に利用するこ

とが可能となった。また実験結果の評価に関して更に

注意すべきこともある。ノックアウトマウスはある特

定遺伝子の働きを抑制しているが、他の遺伝子がその

代償的な作用を発揮することがあり、標的遺伝子の働

きを純粋に評価できないこともある。また最終目標は

脳梗塞の治療法の開発だが、ノックアウトマウスの実

験では、特定遺伝子が複数経路を経て組織内の多方面

に影響を与える場合もある。従ってその特定遺伝子の

どの働きが抗脳虚血作用に繋がる機構であるかを詳

細かつ十分に検討しなけれぼ、臨床への応用の実現は

困難である。

　先に述べたように、理想的脳虚血モデルを作成する

うえでの条件があるが、それをクリアするには現在の

ところいくつか問題がある。特にマウスではラットと

比較してスタンダードな方法が確立してないように

思われ、なかでも血糖・体温・血圧に関する調節や神

経学的評価スケールに関しては、まだ十分に検討すべ

きだと考える。一方では、ノックアウトマウスによる

研究成果には大きな期待が寄せられているのも事実

である。従ってマウスの脳虚血モデルは今後も進歩を

続けるだろう。また最近遺伝子操作したラットの開発

（6）
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が進んでいるが、広く使用するにはまだ期間を要す

る。従ってラットを使った脳虚血は、薬剤や様々な外

因性の影響を課した実験に頻繁に利用されていくこ

とも、今後しぼらくは変わりないだろう。

ま　と　め

　　動物による脳虚血実験は、多くの研究者により様々

な手法で行われ、多くの情報が得られている。その最

終目的は、ヒトへの臨床応用に結びつけることである

が、解決すべき問題点が現在も残っている。例えば、超

歯類での虚血実験は発症後2，3日の評価が多く、長く

て2週間くらいである。しかし臨床試験では発症1～3

ケ月後の評価が多い。また脳の構造と機能の関係に、

ヒトと鵡歯類では違いがある可能性もある。従って、

鶴歯類を含めた動物実験による結果を臨床へ応用す

るには、その道のりを埋めるためのさらなる努力が必

要とされる。
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