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1. 序論 血管性認知症と慢性低灌流モデル動物

1 -1 血管性認知症とは

血管性認知症 (Vasculardementia : VaD) は認知症の原囚疾患としては、

アルツハイマー病 (Alzheimer'sdisease : AD) についで多く、脳血管障害に起因

する認知症である。これは脳血管障害と認知症の間に囚果関係が存在するもの

と定義される。血管性認知症の原因には、脳梗塞、脳出血、くも膜下出血に加

えて、脳循環不全、低灌流、白質病変などの病型も含まれる。以前は、脳血管

障害を有する認知症のほとんどが血管性認知症に分類されていたが、現在では

脳血管障害はアルツハイマー病の増悪因子とみなされており、“脳血管障害を有

するアルツハイマー病“という概念も広まっている。さらに最近では認知症に

至らない比較的軽症の認知機能障害までも含んだ血管性認知障害 (vascular

cognitive impairment : VCI) という概念が提唱され、軽症の認知機能障害を含め

て病早期から治療を開始すべきとされている（脳卒中学会 脳卒中治療ガイド

ライン 2009)。

1-2 慢性脳低灌流を原因とした認知機能障害

慢性脳低灌流は血管性認知症の原囚のひとつであり、高血圧、糖尿病、

アテローム性動脈硬化症、喫煙などの脳血管系に影響を与える障害を原因とし

て生じる(Meyeret al., 2000, Valerio Romanini et al., 2013)。局所的な脳灌流が動脈

の閉塞性病変によって減少したとき、局所脳血流は自己調節性の血管拡張によ

って維持され、結果として脳血液量の増加を引き起こす (Powerset al., 1984; 

Paulson et al., 1990)。血管が最大限拡張し、局所脳血流が低下すると、酸素摂取

率が増加し正常な酸素代謝や神経活動を維持しようとする。この状態は misery
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perfusionと呼ばれる (Yamauchiet al., 1996)。この状態は、脳卒中の予測因子で

あることが古くから知られており、近年まで治療介入は行われていなかったが、

慢性低灌流を原因とした認知機能障害が知られたことで (Dearyet al., 2003)、治

療の必要性が検討されている。

慢性脳低灌流は脱髄などの虚血性白質病変の原因であることが知られ

ており (Dearyet al., 2003)、また、白質病変が強いほど免疫担当のグリア細胞で

あるミクログリアや、グリア細胞の 1つであるアストロサイトが活性化するこ

とが報告されている (Wakitaet al., 1994)。大脳白質の主な構成成分は軸索やミ

エリン形成細胞であるオリゴデンドロサイトなどのグリア細胞であり、灰白質

は神経細胞体やグリア細胞が主である。白質の変化は脳卒中や認知障害、認知

症のリスクを増加させる。慢性低灌流による白質の変化につながる最も初期の

事象を理解することは、脳の損傷を早期段階で予防し、認知低下やその後の認

知症発症の予防につながるといわれている (Prinset al., 2015)。

1-3 げっ歯類モデルによる慢性脳低灌流研究

マウスやラットなどのげっ歯類モデルが慢性低灌流を原因とした認知

機能障害や白質病変の病態解析によく使用されている。慢性低灌流モデルは両

側総頸動脈の結禁 (Linet al., 2001, Tsuchiya et al., 1992)や狭窄 (Shibataet al., 

2004)、もしくは片側の総頸動脈の結禁 (Yoshizakiet al., 2008) により作成され

る。げっ歯類モデル動物による慢性低灌流を原因とした白質病変についてはよ

く調べられており、ラットの両側結禁モデルでは脳梁における脱髄やグリア細

胞の活性化などの白質病変が結禁の約 1週間後から確認され (Linet al., 2001)、

マウスの片側結禁モデルでは一ヵ月後に脳梁における白質病変が確認されてい
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る (Yoshizakiet al., 2008)。また、白質病変の程度は、脳梁＞線条体＞内包＞削

交連＞視索の順に高いとされている (Shibataet al., 2004)。

慢性低灌流による認知機能障害については行動実験によって確認され

ている。片側結禁マウスでは結禁手術の lヵ月後に、自発的な探索行動や不安

のレベルの増加が確認されており (Zhaoet al 2014)、また、短期記憶の欠損やわ

ずかな長期の空間記憶の欠損が、物体認識試験やモリス水迷路などの実験によ

って確認されている (Yoshizakiet al., 2008, Zhao et al., 2014、Zulogaet al., 2015)。

慢性低灌流モデルマウスにおける血管反応の障害についてもこれまで

に報告されている。 CO2吸入負荷による高炭酸ガス血症状態は血管反応を引き起

こすが (Matsuuraet al., 2000)、片側結某モデルマウスにおける C伍吸入時の血

管拡張能は減少し、 28日後に反応性が回復することが報告されている (Tajimaet 

al.,2014)。また、神経活動に伴う血管反応性は片側結某モデルマウスにおいて

低下するが、慢性時に回復を示さないことが報告されており (Nishinoet al., 2015)、

慢性低灌流における神経機能もしくは、血管と神経の結合の障害が示されてい

る。

また、このような障害が認められる片側総計動脈結禁モデルマウスにお

いて、神経細胞死が起きないことも報告されている (Leeet al., 2011、

Pimentel-Coelho et al., 2013、Nishinoet al., 2015)。このことは、認知機能障害の原

因が神経細胞そのものの機能障害や、神経細胞間の結合の障害にある可能性を

示している。

1-4 マルチモーダルイメージング研究

複数の測定機器を組み合わせて多角的に生命現象を調べる非侵襲の in

vivoマルチモーダルイメージングは近年盛んに進められている。 MRIや PET、
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光イメージングなどを用いたマルチモーダルな研究は各々の測定法の弱点を補

い、結果を強化することができるため非常に有用な手法である。 invivoかつ非

侵襲の疾患モデルに対するマルチモーダルな研究アプローチは、個体間のばら

つきが生む評価の不確かさを減少させ、病態の理解や治療への近道になると考

えられている (Michaelet al., 2004)。

1-5 本研究では

これまでの慢性低灌流モデル動物の研究において、行動実験により認知

機能障害が起きていることや、血管機能障害や、グリア細胞の活性化、白質病

変が生じることは確認されているが、神経の機能障古を評価した研究は乏しく、

認知機能障害や白質病変に至る直接的な疾患メカニズムはまだ明らかになって

いない。また、慢性低灌流は神経細胞死を引き起こさないことから、神経細胞

の絶対数の減少ではなく、神経細胞の機能障害が認知機能障害を引き起こして

いる可能性がある。したがって本研究では、慢性低灌流モデルマウスにおける

神経機能や脳代謝物の変化を、フラビン蛍光イメージング、 2光子励起レーザー

顕微鏡によるカルシウムイメージング、 MRスペクトロスコピー、拡散 MRIと

いった複数の invivoの測定手法で測定し、比較検討することで、慢性性的な灌

流低下が認知機能障害を引き起こす疾患メカニズムを明らかにすることを日的

とした。

また、フラビン蛍光イメージングや拡散 MRIにおいて脳血流の変化は結

果に影馨を与えることが知られている。慢性的に脳血流を減少させる慢性低灌

流モデルにおいて、これらの手法による測定は脳血流によるノイズにより正確

な評価ができない可能性がある。したがって、本研究においで慢性低灌流モデ

ルの疾患評価を正確に行うため、フラビン蛍光イメージングと拡散 MRIにおけ
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る脳血流の影馨を除去することを日的とした補正法や解析法の開発を行った。

本研究で開発された手法は、慢性低灌流モデルマウスに対してだけでなく、脳

血管障害を伴う、脳卒中モデル動物や認知症モデル動物などに適用可能であり、

これらの疾患についても新たな知見を得ることができる可能性がある。

本論文において、開発された測定手法や、各測定についての基本的な考

察は各章末で行うが、慢性低灌流モデルマウスの病態に関する総合的な考察は

第 7章においてまとめて行う。
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2. フラビン蛋白蛍光イメージングによる脳酸素代謝の評価と測定手法開発

2-1 序論

2-1-1 フラビン蛋白蛍光イメージングとは

フラビン蛋白蛍光イメージング (flavoproteinautofluorescence imaging: 

FAI) とは、ミトコンドリアにおけるフラビン蛋白の自家蛍光を利用した脳神経

活動を測定するイメージング技術である (Shibukiet al., 2003)。脳の神経活動に

伴いミトコンドリアで酸素代謝が冗進すると、電子伝達系のフラビン蛋白は還

元型から酸化型へと変化する。この酸化型のフラビン蛋白は青色 (472--488nm) 

の励起光の下で緑色 (520-560nm) の自家蛍光を発する (Bensonet al., 1979)。

したがって、この緑色の自家蛍光を捉えることで脳の活動を可視化することが

できる。神経活動を可視化するためによく行われている手法に、色素で脳を染

色し、神経細胞の膜電位の変化や、細胞内のカルシウム濃度の変化、 pHの変化

などを捉える方法がある。しかしながら、色素による染色は染めムラや、色素

の退色などの閤題があり、安定した活動を記録することが困難である。一方で、

フラビン蛍光蛋白イメージングは生体の自家蛍光を利用するため、色素による

脳の染色を必要としない。したがって、フラビン蛋白蛍光イメージングは長期

的な追跡調査に適した手法であるといえる。

2-1-2 緑色蛍光イメージングの間題点

フラビン蛋白蛍光イメージングや、 GCaMPなどのカルシウムセンサー

蛋白を利用したカルシウムイメージングなどの緑色蛍光イメージングは、脳血

流の影馨を受けることが知られている (Vanzettaet al., 1999, Vazquez et al., 2012)。

神経活動に伴う脳血流の増加はヘモグロビンなどによる光の吸光や散乱を増加
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させ、緑色蛍光を減衰させる。フラビン蛍光イメージングにおいても、感覚刺

激による緑色蛍光増加の後、脳血流増加に伴う蛍光の減衰が生じる。血管拡張

剤を与え血管反応を抑制することでこの信号の減衰は無くなり、フラビン蛍光

の変化が電位変化と一致することから、この減衰は血流によるものであること

が確認されている (Vazquezet al., 2012)。健康な動物では脳血流や脳血管反応は

比較的安定しているため、吸光や散乱の増加に起因した光の減衰率は一定であ

り、フラビン蛍光の評価は減衰訓のピークで間題ない。しかしながら、脳血管

反応の障害や不安定な脳血流を生じるような疾患のモデル動物では血流による

減衰が一定ではない。したがってフラビン蛋白蛍光イメージングの信号も不安

定となり、フラビン蛋白蛍光イメージングは脳血管障害のある脳卒中や認知症

モデル動物の病態評価には適さないとされる。

2-1-3 本研究では

本研究において、脳血管反応障害が報告されている慢性低灌流モデルマ

ウスの病態評価を行うため、まずフラビン蛋白蛍光イメージングにおける脳血

流の影粋を除去し、純粋なフラビン蛍光変化を得ることができる補正法の開発

を行った。その後、その補正法を使用し慢性低灌流モデルマウスの神経活動（酸

素代謝）の変化を 1ヶ月間追跡調査した。
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2-2 材料と方法

2-2-1 補正法のコンセプト

フラビン蛍光イメージングにおける脳血流の影聾の補正は、内因性信号

イメージング (Intrinsicoptical signal imaging: IOSI, Martin et al., 2006; Ma et al., 

2013) との同時測定により達成されると考えた。上記のように、フラビン蛋白

蛍光イメージングではフラビン蛍光（神経活動）由来のシグナルと脳血流（ヘ

モグロビンによる吸光や散乱）由来のシグナルの合算値が示される (Vazquezet 

al., 2012)。一方で、内因性信号イメージングは脳に照射された光の反射光を測

定する方法であり、脳血流（ヘモグロビンによる吸光や散乱）由来のシグナル

を測定することができる方法である (Martinet al., 2006)。したがって、フラビン

蛋白蛍光イメージングの測定値から内因性信号イメージングの測定値を引くこ

とで、純粋なフラビン蛍光を得ることができると考えた。

2-2-2 動物の準備

補正法の開発のために 15匹、慢性低灌流の疾患評価のために 12匹、合

計 27匹のオスの C57BL/6Jマウスを実験に使用した。これらのマウスは 25℃に

設定された 12時間の明暗サイクルの部屋のケージ内で飼育され、適宜水と餌を

与えた。

光イメージングのためにマウスの頭部には頭蓋窓 (Tomitaet al., 2015) 

を設置した（図 1AB)。頭蓋窓手術のために、フェイスマスクを介して空気、酸

素、イソフルランの混合物（誘導時 3%、手術中 2%) でマウスを麻酔した。頭

頂部の除毛及び消毒の後に頭頂部の皮膚が切除され頭蓋を露出した。左側の体

性感党皮質上において直径約 4mmの円形状に頭蓋骨をドリルで削り、脳表を円
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図1 A: 頭蓋窓手術の模式図。円形に頭蓋骨を除去しカバーガラスで密封する

ことで頭蓋窓を作成した。B:頭蓋窓。頭蓋窓は体性感覚野上に作成した。C:頭

部固定具。マ ウスの頭蓋窓の前後には専用に作られた固定具を取り 付けた。
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形に露出した。頭蓋の切除された部分に円形のカバーガラスを乗せ、歯科用セ

メントで固定した。また、実験時の動物の固定用に 3Dプリンターで作成され

た自家製の固定具を頭蓋に歯科用セメントで接着した（図 1C)。全ての実験は、

頭蓋窓手術の後 2週間以上後に行った。

慢性低灌流モデルマウス作成のために、左側の片側総計動脈結禁

(unilateral common carotid artery occlusion: UCCAO) 手術が実施された。手術の

ためにマウスはファイスマスクを介して空気、酸素、イソフルランの混合物（話

導時 3%、手術中 2%) で麻酔された。マウスの頚部を除毛、消毒の後切閃し、

左の総頸動脈をシルク糸で結禁した後に、頚部の切開部を縫合した（図 2)。

本研究における全ての動物実験は量子科学技術研究蘭発機構放射線医

学総合研究所の倫理委員会の承認を得て行われた。

2-2-3 マウスの固定

麻酔はマウスの神経活動に影馨を及ぼすため、測定を覚醒状態で行った

(Takuwa et al., 2011)。顕微鏡下に発泡スチロール製のボールを設置し、エアコ

ンプレッサーでボールを常に浮いた状態にした。マウスの体をそのボールの上

に置き、マニュピレーターに取り付けられた固定器具にマウスの頭部固定具を

ネジで固定した（図 3)。この固定により、実験中マウスは自由に運動すること

が可能であり、動きによるシグナルのノイズはわずかであった。

2-2-4 フラビン蛍光イメージングと内因性信号イメージングの同時撮影

フラビン蛋白蛍光イメージングと内因性信号イメージングは2台のCCD

カメラ (MiCAM02,Brainvision, Tokyo, Japan)で同時測定した (Takuwaet al., 2014)。

空間分解能は 192X128ピクセルであり、 1フレームあたり 0.1秒の測定を 25秒
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間行った (250フレーム／トライアル）。信号対雑音比を改善するために、計 25

回のトライアルを 30秒間隔で連続して行い画像を平均した。
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図2 片側総頸動脈結某 (UCCAO)手術の模式図。

発泡スチロールボール

図3 覚醒測定時におけるセッティングの模式図。フラビン蛍光イメージング及

び 2光子顕微鏡においてマウスを覚醒状態で測定した。
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測定した顕微鏡の模式図を図 4に示す。ハロゲンランプから同時に発せ

られた 2本の光を、それぞれの波長のバンドパスフィルター (470nm、520nm)

を介してマウスの頭蓋窓に照射した。 470nmの波長で照射された青色の励起光

により、酸化型フラビン蛋白は約 535nmの波長の自家蛍光を発する。ロングパ

スフィルター (>490nm) により 470nmの反射光は遮断され、ダイクロイックミ

ラー (560nm)によって内因性信号イメージング用の光と分離された蛍光は、カ

メラの直訓に置かれたバンドパスフィルター (535土20nm)を介し、フラビン蛋

白蛍光イメージングの信号として記録した。もう一方の 570nmの波長で照射さ

れた黄色の光の反射光はロングパスフィルター (>490nm) とダイクロイックミ

ラー (560nm)を通過し、カメラの直前に設置されたバンドパスフィルター (570

土 10nm) を介して、内因性信号イメージングの信号として記録した。

2-2-5 感覚刺激と CO2吸入負術

体性感覚野における神経活動およびそれに伴う血管反応はマウスの頬

ひげへの空気刺激によって誘導した。スティミュレーター (Master-8: A.M.P.l., 

Jerusalem, Israel)を lOHzの矩形パルス刺激（パルス幅 50ms、オンセット間隔

lOOms) に設定し、約 15psiの圧力でエアコンプレッサーからマウスの右の頬ひ

げの全体に 2秒間空気を送った。

補正法の検証には C伍吸入負荷による血管拡張反応を使用した。マウス

の鼻と口を覆うマスクが設置され、混合ガス (5%C02、21%02、74%窒素）を

マウスに 2秒間送った (300ml/min)。CO2吸入時以外は空気をマウスに与えた

(300ml/min)。
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図4 フラビン蛍光イメージング (FAI) 及び内因性信号イメージング (IOSI)

に使用された実験装置の模式図。 2種の波長 (470nmと570nm)の光をマウスの

頭部に照射し、それぞれのイメージングのためにフィルターを介し、 2台の CCD

カメラにより同時測定を行った。
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2-2-6 フラビン蛍光蛋白イメージングの補正法

フラビン蛋白蛍光イメージングにはフラビン蛋白の自家蛍光による信

号変化だけでなく、脳血流変化による吸光や散乱の信号変化も含む。この補正

法の目的はフラビン蛋白蛍光イメージングにおける脳血流の影響を除去し、神

経活動より変化する純粋なフラビン蛋白の自家蛍光を推定することである。同

じ脳血流変化が起きた場合のフラビン蛍光イメージングにおける信号変化率と、

内因性信号イメージングにおける信号変化率は異なるため、まず 2つの測定手

法間の脳血流変化による信号変化の比率を求めた。安静状態 (10秒間）におけ

る各タイムポイントのフラビン蛋白蛍光イメージングと内因性信号イメージン

グの測定値から散布図が作成され、回帰直線を求めた。この回帰直線の傾きは 2

つの測定手法の脳血流変化による信号変化の比である。したがって、補正フラ

ビン蛋白蛍光イメージングの信号値 (CorrectedF AI signal) は次の式で求めた。

Corrected FAI signal =FAI signal -IOSI signal X Slope 

実験ごとに回帰直線（図 5B) の傾きを求め、全てのフレーム (250フレーム）

および全てのピクセルで補正フラビン蛋白蛍光イメージング信号を求めた。

2-2-7 補正法の検証

CO2吸入負荷は神経活動を引き起こさずに血管反応を引き起こすことが

できる (Matsuuraet al., 2000)。また、神経活動に伴う脳血管反応と、 CO2吸入に

よる脳血管反応は別の機構で機能しており、 C伍吸入中に感覚刺激を与えること

で追加的な血管反応を引き起こすことができることも報告されている (Takuwa

et al., 2014)。この CO遷入負荷による強制的な血管反応を利用して 2種類の補

正法の検証実験を行った。 1つ目は安静時の CO2吸入時におけるフラビン蛍光イ

メージングの補正である。このとき、脳血管反応は起きるが神経活動は生じな
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いため、フラビンの蛍光変化は無いが、脳血流による吸光や散乱は増加する。

すなわち、補正前のフラビン蛍光イメージングの信号は減衰し、補正後の信号

は一定であれば、補正が過大もしくは過小に求められていないことを確かめる

ことができる。2つ目に CO2による血管反応と同時に感覚刺激を行ったときのフ

ラビン蛍光イメージングの補正を行うことで検証を行った。 CO叶こよる血管反応

と感覚刺激を同時に行われると追加的な血管反応により、感覚刺激のみ場合よ

りもフラビン蛍光イメージングの信号減衰が大きいことが予想される。しかし、

実際の神経活動は同等であるためフラビン蛋白の蛍光変化は等しいはずである。

したがって、補正後の感覚刺激のみの場合と CO2吸入を追加した場合の信号変

化の比較を行った。

2-2-8 補正フラビン蛍光イメージングを使用した慢性低灌流モデルマウス

の病態評価

検証実験によりフラビン蛍光変化が補正法を使用することで正しく測

定できていることが確認されたとき、この方法により慢性低灌流モデルマウス

の神経活動を評価した。モデルマウスの測定は UCCAO手術前、手術の 2、7、

14、21、27日後に行った。個体ごとに手術前のフラビン蛍光信号を 1とし、手

術後の変化率のピークを求めた。

2-2-8 データ解析

フラビン蛍光イメージングと内因性信号イメージングの信号は、刺激訓

における 10秒間の安静時をベースラインとしたときの変化率として計算した。

感覚刺激による信号の変化率がもっともの大きかったピクセルを中心に直径

1mmの領域を関心領域 (regionof interest: ROI) として選択し、信号値の時間変
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化率を ROT内の平均値から求めた。

結果における数値は、記述が無い限り平均値土standarddeviation (SD) 

を示す。統計解析は pairedt-testまたは、 One-wayANOVAを行った後の Tukey-

Kramer法、また Pearsonの積率相関分析によって行われた。 P<0.05を有意とし

た。
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2-3 結果

2-3-1 安静時における FAIとIOSI信号

安静時における FAIとIOSIの信号変化の代表例を図 5Aに示す。これら

の関係を調べるため、各タイムポイントにおける FAIとIOSI信号値の散布図を

作成し、最小 2乗法で回帰直線を求めた（図 5B)。FAIとIOSIの信号値は正の

相関を示し (r2=0.937土0.0631、P<0.001)、回帰直線の傾きは 0.758土0.115であ

った。代表的な個体の回帰直線の式と相関係数を表 lに示す。この回帰直線の

傾きを使用し、補正 FAI信号値を求めた。

2-3-2 感覚刺激時の未補正 FAI信号と補正 FAI信号の比較

補正前の FAIと補正 FAIの刺激 l秒前から 6秒間におけるそれぞれの両

像を図 6Aに示す。また、 ROI内平均値の時間変化の波形を図 6Bに示す。未補

正FATは刺激2秒後において、刺激中にもかかわらず信号の減衰が確認された。

一方、補正後の FAIは 2秒後における信号の減衰は見られず、山形の信号変化

を示した。また信号値のピークは末補正 FAT(1.44土0.26) と比較して、補正 FAT

(2.41土0.3I) が有意に高い値を示した（図 6C)。

2-3-3 安静時における C伍吸入負荷による補正法の検証

代表的な C伍吸入負荷後の未補正 FAI、IOSI、補正 FAIの波形を図 7A

に示し、それぞれの CO2吸入削と吸入 17秒後の両像を図 7Bに示す。 TOSI信号

値は CO2吸入の約 15秒後から大幅な減少を示し、約 17秒後にピークを示した。

末補正 FAT信号値は TOSI信号値よりも変化率は小さいものの、 TOSI信号値と同

様な時間変化を示した。補正後 FAI信号値は 25秒の測定時間においてほぼ変化
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表 1 安静時の各タイムポイントにおける FAIとIOSIの回帰直線と相関関係。

Animal No. Regression line Correlation coefficient 

Animal 1 y = 0.71x + 0.28 r2 = 0.84 

Animal 2 y = 0.60x + 0.93 r2 = 0.93 

Animal 3 y = 0.65x + 0.35 r2 = 0.91 

Animal 4 y = 0.93x + 0.06 r2 = 0.92 

ランダムに選ばれた、代表的な 4個体の安静時における回帰直線の式と相関係

数が示される。

22 



A 置）FAI 
'・"' 
0.7' 

0.00 

.a.75 

-1,,0 し■Corrected FAI 

---り~
Ds II 1 Os 2 Os II 3 Os 4.Ds 5 0 

ロ..._ ... ; .... , ••ation Stimulatio 
~ 

Post-stimulation 

B
 

3% 

2% 

%

％

%

％

 

1

0

1

2

 

-VL P
8
l
0
8
J
J
O
O
 

p
u
e
 IV .:I 
Jo 0
6
u
e
4
0
 %
 -3% 

—FAI 
- Corrected FAI c

 

3% ＊
 

-5 

゜
5 10 

Time (sec) 

%

％

%

 

2

1

0

 

-VL p
a
p
aヒ
0
0
p
u
e
 l¥f.:I 

u1 
an1e >
エ

e
a
d
io a
6
u
e
4
0
 %
 

5
 

ー FAI Corrected FAI 

*Pく0.05

A: フラビン蛍光イメージング (FAI)画像（上）と補正 FAI画像（下）

代表例。マウスの神経を頬ひげへの空気流刺激により賦活した。各画像は左か

ら刺激前 (-1.0s)、刺激期間 (I.Osと2.0s)、及び刺激後 (3.0-5.0s)が示される。

B:FAI及び補正 FAIにおける全ての動物の平均時間応答曲線。黒い四角は感覚刺

激期間 (2s) を示す。C:FAI(黒）と補正 FAI(灰色）における信号変化率のヒ°

図 6 の

ークの平均値。*P<0.05。

23 



を示さなかった。

2-3-4 感覚刺激時における CO2吸入負術による補正法の検証

感覚刺激のみを行った場合と、 C伍吸入と感覚刺激の両方を行った場合

の未補正 FAIの時間変化と補正後 FAIの時間変化をそれぞれ図 8ABに示す。未

補正 FAIにおいて C伍吸入と感覚刺激を行った場合、感覚刺激のみの場合に比

べて刺激後の信号値の減衰が大きかった。補正 FATでは 2つの波形は同様な時

間変化を示し、ピークの値 (Air: 1.39土0.39、Air+CO2 : 1.34土0.54に有意な変

化は無かった（図 8C)。
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2-3-5 補正 FAIによる慢性低灌流マウスの神経活動評価

補正FAIを使用し慢性低灌流マウスの神経活動の変化を経時的に追跡測

定した（手術前、 2、7、14、21、28日後）。未補正の FAIにおいて刺激後の信号

減衰は、手術前に比べ手術後のいずれの場合も小さかった（図 9A)。補正後の

FAIはいずれの場合も増加を示し、約 2秒後にピークを迎えた（図 9B)。慢性低

灌流モデルマウスヘ感覚刺激を行ったとき、ほとんど同じ領域で補正 FAI信号

の増加を示した（図 IOA)。手術削に対するピーク値の変化率を図 10Bに示す。

それぞれの値は 2日目では 1.86土0.32、7日目では 1.42土0.60、14日目では 1.00

土0.51、21日日では 0.68土0.36、28日目では 0.65土0.30であった。手術前と比

較して 2日後において有意な信号値の増加が認められ (P<0.05)、21 日目と 28

日目において有意な低下が認められた(P<0.05,それぞれ）。
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2-4 考察

本章の研究により、フラビン蛋白蛍光イメージングにおける脳血流の影

聾は除去され、慢性低灌流モデルマウスにおけるフラビン蛍光変化量は病態の

時期により変化することが明らかとなった。我々の補正法で得られた補正 FAI

信号値の変化は、脳血管反応を薬剤で抑制した過去の研究におけるフラビン蛍

光変化と類似しており (Vazquezet al., 2012)、脳血流による影聾を除去できたと

いえる。本研究により開発された補正法は脳血管障害モデルの神経評価だけで

なく様々な研究において有用であると考えられる。

フラビン蛋白蛍光イメージングに影響を与えた脳血管反応による吸光

や散乱の増加の明確なメカニズムはよく理解されていない。現在の技術で脳の

蛍光変化を引き起こす全ての要因を完全に同定することは非常に難しい。本研

究の補正法における重要な点は、吸光や散乱の情報を得るために実際の測定値

(TOSI) を使用したことである。 TOSIを使用することで吸光や散乱の原囚とな

る要素の特定は必要なく、実際の信号変化の合計から補正 PAIの計算を行うこ

とができる。また、酸素化ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビンの吸強係数は

異なっているが、 PAIや 10S1で使用される波長はそれらの吸光係数が等しくな

る点である。したがって、酸素化ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビンの存在

比の変化を考慮する必要が無い。

開発されたフラビン蛋白蛍光イメージングの補正法は、 CO2吸入負荷を

使用した 2つの検証実験により確かめられた。 CO2吸入負荷による高炭酸ガス血

症状態は神経活動に変化を与えず血管拡張を引き起こすことが報告されている

(Matsuura et al., 2003)。安静時に CO2吸入負荷を行った場合に IOSI信号値及び
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末補正 FAI信号値は血流増加に伴う吸光や散乱の増加により減衰を示し、一方

で、補正 FAI信号値は測定期間中ほぼ一定であった（図 7)。フラビン蛍光は神

経活動に伴う酸素代謝の増加により輝度の増加を示すため、安静時の変化は僅

かであると考えられる。したがって、補正 FAIの信号値が一定であったことは、

信号値の過大もしくは過小な補正が無いということが示唆される。また、感覚

刺激時に CO2吸入による過剰な血管反応を誘発する検証実験は、脳血管障古モ

デルにおいて本補正法が有効であるかのシミュレーションであるといえる。こ

の実験において補正前では異なっていた FAI信号値が補正により同様な変化を

示した（図 8)。マウスに対して行った感覚刺激は同じであるため、この結果は

妥当であり、補正法が脳血管障害モデルの評価において有用であることが示さ

れた。これら、 2つの検証実験により、本補正法はフラビン蛋白蛍光イメージン

グにおいて脳血流の影聾を除去し、純粋なフラビン蛍光変化のみを評価できる

方法であるといえる。

図 6Cに示すように、未補正の FAI信号値と補正後の FAI信号値のピー

クは有意に異なっていた。つまり、末補正の FATにおいて血管反応が起きる削

のピークを評価する方法では、神経活動量の変化を過小に評価している可能性

がある。健康な動物において神経変化と脳血流反応は相関し、高い再現性を示

すことが報告されている (Matsuuraet al., 2001)。そのため、健康な動物におけ

る神経活動の評価は未補正の FAIでも可能であるものの、本補正法を使用する

ことでより正確な評価が可能になる可能性がある。

一方で、本補正法を使用することで値はベースラインの値に対する変化

率に変換される。したがって、刺激無しの条件でのフラビン蛍光の絶対値の比
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較には不向きであるため、例えば、安静時のミトコンドリアの機能評価に用い

ることができない。また、安静時における神経活動は脳血流に大きな影響を与

えないと仮定して、安静時における FAIとIOSI測定値の回帰直線の傾きを補正

法に用いているが、脳血流に変化が見られるほど安静時の自発発火が増加する

ような病態モデルでは、この補正法を使用した正確な評価はできない可能性が

ある。

間発された補正法を使用し、慢性低灌流モデルマウスの神経機能は経時

的に測定された。補正 FAI信号値のピークは、結禁手術の 2日後に増加を示し、

21日後と 28日後に減少を示した（図 10)。フラビン蛍光は酸素代謝の冗進によ

り蛍光の増加を示すため、この結果は結禁直後における賦活時の神経活動が増

加することと、 21 日後以降に神経活動が減少すること示している。本章で明ら

かとなった慢性低灌流モデルマウスにおける酸素代謝の病変については第 7章

において、他の章の結果を踏まえて総合的に考察を行う。
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3. 2光子顕微鏡を使用したカルシウムイメージングによる神経細胞レベルでの

神経機能評価

3-1 序論

3-1-1 2光子励起顕微鏡によるカルシウムイメージング

近年の蛍光イメージング装置の発展や蛍光蛋白質の開発に伴い、個々の

脳神経細胞や脳神経回路網の活動をリアルタイムでイメージングする方法は、

空間的かつ時間的な知見を得るために非常に有用な手段のひとつとされている。

特に、 2 光子励起レーザー顕微鏡は、試糾の深部 (~lmm) において高時空間解

像度の蛍光観察が可能であり、 1つの波長の励起光で多重蛍光観察が可能である

ことなどから脳神経科学の研究において非常に有効なツールとされている

(Denk et al., 1990)。invivo研究において 2光子励起顕微鏡は血管、神経細胞、

グリア細胞、脳内蛋白質など様々なものの機能的及び経時的な観察に使用され

ているが、その中で多数のニューロンの活動の計測を行うのが 2光子励起機能

的カルシウムイメージング法である (Stosieket al., 2003)。カルシウムイメージ

ングの原理は、ニューロンの活動電位発生時に生じる細胞内カルシウムの濃度

上昇を、カルシウム蛍光指示薬の蛍光変化として捉えることで、ニューロンの

活動を計測するというものである。このカルシウムイメージングの技術が 2光

子顕微鏡での invivo研究に応用されている。この方法は、一時視覚野における

ニューロンの視覚応答性の研究に使用されその有用性がこれまでに示されてい

る (Ohkiet al., 2005)。

3-1-2 本研究では

本研究でば慢性低灌流モデルマウスにおけるニューロンレベルでの神
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経活動の疾患による変化を調べるために、遺伝子導入技術により神経細胞に特

異的にカルシウム感受性蛍光蛋白である GCaMP3を発現させた遺伝子改変マウ

スを使用して、 2光子顕微鏡によるカルシウムイメージングを行った。マウスの

脳領域は血管を目印としての特定を行い、 1ヶ月にわたって同じ領域が測定され

た。フラビン蛍光イメージングによる評価と同様に頬ひげへの感覚刺激による

神経活動の測定と評価を行うとともに、安静時の自発活動についても測定し評

価を行った。
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3-2 材料と方法

3-2-1 動物の準備

合計 10匹のオスの遺伝子改変マウス (GCaMP3:神経細胞にカルシウム

感受性蛋白を発現）を実験に使用した。遺伝子改変マウスは過去の研究に基づ

き (Chenet al., 2012, Zariwala et al., 2012)、放射線医学総合研究所で作成した。

これらのマウスに対して 2章の材料と方法に記述されるように飼育及び頭蓋窓

手術、 UCCAO手術を実施した (2-2-2)。これらのマウスを UCCAO手術前、

7、14、21、28日後に 2光子励起顕微鏡で測定した。

3-2-2 2光子励起顕微鏡による測定

血管の染色のために 10mMになるように生理食塩水に溶かしたスルホ

ロダミン 101 (SR101; MP Biomedicals, Irvine, CA) を測定の直前にマウスの腹腔

内に投与した (8μL/gbody weight)。覚醒状態のマウスを 2章の材料と方法に記

述される方法 (2-2-3) と同様に 2光子励起顕微鏡の対物レンズ下に固定し、

励起波長 900nmの2光子パルスレーザー光 (TCS-SP5MP, Leica Microsystems 

GmbH Wetzlar, Germany .,... ）によって）アルタイムイメージングを行った。マウス

の脳から発せられた蛍光をビームスプリッターにより分離し、 SR101とGCaMP

の蛍光を記録するために 2つのバンドパスフィルター (SR101: 610土75nm、

GCaMP: 525土50nm) を介して検出した。1つの平面画像は 512X512ヒ°クセル

で構成され、 1ピクセルあたり 0.9μmである（図 11)。

神経細胞の機能画像を 4フレーム／秒の時間分解能で測定し、皮質表面か

らの深度は約 200μmであった。安静時の自発発火測定実験では 4分間の測定を

2分間のインターバルで 3回行った。感覚刺激時の実験では 30秒の測定を 30秒

のインターバルで 3回行い、測定開始の 10秒後から 2秒間マウスの頬ひげに空
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気流刺激を与えた。刺激についての詳細は 2章の材料と方法に記述されて

管血

／
 

釦胞環

、

'

ノ

胞

-
1細
、

経

＇ ●-― 

神

図 11 2光子励起レーザー顕微鏡により測定された画像。赤が SRIOlにより染

色された血管、緑が GCaMP3(神経細胞）を示す。
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いる (2-2-5)。

3-2-3 2光子カルシウムイメージングの画像解析

2光子顕微鏡によるカルシウムイメージング画像の解析は、数値計算ソ

フトウェア Matlab(MathWorks, MA, USA)を使用して行った。神経細胞の自発発

火の評価の場合では、まず、マウスが運動したタイミングのデータの削除を行

った。具体的には、血管両像（赤）を使用し、トライアル内の平均両像から 20%

以上ずれた時間をマウスが運動したと定め、データから除去した。次に、動き

の補正を NoRMCorre(Pnevmatikakis et al., 2017)を使用して行った。時間軸方向

のmaximumintensity projection (MIP) 処理により得られた画像上に手書きで円

形の ROIを描き、 ROI内の平均値輝度の時間変化を求めた。データを 1分ごと

に分離し、輝度が平均値+2XSD以上を示したときに発火と定義し、発火細胞数

と発火頻度を求めた。発火細胞数は単位時間 (1分間）において同一細胞が何度

発火しても 1個とカウントしたものであり、発火頻度は 1分間において 1細胞

が発火した数の平均値である。各個体の領域ごとに結禁前に対する発火細胞数

と頻度の変化率を求めた（図 12)。

感党刺激時の解析では運動時のデータは除去されず、すべてのタイムポ

イントにおけるデータを使用した。上記のように動きの補正が実施され、 10秒

間にわたる安静時の平均画像で全タイムポイントの画像が割られ変化率の画像

を求めた。刺激期間中の両像を MIP処理し、その両像を使用して ROIを手書き

で描いた。 ROI内の平均変化率が、バックグラウンドにおける刺激中の平均変

化率+SD以上を示した場合に、刺激に反応して発火した細胞として数をカウン

トした（図 13)。また、刺激に反応して発火した細胞の信号変化率のピークを求

めた。自発発火の評価と同様に、 UCCAO前に対する変化率として評価した。
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図 12 A: 緑色蛍光の輝度変化率画像。この画像上に関心領域 (ROI) を描き神

経発火細胞数及び、発火頻度を求めた。 B:代表的な神経細胞の輝度変化率。輝

度が平均値+2XSD以上を示したときに発火と定義した。各波形は図 12Aの細胞

に対応している。
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図 13 緑色蛍光の輝度変化率画像。 A:感覚刺激前のベースライン画像。 B:感覚

刺激中における輝度変化率画像。この画像上に関心領域 (ROI)を描き神経発火

細胞数及び、輝度変化を求めた。
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3-2-4 統計解析

マウスの個体や領域ごとに神経活動の基底値が異なるため、結果は個体

ごとに結禁手術前に対する変化率を求め、その後、全個体で平均した。結果に

おける数値は、平均値土standarddeviation (SD) を示す。統計解析は One-way

ANOVAを行った後のTukey-Kramer法によって行われた。P<0.05を有意とした。
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3-3 結果

3-3-1 安静時における神経活動の変化

安静時におけるマウスの自発発火について、自発発火細胞数と自発発火

頻度を調べた。手術前と比較した単位時間当たりの自発発火細胞数は、結禁手

術の 7日後に有意な増加を示した (1.22土0.35、P<0.05) (図 14A)。14日後にお

ける有意な違いは確認されなかったが (0.89土0.25)、21日後 (0.68土0.19、P<0.001)

と28日後 (0.66土0.23、P<0.001) において有意な減少が示された（図 14A)。

細胞あたり自発発火頻度は結某手術の 7日後(0.97土0.12)と14日後(0.95

土0.20)では有應な変化を示さなかったが、 21日後 (0.82土0.12、P<0.01) と28

日後 (0.87土0.16、P<0.05) において有意な減少を示した（図 14B)。
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*P<0.05, **P<0.01 
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慢性低灌流モデルマウスにおける自発神経発火の変化。 A: 自発発火細

胞数の変化。各値は結禁前 (Pre) に対する発火細胞数の変化率を示す。 B:自発

発火頻度の変化。各値は結禁前 (Pre)に対する発火頻度の変化率を示す。図 AB

共に＊は Preに対する有意な違いを示す。 *P<0.05、**P<0.01。
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3-3-2 賦活時における神経活動の変化

感党刺激時のマウスの神経活動について、感覚刺激に反応して蛍光輝度

変化を示した細胞数と輝度変化について調べた。手術前と比較して、発火細胞

数は結禁手術の 7日後に有意な増加を示した (1.41土0.62、P<0.01)。14日後 (1.26

土0.87)、21日後 (1.17土0.61)、28日後 (1.19土0.49) における発火細胞数に有

意な違いは無かった（図 15)。

刺激に反応して発火を示した細胞の平均輝度変化の波形を図 15Aに示

し、輝度変化のピークの平均値を図 15Bに示す。輝度変化のピーク値は結某前

に比べて 7日後に有意な増加を示した (1.21土0.24、P<0.05)(図 16)。14日後 (0.97

土0.34)及び 21日後 (0.92土0.23)における有意な結某前との違いは熊かったが、

28日後 (0.76土0.25、P<0.01) において有意な低下が確認された。
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図 15

*P<0.05。
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図 16 慢性低泄流モデルマウスにおける、神経細胞の感覚刺激に対する発火細

胞数の変化。結紫後における各値は結紫前 (Pre)に対する変化率の値を示す。＊

ぱ Preに対して有意な違いがあるかを示すc *P<0.05。

45 



3-3 考察

2光子顕微鏡によるカルシウムイメージングを使用して、慢性低灌流マ

ウスにおける安静時の自発発火細胞数、自発発火頻度の変化や、感覚刺激に反

応を示す細胞数や、輝度変化率の経時的な変化を調べた。安静時および感覚刺

激時には共に結禁手術の 1週後に有意な神経活動の増加を示し、 3週または 4週

後には有意な神経活動の低下を示した（図 14-16)。

脳の神経細胞は外部からの入力が無くとも恒常的な発火活動を示す。例

えば光の無い暗闇においても視覚野が常に活動を示すことや (Fiseret al., 2004)、

スライス標本においても自発的な活動を示すことが報告されている (Sanchezet 

al., 2000, Mao et al 2001)。脳の自発活動の意味は十分には解明されていないが、

神経系の恒常性を保つために重要な働きをしていることが考えられる。脳の自

発活動は興奮性ニューロンと抑制性ニューロンによって調節されるが、本研究

でカルシウムセンサー蛋白として使用した GCaMP3は興奮性ニューロンに特異

的な発現を示す。したがって、本研究で明らかとなった、自発神経発火の慢性

低灌流モデルマウスにおける病変は神経細胞全体のものではなく、興奮性ニュ

ーロンに特異的なものであることに注意する必要がある。

慢性低灌流モデルマウスの結禁手術直後ど慢性期 (4週後）において、

感覚刺激による神経賦活に対する反応の違いを示した。 GCaMP3は神経活動に

伴う細胞外からの Ca2十の流入に応じて蛍光輝度変化を示すため、輝度変化率の

違いはすなわち、カルシウム流入量の違いを示している。カルシウム流入の調

節機構の異常は、認知症を含む様々な神経変性疾患の原因であることが言われ

ている (Bading,2013)。
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本章の研究で明らかとなった慢性低灌流モデルマウスにおける神経機

能の病変については第 7章において、他の章の結果を踏まえて総合的に考察を

行う。
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4. 磁気共鳴スペクトロスコピー (MRS) を使用した脳代謝物の評価

4-1 序論

4-1-1 磁気共鳴スペクトロスコピー (MRS) とは

磁気共嗚スペクトロスコピーは MR装置を使用して、生体中の代謝物を

非侵襲的に測定し、様々な病態解析を行うことができる方法である (Frahmet al., 

1989)。高磁場 MR装置の普及が進んだことや、簡便に解析できるソフトウェア

の開発が進んだことで、脳を対象とした MRSは広く一般的に使用されている

(Provencher, 2001)。1H-MRSは様々な代謝物における水素原子からの信号を、

縦軸に信号強度、横軸に周波数としたスペクトルを得る方法である。一般に、

生体の脳白質における水の濃度は 35Mとされているが、 MRSが対象とする脳代

謝物の濃度は高くても 15mM程度である。脳代謝物は水に対して 1/1000程度の

濃度しかないため、そのままの状態では代謝物の小さなピークは水の大きなピ

ークに埋もれてしまう。そのため、 MRSデータを取得する場合には水の信号は

抑制して測定される。水の抑制により解析可能となった MR信号のケミカルシ

フトの違いから代謝物の特定や評価を行う。

4-1-2 MRSにより測定される代表的な脳代謝物

Nーアセチルアスパラギン酸 (NAA):MRSにおける NAAのピークは、

2.0ppmに認められる。 NAAは脳内に大量に存在するアミノ酸で、神経細胞のミ

トコンドリアで作られ、軸索から細胞外液ヘ一定の割合で流出する。 NAAの量

は、神経細胞の密度やミトコンドリアの機能の指標とされており、 NAAの低下

は神経細胞の消失（不可逆性）や軸索の障害（神経の機能低下）を反映してい

るといわれる。
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クレアチン (Cr) とクレアチンリン酸 (PCr): MRSにおいてクレアチン

とクレアチンリン酸は 3.0ppmと3.9ppmに重なったピークとして観察され、 2つ

の化合物を分離して観察することは困難であるため、総クレアチン (t-Cr) とし

て評価される。これらはエネルギー代謝に関連する代謝物であり、クレアチン

リン酸は代謝されてもクレアチンに変化するため、t-Crとしてみたときの総量は

変化しない。 t-Crのピークは年齢や疾患による変化が少ないといわれ、他の脳代

謝物濃度の指標とされることもある (Govindet al., 2015)。一方で、グリア細胞

の増殖時に総量が変化する傾向にあるともいわれる。

グルタミン酸 (Glu) とグルタミン (Gln): グルタミン酸とグルタミン

は似た構造を持っため、MRSにおいて 2.3ppm付近に両者が重なった状態で観察

される。グルタミン酸は興奮性神経伝達物質であり、シナプス全細胞から細胞

外に放出される。グルタミン酸は神経系において毒性を持つことが知られ、虚

血状態において細胞死を引き起こすことが知られる (Choi,1988)。過剰となっ

たグルタミン酸はグルタミンに変換される。グルタミンは浸透圧調整作用を持

っため、細胞内にグルタミンが過剰に存在すると浮腫を生じる。

y —アミノ酪酸 (GABA) :MRSにおいて GABAは2ppmと2.3ppmと3ppm

に3つのピークを示すが、これらのピークは GABAより脳内の濃度が高く強い

シグナルを示すNAA(2.0ppm)、GluとGln(2.3ppm)、t-Cr(3.0ppm) のピーク

に重なっているためこれらの化合物との区別は困難とされてきた。しかし近年

のMRS測定技術の発展により GABAの検出が可能となってきている (Putset al., 

2012)。GABAは叫屈神経系における抑制性の神経伝達物質としてよく知られて

いる (Tyagarajaet al., 2014)。

タウリン (Tau): タウリンは中枢神経系において 2番目に豊富なアミノ

酸であり、 MRSでは 3.3ppmにピークが認められる。タウリンは抑制性の神経伝
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達物質としての役割や、細胞膜構造の維持、神経保護作用などの役割を持つこ

とが知られている (Wuet al., 2010)。虚血状態下においてタウリンは多量に放出

され、興菰性毒性に対する神経保護効果を持つことが報告されている (Saransaari

et al., 1997)。

4-1-3 本研究では

慢性低灌流マウスにおける神経活動などの疾患による変化は脳代謝産

物の変化を引き起こしている可能性がある。したがって、本研究では、慢性低

灌流マウスにおける脳代謝産物の変化を明らかにするため、フラビン蛋白蛍光

イメージングやカルシウムイメージングの実験で神経活動の増加が示唆された

結禁手術直後と、認知機能障害が報告されている結禁手術の 1ヶ月後における

脳代謝産物の MRSによる評価を行った。
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4-2 材料と方法

4-2-1 動物の準備

合計 7匹のオスの C57BL/6Jマウスを実験に使用した。これらのマウス

に対して 2章の材料と方法に記述されるように飼育及び UCCAO手術を実施し

た(2-2-2)。MRSの測定はUCCAO手術前と手術の 2日後と 28日後に行った。

4-2-2 MRS測定

MRI測定中、マウスは 1.5~2.0%のイソフルランを含む、酸素と空気の混

合ガス (1: 5)で麻酔した。直腸温度を光ファイバー温度計 (FOT-M,FISO, Quebec, 

QC, Canada)でモニターし、加熱パッド (Temperaturecontrol unit, Rapid Biomedical, 

Rimpar, Germany)によって 37.0士0.5°Cに維持した。また、測定中には温風を自動

加熱装置により調整し、 MRI装置内に送風した。 MRI測定中マウスをうつぶせ

の状態で、ハンドメイドのイヤーバーで所定の位置に固定した。

1H-MRS測定のための関心領域 (ROI)を大脳皮質に 3.0X 3.0 X 1.5mmの

大きさで選択した。シグナル取得は PRESS(point-resolved spectroscopy) シーケ

ンス (Bottomley,1987) とouter-volumesuppression法 (Rouxet al., 1998) を組み

合わせて行った(numberof repetitions= 192; TR= 4000 msec; TE= 20 msec; spectral 

bandwidth= 4 kHz; number of data points= 2048)。

4-2-3 MRSデータ解析

MRSのデータ解析は LCModelを使用して行った (Provencheret al., 2001)。

MRS測定値は LCModelの modifiedwater scaling法を用いて定量分析した。

LCModelが 20以下の標準偏差 (%SD) を示したとき (%SDがより小さいほど

信頼性の高いデータであるとされる）、代謝物 (NAA、t-Cr、Glu、Gln、GABA、
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Tau) の濃度は信頼性があるとして評価した (Atwoodet al., 2007)。

4-2-4 統計解析

結果における数値は、平均値土standarddeviation (SD) を示す。統計解

析は One-wayANOVAを行った後の Tukey-Kramer法によって行われた。 P<0.05

を有意とした。
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4-3 結果

4-3-1 MRSによる脳代謝物測定

慢性低灌流モデルマウスの結禁手術前、結禁手術の 2日後、 28日後にお

ける皮質の脳代謝物の濃度を図 17に示す。全てのマウスにおいて、 NAA、t-Cr、

グルタミン酸、タウリンの%SDは5以下であり、これらの 3群の平均は 3未満

であった。また、全ての個体におけるグルタミンと GABAの%SDは 15以下で

あり、これらの 3群の平均は 10末満であった。

NAAの濃度は結某前 (5.99土 1.15μmol/g) に比べ、結某 2日後 (7.18土

0.77μmol/g) に有意な増加を示した (P<0.05)。結禁 28日後における NAAの濃

度 (6.36土0.79μmol/g) は結禁前と比較して有意な遵いはなく、結禁 2日目と比

較して有意な低下を示した (P<0.05)。また、グルタミン酸の濃度も結禁前 (8.30

土 1.71μmol/g) に比べ、結禁 2日後 (9.84土 1.37μmol/g) に有意な増加を示した

(P<0.05)。結禁 28日後におけるグルタミン酸の濃度 (8.70土 1.65μmol/g) は結

禁訓及び結禁 2日日と比較して有意な違いは無かった。t-Cr、グルタミン、GABA、

Tauの全ての代謝物において結禁による有意な濃度の変化は 2日後、及び 28日

後において示されなかった (t-Cr;Pre: 5.87土0.97μmol/g、day2:6.15土0.68μmol/g、

day28: 5.84土0.93μmol/g、グルタミン； Pre: 3.65土 1.15μmol/g、day2:3.64土0.53

μmol/g、day28:3.59土0.86μmol/g、GABA;Pre: 1.96土0.35μmol/g、day2;2.33土0.66

μmol/g、day28;1.86土0.42μmol/g、Tau;Pre: 7.48土 1.98μmol/g、day2:8.10土0.56

μmol/g、day28:6.86土 1.30μmol/g)。
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図 17 A: MRスペクトロスコピー (MRS)測定領域。マウスの結紫側における

大脳皮質（青）の脳代謝産物が測定された。 B:MRSにより求められた脳代謝産

物濃度。結禁手術前 (Pre)、2日後及び28日後の結果を示す。＊は Preに対する

有意な違いを示し、 tは2日後に対する有意な違いを示す。＊、 tともに P<0.05。
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4-4 考察

本章の研究では MRSを使用した脳代謝産物測定により、慢性低灌流モ

デルマウスにおける結禁2日後のNAAとグルタミン酸の増加を明らかとなった

（図 17B)。この結果は、脳代謝物濃度の指標とされる総クレアチンの濃度に変

化が無かったことや、これらの物質において LCModelの%SDが低かったことか

ら確からしい結果であるといえる。

脳梗塞を引き起こすような急激な脳虚血状態においては、酸素及びグル

コースの欠乏の結果として好気代謝が停止し、嫌気性代謝の九進により乳酸の

量が増加する (Cataldoet al., 1986, Schurr et al., 1997)。そしてその後、グルタミ

ン酸の興奮毒性により神経細胞死が引き起こる (Lauet al., 2010)。MRSにおい

て乳酸は 1.3ppm周辺で 2峰性のピークとして観察されるが、一般に正常組織で

は観察することができず、このような嫌気代謝が九進するような状態において

観察される。本章の研究において、乳酸の有意なピークを確認することはでき

なかった。したがって、慢性低灌流モデルマウスにおける嫌気代謝の応進は 2

日後や 28日後においてなかったことが考えられる。

また、脳梗塞は細胞性浮腫を生じることが知られている。脳浮腫のマー

カーであるグルタミンに変化は無かったことは、慢性低灌流モデルマウスにお

いて脳浮腫が生じていない可能性を示唆している。

本章の研究で明らかとなった慢性低灌流モデルマウスにおける脳代謝

産物の変化については第 7章において、他の章の結果を踏まえて総合的に考察

を行う。
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5. 拡散 MRIを使用した神経線維損傷の評価

5-1 序論

5-1-1 拡散 MRIとは

拡散 MRIとは、生体内の水分子が拡散する方向および速度を MRI装置

で計測する手法である。拡散 MRIにより得られる水拡散の情報から、脳の白質

における繊維束の走行や組織特性などを研究することができる。水分子は何も

障壁が無ければ、全ての方向に均ーに拡散する（等方性拡散）。一方で、生体内

においては水分子の移動を抑制する組織が多く存在する。特に白質組織内にお

いては、水分子の拡散方向は神経線維束の方向によって強く制限される。その

ため、水分子は繊維束と並行する方向によく拡散し、直行する方向にはあまり

拡散しない（異方性拡散）。このような水分子の拡散を評価する方法にテンソル

モデルを使用した方法がある (Basseret al., 1994)。このモデルでは、 3次元の楕

円球で水の拡散を表現する方法で、 3つの固有ベクトルから構成される。テンソ

ルモデルを用いた拡散強調 MRIを、拡散テンソルイメージング (DiffusionTensor 

Imaging; DTI) という。 DTIは神経の損傷を評価するための重要なツールとして

使用されている (Abeet al., 2002, Taoka et al., 2016)。DTIにおいてよく使用され

る尺度に平均拡散能 (MeanDiffusivity; MD)と異方性比率 (FractionalAnisotropy ; 

FA) がある。 MDは拡散テンソルの 3方向の固有ベクトルの平均であり、水拡

散が大きい場合に高くなる。 FAは各ボクセルにおける水拡散の異方性を表すも

ので、等方性に近い水拡散では FAは低く、異方性の高い水拡散の場合には FA

は高くなる。本研究においてこの MDとFAの値を評価した。

5-1-2 慢性低灌流モデルマウスにおける DTI研究の間題点
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これまでにDTIを使用した慢性低灌流に関する研究は両側総計動脈結某

(bilateral common carotid artery occlusion: BCCAO)ラットモデルにおいて行われ

ている (Soriaet al., 2013, Wang et al., 2015)。これら 2つの研究において、視神

経や視索における結果は一致していたものの、認知機能に関与する皮質や海馬、

白質における結果は異なっていた。一方では皮質における MDの変化を示さな

かったが (Wanget al 2015)、もう一方は MDの増加を示した (Soriaet al., 2013)。

この DTIによる研究結果の違いは、それぞれの慢性低灌流モデル動物における

脳血流低下量の違いに起因する可能性がある。拡散 MRIでは水の拡散だけでな

くボクセル内の毛細血管流 (Intravoxelincoherent motion; IVIM) も信号に影轡を

与える (LeBihan et al., 1986, Iima et al., 2015, Ichikawa et al., 2017)。血流の影聾が

拡散 MRIに与える影聾の尺度として使用される IVIMの擬似拡散係数 (D*) は

脳血流の値と正の相関を示すことや (Huet al., 2015, Shen et al., 2016)、肝硬変に

よる肝臓の血流低下は D*の減少を引き起こすことなどが報告されている (Patel

et al., 2010)。つまり、慢性低灌流モデルなどの脳血流に変化があるモデル動物

では、ニューロンの損傷と血流変化の両方が DTIの結果に影響を及ぼす可能性

がある。したがって、このような脳血管疾患モデル動物では脳血流が及ぼす DTI

パラメータヘの影響を考慮した評価が必要となる。

5-1-3 本研究では

本研究では、慢性低灌流モデルマウスの神経線維の損傷を調べるため、

DTIによる水拡散の測定を行った。また、脳血流の変化を Arterialspin-labeling 

(ASL) MRIにより測定した。脳血流が DTIパラメータに与える影響を調べるた

めに、脳血流を考慮しない評価法 (pairedt-test) と、考慮した評価法 (Pearson

相関解析及び、脳血流を共変量とした共分散分析）の両方を行った。
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5-2 材料と方法

5-2-1 動物の準備

合計 10匹のオスの C57BL/6Jマウスを実験に使用した。これらのマウス

は2章の材料と方法に記述されるように飼育及び UCCAO手術を実施した (2-

2-2)。DTIおよびASL測定は UCCAO手術の 1ヵ月後に実施した。

5-2-2 MRI測定

MRI測定中マウスを 1.5~2.0%のイソフルランを含む、酸素と空気の混合

ガス (1: 5)で麻酔した。直腸温度を光ファイバー温度計 (FOT-M,FISO, Quebec, 

QC, Canada)でモニターし、加熱パット (Temperaturecontrol unit, Rapid Biomedical, 

Rimpar, Germany)によって 37.0士0.5°Cに維持した。また、測定中には温風を自動

加熱装置により調整し、 MRI装置内に送風した。 MRI測定中マウスをうつぶせ

の状態で、ハンドメイドのイヤーバーで所定の位置に固定した。

DTI測定は 4-shotspin-echo echo-planar imaging (EPI)シーケンスを用いて

実施した(TR=3.5s, TE= 23 ms, FOY= 2.56 cm x 2.56 cm, matrix size= 128 x 128, 

slice thickness= 1 mm, gradient directions= 30, ~= 10 ms, 8 = 5 ms)。使用した b値

は0と670s/mm2であった。

脳血流の測定は Rapidacquisition with relaxation enhancement (RARE)両像

取得による Flow-sensitivealternating inversion recovery (FAIR) ASL法によって実

施した(TR= 12 s, TR= 46.8 ms, FOY= 2.56 cm x 2.56 cm, matrix size = 128 x 128, 

slice thickness = 1 mm, and RARE factor = 72)。選択スライスと非選択スライスの

両方おいて、 22個の異なる反転時間 (inversiontimes ; TI) での画像を取得した

(30,100,200,300,400,500,600,700,800,900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 

1600, 1700, 1800, 1950, 2100, 2300 ms.)。定量的な脳血流量 (Cerebralblood flow : 
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CBF) の値はすべての TIにおける選択スライス両像と非選択スライス両像の信

号差から計算した (Kimet al., 1995)。

5-2-3 DTI及び CBFデータ処理

データ解析は MatLabを使用して行った。最小二乗法を用いて、ボクセ

ルごとの拡散テンソルを推定した。拡散テンソルの固有値（入1,入2,入3) を使用

し、以下の式により平均拡散能 (MD) と異方性比率 (FA) を計算した。

MD=(入1+入2+入3)/3 Eq. 1 

FA=~ 
（入1-MD)2+(入2-MD)吐（入3-MD)2

入1Z+入炉＋入32
Eq. 2 

背側皮質 (dorsalcortex)、白質領域である脳梁と外包 (Corpuscallosum and 

External capsule : CC+EC)、海馬 (hippocampus) における関心領域 (ROI) をFA

マップ上に手動で描き（図 18B)、各 ROIについて MD、FA、CBFの平均値を計

算した。

5-2-4 補正 MDまたは FAマップ

共分散分析 (Analysisof covariance : ANCOVA)による解析が有意な影響

を明らかにした場合に補正 MDマップまたは補正 FAマップを作成した。ここで

は MDマップについての補正方法を説明する (FAにも適用可能）。最初に、ラ

ンダムに選ばれた 1匹の動物の MDマップをテンプレートとし、残りの動物の

MDマップの位置合わせを MatLabのImageProcessing Toolboxを使用して行った。

次に、全ての動物のデータを使用して、各ピクセルにおける MDとCBFの回帰

直線の傾き (Slope(Xi,Yj)) を最小□乗法により推定した。各ピクセルにおける

平均 MD(MDave(Xi, Yj)) と補正 MD(MDcorr(Xi, Yj)) は以下の式により求め
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た。

MDave(Xi, Yj) =~LいMD凶Xi, Yj) Eq. 3a 

MDcorr(Xi, Yj) =~L:=l (MDk(Xi, Yj) + (CBFave -CBFk(Xi, Yj)) x Slope(Xi, Yj)) 

Eq. 3b, 

式における CBFaveは全個体の dorsalcortexとCC+ECにおける CBFの平均値で

ある。

5-2-5 統計解析

統計解析を MatLabの Statisticsand Machine Learning Toolboxを使用して

行った。結果の段落おける全ての値は平均値土SDとして表示する。最初に、結

禁側と対側の MD、FA、CBFの違いを pairedt-testでテストした。 CBFとIVIM

パラメータの D*の正の相関が報告されているので (Huet al., 2015, Patel et al., 

2010)、CBFとDTIパラメータ (FA、MD) 間における Pearson相関解析を行っ

た。また、結禁側と対側の MDとFAの違いを、 CBFを共変量とした ANCOVA

を行った。 P<0.05を統計的に有意であるとした。
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図 18 MRI測定により得られる代表的な個体の画像。A慢性低灌流モデルマウ

スの T2強調画像。結紫側（右 ：Ipsi)と対側（左 ：Contra) における構造上の違

いは無かった。B:T2強調画像上に描かれた関心領域。関心領域は皮質（赤）、

脳梁と外包 (CC+EC:黄）、海馬（緑）に描かれた。C:選択された脳領域を赤で

示した、広いカラースケールの MDマップ。D:脳血流 (CBF)マップ。E:狭い力

ラースケールの MDマップ。F:FAマップ。

61 



5-3 結果

5 -3 -I Paired t-testによる結禁側と対側の比較

UCCAO手術の 4連後における T2強調両像は、全ての個体で脳損傷に起

因する信号変化を示さなかった（図 18A)。図 18C-FにCBF、MD、FAマップを

示す。各領域（背側皮質、 CC+EC、海馬）における結某側と対側の違いを Paired

t-testで検定を行った（図 19)。CBFの値は皮質（結禁側 113.3土 18.9、対側 158.9

土26.1ml/min/lOOg)、CC+EC(結某側 102.0土18.8、対側 147.9土18.2ml/min/lOOg)、

海馬（結禁側 124.8土7.8、対側 196.3土8.3) であり全ての領域で結禁側と対側に

おいて有意な違いを示した (P<0.001) (図 19A)。MDの値は皮質（結禁側 0.779

土0.0380、対側 0.783土0.36910-3mm2/s)、CC+EC(結禁側 0.855土0.0641、対側

0.844土0.054310―3mm勺s) 、海馬（結禁側 0.798土0.0171、対側 0.799土0.0164

10-3mm勺s) でありどの領域においても有意な変化を示さなかった（図 19B) 。

FAの値は皮質（結禁側 0.141土0.024、対側 0.149土0.025)、CC+EC(結禁側 0.325

土0.019、対側 0.305土0.020) 、洵馬（結禁側 0.174土0.050、対側 0.165土0.064)

でありどの領域においても有意な変化を示さなかった（図 19C) 。
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5-3-2 CBFとDTT計算値 (MD、FA) のPearson相関解析

Pearson相関解析は CBFとMDの皮質における有意な正の相関（結禁側

r = 0.866, P< 0.001、対側 r= 0.644, P< 0.001)を示した（図 20A)。同様に CC+EC

（結禁側 r= 0.812, P< 0.001、対側 r= 0.667, P< 0.001)と海馬（結某側 r=0.455,P< 

0.01、対側 r=0.714, P< 0.001)においても有意な正の相関を示した（図 20BC)。

皮質における FAとCBFについても同様の解析を行ったが、結某側 (r= 0.0115) 

と対側 (r= -0.104) のどちらの領域においても有意な相関は示さなかった（図

21A)。同様に CC+EC (結某側 r= 0.0954、対側 r= 0.301) と海馬（結某側 r=

0.239、対側 r=0.194) においても相関は示さなかった（図 21BC)。

5-3-3 共分散分析 (ANCOVA) を用いた結禁側と対側の比較

Pearson相関解析は CBFとMDの有意な相関関係を示したため、 CBFを

共変量とした ANCOVAで解析を行った。結果は表 2にまとめられている。表に

おいて CBFxCCAOは CBFと結某の間に相互作用があるか、つまり相関の傾き

に違いがあるかを検定しており、 CBFeffectはCBFの違いによる値の変化があ

るか、また CCAOeffectは結禁の有無による値の違いがあるかどうかを検定して

いる。 ANCOVAによる解析は皮質 (CBFxCCAO,P=0.408; CBF effect, F=22.5, 

P=0.0002; CCAO effect, F=9.45, p=0.0073) とCC+EC(CBFxCCAO, P=0.728; CBF 

effect, F=20.9, P=0.0003; CCAO effect, F=16.9, p=0.0008)における有意な結禁側と

対側における MDの違いを明らかにした。一方で、海馬では有意な結某側と対

側における MDの違いは無かった (CBFxCCAO,P=0.728; CBF effect, F=l0.3, 

P=0.0056; CCAO effect, F=l.23, p=0.284)。

FAとCBFは有意な相関関係を示さなかったものの、同様な解析が FA

についても行われた。全ての ROIについて ANCOVAによる解析は有意な結禁
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側と対側における FAの違いを示さなかった（皮質： CBF xCCAO, P=0.969; CBF 

effect, F=0.0898, P=0.768; CCAO effect, F=5.89e-5, p=0.994; CC+EC : CBFxCCAO, 

P=0.0853; CBF effect, F=0.116, P=0.116; CCAO effect, F=0.291, p=0.597; 海馬：

CBFxCCAO, P=0.0837; CBF effect, F=0.990, P=0.335; CCAO effect, F=0.804, 

p=0.383)。
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図 20 皮質 (A) 、CC+EC(B)、海馬 (C) における CBFに対する MDの散

布図。白丸は対側、黒丸は結紫側における各個体の値を示し、破線は対側にお

ける回帰直線、直線は結某側における回帰直線を示す。 CBFとMDは全ての関

心領域 (ROI) において有意な正の相関を示した (P<0.05)。
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図21 皮質 (A)、CC+EC(B)、海馬 (C) における CBFに対する FAの散布

図。 白丸は対側、黒丸は結某側における各個体の値を示し、破線は対側におけ

る回帰直線、直線は結紫側における回帰直線を示す。CBFとFAは全ての関心領

域 (ROI) において有意な相関を示さなかった。
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表 2 ANCOV A Table 

t-il) FA 

Dorsal co巾：x CC-tEC Hippocampus Dorsal cor七X CC+EC Hippocampus 

CBFxCCAO o. 720 (0.408) 0.130 (0.728) 0.130 (0.728) 0.00150 (0.969) 0.0354 (0.853) 0.0心7(0.837) 

CBF effect 22.5 (0.0002) * 20.9 (0.0003) * 10.3 (0.0056) * 0.0898 (0.768) 0.116 (0.738) 0.990 (0.335) 

CCAOe伽 ct 9.45 (00073) * 16.9 (0.0008) * 1.23 (0.284) 5.89e-5 (0.994) 0.291 (0.597) 0.804 (0.383) 

CBFXCCAOはCBFと結紫の間の相互作用、 CBFeffectはCBFの違いによる値

の変化、 CCAOeffectは結紫の有無による値の違いの検定結果を示している。括

弧内における数値は P値であり、 P<0.05が統計的に有意とされた。
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5-3-4 補正 M Dマップ

ANCOVAによる解析の結果に韮づき、 CBFがM Dに及ぼす影響が除去

された補正 MDマップが作成した（図 22)。比較対象として平均 MDマップも

作成した。この研究における皮質と CC+ECの CBFave(Eq. 3b参照）は 130

ml/min/100 gであり、この値が補正 MDマップの計算に使用された。補正 MDマ

ップ (MDccrr) において皮質は結禁側で対側に比べ高い値を示しているように

見えた（図 22、矢尻）。また、海馬において AVCOVAは有意な結禁側と対側

の違いを示さなかったが、補正 MDマップは対側に比べ結某側で高い値を示し

ているように見えた（図 22、矢印）。
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印は背側皮質、矢尻は海馬の位置を示す。
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5-4 考察

本研究では、慢性低灌流モデルマウスにおける神経線維損傷について調

べるため、拡散 MRIを使用してマウスの脳内の水拡散について評価を行った。

また、急性虚血性脳卒中患者 (AIS)において、 DTIパラメータと ASLにより測

定された脳血流は相関関係を示すことが報告されているため (Huet al., 2015) 、

ASLを使用して DTIに対する脳血流の影響について調べた。この研究により、

脳血流の影馨を考慮しない DTIの評価でば慢性低灌流モデルマウスにおける脳

内水拡散の変化を捉えることはできなかったが、共分散分析 (ANCOVA) を使

用した脳血流の影聾を考慮した解析では、皮質及び白質領域（脳梁＋外包）にお

ける結禁側と対側の有意な水拡散の違いを明らかとした。 ASLによる脳血流測

定と DTIを組み合わせたこのような MRIによる疾患評価は、動物モデルによる

疾患評価や臨床研究において稀にしか使用されない。しかしながら、神経損傷

による水拡散の変化だけでなく、疾患による脳血流の変化も DTIパラメータに

影粋を及ぼすため、疾患モデル、特に脳卒中や認知症などの脳血管障害が知ら

れる疾患での DTIの結果を正確に評価するためには、水拡散による影響と血流

による影馨の 2つを分離して評価する必要があるということを本研究結果は示

唆している。

本研究において、 CBFとMDは全ての ROIにおいて正の相関を示した

（図 20)。これは MDの値が CBFの遵いによって影響を受けるということを示

唆している。 CBFとMDの間に有意な相関が確認されたため、 CBFを共変呈と

して使用した共分散分析 (ANCOVA)による統計解析を行った（表 2)。ANCOVA

は分散分析に回帰分析の原理を応用し、複数の要素が値に変化を与える場合に、

他の要素の影響を考慮して目的の要素を総合的に群間比較する方法である。本
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研究において CCAO手術は、脳血流の低下と、神経線維損傷による水拡散の変

化を及ぼすことが予想された。これらは両方とも DTIに影響を与えるため、ど

ちらか一方の影聾による DTI計算値の変化を調べるために ANCOVAは非常に

涵していた。 ANCOVAによる検定は、 t-testで有意な変化を示さなかった皮質と

白質 (CC+EC)における有應な増加を明らかにした（表 2)。この結果は、脳血

流低下が DTIに及ぼす影薯により、神経線維損傷による水拡散の変化がマスク

されてしまうことを示唆している。

FAについても MDと同様な ANCOVAによる分析は行われたが、結某側

と対側の有意な FAの違いは示されなかった（表 2)。DTIに影響を及ぼすとい

われる IVIM効果を生じる毛細血管の微小灌流は、ボクセル内における特定の流

れ方向を持たない。一方で、 FAは水拡散の異方性の程度を示す値である。 FA

を求める式 (Eq.2、材料と方法、 5-2-3) について、 CBFの変化が 3つの固有値

（入）の値に対して同じだけ増加させるのであれば、結果として FAの値は変化

しない。したがって、 CBFに関する FAの変化が MDの変化と比較してほとん

ど無いことは合理的である。

以前の慢性低灌流ラットモデルにおける DTI研究では、皮質と白質につ

いて MDが減少する (Soriaet al., 2013)、または変化しないことを報告している

(Wang et al., 2015)。これらの研究で用いられた b値 (Soriaet al., 2013: b=IOOO 

s/mm2、Wanget al., 2015: b=800 s/mm2) は我々が使用した b値 (b=670) よりも

大きい。使用する b値が高いほど CBFによる影響は少なくなるものの、過去の

研究で使用された b値においても DTIにおける脳血流の影響が無視できないこ

とが報告されている (Shenet al., 2016)。したがって、以削の慢性低灌流ラット

モデルにおける DTI研究では CBFによる MDの減少により神経線維損傷による
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MDの増加が覆い隠されていた、また、 CBFによる MDの減少が神経線維損傷

による MDの増加よりも大きかったため、上に示すような結果になった可能性

がある。

我々の研究により慢性低灌流マウスの皮質と白質 (CC+EC) における

MDの増加が明らかとなった。 MDの増加は水拡散能の増加を示しており、これ

は神経線維の損傷に起因することが考えられる。本章の研究で明らかとなった

慢性低灌流モデルマウスにおける神経線維の病変については第 7章において、

他の章の結果を踏まえて総合的に考察を行う。
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6. 慢性低灌流による神経機能障害に対するタウリンの治療効果の評価

6-1 序論

6-1-1 神経に対するタウリンの作用

タウリンは中枢神経系において 2番目に豊富なアミノ酸である。現在ま

でにタウリンは多くの生理学的機能に関与していることが報告されている。例

えば、中枢神経系の発達における成長囚子であることや (Sturman,1993)、膜構

造の維持に関与していること (Moranet al., 1988)、カルシウムの輸送に関与する

こと (Lombardiniet al., 1985)、浸透圧調整物質であること (Soliaet al., 1988)、

抑制性の神経伝達物質であること (Okamotoet al., 1983)、また、グルタミン誘発

性の神経毒に対する神経保護作用を持つことなどが報告されている (Tanget al., 

1996, Edrissi et al., 1999)。また、タウリンが脳卒中やアルツハイマーに対して予

防効果や治療効果を持つことがこれまでに報告されている (Menzieet al., 2013, 

Kim et al., 2014)。

本研究では、慢性低灌流モデルマウスに対するタウリンの効果を調べる

ために、慢性低灌流モデルマウスに長期的なタウリンの経口投与を行い、神経

機能障害の変化を補正フラビン蛍光イメージングで測定した。
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6-2 材料と方法

6-2-1 動物の準備

合計 10匹のオスの C57BL/6Jマウスを実験に使用した。これらのマウス

に対して 2章の材料と方法に記述されるように飼育及び頭蓋窓手術、 UCCAO手

術を実施した (2-2-2)。タウリンを UCCAO手術の 1週間前からマウスの飲

み水に 80mMになるよう溶かし、経口投与した。これはマウスが一日にタウリ

ンを 25mg(0.2mmol)摂取するように計算された呈である。これらのマウスに

おける補正フラビン蛍光イメージングをタウリン摂取前とタウリン 1週間摂取

後（結禁前）、結禁の 2、7、14、21、28日後に実施した。

6-2-2 補正フラビン蛍光イメージング

マウスの感覚刺激時おける神経活動の測定にために 2章に示された補正

フラビン蛍光メージングを実施した。測定方法や刺激方法、及び補正方法は 2

章に記述されている (2-2)。

6-2-3 統計解析

補正フラビン蛍光イメージングの値は、結禁前（タウリン 1週間摂取）

に対する変化率を個体ごとに求め評価した。結果における数値は、平均値土

standard deviation (SD) を示す。結禁手術前に対する変化は One-wayANOVAを

行った後の Tukey-Kramer法よって統計解析をした。また、タウリン未摂取個体

と摂取個体における値の比較を unpairedt-testで行った。 P<0.05を有意とした。
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6-3 結果

6-3-1 タウリン摂取による神経活動の変化

タウリンを一週間摂取させた個体では、摂取前と比較した補正フラビン

蛍光の変化率は 0.81土0.34であり有意な変化を示さなかった (P=0.092)。タウ

リン摂取 7 日後に結禁手術を行い、補正フラビン蛍光の変化を調べた。タウリ

ン摂取個体は結禁の 2、7、14、21、28日後のいずれの日においても、結禁前に

対する有意な補正フラビン蛍光のピークの変化を示さなかった (2日後； 0.89土

0.49、7日後； 0.99土0.26、14日後； 1.01土0.29、21日後； 0.97土0.21、28日後；

1.09土0.29)。結禁 2日目においてタウリン未摂取個体は摂取個体に対して有意

に高い値を示した (P<0.05)。結某 21日後と 28日後においてタウリン未摂取個

体は摂取個体に対して有意に低い値を示した (P<0.01、それぞれ）。また、タウ

リン摂取個体において、全ての測定時点における結禁前 (Pre) との有意な蛍光

変化の違いは示されなかった。
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図 23 タウリン投与による慢性低灌流モデルマウスの補正フラビン蛍光イメー

ジングの変化。 A:タウリン未摂取個体とタウリン摂取 (1週間）個体の補正 FAI

の信号変化率の平均ピーク値。 B:タウリンを摂取させた慢性低灌流モデルマウ

スの補正フラビン蛍光変化。結禁前 (Pre)、2,7,14,21,28日後における時間反応

曲線をそれぞれ示す。 C:補正 FAIの信号変化率のピーク値の変化。結紫後にお

ける各値は結紫前 (Pre) に対する変化率の値が示される。白いバーはタウリン

投与なし個体（図 10と同じ）、黒いバーはタウリン投与ありの個体における結

紫手術後の経時変化を示す。＊はタウリン投与の有無による結紫手術から同時期

の個体に違いがあるかを示す。 *P<0.05,**P<0.01。
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6-4 考察

本章の研究では、タウリンを長期的に摂取させた個体に対して結禁手術

を行い、補正フラビン蛍光イメージング（第 2章）による感覚刺激時における

神経活動の評価を行った。タウリンを長期的に摂取させた個体では結禁から 2

日目の補正 FAI信号値の増加や、 21日後や 28日後における減少を示さず、タウ

リン未摂取の個体との有意な違いが示された（図 23C)。この結果は、タウリン

には慢性低灌流による神経機能障害を抑制する効果があることを示唆している。

タウリンを正常のマウスに 1週間摂取させた結果、有意ではないものの

(P=0.092)僅かな減少を示した（図 23A)。タウリンは抑制性の神経伝達物質

であることが報告さえているため (Okamotoet al., 1983)、感覚刺激時の神経活動

の減少を示したと考えられる。

本章の研究で明らかとなった慢性低灌流モデルマウスの神経活動に対

するタウリンの影響については第 7章において、他の章の結果を踏まえて総合

的に考察を行う。
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7. 慢性低灌流モデルマウスにおける病変のまとめと考察（総合考察）

7-1 結果のまとめ

本研究では慢性低灌流モデルマウスの認知機能障害に至るメカニズム

の解明を目的として、補正フラビン蛍光イメージングによる感覚刺激時の脳酸

素代謝（第 2章）、 2光子顕微鏡を使用したカルシウムイメージングによる安静

時および感覚刺激時の脳神経活動（第 3章）、 MRスペクトロスコピー (MRS)

を使用した脳代謝産物（第 4章）、拡散 MRIを使用した神経線維損傷（第 5章）

について、慢性低灌流モデルマウスを対象に行動実験による認知機能障害

(Y oshizaki et al., 2008、Zhaoet al., 2014, Zuloga et al., 2015) が明らかとされてい

る lヶ月後まで追跡調査を行い、慢性低灌流により引き起こされるこれらの病

変を明らかとした。また、脳卒中や認知症に対して予防効果や治療効果がある

と知られるタウリン (Menzieet al., 2013, Kim et al., 2014) を摂取させだ慢性低灌

流モデルマウスの神経活動の変化を補正 FAIにより評価した（第 6章）。各測

定の結果のまとめが表 3に示されている。

本研究において示される、結禁直後における神経活動の増加や、脳代謝

物の変化、また慢性期における神経機能の低下という現象は、本研究において、

初めて明らかとなった現象であり、慢性低灌流を原因とした認知機能障害のメ

カニズムの解明に大きく寄与することが期待される。
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表 3 各測定結果のまとめ

Pre I 2dav 7dav 14da 
↑ → → 

↑ → 

→ → 

↑ → → 

↑ → → → 

NA.I這開［ ↑ → 

グルタミン酸濃度 ↑ → 

神経線維損傷 ↑ 

賦活時酸素代謝（タウリン） → → → → → 

↑ はPreに対する有意な増加、→は Preに対する変化が無いこと、↓ はPreに対

する有意な減少を示す。
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7-2 結禁後の急性期において神経活動は増加する

賦活時の酸素代謝、安静時の自発発火細胞数、賦活時の GCaMP3の輝度

変化率及び、発火細胞数は結禁の急性期 (2日後と 7日後）において増加を示し

た。この結果は脳の代謝産物である NAAをグルタミン酸の濃度が増加している

ことから確からしい結果であるといえる。神経細胞死を有する脳梗塞を引き起

こすような劇的な脳虚血状態においては、嫌気代謝の充進に伴う乳酸の増加に

より、脳組織の pHが増加し酸性化する (Mutchet al., 1984)。この酸性化はア

ストロサイトから多量のグルタミン酸を放出させ、グルタミン酸の興奮性毒性

が神経細胞死を引き起こすことがこれまでに報告されている (Beppuet al., 2014)。

しかしながら、本研究における MRSの測定結果では検出可能な乳酸のピークは

確認されなかった (4章）。したがって、脳梗塞を生じるほどの急激な虚血（正

常の 20%以下）の場合における神経の過活動と、慢性低灌流における穏やかな

血流の低下（正常の 60%程度）の場合における神経の過活動の引き金となるメ

カニズムは異なる可能性がある。

自発発火の評価において急性期における発火細胞数は増加を示したも

のの、個々の細胞の発火頻度は変化を示さなかった。すなわち、この時点では、

正常時に活動していた神経細胞の機能はまだ病変を示さないが、正常時におい

て活動を示さない異常な神経細胞が活動していることを示唆している。個々の

ニューロンはそれぞればらばらに自発的な活動を示すのではなく、同期した活

動を示す性質が知られている (Boddekeet al., 1997)。慢性低灌流マウスにおけ

る自発神経細胞の増加は、同期して活動を行う神経細胞の増加を示している可

能性がある。

また、カルシウムイメージングの実験において 2日後には、輝度変化率

の増加及び、刺激に反応した細胞の数が増加を示した。反応して発火を示した
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細胞の増加は、刺激に対する閾値が減少しているためであると考えられる。ま

た、 GCaMP3の輝度変化の増加はカルシウム流入量の増加を示唆していると考

えられる。結禁後の急性期において、神経細胞におけるカルシウムの調節機構

が異常を示していることが示唆された。補正 FAIでは確認された急性期のミト

コンドリアにおける酸素代謝の増加はこれらの神経活動の変化の結果によるも

のであると考えられる。この酸素代謝の増加の結果は、ミトコンドリアの機能

に関連する NAAが増加を示したことによって支持される。

慢性低灌流状態では、酸素摂取率が増加することが知られているが

(Yamauchi et al., 1996)、酸素摂取率の増加が原因で神経の過活動が引き起こさ

れるのか、神経の過活動が原因で酸素摂取率が増加するのか今回の結果からは

わからなかった。本研究によって得られた結果では、慢性低灌流における神経

の過剰な活動が引き起こされているという事実は明らかであるものの、脳血流

低下から神経の過活動へとつながるメカニズムを完全に明らかにすることはで

きなかった。

7-3 結禁後の慢性期における神経機能及び繊維の病変

安静時の自発発火の評価では、結禁後の慢性期 (21日後または 28日後）

において発火細胞数だけでなく発火頻度も減少を示した。この結果は、結某後

の慢性期における神経機能や、自発発火パターンの異常を示唆している。また、

感覚刺激時のカルシウム流入の異常を示したものの、刺激に反応して発火する

細胞の数は結禁削と有意な違いを示さなかったことは、刺激に対する反応性が

最低限保たれている可能性を示唆している。

また、拡散 MRIにより皮質及び白質（脳梁と外包）における神経線維の

損傷（水の拡散強度の増加）が明らかとなった。この神経線維損傷の結果は、
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過去の脳切片における白質病変の結果 (Yoshizakiet al., 2008) と一致している。

拡散 MRIにより MD(水の拡散強度）の増加が確認されたが、 FA(水の拡散異

方性）は変化を示さなかった。神経線維の損傷が起きているのであれば FAの減

少が起きることが予測される。慢性低灌流モデルにおいてグリオーシスが起き

ることが報告されており (Soriaet al., 2013)、このような状態は軸索の損傷後に

グリア癒痕を誘導する可能性がある。したがって、ニューロンの損傷や脱髄に

起因する FAの減少は、グリア搬痕に起因する FA増加によっておおいかくされ

た可能性がある。また、慢性低灌流モデルマウスでは結某の 1ヶ月後において

神経細胞死による神経密度の変化が無いことが報告されている (Leeet al., 2011, 

Pimentel-Coelho et al., 2013, Nishino et al., 2015)。この事実は、 NAAの濃度が結

禁前と同じであることから、本研究においても同様であると考えられる。

7-4 タウリン投与による神経機能障害の抑制

タウリンの長期的な摂取を行いながら、結禁後の神経活動の経時変化を

補正 FAIによって調査した実験では、タウリン未摂取の個体で確認されたよう

な結禁手術直後の神経活動の増加や、慢性期の減少を示さなかった。この結果

は、タウリンの抑制性神経伝達物質としての効果が (Okamotoet al., 1983) 、結

禁直後における神経の過活動を抑制したため、過活動によるグルタミン酸の興

面性毒性による神経機能の障害を引き起こさなかったためであると考えられる。

しかしながら、このように結論付けるには本研究で行った実験だけでは不十分

であり、タウリンの摂取を結禁 l週後に終了し、その後の神経活動の変化を調

査する実験や、 MRSの脳代謝物測定により、 2日後におけるグルタミン酸が増

加を示さず、タウリンの増加を示すような結果が必要になると考えられる。ま

た、タウリンは興面性神経毒に対する神経保誰作用や (Tanget al., 1996)、カル
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シウム流入の調節作用を持つことも報告されているため (Lombardiniet al., 1985)、

そのような作用により結禁による神経機能障害が抑制された可能性もある。

7-5 慢性低灌流モデルマウスにおける認知機能障害に至る機構

慢性低灌流マウスが認知機能障害に至る過程において、最初に起こるの

は脳血流の減少であり、それに伴い脳血流量を維持するため脳血管拡張が起こ

るため、脳血管反応性の低下が起きる (Powerset al 1984、Paulsonet al 1990)。

そのとき、神経細胞は自発発火の増加と、刺激に対する過度な神経活動を示す

ことが本研究で明らかになった。このときの、神経の過活動に対する脳血流や

血管反応性の低下によるエネルギーや酸素の供給不足が後の神経機能障害につ

ながると考えられる。これはタウリンにより結禁直後の神経活動の増加が抑制

されたときに、神経機能低下が確認されなかったことに支持される。また、グ

ルタミン酸による興甑毒性は軸索などの神経線維の損傷を引き起こすことが知

られている (Bankerand Larroche 1962)。このような神経機能の低下や、神経線

維の損傷が、慢性低灌流マウスにおける、認知機能障害を示唆するような行動

異常 (Yoshizakiet al., 2008, Zhao et al., 2014, Zuloga et al., 2015)を引き起こす可能

性がある。

しかしながら、このように結論付けるには追加の検証実験を行う必要が

ある。我々が作成したモデルマウスによる行動実験や、上述のタウリンの検証

実験 (7-5) を行うことで、このメカニズムの確証が強まっていくと考えられ、

今後の課題としたい。

84 



略語一覧

AD Alzheimer's disease アルツハイマー病

ANCOVA Analysis of covariance 共分散分析

ASL Arterial spin-labeling 

BCCAO Bilateral common carotid artery 両側総計動脈結禁

occlusion 

CBF Cerebral blood flow 脳血流量

cc Corpus callosum 脳梁

CCD Charge c oupled d evice 電術結合素子

Contra Contralateral 対側

Cr Creatine クレアチン

D Diffusion coefficient 拡散係数

D* Pseudo diffusion coefficient 擬似拡散係数

DTI Diffusion Tensor Imaging 拡散テンソルイメー

ジング

EC External capsule 外包

FA Fractional anisotropy 異方性比率

FAI Flavoprotein autofluorescence フラビン蛋白蛍光イ

1magmg メージング

GABA Gamma-aminobutylic acid y —アミノ酪酸

Gln Glutamine グルタミン

Glu Glutamic acid グルタミン酸
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IOSI Intrinsic optical signal imaging 内因性信号イメージ

ング

Ipsi Ipsilateral 同側

IVIM Intravoxel incoherent motion 

MD Mean diffusivity 平均拡散能

MIP Maximum intensity projection 最大値投影

MRI Magnetic resonance imaging 磁気共鳴画像法

MRS Magnetic resonance spectroscopy 磁気共鳴スペクトロ

スコピー

NAA N-acetylaspartate N—アセチルアスパラ

ギン酸

PCr Phosphocreatine クレアチンリン酸

PET Positron emission tomography ポジトロン断層法

ROI Region of interest 関心領域

SD Standard deviation 標準偏差

SRIOI Sulforhodamine 101 スルホロダミン 101

Tau Taurine タウリン

t-Cr Total creatine 総クレアチン

TI Inversion times 反転時間

UCCAO Unilateral common carotid artery 片側総計動脈結禁

occlusion: 

VaD Vascular dementia 血管性認知症

VCI Vascular cognitive impairment 血管性認知障害
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