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あらまし軽度低体温群（34°Ｃ、ｎ=１０）と常温群（37°Ｃ、ｎ=１０）とにおいて虚血中及び再潅流後の高エネルギーリ
ン酸代謝(』、、PCr、Ｐｉ)、ｐＨの変化をMongolianGerbil(n=20、mail、BWSO-60gウの両側頚動脈15分間の閉塞による前

脳虚血モデルを用いて、３ｌＰＭ《ｓによって１週間測定し、軽度低体温による脳保護効果を組織学的にも評価した。虚血
中は常温群と軽度低体温群でいかなる高エネルギーリン酸代謝も統計学的に有意差がなかった。再潅流後、軽度低体温
群の代謝(ArP、PCI)の回復率は常温群のそれに比べて、約10-20％より高く、より速く回復した。虚血一週間後、Amp、
PCrは軽度低体温群､常温群ともさらにそれぞれ10-20％に徐々 に低下した。病理組織所見では､海馬、大脳皮質の虚血

神経細胞障害は軽度低体温群でそれぞれ35％､２４％であったが常温群でそれぞれ82％､５９％であった。この実験の結果
は、軽度低体温の脳保護効果はAmP、PCrの高い回復率と、高エネルギーリン酸代謝の２次的の低下を妨げることによ

る¥こどを意味し、病理組織学的にも確認された。
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AbstractHigh-eneIgyphosphatemetabolism(AⅢＥＰｑＰｉ)andinnacellularPHweIesequentiallymeasurcdwithgeIbil
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1.はじめに

近年、外傷や虚血による脳損傷に対し、低体温療法の

臨床的有用性が見直されている(3)。３０度から３２度の低

体温における脳保護効果はこれまで基礎的に確かめられ

ているが(8,24)､動物実験において軽度低体温(33~34度）

の脳エネルギー状態(mdoxstate)は常温の場合と差がない

とされている(6)。従って、そのメカニズムは脳代謝の抑

制によるものではなく､hypoxiaによってトリガーされた

脳細胞内の二次的化学変化を抑制するためであると考え

られている('2)｡そこで､本稿では代謝物質の非侵雲的、

経時的測定法である31p-lvRS法を用い､軽度低体温群と

常温群において、脳虚血時、再還流早期の脳内リン酸化

合物代謝動態を連続的に測定し、虚血後における軽度低

体温の脳保護効果について、病理組織学的観察と総合し

て基礎的に検討した。

２方法

実験には、Mongoliangembil(MaleBWSO-60gn=20)を用

いた。１０％urelhan溶液0.5-0.6ml(lml/lOOg)を腹腔内注射

し、0.5％ハロセン，７０％のＮ２０と３０％の０２を自発呼吸

下で麻酔した動物に手術操作を行った。体温は直腸温お

よび海馬温（定位的にサーミスターを挿入）をモニター

した。常温群（直腸温で３７度、、=１０）と軽度低体温群

（直腸温で34度、IFlO）に3'P-MRS測定の１時間前か

ら、測定中、測定３時間後まで体温をモニター、保温装

置および冷却装置を用いて維持し、その後は両群とも室

温に置いた。連続的に血王をモニターし、血液ガスや血

糖のための動脈血サンプルを採取するために右大腿動脈

にカテーテルを挿入した。動脈圧は平均値で表した。虚

血モデルは、腹側頚部切開の後、両側頚動脈を露出し、

一過性の前脳虚血のモデルを作るために６０ナイロンを

頚動脈にかけてそれを引くことによって１５分間閉塞し

て虚血負荷を与えた。

虚血の範囲はオートラジオグラフィーで、comroL軽

度低体温虚血群，常温虚血群に対し、l4C-IAPを使って

定性的に検討した。l4C-IAP(O6mlの生食にlMCi)を１

分以上かけて連続的に大腿静脈から注入し、注入後すぐ

に断頭し､脳を素早く取り出し40度に凍結した｡Crvostat

で一連の冠状断面に20ﾉし、の厚さで切断した｡脳断面を

カバーガラスに乗せ、６０度で乾燥した。オートラジオグ

ラムは７日間、Ｘ線カセットの中でl4C-methyl

methacrylatestandaIdで乾いた脳断面をKodakSB-5X-ray
filmに感光する事によって作製した。

３lP-MRSは､GX-270FTNⅧスペクトロメーター（日

本電子、静磁場強度６．３テスラ、リン共鳴周波数

109231V田z）を用いて測定した。直径12ｍｍのサーフエ

スコイルに露出した頭蓋を置き、gerbilをプローブに固

定した。磁場均一性は水のプロトンシグナルの半値幅が

02ppm以下となるように調整した。ＲＦパルス幅をl犯
s、パルス繰り返し時間を500,secとし、ｌスペクトル

あたり600回の信号加算（5分間）の測定を行い，スペ

クトルを得た。エディカレントによるスペクトルの歪み

は観られなかった。BroadなbaselinesiglalはconvOlution

djHbrenCeで取り除き､peakaleaの歪みを最小にするため

にlinebroadeningを800Hzのexponential関数で３連続繰

り返して行った。Ｆｍは30Hzのexponential関数でフィ

ルターをかけた後に、フーリエ変換した。位相補正は

baselineのスペクトルで視覚的に行った｡クレアチンリン

酸PCI)のピークを基準とした無機リン酸(Pi)のchemical

shiftから細胞内ｐＨを計算した(38)。虚血負荷前最初10

分間のスペクトルをbaselineとし(2本)､虚血中15分間

を（3本分)、再潅流35分後まで(7本分)を連続的に測

定した。また、虚血後24時間後１０分間（2本分)、１週

間後にも１０分間（2本分）測定した。

PCr、Ｐｉ、β-A｡Ｐの各リン酸化合物の定量は各ピーク

の面積で求め、虚血負荷前の２つのbaselineの平均値に

対する百分率で表した。

虚血７日後､全ての動物は実験終了後に､１０％のuIBd,ａｎ

溶液を腹腔内に注射し、0.5％ハロセン、７０%のＮ２０と

30％の０２にて自発呼吸で麻酔し、sacnhceされた。ヘパ

リン溶液と１０％ホルマリン溶液を経心臓的に注入した。

潅流後すぐに脳を注意深く取り出した。脳をホルマリン

溶液に１週間浸した後､brainmamxを用いて,３ｍｍの冠

状のブロックに切断した。脳組織が処理されたらパラフ

ィンに包埋、おのおのの組織塊から６マイクロミリの厚

さにカットし，H-E(Hemat卿lin-Eosin)で染色した。両

側海馬のCA-l領域、大脳皮質の細胞層に見られる障害

された細胞を光学顕微鏡的に分析するために，BIegma
から-20ｍｍと０．０ｍｍの冠状断面を基準断面として選ん

だ。虚血神経細胞障害は両側海馬のＣＡ－ｌ領域と両側大

脳皮質の内錐体層における200倍率での正方形(長方形）

の中の虚血細胞数と正常神経細胞数をカウントし、全神

経細胞数に対する虚血神経細胞数の百分率で表した。海

馬と大脳皮質の断面のH-E染色した断面に隣接したパラ

フィン包埋した６マイクロの断面をカットし､gelatin-coat

されたスライドにマウントして、ＧFAP染色を行って、

asnfocytereactivityの評価に用いた｡ＧFAP免疫組織化学活
性のIelative廿ansmittancedjstributionの評価は画像解析装

置(WinROOF、MitaniCorporation、Japan)を使用した。

asmcyticreactivityは両側海馬のＣＡＰl領域と両側大脳皮
質の内錐体層における200倍率での正方形（長方形）の

中のaIeahactionとして分析した。なお､全てのデータは

左右とも計測され、その平均値で表した。

PhysiologicalandhistopathologicalvaIiablesにおける軽度
低体温群と常温群の間の有意差検定はunpajICdt-beStを行
った。３'P-IvRs測定結果に対する軽度低体温群と常温群
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に戻り、その後も徐々に約０３±0.10度上昇した。

Fig,江ｅ２はコントロール（非虚血)、虚血時の常温群、

軽度低体温群におけるオートラジオグラムの代表例を示

す｡常温群と軽度低体温群間で虚血領域には違いなかっ

たrigme2)。また、このモデルがconmlと比べて前脳の

高度の虚血を呈し、椎骨脳底動脈の支配領域においては

潅流されていることが観察できる。

１４C-IAPAutoradiography

｢.&‘．.『尚',､.&,…４．:剥え:両羅霧霧’

NTmormothermiaMHrgmildhypothermia

直腸温海馬温を除いて､動脈血pH､二酸化炭素分圧、

酸素分圧、血糖､血圧とも常温群軽度低体温群間で虚
血前、虚血中、虚血後に有意な差は認められなかった

(Iable-l)。
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<Fig.3虚血負荷に伴うリン共鳴スペクトルの経時的変化〉
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の間の統計学的有意差はおのおのの時点でunpajxedttest

を行った。危険率５％以下で有意差ありと判定し、実験
結果は平均値±標準偏差で表した。
3.結果
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<Fig2コントロール、常温群および軽度低体温群にお

るオートラジオグラムの代表例＞

Figme-3は、虚血前、虚血中、再潅流後における常温

群と軽度低体温群から得られた共鳴スペクトルの経時的

変化の代表例を示す。
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<Figl虚血負荷に伴う直腸温と海馬温の経時的変化〉

Fig'ne-lに、虚血前、虚血中、再潅流後における常温

群と軽度低体温群の直腸温と海馬温の測定結果を示した。

海馬温は直腸温より常温群で0.7±0.08度､軽度低体温群

で0.4±０．０８度、それぞれ低かった。直腸温は再潅流５

分後､虚血前よりも軽度低体温群で0.8±007度､常温群

で1.0±0.15度それぞれ徐々 に低下した｡海馬温は虚血に

した１５分後に軽度低体温群で虚血前より1.5士0.08度、

常温群で１３±011度速やかに低下した｡再潅流後すぐに、
海馬温は速やかに上昇し､約16分以内には虚血前のレベ
ルに回復し､その後徐々 に約03±007度上昇した｡直腸
温は再潅流後徐々 に上がり、３０分以内に虚血前のレベル
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Figure4に両群におけるATP､PCr､Ｐｉレベル及び細胞
内Phの経時的変化を示す｡虚血前、虚血中は各リン酸化

合物レベル及び細胞内ｐＨともに常温群と軽度低体温群

の間で統計学的有意差はなかった。虚血１５分後、ＡＩＰ、

PCrは常温群､軽度低体温群ともそれぞれbaselineの30％

および２０％まで急激に低下した。虚血１５分後Ｐｉは

baselmeの４７倍に急激に増加した。細胞内ｐＨは常温群
で707士010から666士006に、軽度低体温群では707

士0.07から6.71士009にそれぞれ低下した。再潅流後、

各リン酸化合物レベルは虚血前のレベルに回復していっ

た｡軽度低体温群では潅流１０分から25分の間で常温群に

比べてその回復は有意に早かった。軽度低体温群におけ

るAJP､ＰＣrレベルはbaseljneの90.2±7.8％､929±5.6％

まで回復した。また、常温群ではATP、ＰＣｒレベルは

baselineの733士70％、７８３±13.4％までの回復にとどま

り、軽度低体温群の方がPiレベルは常温群よりも有意に

早く約20%多く回復していた。再潅流後、軽度低体温群

における細抱内ｐＨは常温群よりも有意に早くbaseljne
のレベルに回復した。

虚血１週間後、ＡｒP、ＰＣｒは軽度低体温群において

baselineの74.5士6.9％、81.6士119％に、また常温群にお

いて64.9士１０．６％､５９３±7.3％にそれぞjれ徐々 に減少した。

一方､Piは軽度低体温群においてbaselineの1354±148％

に、また常温群においては165雲7±24.6％まで徐々 に増加

した。

Ｆｉｇｕｍ５ａに常温群と軽度低体温群における海馬の

CA-l領域と大脳皮質の神径細胞障害をそれぞれ表した。

壊死性神経細胞は濃染された核とエオジン好性の細胞質

によって同定される｡mble2は軽度低体温群と常温群に

おける海馬と大脳皮質の神経細胞障害の数を数えて，ま

とめたものである。海馬における虚血性神経細胞障害は

常温群で８２±１０％であったのに対して軽度低体温群で

は3辻15％しか障害されていなかった｡大脳皮質におけ

る虚血性神経細胞障害は､常温群で約59±11％であった

のに対して軽度低体温群では２４士13％しか障害されて

いなかった。常温群は軽度低体温群よりも海馬や大脳皮

質において有意により多くの神経細胞障害を示した

(P<001)。

Table２

Figu1℃５ｂに常温群と軽度低体温群における海馬の

CA-l領域と大脳皮質のGFAPIeactivityをそれぞれ表し
た。コントロールではGFAP陽性ashrocyteは主に白質で
観られ、海馬や大脳皮質にはほとんど観られない(Iﾖble
2)。ＧFAP陽性asmcyteは小さい核で明瞭であり、明る

く、ＧFAPに細胞質が染まってみえる。mble2は軽度低
体温群と常温群における虚血群とコントロール群の海馬
と大脳皮質のashDCyteIeactivibﾉをまとめたものである。

Aslrocytereactivityは、海馬において常温群では448±

127(comolOl5士012)％であったが、軽度低体温群では

256士156％であり(conmO37士028%)，大脳皮質では、
常温群で474±196％(ＣＯn位olOO4±0.03％)であったが、

軽度低体温群では1.03士0.84％であった(conholQ70±

0.07%)。常温群では軽度低体温群よりも有意に海馬や大

脳皮質においてより高いasUDcytereactivilyを示した

(P<0.01)。

4考察

我々の研究では，虚血中の脳温は低下し、再潅流後は

一時的にbaselineより上昇した｡これらは従来報告(31,34）
されたものと同じ傾向であった。その理由は、一つは脳

温が脳血流に依存していることと､もう一つは回復した

血流による虚血侵襲後に続発する虚血細胞の２次的な化

学反応の結果であることが考えられる｡hyperlhexmiaは

fbcalischemia（8,27,35）及びglObalischemia（1422,33）
とも虚血障害を助長し、進行させるといわれている。こ

れは､hypothenniaのprotectiveeHbctとは逆の機序で起こ

っていると考えられる（'1,15,16,25,32,33,40,41)｡従って、

常温群での虚血性組織障害は再潅流後も助長された可能

Ｉ性がある。

neumnaldamageに導く様々 なprocessを低体温がどの
ようにして阻止するのかはまだはっきりしていない。低

体温によるnemopmtectionのメカニズムの一つとして脳

代謝率(ovⅨ)の減少が一般に受け入れられていた（28)。

Hypothermiaにより代謝活性が減少し、結果的にグルコ

ースや酸素に対するdemandの減少が起こる（９）という

ものである。さらに、高エネルギーリン酸の枯渇と乳酸

の蓄積の程度が減少するという報告（9,10,29,37,43）は、

Neuronalinjuryandastrocytereactivityinmildhypothermicandnormothermicgroup

Hippocampus(Ｈ･E）cortex(ＨＥ）hippocampus(ＧFAP）cortex(GFAP）
ＭＨＴ(％）

ＮＴ(％）

35±１５(0)倉

８２±１０(0）

24±1５（0)＊

５９±1１（0）

2.56±1.56(0.37±0.28)＊

4.48±１．２７(0.15±0.12）

():controlＭＨＴ:mildhypothermiaNT:normothermia

*ｐ＜０．０１ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｎｏｒｍｏｔｈｅｒｍｉｃａｎｄｃｏntrolgroup

－９８－

1.03±0.84(0.07±0.07)。

4.74±1.96(004±0.03）
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これを支持する所見である。このように、Ibpothemmia
の脳への効果はかつて、もっぱらＣＭＲの減少によると

信じられてきた｡しかし､正常脳においては､hypothemlia

は１度あたりわずか5％のmetabolicactivityを減らし､エ

ネルギーの貯蔵に影響しないことから､hypothermiaで保
護された程度は完全に細胞の代謝活性によるものではな

いと言うことが示唆されている（1,17,19)。また､低体温

によりＣＭＲが50％下がっても、脳梗塞のサイズを必ず

しも減少させるとは限らない(42)。さらに、hypothemmia
であるにも関わらず、虚血脳で乳酸の蓄積が認められる

(5,36)という最近の報告から、neurolXotectionのメカニズ
ムはＣＭＲの低下のみでは説明できない。

しかし、hypothenniaがpostischemico>q/genradical

activitvの低下や（18）やendogenousantioxidants（20）と

lipidperoxidation（26）の消費を制限しているという事実

から、hypothenniaのneuroprotectiveeBfectは賊radical
を介するカスケードの抑制と言う仮説が成り立つ。Rce

radicalの産生にはＡＴＰが関与しているが、hypothennia
と常温での高エネルギーリン酸の枯渇を比較した報告

(4,30,43)はいくつもあるが、虚血の程度、虚血時間の差

や､虚血モデルの違いなどにより単純には比較できない。

我々の実験では、虚血前及び虚血中の高エネルギーリ

ン酸は、軽度低体温群、常温群とも有意な違いを認めな

かった｡このことから､これまで報告されているように、

globalischemiamodelでは軽度低体温のIedoxstateは常温

の場合と差がないことが確かめられた。しかし、再還流

後、軽度低体温群は、PCr、AIP、Ｐｉ、ｐＨとも常温群
よりも速やかに回復し、ＰＭＲＳで約10-20％の回復の差

を認めた｡再還流の間､ＡＩＰはより早く補給されるので、

回復する能力をもった細胞膜のpotentialや虚血神経細胞

やグリア細胞の生き残ったものの統合性(integnty)の再確
立が得られる（23)。再潅流24時間後および１週間後に

は軽度低体温群でbaselineの15-25％、常温群で25-40％

のPCr、ATPの低下､軽度低体温群でbaselineの135％、

常温群で166％のPiの上昇を認めた。つまり再潅流後も

高エネルギーリン酸の枯渇状態が持続しており、より常

温群で高度であった。DegeneratinglXocessは虚血中にす
でに起こっているかもしれないが、再潅流後に引き続き

障害が進行していることを示唆している｡再潅流後にお

ける神経細胞の二次的損傷の機序としては、少なくとも

一部はミトコンドリアレベルでelec位onnFanspoKtsystem

の障害が推測される｡特に､elec位onnanspoItchajnen勾/ｍｅ

の一つであるcomplex4のdamageが考えられている(7)。

虚血中は常温であっても､再還流後に軽度低体温にすれ

ばnemoprotectiveであると言う報告(5,7,12)があるが、そ
れは一つの傍証と言えるかもしれない。

３１P-MRSでは常温群と軽度低体温群の間で障害の程度

の差が約１０－２０％であったのに対して､病理組織所見で

Iま両群の間に障害の程度の差が30-40％であった。この

解離の理由の一つは、虚血に陥った前脳だけでなく、虚

血に陥っていない脳幹部や小脳など頚動脈の支配領域外

の領域も含めて測定された可能性がある。虚血時、前脳
は高度の虚血であることと脳にはエネルギーのリザーブ

がないことから、そのエネルギー代謝（供給）はほぼ０

であるはずなのに､PCr、ATP両群とも20-30％認めら

れているということからもその可能性はサポートされて

いる。また、もうひとつの理由は、病理組織の結果が実
際の全体のダメージよりも強調された結果になっている

可能性がある。なぜならば、病理で見た海馬CA-l領域

や大脳皮質は選択的に虚血に対して障害されやすい部位

であるからである(37)。しかし､高エネルギーリン酸値等

の絶対値には多少問題があるにせよ､相対的な評価では

真実を反映しているものと確信している。
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