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論文内容の要旨

【目的】

虚血性脳血管障害の病態生理の特徴の一つに，神経細胞がなぜ虚血に最も脆弱なのか，という選択的脆弱性が挙げ

られる。神経細胞の虚血に対する選択的脆弱性を検討するモデルとして，砂ネズミやラットでは前脳領域全体に重度

の虚血を短期間負荷したのち血流再開通する一過性重度前脳虚血モデルが確立されている。近年，各種の遺伝子変異

マウスが作成され各種病態時における個々の遺伝子産物の関与が明らかにされつつある。脳虚血病態に関しても，遺

伝子変異マウスを用いた多くの研究が実施されるようになってきているが，その大部分は局所脳虚血モデルを用いて

行われている。脳虚血に伴う神経細胞の選択的脆弱性を遺伝子変異マウスで検討するには，マウスで再現性良好な一

過性重度前脳虚血モデルが必要とされるが， これまでそのようなモデルはほとんど報告されていない。本研究では実

験によく供されるマウス 7 系統を用いて，両側総頚動脈閉塞によりどの程度再現性よく前脳虚血を発症するかを，死

亡率，神経症状，組織学的評価，血流低下率，脳底部ウイリス輪での頚動脈系と椎骨脳底動脈系の吻合程度の点から

検討し，再現性良好なマウス一過性重度前脳虚血モデルを開発する事を目的とした。

【方法ならびに成績】

1.マウス 7 系統の両側総頚動脈永久閉塞による神経症状の発生頻度及び24時間死亡率

(方法)代表的なマウス 7 系統 C57BL/ 6 , ICR, BALB/ C, C 3 H , CBA, DBA/ 2 , dd②各 8 匹ず、つを用

いた。雄性， 8 -16週齢，体重21-27 g のものを対象とした。軽エーテル麻酔下に仰臥位に固定し頚部皮膚を正中切

開，両側総頚動脈を剥離後，二重結紫し室温下に 2 時間後まで神経症状の観察を行った。神経症状としては意識障害

(傾眠，体向反射消失，昏睡)，回旋現象，頚部捻転，煙聖堂の 4 項目をとりあげ，その評価は15分から 120 分までの間

行った。その後， 24時間後に再度観察し死亡率の評価を行った。

(結果)頚部捻転，虚撃といった重度の虚血症状がC57BL/6 では30分までに， ICR や BALB/C でも 120分まで

にほぼ全例で観察された。これら 3 系統の24時間後の死亡率はほぼ100%であった。一方， C 3 H , CBA, dd⑦では

2 時間後までの重度虚血症状発現頻度および24時間後の死亡率とも50%程度であった。 DBA/2 は一部の例で回旋

現象，意識障害を認めるものの頚部捻転，痘撃を示す動物は少なく 24時間後の死亡率も低かった。

2. マウス 7 系統の20分間両側総頚動脈閉塞，再瀧流による虚血性神経細胞死の発生頻度一神経症状と組織学的病変
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の対応を含めて一

(方法) 1 と同様にマウスを軽エーテル麻酔下に両側総頚動脈を剥離し体温および側頭筋温を36-37
0

C に保ったの

ち， クリップにより 20分間閉塞した。クリップ後マウスを内部温度350Cに保ったチャンパーに置き，神経症状を観察

した。神経症状は上記の 4 項目について評価した。 20分間のクリッフ。後血流を再開通し， 1 時間後まで動物を保温し

た。一週間後に動物を断頭し，取り出した脳を固定後パラフィン包埋し，作成したパラフィン切片を HE 染色，二ッ

スル染色抗微小管結合タンパク質 2 (MAP 2) 抗体を用いた免疫組織化学染色に供した。組織学的検索では虚血

に脆弱とされる海馬と線条体を検索した。

(結果) 20分間の両側総頚動脈閉塞中の神経症状の発現は l と同様に C57BL/6 で最も一定してみられた。

C57BL/6 では頚動脈閉塞後 5 分まで体向反射の消失がみられ， 5 -10分の聞にほとんどの動物で回旋現象，頚部

捻転が発現し 15-20分までの聞に痘撃が観察された。なおクリップ閉塞中の死亡率は ICR で 8 %，血流再開通から

1 週間後までの閣の死亡率は C57BL/6 で11% ， ICR で33%であった。虚血性神経細胞死の発生頻度は C57BL/6

の海馬，線条体では各々 8 例中 6 例と 7 例に認め， うち 5 例と 6 例は両側性であった。 ICR， BALB/ C でも 8 例中

6 例に海馬及び線条体に神経細胞死がみられたがいずれもー側性であった。 C 3 H , CBA , ddY , DBA/2 では 8

例中 1 -2 例に細胞死を認めるのみであった。以上の結果から C57BL/6 が両側総頚動脈閉塞により最も再現性良

く虚血性神経症状が観察され，海馬，線条体での神経細胞死の発生頻度も他の系統に比べ高頻度に観察される事が明

らかとなった。

3. マウス 7 系統の脳底部血管構築，特に頚動脈系と椎骨脳底動脈系の吻合の程度と両側総頚動脈閉塞による脳血流

低下率

(方法)マウス 7 系統各 5 匹ずつをケタミン麻酔下に両側総頚動脈を 1 分間クリップし閉塞前後の脳血流量の変化

を中大脳動脈瀧流領域上の頭蓋骨表面においたレーザードプラ血流計にて計測した。その後深ネンブタール麻酔下に

開胸し左心室から生理食塩水にて血液を洗い流したのち，ゼラチン加墨汁を注入し脳を取り出し脳底部の血管構築を

観察した。

(結果)両側総頚動脈閉塞前後の脳血流量低下率は C57BL/6 で最も大きく平均で91%ついで ICR の84% ，

BALB/C の82%であった。 C 3 H, CBA, ddY, DBA/2 では70-80%の低下率であった。脳底部での頚動脈系と

椎骨脳底動脈系の吻合に関しては C57BL/6 では全例ぞ左右のどちらかにのみ脳底動脈径の 1/3 未満の細い吻合

を認めるのみであった。しかし ICR， BALB/ C を含む他の系統では個体間で吻合の程度にばらつきがみられ一定の

傾向が得られなかった。

【総括】

1.マウス 7 系統のうち， C57BL/6 が両側総頚動脈閉塞により神経症状，組織学的虚血病変，血流低下率の面か

ら最も再現性良く前脳虚血を発生し，脳底部での頚動脈系と椎骨脳底動脈系との吻合の不全がその主因と考えられた。

2. C57BL/6 系統を遺伝的背景にもつ遺伝子変異マウスでは両側総頚動脈閉塞による選択的神経細胞死の検討が

可能であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

脳虚血に伴う神経細胞の選択的脆弱性を遺伝子変異マウスで検討するには，マウスで簡便かっ再現性良好な一過性

重度前脳虚血モデルが必要とされるが，これまでそのようなモデルは報告されていない。本研究では実験によく用い

られるマウス 7 系統を用いて，両側総頚動脈閉塞によりどの程度再現性よく前脳虚血を発症するかを，死亡率，神経

症状，組織学的評価，血流低下率，脳底部ウイリス輪での頚動脈系と椎骨脳底動脈系の吻合程度の点から検討した。

その結果マウス 7 系統のうち， C57BL/6 が両側総頚動脈閉塞により神経症状，組織学的虚血病変，血流低下率の

面から最も再現性良く前脳虚血を発生し，脳底部での頚動脈系と椎骨脳底動脈系との吻合の不全がその主因と考えら

れた。 C57BL/6 系統を遺伝的背景にもつ遺伝子変異マウスでは両側総頚動脈閉塞による選択的神経細胞死の検討

が可能であると考えられた。本研究は，遺伝子変異マウスを用いて虚血に対する神経細胞の選択的脆弱性を今後検討

していく上で重要な意義を有する論文であり，学位の授与に値すると判断される o
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