
   1  

	 

博士論文	 

	 

拡散反射分光法を用いた	 

低酸素性虚血性脳障害モデルラットの	 

脳組織のモニタリング法について	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

木下	 紗林子	 

	 



   2  

要旨	 

	 脳性麻痺の一因として低酸素性虚血性脳症（Hypoxic ischemic encephalopathy: 

HIE）がある。本研究では、左総頚動脈結紮による虚血と低酸素の負荷により作

成される新生仔ラット HIE モデルにおいて、拡散反射分光法を用いた脳循環、

および散乱振幅の経時的モニタリングを行った。低酸素負荷中には両半球共通

して、脳血液量の急激な上昇と酸素飽和度の低下が確認された。一方で散乱振幅

は低酸素下で左総頚動脈結紮を行った左半球でのみ早期に低下した。この散乱

振幅は脳水分含有率と負の相関を認めた。散乱振幅の測定は、HIEにつながる脳

組織変化を検出するために有用なアプローチとなる可能性がある。	 
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序文	 

1.脳性麻痺・低酸素性虚血性脳障害	 

	 脳性麻痺(Cerebral palsy: CP)は、1968年の厚生省脳性麻痺研究班会議で、“受胎

から新生児期（生後 4週間未満）の間に生じた脳の非進行性病変に基づく、永続

的なしかし変化しうる運動および姿勢の異常である。その症状は 2 歳までに発

現する。進行性疾患や一過性運動障害または正常化するであろうと思われる運

動発達遅延はこれを除外する。”と定義された(1)。日本の疫学統計によると、

CPは新生児の 0.2％に発生する(2)。最近の医療技術の進歩にもかかわらず、そ

の発生率は 1980年代の 0.1%との集計に対してその後、増加傾向にある(3),(4)。	 

CP を引き起こす原因は多岐にわたり、早産、多胎妊娠、母体のウィルス感染、

母体の甲状腺異常、子宮内感染、分娩が原因の新生児仮死があり(5)  (6)、その

中で、分娩進行中の低酸素虚血性脳症（Hypoxic ischemic encephalopathy: HIE）は

CPの全原因の 15％を占める(3)。	 	 	 	 

	 HIEは胎児期の低酸素や、分娩後の重症新生児仮死により脳循環が変化し、脳

組織の低酸素・虚血から脳障害を起こす疾患である。分娩時のストレスで交感神

経系が亢進し、脳循環血液量が増加する。しかし、その後脳血管収縮、循環不全



   4  

が生じ脳循環血液量は減少する。そして、再酸素化され、脳血管に再還流がおこ

り、神経細胞障害が生じる。低酸素・虚血でまず神経細胞死が起こる。また低酸

素・虚血で嫌気的解糖が亢進し、ATPが消費される。そして細胞膜の脱分極が引

き起こされ Caイオンが細胞内に流入する。神経細胞内の Caイオン濃度の上昇

は、シナプスの末端からグルタミン酸などの興奮性神経伝達物質がシナプス間

隙に放出する。グルタミン酸などの興奮性神経伝達物質は過剰となると神経毒

性をもつ。グルタミン酸で神経細胞が興奮、NMDA 受容作動性イオンチャネル

が開き、細胞内の Ca イオンの遊離とともに、Ca イオンが上昇する。細胞内の

Caイオンの増加は神経細胞や細胞膜の障害と誘発し、活性酸素（フリーラジカ

ル）や一酸化窒素（NO）を産生、神経細胞のネクローシスやアポトーシスなど

の 2次性神経細胞死を数時間から数日かけて進行させる。これらの現象により、

大脳皮質、白質、基底核、海馬などの細胞の壊死性変化をもたらす。（図１）(7,	 

8)	 

	 

2.分娩進行中の胎児モニタリングの現状	 

	 HIE を予防するための分娩管理の改善は、新生児における CP の発症の抑制、
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重症化の防止のために重要である。現在の産科臨床で使用される胎児心拍陣痛

図（Cardiotocography: CTG）は胎児の心拍数の変動と陣痛との関係性を観察する

ものであり、CTG が唯一の胎児の状態把握のモニタリング方法となっている。

胎児の徐脈、頻脈や基線細変動の有無と母体の陣痛を観察し、そのパターンより

胎児が慢性的な低酸素状態にいるのか、一過性の徐脈を繰り返しているのか、胎

児が感染症に罹患しているのかなどを予測する(9)。CTGから得られる胎児心拍

数および母体の陣痛の情報から胎児の健康状態を把握することは多くの臨床経

験を必要とし、またその判断は医師の間でもしばしば不一致を生じる(10)  (11)。

この CTGに基づいた判断によって、産科医は吸引分娩・鉗子分娩および帝王切

開を含めた急速遂娩による医学的介入の必要性、タイミングを決定する必要が

ある。	 しかし、この CTG の判読から予測された胎児の状態と出生後の脳損傷

状態の程度は必ずしも一致せず、結果として介入のタイミングを失して CPの発

生につながる場合もある(10)。また、逆に結果として不必要と考えられる帝王切

開に至る場合もある(12)。	 昨今の帝王切開術施行率は増加しており、過剰な医

療介入を回避することは産科医療の重要な課題となっている。WHOでは帝王切

開術施行率を 10-15%以内にするようにという勧告を 1985 年に行っている(13)
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（図 2）。CP発症のリスク回避と同時に児が健常な状態での分娩への不必要な医

療介入を低減するためには、CTG 以外の新たな胎児の状態評価法の開発が望ま

れている。特に、CP発症に関わる脳組織のダメージを直接的に評価するための

技術が重要となる。	 

	 

3.拡散反射分光法	 	 	 	 

	 光の性質には吸収と散乱がある。吸収は光エネルギーが物質自体に取り込ま

れる現象である。光は連続的な波長の集合であり、各波長の光の強さの分布をス

ペクトル（分光分布）という。物質はそれぞれどの波長をとくに吸収するかどう

かが決まっており、物質それぞれの吸収スペクトルをもつ。一方で散乱は微細な

粒子から構成された物質に当たった光がその表面および内部から様々な方向に

反射する現象である。散乱は全波長でおこり、各波長において、吸収と散乱は両

方起こる。光はまっすぐだけでなく、いろいろ曲がったりして物質を通過する。

物質内で複雑に吸収・散乱が生じた結果、入射した光の一部が再び外部に放射さ

れるが、この光を拡散反射光と呼ぶ。光が物質に当たった場合に先に述べたよう

な各物質特有に吸収スペクトルが存在するため、入射した光と拡散反射した光
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のスペクトルが変化する。この拡散反射光のスペクトル変化から物質の種類や

特性に関する情報を得ることができ、この技術を拡散反射分光法という。（図 3）	 

	 

4.拡散反射分光法の医療への応用	 

	 生物の組織、特に脳組織は高度に光散乱性の媒体であるため、組織に浸透した

光の一部は、再び脳表に戻り拡散反射光として検出される。入射光は、頭蓋骨、

頭皮をも通過することが可能であることが知られている。脳組織に光を照射す

るとヘモグロビンの存在によってスペクトルの可視光から近赤外光の領域での

吸収が大きい。この性質を利用して、拡散反射光のスペクトル信号から脳の血行

動態に関する情報を得ることができる。近赤外光は、頭蓋骨や頭皮を介して人間

の脳の皮質に到達することができるため、その性質を利用した近赤外分光法

（near-infrared spectroscopy: NIRS）が、近年人間の脳の機能や活動性の計測に広

く適用されている(14)  (15)。	 

	 うつ病などの診断に用いられる NIRS装置や末梢血酸素飽和度測定では、酸素

化ヘモグロビン（HbO）および脱酸素化ヘモグロビン（HbR）が異なる吸収スペ

クトルを示す性質を利用している。等吸収点と呼ばれる波長では、HbO および



   8  

HbR の吸収スペクトルが交わり、その波長での光強度の変化が総ヘモグロビン

量(HbT)、すなわち血液量の増減を示す。さらに、等吸収点を含む複数の波長に

おける拡散反射信号のリアルタイム測定により、HbOに対する HbRの比を組織

酸素飽和度（StO2）として決定することができる。拡散反射分光の計測では、散

乱光強度の揺らぎ(散乱振幅：Scattering Amplitude)の情報を得ることができる

(16)。筆者の研究室における過去の研究では、無血液ラットを対象に、脳の酸素、

グルコースを除いた時に、散乱振幅が三相性の変化をもたらした。この三相性変

化は大脳の ATP の減少とほとんど一致した(17)。この論文では、細胞の脱分極

を見ている可能性が指摘されており、散乱振幅の変化が細胞や細胞小器官の形

態変化を示していることが考えられる。そこで、本研究では脳酸素飽和度や脳血

液量の情報に追加して散乱振幅の情報を計測することによって不可逆的な HIE

の発生の前段階の脳組織の状態を観察し、胎児の脳組織をモニタリングを行う

ことによって、不可逆的な脳障害に至る前に予防措置としての急速遂娩をとる

ことの判断材料になりうるかどうかに注目した。	 

	 

5.HIEラットモデル	 
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	 	 HIEの動物モデルとして、Riceらによって確立されたプロトコールによる新

生仔ラットを用いた方法が HIE の病原性メカニズムの解明や治療法に関する多

くの過去の研究で使用されてきた(18)  (19)。この HIEモデルは、生後 7日目の

新生仔ラットを用いる。新生仔ラットの片側総頸動脈の結紮を行い、リカバリー

時間を置いた後に低酸素負荷を与えることで結紮した側の脳に HIE が発症する

ものである。この時期の新生仔ラットの脳発達段階は、ヒトの妊娠期間中の胎児

の脳発達段階において、ニューロンの増殖および移動、組織化、ミエリン形成の

点で対応しており、ラットの 1 週齢の仔を使用することは合理的であると考え

られてきた(20)。本研究ではこの HIE ラットモデルに対して拡散反射分光法に

よる光信号測定を行う実験システムを構築して HIE 発生過程の光信号の変化の

関連について探求した。	 

目的	 

	 この研究の主な目的は、脳組織における HIE 発生と拡散反射光信号の変化を

調べることで、HIE の発症の予知予測や予防に寄与する新規の胎児モニタリン

グ技術の開発の基盤となる知見を得ることである。そのために、新生仔ラット

HIE モデルに対して低酸素負荷中の拡散反射信号のリアルタイム測定のための
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実験システムを確立し、そして、このシステムにおける光信号計測から得た脳血

流量、脳酸素飽和度、拡散振幅の各パラメーターと脳損傷発生、脳浮腫との関連

性について検討した。	 
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方法	 

1.新生仔ラット HIEモデルのプロトコール	 

	 すべての動物実験は、防衛医科大学校の実験動物倫理委員会の承認を得て行

われた。	 	 

	 HIEモデルラットの作成においては、riceらが確立したモデルを参考に作成し

た(18)。今回の研究では、光ファイバーを使用し計測を行ったため、頭部を固定

し、また頭皮を切開し頭蓋骨を露出する必要があった。そのため、イソフルラン

の麻酔を左総頚動脈の結紮時以外にも計測時に使用する必要があった。計測を

行い HIE の病変が作成できるようにするために低酸素の時間を以下のプロトコ

ールのように設定した。	 

	 Sprague-Dawleyラット（SLC、静岡、日本）は、温度管理された動物飼育施設

で飼育された。HIEモデルラットは、左頚動脈結紮による片側の脳虚血と低酸素

の組み合わせによって作成される。出生日を 0 日目として、生後 7 日目の性別

不明の新生仔ラットをイソフルラン（和光純薬工業、大阪、日本）で麻酔を行っ

た（導入 3％、維持 0.25〜1％）。頭部を定位フレーム（NARISHIGE、東京、日

本）で固定し、頭皮を切開して頭蓋骨頭頂部を約１cm 四方露出させ、1 対の光
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ファイバーを、頭蓋骨上に置いた。この HIE モデルラットに対して、左右異な

る部位で光測定を行った（図 4）。次に、各個体の左総頸動脈を頸部の皮膚を切

開し同定、3-0外科用シルク糸で結紮し切断、頚部の創部は縫合した。麻酔から

回復するために 37℃の環境下に 120 分おき、その後、低酸素負荷するためにチ

ャンバー内に入れた。チャンバー内で、酸素濃度は 15 分で 8％に達し、その後

8％の低酸素環境を 120 分間維持した。酸素濃度を酸素コントローラー（ProOx 

model 110 BioSpherix、NY、USA）を用いて調節し、チャンバー内の温度をヒー

トマット（World Precision Instruments、FL、USA）を用いて 37℃に制御した。	 同

様のプロトコールで HIEモデルラットを 23匹作成した。	 

	 6匹の新生仔ラットにおいて、測定後、以下に記載するように脳組織水分含有

率の測定のために、低酸素負荷終了直後に全脳をイソフルラン麻酔下で摘出し

た。他の 12匹の新生仔ラットは、低酸素負荷直後の測定の後に親ラットのもと

へ戻され、その後低酸素負荷から 24時間後に麻酔下で測定を行うプロトコール

に従った。測定後、麻酔下で生理食塩水で還流し抜脳、以下に記載する虚血性損

傷の評価に用いた。残りの 5 匹のラットは低酸素負荷終了後に親ラットの元へ

戻され 4週間、1週ごとに体重を測定した。	 
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2.拡散反射分光法を用いた光信号の測定	 

	 拡散反射分光法を用いた、脳組織のデータを収集するための実験システムを

図 5A、B に示す。新生仔ラットの頭部を麻酔下で定位フレーム（NARISHIGE、

東京、日本）に固定し、頭蓋骨を露出させるために頭皮を正中切開した。拡散反

射分光法による測定は、以前の研究(21)で確立されたファイバーベースの経頭

蓋アプローチによって行われた。露出した頭頂骨の上に、中心間距離 1mmのコ

ア径 600μmの一対の光ファイバーを配置した。頭蓋骨表面および除去された頭

皮は、測定中に生理食塩水によって保湿を行った。一対のファイバーの接着点

は、頭蓋骨の中心線より 2mm外側で、肉眼的に確認できる血管は避けて設置し

た（図 5A）。図 4に示すように、連続測定を 19秒間行い、各半球について 3回

測定を繰り返した。光源としては、長波長吸収フィルター（BPS120、B＆W Tek、

Inc.、Newark、Delaware）を用いたタングステンランプを用いて、400〜1000nm

の広帯域光を照射し、総照射パワーを 55μW。反射光を分光器（PMA-11、

Hamamatsu Photonics K.K.、浜松、日本）で分離し、スペクトルデータをソフトウ

ェア（U6039-01 Version 3.1.0、Hamamatsu Photonics K.K.、浜松、日本）で分析し

た。	 
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3.拡散反射分光法による測定データの定量化	 

	 拡散反射分光法により得られた光学データは、以前に報告された研究(16)	 で

確立された、モンテカルロシミュレーションおよび、重回帰分析に基づく、定量

化法により解析した。HbO、HbRの和を HbTとし、総ヘモグロビン量を脳組織

の脳血液量とあらわした。また、HbOと HbTの比を SatO2とし、さらに散乱振

幅を決定した。	 

	 	 脳血液量：HbT = HbO + HbR 

	 組織酸素飽和度：SatO2(%)=100 X｛ HbO /（ HbO + HbR） ｝ 

	 この定量化の原理について簡単に説明すると、脳からの測定された拡散反射

スペクトルを入射光スペクトルによって正規化し、これを分光反射率 R（λ）＊

とした。次に、R（λ）を-log10R（λ）と定義した吸光度スペクトル A（λ）に

変換し、修正 Lambert-Beer法・・・	 

	 

A(λ)=CHbOl(λ)εHbO(λ)＋CHbRl(λ)εHbR(λ)+S(λ)  

C ⾊色素濃度   l(λ)平均光路⻑⾧長   ε(λ)モル吸光係数   S(λ)散乱による減衰項  
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に基づく重回帰分析に適用した。吸光度スペクトルは、組織における吸収および

散乱による減衰の合計として近似することができる。吸光度スペクトル A を目

的変数とし、HbOとHbRの既知の吸光係数を説明変数とし、重回帰分析を行い、

回帰係数を求めた。回帰係数から、事前に数値化された変換ベクトルを用いて、

散乱振幅および HbO および HbR の濃度を決定した。筆者の研究室における過

去の研究によりこの定量化の方法は、組織ファントムを用いて検証が行われて

いる(16)。	 

＊λ：波長	 

	 

4.組織学的研究および TTC(2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride)染色 

	 イソフルラン麻酔下で、全脳を低酸素負荷終了から 24 時間後に 6 匹の新生仔

HIE モデルラットから抜脳した。脳を厚さ 2mm の冠状切片にスライスした。6

匹中 2匹は同一個体で HE(Hematoxylin-Eosin)染色と TTC染色を行った。6匹す

べての切片を 37℃で 15 分間、2％の 2,3,5-トリフェニルテトラゾリウムクロラ

イド（TTC）（Sigma-Aldrich、MO、USA）溶液に浸し、脳の HIE 病変を評価し

た。不染領域（白色部分）が虚血領域となる(22)  (23)。	 
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5.脳組織水分含有率の評価	 

	 低酸素負荷終了時の左右半球の含有水分率は、Dry and Wet 法を用いた(24)  

(25)	 。低酸素負荷終了直後の新生仔ラットをイソフルランで深麻酔を行い、開

頭し、全脳組織を切除した。脳を左右半球に離断し、皮質部分のみとした。乾燥

を防ぐために、すぐに各半球の重量を測定した。両半球を 100℃のオーブンで 99

時間乾燥させ、乾燥後の重量を測定した。各半球の水分含有率は以下の式に従っ

て計算した。（図 6）	 

Water content(%)=[（wet weight – Dry weight ）/ wet weight ]×100（％）。	 

	 

6.長期飼育個体の体重測定と評価	 

	 発育状態を観察するために 5 匹の個体については低酸素負荷後に親ラットの

元へ戻し、１週間ごとに体重測定を行った。体重測定は全て午前中に行った。ま

た同時にコントロールの体重も測定を行った。データの測定時には性別の判断

が困難であったため、性別は 4週間後に確認を行った。コントロールはオスが 8

匹、メスが 3匹であった。HIEモデルにおいてはオスが 2匹、メスが 3匹であっ

た。	 	 	 
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7.統計解析	 

	 左右半球の、HIEモデルプロトコールの各計測時点で測定は３回行っており、

得られた 3 回のデータの平均値を求め、各計測時点でウィルコクソン符号付順

位和検定によって分析した。両側脳半球の脳組織水分含有率と各信号との関係

はピアソンの相関係数によって評価した。ラットの体重の比較にはStudent-t検

定を行った。	 
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結果	 

1.新生仔ラットにおける低酸素性虚血性脳症の発症	 

	 図 4 に示すプロトコールに従って、新生仔ラットに左総頸動脈の結紮を施し

た後、8％酸素濃度に曝露させた。低酸素負荷の終了後から 24時間後に、HE染

色および TTC染色により、12匹の新生仔ラットにおいて脳組織への影響を評価

した。6 匹のラットが TTC 染色によって結紮側である左半球に虚血を示す不染

領域を認めた。3 匹のラットでは TTC 染色で明らかな不染領域を認めなかった。

3 匹が低酸素負荷中もしくは低酸素終了後の 24 時間以内に死亡した。今回は

TTC染色で不染領域を認めた 6例を HIEと診断した。頸動脈結紮が行われなか

った側の右半球の組織学的変化は顕著ではなかったが、頸動脈結紮を行った側

の左半球には浮腫性病変が認められた。左半球の患部には、頭頂から腹側部分お

よび海馬の皮質が含まれていた。左半球における病変の発生は、TTC 染色によ

る確認を行った 6 匹の新生仔ラットでは、損傷発生の領域の広がりに個体差が

みられた。さらに、HE染色では左脳半球組織の浮腫状変化が確認されたが、そ

の部位は TTC染色で確認した HIE病変の分布と一致していた。(図 7)	 	 HIEプ

ロトコールで作成した 5 匹のラットを低酸素負荷終了後頭皮を縫合し、親ラッ
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トの元で 4週間、1週おきに体重を測定した。また、コントロールとして、同環

境で成育したラットの体重を測定し、オスメス別に平均値を求めた。図 7 にお

いてオス、メス共に生後 2週、3週、4週でコントロールより HIEモデルで明ら

かに体重は下回っていた。(図 8)	 

	 

2.HIEモデルにおける脳血液量と酸素飽和度の経時的変化	 

	 脳皮質における脳血液量、酸素飽和度および散乱振幅を、HIE作成のプロトコ

ール内の 9つの時点で得られたデータに基づいて定量的に評価した（図 9A-C）。	 	 

まず、組織内の血流の状態を推定するためのパラメータとして脳血液量、酸素取

り込みを確認するために酸素飽和度を測定した。	 そして、散乱振幅は、脳組織

における細胞の形態学的変化を反映するためのマーカーとして評価した。図 9は

光信号計測を行った６匹の個体の平均値をグラフ化したものである。	 

	 左総頚動脈の結紮後、左半球の脳血液量および酸素飽和度は右半球よりも低

かった。左右半球間の差は、結紮後の麻酔からのリカバリー時間中に広がり、脳

血液量と酸素飽和度は低酸素負荷開始前に有意に左半球で低かった。低酸素負

荷を開始した後、脳血液量は増加し、酸素飽和度は両方の半球ともに減少した。
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脳血液量の増加、脳酸素飽和度の低下は、低酸素負荷の開始から 45 分後の時点

でプラトーに達した。左半球における脳血液量は、低酸素負荷中に顕著に上昇

し、右半球の脳血液量を上回った。低酸素状態では、左半球および右半球の酸素

飽和度のレベルは同程度で推移していたが、左半球の酸素飽和度が常に右半球

を下回っていた。低酸素負荷終了後、脳血液量は両半球で減少したが、低酸素負

荷前の状態と比較して低酸素終了から 24時間後では高いままであった。さらに、

左半球の脳血液量は、低酸素負荷終了から 24時間後においても、右半球の脳血

液量よりも高いままであった（図 9A）。	 酸素飽和度に関して、低酸素負荷終了

後、左半球の回復は右半球の回復よりも遅かった。しかし、低酸素負荷終了の 24

時間後に、酸素飽和度は、半球の両方において左総頚動脈結紮前と同程度までに

戻った（図 9B）。	 

	 左総頚動脈の結紮後、散乱振幅は左半球においてわずかに増加し、右半球にお

いて軽度に減少し、結紮後 120 分で半球間に有意差を生じた。低酸素負荷開始

後、散乱振幅の一時的な上昇が右半球および左半球の両方に現れ、その後散乱振

幅は低酸素負荷終了まで減少した。低酸素負荷中での散乱振幅の減少は、右半球

よりも左半球においてよりすぐに進行し、低酸素負荷開始から 45 分後と 75 分
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後で半球間の有意差が生じた。低酸素負荷終了間際にはこの半球間での差は小

さくなり、散乱振幅は、両半球において、低酸素負荷終了後すぐに同程度になっ

た。低酸素負荷終了から 24時間後で、右半球の散乱振幅は、低酸素開始前と同

程度まで戻った。対照的に、左半球の回復は中程度であり、低酸素負荷前に観察

されたレベルに達しなかった（図 9C）。	 

	 

3.散乱振幅と脳水分含有率の相関	 

	 6 匹の新生仔ラットに対して、図 4 に示す HIE モデルのプロトコールを実施

して光信号の計測を行った後、低酸素負荷開始 105 分の段階で脳水分含有率と

散乱振幅の相関関係を分析した。新生仔ラットの脳をデータ収集の直後に抜脳

し、脳水分含有率を「Dry and wet法」によって測定した。左半球の脳水分含有

率の割合は、すべてのラットにおいて右半球よりも高かった（図 10A）。対照的

に、左半球の散乱振幅は、5匹の新生仔ラットで右半球の散乱振幅レベルよりも

低かった。	 1匹の新生仔ラットでは、両半球で散乱振幅において、両半球間の

差異は顕著ではなかった（図 10B）。さらに、脳水分含有率と各信号の相関関係

を調べた。その結果、散乱振幅と脳水分含有率との間に有意な負の相関が認めら
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れた（相関係数;	 R = -0.73、p = 0.007）（図 11-3）。	 

	 

考察	 

	 本研究では、新生仔ラットを用いた HIE モデルに対して拡散光反射分光法に

基づいた光信号を経時的に計測する実験を行った。ラット HIE モデルに対して

低酸素負荷中に計測を行った報告は少ない。 

	 収集した光信号データから、脳血液量、酸素飽和度、散乱振幅を定量的に解析

し、HIEの発生過程とそれらの 3つのパラメーターとの関係を検討した。左総頚

動脈結紮後、左半球の酸素飽和度は、常に右半球の酸素飽和度よりも低かった。

低酸素負荷が開始されたとき、脳血液量の急激な上昇が観察され、この反応は左

半球では右半球よりも顕著であった。半球間の酸素飽和度の差は、低酸素負荷中

には負荷前後と比較して少なくなった。散乱振幅に関しては、低酸素負荷の開始

後に左半球において右半球よりも急激な減少を示した。そして、散乱振幅は脳半

球の水分含有率と負の相関があることが確認された。	 

1.HIEモデルラットの脳循環動態	 

	 本研究では、左総頚動脈結紮の後に低酸素負荷を与えることで HIE を発症す
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るラットモデルを用いて検討を行った。このモデルでは、低酸素負荷のみ、もし

くは総頚動脈の結紮による虚血のみでは、新生仔ラットの脳組織に HIE を発症

させることができないことが知られている(18)。	 総頚動脈は、同側半球に酸素

を供給する主要な血管であるが、脳底部の Willis 動脈輪によって半球間で左右

の総頚動脈が接続されているため、片側の総頚動脈結紮を行っても通常の酸素

環境下では脳組織を維持するための酸素供給の最低必要量が確保されて不可逆

的な低酸素虚血性損傷が生じないと考えられる。それに対して、左総頚動脈結紮

後にさらに低酸素負荷を与えることで脳内の動脈血管構造に由来した酸素供給

の予備力の限界を越え、左半球における HIE病変の発生が導かれる。脳内の HIE

病変の発生を TTC染色（図 6）で確認すると、6匹に対して同一のプロトコール

を実施しているにもかかわらず HIE 病変の広がりには個体差が大きかった。ま

た、今回の研究で TTC 染色で虚血領域を認めたものは 12 例中 6 例であった。

同様のプロトコールを行っていても虚血が見られないものがあった。これは総

頚動脈結紮後の脳血流量を維持する能力や虚血低酸素に対する脳組織の耐性に

個体差があることを示唆している。	 

	 酸素供給が減少すると血管抵抗が低下するという代償メカニズムが脳血管に
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はあることが知られている。過去の研究において、低酸素濃度のガス吸入によっ

て脳血管の拡張、脳血管抵抗の減少それに伴う脳血流の増加が引き起こされる

ことが示されている(26)。本研究では、低酸素負荷状態で両側の脳半球において

脳血液量の急速な上昇が確認された。これは、低酸素刺激に対して脳血管拡張が

生じた結果であると考えられた。	 総頚動脈結紮により酸素供給が制限された左

半球において、この応答がより顕著となったことはそうした脳血管の特性と照

らして考えると合理的である。左半球の酸素飽和度が低下したにもかかわらず

総頚動脈結紮直後に応答がなかった理由は、低酸素負荷前の PaO2が脳血管の代

償応答を引き起こす閾値に達しなかったのかもしれない。この推測を支持する

ように過去の研究において、低酸素下で生じる脳血管拡張には閾値があり、

50mmHg 未満の PaO2 となると誘発されると報告されている(27)  (28)。本研究

の結果に当てはめた場合、低酸素負荷前の最後の測定時点の左半球の測定酸素

飽和度は約 80％であり、これはヘモグロビン解離曲線上の PaO2 レベルとして

は 50mmHg より高いということを考えると、総頚動脈の結紮を行った左半球で

は低酸素負荷前の段階では脳血管拡張の反応は生じておらず、低酸素負荷開始

後に PaO2 レベルが 50mmHg を下回った時点で閾値を超えたことにより血管拡
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張が生じた可能性がある。	 

	 この HIE モデルでは、右半球と左半球との間で低酸素負荷によって引き起こ

される組織損傷の結果は対照的であった。組織学的所見および TTC染色結果に

おいて確認されたように、脳における病理学的変化は左半球に限定されており

右半球では生じなかった。左総頚動脈の結紮、つまり虚血のみではこのモデルに

おいて HIE を引き起こすのに十分でないことを考慮すると、低酸素負荷開始後

の各パラメータの変化が不可逆性脳損傷の発生と密接に関連することが考えら

れる。この研究で評価した 3 つのパラメータの中で、低酸素負荷開始後に最も

早期に半球間の差を生じたのは散乱振幅であった。血液量および酸素飽和度に

ついては半球間の違いはより遅れて出現しており、その違いの程度も散乱振幅

と比較すると比較的軽度であった。今回の HIE モデルにおいて虚血のない右半

球は低酸素にさらされているものの TTC染色では肉眼的な脳損傷を認めていな

い、つまり、散乱振幅で低酸素負荷の早期に半球間の差が見られたことは脳障害

が不可逆的な病変となる前段階で、散乱振幅の低下をパラメータとし、HIEへと

向かうことを検出することができる可能性がある。こうしたことから、散乱振幅

が HIE 発症に関わる脳組織障害を検出する最も感度の高いパラメータであるこ
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とが示唆される。	 

	 以前の報告では、Hasegawa らが、2 週齢のウサギに対して脳血流量、酸素化

ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビン、総ヘモグロビンの連続モニタリングを行

った。低酸素負荷開始早期に、酸素化ヘモグロビンが減少を示し、脱酸素化ヘモ

グロビンおよび全ヘモグロビン量が増加した。脳血流量も増加を示した(29)。	 

	 また仔豚を使用した研究では、脳血液量と、低酸素虚血仔豚モデルにおける脳

の病理学的変化を評価した。低酸素負荷の前、中、および 6時間後計測し、脳血

液量の増加を確認、特に蘇生後 1および 3時間で、病理所見に相関していた(30)。	 

	 

2.脳水分含有率と散乱振幅の関係	 

	 低酸素負荷終了直後の脳水分含有率は、左半球では右半球よりも高かった。ま

た半球の水分含有率は低酸素負荷開始 105分後の散乱振幅と負の相関を示した。

脳浮腫は、低酸素刺激下で進行する病理学的な急性事象の 1 つとして知られて

いる(31)。 MRI容積測定を用いた過去のヒトの研究では、脳血流量および脳実

質容積の増加の結果として、40分間の低酸素状態で脳の腫脹が検出された(32)。

高所の病気に関する研究においては、低酸素症に対応した脳血管拡張が血管透
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過性および血管外漏水を増強することが示されている(33)。過去の研究では、低

張性の還流溶液で脳浮腫を引き起こした海馬は散乱振幅の低下を示していた

(34)。また頭部外傷の研究においても脳浮腫による散乱振幅の低下をみとめた

(35)。今回の研究では、散乱振幅が低酸素負荷状況下で脳浮腫の進行を感知する

光学的パラメータとして利用できる可能性が示された。一方で脳浮腫の発生の

みでは説明困難な現象として、低酸素負荷開始直後の散乱振幅の一過性の増加

が今回の研究では観察された。先にも述べた過去の研究において、成体ラットの

脳は、低酸素負荷を与えた直後の数分間において三相性に散乱振幅が変化する

ことが確認されている(16)	 (36)。この変化は、細胞構造の障害に伴う、細胞膜

内外の脱分極が背景要因となって生じていると推察されている(36)。またこの

三相性の変化が起きた後には再酸素化してもラットの蘇生が困難であったこと

から、本研究においては、三相性の変化はみられなかったが、一度散乱振幅が増

加し、再度減少するという過程をみている可能性もあるが、低酸素負荷開始後の

早期に観察された散乱振幅の一過性増加は、細胞構造変化を含めた脳浮腫以外

の背景要因の結果であるかもしれない。また、TTC染色で HIEを認めた症例に

おいて、HIEが発症していない右半球も散乱振幅の低下を認めており、脳浮腫の
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形成にあたっては、散乱振幅の程度だけではなく、低下している継続時間も関わ

りがあるのではないかと考えた。	 

	 

3.低酸素負荷終了後のパラメータ変動について	 

	 低酸素負荷終了後 24時間の時点で測定したパラメータは、右半球と左半球の

間の HIE 発生の有無を反映していると考えられる。血液量および散乱振幅は、

HIEを発症しなかった右半球では、低酸素開始前と同程度に戻った。一方で左半

球では、血液量および散乱振幅は、低酸素状態になる前に元のレベルに完全に戻

されず、HIE の発生に伴い血流および水分量を調節するための組織恒常性が失

われた状態への移行を示していると考えられた。	 酸素飽和度については、低酸

素負荷後 24時間の時点で半球間の差がないように見える。これは、低酸素負荷

開始前には左総頚動脈の結紮により左半球の酸素飽和度が右半球よりも低下し

ていたことと矛盾するように思われる。しかし、HIEの発生に伴い左半球の脳組

織の酸素需要が減少して、結果として左右の半球間の酸素飽和度の差が消失し

た可能性が考えられる。	 

	 	 

4.今後の発展	 
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	 新生児の HIE 発症を回避するための最適な医療介入のタイミングを決定する

には、CTG モニタリングのみに依存した現在の分娩管理では限界がある。その

ため周産期医療の現場では、胎児の脳損傷の発生を予防する新たなモニタリン

グ技術の開発が希求されている(37)  (38)。本研究の結果は、低酸素負荷中の脳

循環代謝のモニタリングができたことについて、有用であり、拡散反射分光法を

応用した胎児の脳組織の状態評価が分娩中の HIE 発症を早期に診断し、脳組織

が可逆的な段階で対応が可能となる有効なアプローチとなる可能性を示してい

る。拡散反射分光法の一つの応用として、分娩進行中の胎児脳組織の酸素飽和度

のモニタリングの有用性に関しては過去に研究されてきた。しかし、脳酸素飽和

度測定による HIE 発症の予知・予防への有用性については否定的な結果となっ

ている(39)	 (40)  (41)。本研究においても、HIEを発症した左半球と右半球との

間の酸素飽和度の差が小さいことを考えると、酸素飽和度を用いた HIE の発症

の検出は困難であると予想される。本研究の結果に基づいて考えた場合、HIE発

症を検出する拡散反射技術の臨床導入においては、散乱振幅の計測を標的とし

たアプローチが有望と考えられる。	 
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5.研究の限界と将来の課題	 

	 	 今回はラット HIE モデルに対した、低酸素負荷中の脳循環代謝および、散乱

振幅のモニタリングを行うことができた。しかし、HIEをコンスタントに発症で

きず、途中で死んでしまうものや、全く病変が確認できないラットも存在した。

麻酔の深度や、個体差、頭皮を切開することによっての頭部の温度管理の困難差

が原因と考えられる。今後はさらにこの実験システムの精度を高め、確立してい

く必要がある。	 

	 また、この研究で示された知見の解釈について、以下の点で注意を要する。光

の脳組織の測定深度は、光ファイバーの距離に依存する。本研究では、筆者の研

究室における先行研究の結果に基づいて、ファイバー間距離を 1mmに設定した。

その先行研究では、生体ラットを用いた実験の中でモンテカルロシミュレーシ

ョンを用いて計算したところ、ファイバー間距離を 1mmに設定すると拡散反射

信号の最大測定深度は 0.5mm となり脳皮質の層 I〜III をカバーすることが判

明した。また、より広いファイバー間距離の設定とした場合に比較して、1mmの

距離は光散乱振幅の変化を非常に敏感に検出できることを見出している[14]。

しかし、これらの結果は、成体ラット脳の実験データに基づいているため、今後
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の研究では新生仔ラット脳に適合するように、ファイバー間距離を含めた光信

号測定に関わる設定を最適化する必要がある。さらに、本研究では頭皮を除去し

た上で頭蓋表面上に直接ファイバーを置いて光学的データを収集した。この方

法は、頭皮組織からの干渉なしに皮質からの光信号をモニタリングするのに好

都合であった。しかし、本技術の臨床応用を考えた場合に、将来的には頭皮を通

して得られた光信号を頭皮の情報と脳の情報に分離し評価する方法を確立する

必要がある。また、胎児の妊娠週数、頭部の大きさによっても、皮質の深度が違

うため、情報処理の際には注意が必要となってくる。特に早産児においては脳の

発達段階が異なるため、低酸素負荷に対しても異なる結果が出ることも予想さ

れる。	 

	 臨床応用では、分娩進行中の胎児に対し使用する場合には経膣的に装置を挿

入し、胎児の頭部に直接装置を接着させる。その際には髪の毛によって光が吸収

されることが考えられるため、今後の検討課題である。また、今回はラットが麻

酔下であってもラットが動くことによってファイバーの位置がずれることがあ

るので、連続計測が出来なかったが、胎児に対しては連続計測することを目標と

する。	 
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結語	 

	 	 	 本研究は、拡散反射分光法によって得られたデータと HIE発生に伴う脳組織

損傷との関連を明らかにした。	 低酸素刺激への反応として生じる脳血管拡張お

よび脳浮腫の発生は、それぞれ拡散反射光信号から計測される脳血液量および

散乱振幅の変化として捉えることが可能であると考えられた。	 本研究の結果よ

り、散乱振幅の計測による拡散分光法を応用した胎児脳組織モニタリングは HIE

発症の予知・予測を目的とした新規の分娩監視技術開発の有望なターゲットで

あると考えらえる。	 
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図 1	 

	 

図 1：HIEの発症機序	 
低酸素状態になると、ミトコンドリアでは、ATPの産生が減少する。細胞膜の脱
分極が起き、細胞外のグルタミン酸が増加し、細胞外カルシウムイオンが増加し

する。その結果フリーラジカルの産生、リパーゼ・ヌクレアーゼなどの酵素の活

性化、一酸化窒素（NO）産生などによってアポトーシスおよびネクローシスが
おこる。	 
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図 2	 

	 

図 2：近年の分娩件数と帝王切開術施行率の推移	 
分娩件数は減少傾向にあるが、帝王切開術施行率は増加している。(厚生労働省)	 
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図 3	 

	 

図 3	 光の特性	 
吸収は光が物質に吸収され熱エネルギーに変換される。散乱は物質の表面に光

があたり、様々な方向へ反射することである。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 



   36  

図 4	 

	 

図 4.	 HIEモデルのプロトコール	 
新生仔ラットの左総頸動脈（n = 17）を麻酔下で結紮し、次いで 120分の麻酔か
らの回復時間を適用した。処置した新生仔ラットを低酸素環境（8％酸素濃度）
中に 135分間置いた。低酸素負荷直後に、17匹中 6匹の新生仔ラットをイソフ
ルランの深麻酔を行い、抜脳し、大脳皮質の水分含有率を測定した。他の 6匹の
新生仔ラットは、HIEの発症を評価の TTC染色のために低酸素に曝露してから
24 時間後に安楽死させた。残りの 5 匹は低酸素終了後に親ラットの元へ返却し
4週間体重計測を行った。三角マークは、脳組織の光学データを収集したポイン

トを表す。	 
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図 5-A	 

	 

図 5-B	 

	 

図 5	 
A.拡散反射分光法を用いた測定のための実験システム	 
	 タングステンランプに接続された光ファイバーを介して光が透過し、頭蓋骨

を介して脳組織に照射された。反射光は、分光器に接続された別の光ファイバー

によって伝達され、得られたスペクトルを分析した。	 

B.頭蓋骨上の光ファイバーの取り付け部位の拡大画像。	 
	 頭皮を除去して露出させたラット頭蓋骨の表面に、一対の光ファイバーを直

接取り付けた。	 2本のファイバーの中心間の距離は 1mmであった。	 1 つの光
ファイバーから放出された光が頭蓋骨を貫通し、脳組織からの拡散反射は、他の

光ファイバーに伝達される。	 
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図 6	 

	 

図 6. Dry and wet法	 
低酸素負荷終了後すぐにイソフルランで深麻酔をし、還流はせずに抜脳し、左右

でわけ、皮質のみとし、重量を測定、その後 100℃で 99 時間乾燥させその後の

重量を測定し以下の式で算出した。	 

Water content (%) = [(wet weight -dry weight)]/wet weight × 100% 
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図 7	 

	 

	 

図 7.低酸素負荷終了から 24時間後での虚血性脳損傷	 
低酸素負荷終了から 24時間後に、HIEモデルの抜脳をした。脳の冠状切片を TTC
溶液（A）およびヘマトキシリン	 -	 エオシン（B）で染色した。	 6匹の新生仔
ラットからの脳組織の代表的な画像が提示した。	 （A）および（B）は、同じラ
ットの染色結果である。	 
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図 8	 

	 

図 8,生後４週間までのコントロールと HIEモデルの体重変化	 
オス、メス共に HIEモデルのほうが全週数において下回っていた。	 
＊<0.05 **<0.01 
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図 9	 
A 

	 

B 
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C 

	 

図 9. HIEモデルにおける脳血液量および酸素飽和度、散乱振幅の時間変化。	 
新生仔ラットの脳組織内の脳血液量（A）および酸素飽和度（B）および散乱振
幅（C）を定量化した。左（虚血あり）および右（虚血なし）半球の時間変化が、
示された。右半球の変化は細い線で、左半球は太い線で示した。時点０での点線

は、左総頸動脈結紮のタイミングを表した。点線の長方形で囲まれた時間帯は、

8％の酸素環境への負荷期間である。最後のプロットの時間は、低酸素負荷終了
から 24時間後である。	 *：半球間の比較において p <0.05。各時点における点お
よびエラーバーは、平均±標準偏差である。n=6	 
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図 10	 
A p=0.02 

	 

B	 p=0.07 
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図 10	 

低酸素負荷の開始から 105 分後に、散乱振幅のデータを収集した直後に、HIEプ
ロトコール下で 6匹の新生仔ラットの抜脳した。脳組織水分含有率は、Wet and 
dry法で測定した。 （A）左右脳半球の水分含有率。 （B）左右脳半球の散乱振
幅。同一個体は同一のプロットマークで示されている。右半球からのデータは灰

色で、左半球は黒色で示されている。プロットの点線は近似線である。またグラ

フ内の横線は平均値である。	 
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図 11 
1. 

相関係数 0.235	 p=0.46	  

	 
2. 

	 相関係数	 -0.500	 p=0.09 
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3. 

	 	 相関係数= -0.73、p = 0.007	 

	 

	 

図 11.脳組織水分含有率と散乱振幅との相関	 
低酸素負荷の開始から 105分後に、散乱振幅のデータを収集した直後に、HIEプ
ロトコール下で 6匹の新生仔ラットの抜脳した。脳組織水分含有率は、Wet and 
dry法で測定した。（1）脳組織水分含有率と脳血液量との相関。（2）脳組織水分
含有率と脳酸素飽和度の相関。（3）脳組織水分含有率と散乱振幅の相関。同一個
体は同一のプロットマークで示されている。右半球からのデータは灰色で、左半

球は黒色で示されている。プロットの点線は近似線である。	 
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