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1.1 はじめに 

 脳は虚血や低酸素に対して極めて脆弱な組織であり，脳循環代謝異常は多くの中枢神経

疾患の原因あるいは病態の中核をなしている。そのため，疾患のメカニズム解明と新たな

治療法開発を目指した研究において，脳循環代謝異常とそれに伴う病態の進展を非侵襲的

かつリアルタイムに可視化する技術が重要である。近年，このような中枢神経疾患におい

て，拡延性脱分極と呼ばれる現象の病態との関わりが注目を集めている。この現象は，神

経細胞の膜電位がほぼ完全に消失するほどの異常な脱分極が波状に拡大する現象で，組織

に大きなエネルギー負荷を与えるため，各種疾患の病態悪化の原因となりうる。本研究は， 

脳循環代謝異常と拡延性脱分極の発生を，非侵襲的かつリアルタイムに観察可能な光学的

手法を用い，各種疾患動物モデルにおける病態の進展を観察することを目的とする。 

 本章では，はじめに脳循環代謝の重要性と拡延性脱分極について説明し，本論文が対象

とする中枢神経疾患（虚血性脳梗塞および頭部外傷）における病態観察の必要性と意義に

ついて述べる。次に，本論文に先立ち著者が，ラット脳虚血ないし低酸素モデルにおいて

観察した脳組織のバイアビリティー低下に伴う特徴的な光学特性変化について述べ，最後

に本研究の目的と論文の構成について記す。 

 

1.2 中枢神経疾患における病態観察の意義 

 中枢神経系（脳および脊髄）に関わる疾患は，原因・病態ともに多岐にわたるが，多く

の疾患において有効な診断・治療法が未確立であり，その克服は医学上最重要課題のひと

つに位置づけられる。新たな診断・治療法を確立するためには，病態の理解が必要不可欠

であり，原因病態の解明により始めて治療介入の道が拓かれる。 

 

1.2.1 脳循環代謝と中枢神経疾患 

脳組織は人間にとって最もエネルギーを必要とする臓器であり，脳重量は体重の約 2%

にすぎないが，脳に循環する血液量は心拍出量の約 15%に相当し，全身の基礎代謝の約 20%

が脳の酸素代謝に使用されている[1]。それゆえ，脳は虚血・低酸素に最も脆弱な組織のひ

とつであり，例えば脳血流量が低下すると，ある閾値以下で脳波（電気生理学的機能）が

消失し，その後脳は不可逆的変化に至ることが知られている[1]。このような機能的あるい

は組織学的変化が起きると，その領域に関連する脳機能が失われる。図 1.1に人脳（内側面）

の模式図を示す。人が人たる所以は，他の動物にはない大脳皮質の発達にあるといわれて

いる。同図に示した大脳辺縁系が動物に共通した本能につかさどるのに対し，大脳皮質（連

合野）は意識や記憶，情動や認知機能等の高次機能に関係し[2]，同領域は人脳の面積の約

75%を占める。本論文が対象とする虚血性脳梗塞および頭部外傷においても，これらの領域

が損傷を受け機能喪失が問題となる。 

脳のエネルギー代謝は，細胞質内で行われる解糖系と，ミトコンドリア内におけるクエ

ン酸回路と電子伝達系の酸化的リン酸化により行われる。前者はグルコース 1 分子から 2
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分子のアデノシン三リン酸（Adenosine triphosphate, ATP）が作られるのに対し，後者ではグ

ルコース 1分子から 36分子の ATPが生成され，ミトコンドリアにおける酸化的リン酸化が

効率の良い ATPすなわちエネルギー産生系であることがわかる[1]。後者のミトコンドリア

における酸化的リン酸化は，ミトコンドリア内膜にある複合体 I～IV（電子伝達系を構成す

る酵素）を電子が伝達し，末端酵素（複合体 IV）のシトクロム c オキシダーゼにおいて酸

素に電子伝達することで完成する（図 1.2）。複合体 I～IVを電子が伝達する際，プロトンが

マトリックスから膜間腔に汲み上げられ，これにより電気化学的勾配が形成され，プロト

ンが逆流して ATP 合成酵素を回転させることで ATP が産生される[3]。産生した ATP は，

神経細胞膜のイオンポンプの維持（膜形態の維持）や神経伝達物質や神経ペプチドの合成

等に使われる[1]。 

 

1.2.2 拡延性脱分極 

 近年，片頭痛，虚血性脳梗塞，くも膜下出血，頭部外傷等の様々な中枢神経疾患におい

て，拡延性脱分極（spreading depolarization: SD）と病態との関わりが大きな注目を集めてい

る[4,5]。SDは，通常の脳活動（活動電位の発生やシナプス伝達）で生じる脱分極とは性質

が異なり，細胞外からの強い機械的，化学的，あるいは電気的な刺激により誘発され，細

胞膜を介して大量のイオンの流出入が起きる結果，膜電位が通常の約-70 mVから約-10 mV

まで変化し，ほぼ完全な脱分極に至る現象である。ひとたび発生すると周囲の細胞を次々

に脱分極させ，波のように広く伝搬する性質があることからこのような名称で呼ばれる。

その伝搬速度は 2-5 mm/min と比較的遅い。SD が起きると，続いてイオンのより戻し（再

分極）にエネルギーを消費するため，組織にエネルギー負荷がかかることが知られる。こ

れは正常な脳組織では特段問題にならないが，脳虚血などの血流低下が起きている状況下

では，病態悪化の引き金になりうる[4,5]。 

SDの発見は，1944年ブラジルの生理学者 Aristides A. P.  Leãoが，痙攣発作の研究をし

ている過程で偶然発見した奇妙な電気生理学的現象を報告したことにさかのぼる[6]。この

現象は，その後多くの研究者の興味の対象となり，長らく動物を対象にした実験でのみ観

察される特異な現象と受け止められてきた。しかし最近約 10年の間，画像診断技術の進歩

と，とりわけ欧州の研究グループ COSBID（Cooperative Study on Brain Injury Depolarizations, 

www.cosbid.org）による精力的な取り組みにより[7-9]，認識が大きく変わった。SD は，虚

血性および出血性脳梗塞の患者，あるいは頭部外傷の患者の脳で実際に起きることが報告

され[7-9]，単なる病態の付帯現象ではなく，明らかに病態を悪化させる因子として理解さ

れるようになった。これにより SDは診断と治療における重要ターゲットとして，これまで

以上に高い注目を集めている。 

 SDは，細胞外電位の陰性シフトを伴い，膜電位の消失により電気的な神経活動は停止す

るため，同時に脳波の抑制が観察される（拡延性抑制，spreading depression）。そのため SD

を計測する最も一般的な方法は，細胞外電位の記録である。電極を使用するため空間分解

3



能は制限されるが，膜電位の消失を直接観測できるため感度が高く，脱分極の持続時間を

正確に記録し，脳波の抑制も同時観察できる利点がある。一方，電極の代わりに光イメー

ジングを用いると，SDの発生と伝搬を広視野かつ高空間分解能で可視化することができる。

SD は上述したように，細胞膜を介して大量のイオンの流出入が起きる現象であり[10]，水

の移動も伴い，これにより細胞が膨化し，樹状突起やミトコンドリアが異常な形態を示す

ことが知られる[11,12]。生体組織では，細胞や細胞小器官が主要な光の散乱体となるため，

このような形態変化が起きると組織の光散乱特性が変化し[13]，これをイメージングにより

捉えることが可能となる。生体透過性の高い可視～近赤外領域における脳（灰白質）の等

価散乱係数は，吸収係数より約 2桁高いことから[14]，同波長の光を用いた拡散反射光イメ

ージングは脱分極の可視化に有用である。 

SD の病態との関わりを理解する上で，SD に伴う脳血流の応答パターンを知ることが重

要である。図 1.3に SDに対する血流レスポンスの模式図（仮説）を示す[5]。一般に正常な

脳組織では，SD の発生に伴い一過性の血管拡張（vasodilation），血流増加（hyperemia）が

観察され，これが上述した SDに伴うエネルギー消費を補っていると考えられている。しか

しこの血流応答パターンは，SDが発生・通過する組織のエネルギーレベルにより異なるこ

とが知られ，例えば虚血負荷に曝された組織では，SDの発生に同期して血流応答は減少に

転じ，組織の帰結に影響を与えることが報告されている[15-17]。 

 

1.2.3 虚血性脳梗塞 

平成 29 年度の厚生労働省統計によると，脳血管疾患は死因の第 3 位を占め[18]，発症率

では死因第 1 位の悪性新生物（腫瘍）をはるかにしのぎ，また要介護となる原因の第 1 位

となっている。その原因の大部分を脳虚血が占めることが知られる。虚血性脳梗塞は，た

とえ救命できても，その後の後遺症により患者の社会活動を大幅に制限するのみならず，

患者家族にも大きな負担を強いることから，医学的・社会的に大きな問題となっている。 

上述したように，脳は虚血に対して極めて脆弱であり，虚血後直ちにエネルギー産生異

常，数分で電気生理学的機能停止となり，やがて細胞の膜形態が崩壊し不可逆的壊死（梗

塞）に至る[19]。虚血後まだ細胞の形態が維持されていれば血流再開により組織は回復しう

るが，壊死組織への血流再開は出血性合併症を高率に引き起こすため禁忌とされる。現在

急性期に行われている血栓溶解薬 rt-PAを用いた血流再開は，発症後 4.5時間以内に適用さ

れるが，出血性合併症を避けるため施行率は残念ながら低い[20,21]。この血栓溶解療法が数

少ない既承認の脳梗塞治療のひとつである。これまで期待された治療法は臨床試験で有効

性が認められず[22]，さらなる病態解明と診断・治療法開発が求められている。それには，

病態と治療効果を非侵襲リアルタイムでモニタリング（イメージング）する技術の確立が

必要不可欠であると著者は考えている。 

虚血性脳梗塞の病態は，時空間的に複雑に進行することが知られる。重度に血流が低下

した虚血中心部では，虚血後数分で細胞膜上のイオンポンプが破綻し，細胞膜を介し大量
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のイオンの流出入が起きる[19]。この現象が上述した拡延性脱分極（SD）である。虚血中心

部では，エネルギーの供給が限られているため，SD発生後間もなくエネルギーが回復すれ

ば細胞は生存できるが，長く続くと SDはイオンのより戻し（再分極）を伴わないターミナ

ル（終末）脱分極となり，細胞は壊死に至る[19,23,24]。虚血中心部で発生した SDは，梗塞

周囲にも拡がり繰り返し発生する性質があり，梗塞周辺脱分極（peri-infarct depolarization: 

PID）とも呼ばれる[25]。梗塞周辺領域（ペナンブラ）では血流低下により電気生理学的機

能停止状態にあるが，エネルギーが回復すれば生存可能とされる[26,27]。ここにSDが多発，

伝搬すれば組織のエネルギー破綻が起き，梗塞拡大につながる危険性がある[25,28-30]。し

たがって，脳梗塞の病態観察では，梗塞巣，ペナンブラ，およびこれらで発生する SDをリ

アルタイムで可視化する技術が重要である。 

 

1.2.4 頭部外傷 

頭部外傷は，頭部に物理的な外力が加わることで起きる脳損傷と定義され[31]，その原因

は，転倒・転落，車両衝突（自転車を含む），暴力・虐待，銃創，スポーツ外傷，爆発（衝

撃波）と様々である[31,32]。中でも 2017年に米国ボストン大学の A. C. McKee博士らが，

米国プロフットボールリーグ（NFL）の元選手の死後脳を調査した結果，99%に慢性外傷性

脳症（Chronic traumatic encephalopathy, CTE）の病変が見られたと報告したことで[33]，コン

タクトスポーツにおける度重なる頭部への衝突が大きな注目を集めている。CTE 患者の脳

内では，異常構造に変化したタウたんぱく質が蓄積し，これが記憶障害，認知機能異常，

抑うつ症状を引き起こしていると考えられている[34]。 

このようなスポーツ外傷と同様，近年米国を中心に爆発衝撃波に起因する頭部外傷（頭

部爆傷，blast-induced traumatic brain injury: bTBI）が大きな社会問題となっている[35-38]。即

製爆発装置（IED: improvised explosive device）を用いたテロの増加が原因とされる[35-38]。

米国防省の頭部外傷に関する統計によると，2000年から 2017年第 4四半期までに発生した

頭部外傷受傷者数（主として bTBI）は約 38万人にのぼり，そのうち 8割以上が軽症と診断

されている（図 1.4）[39]。爆発と関係しない通常の TBI の場合，軽症は脳震盪と同義とさ

れ，後遺症が問題となることは少ない。しかし bTBIでは，通常の画像診断で異常所見がな

いため軽症と診断されながら，慢性期に頭痛やめまい，記憶障害や情緒不安等，様々な高

次脳機能障害を呈し，実態は軽症とかけ離れて患者は深刻な問題を抱える[35-38]。bTBI に

関しては，これまでの数多くの研究者の努力にかかわらず，メカニズムばかりか病態もい

まだ不明な点が多く，その解明が急がれている。 

一般に，bTBI のメカニズムは，爆発の直接的作用による一次メカニズム，爆発による飛

散物の衝突や貫通による二次メカニズム，転倒やそれに伴う衝突に起因する三次メカニズ

ム等に分けて考えられているが（図 1.5）[40]，軽症の bTBIの原因とされているのは一次メ

カニズム，すなわち衝撃波の直接的作用である[41]。このため軽症 bTBI の病態解明では，

動物実験により衝撃波が脳に引き起こす現象を解明することが重要課題となっている。中
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でも，脳が衝撃波に曝露されたときに生ずる現象の解明は，その後の病理カスケードと慢

性期の病態に深く関わると考えられることから，脳のリアルタイム観察が極めて重要であ

る。頭部爆傷研究で一般的に用いられるショックチューブ，爆薬等を用いた動物実験にお

いては，脳近傍への計測系の設置が容易でなく，脳のリアルタイム観測はほとんど行われ

ていなかった。著者らは，独自のツールとしてレーザー誘起衝撃波（LISW: laser-induced shock 

wave）を頭部爆傷研究に用いることを着想した（図 1.6a）[42]。LISWは，脳に限局して適

用することができ，また衝撃波源のごく近傍にセンサーを設置できることから，上述した

ように他の衝撃波源では困難な衝撃波曝露時の脳のリアルタイムモニタリングを可能とす

る。先行研究において，著者らは LISWを適用したラット脳におけるリアルタイム光診断を

行い，LISW適用半球の大脳皮質に拡延性脱分極が発生・伝搬し，これに伴い一過性に血管

拡張と高酸素血症が生じた後，低酸素血症が長時間続くことを観測した（図 1.6b）[42]。こ

のような脳循環代謝異常は，頭部爆傷の重要な病態である可能性があり，本研究では衝撃

波曝露直後からの血管（細動脈，細静脈）と脳実質の各領域における血行動態変化をより

詳細に観察することが重要と考えた。 

 

1.3 脳組織バイアビリティー低下と内因性光学信号変化 

1.3.1 内因性光学信号と拡散反射光 

 生体透過性が比較的高い可視～近赤外領域の波長の光を生体組織に照射すると，組織に

入射した光は，組織の吸収と散乱の影響を受けながら伝搬し，一部は外に戻ってくること

が知られている。この戻り光を拡散反射光とよぶ（図 1.7）[43]。図 1.7に示すように 1対の

光ファイバーを組織表面に接触させると，片側から組織に入射させた光の一部は，もう一

方のファイバーで検出される。一般に，生体組織に由来する内因性の光吸収および散乱信

号のことを内因性光学信号（Intrinsic optical signal: IOS）といい，拡散反射光を計測するこ

とで取得できる。光吸収に関する代表的な IOS には，酸素化・脱酸素化ヘモグロビン，エ

ネルギー代謝に関わるミトコンドリアの電子伝達系末端酵素シトクロム cオキシダーゼ，脂

質，水等に由来するものがある。脳組織の場合，可視～近赤外領域における主たる光吸収

体は，酸素化・脱酸素化ヘモグロビンとなる。図 1.8a にその光吸収スペクトルを示す[44]。

同図において，ヘモグロビンは 500-600 nmにおいて最も吸収が高いのに対し，近赤外領域

では約 2 桁小さい。酸素化・脱酸素化により吸収特性が大きく異なることから，分光計測

により組織酸素飽和度に関する情報を得ることができる。一方，光散乱信号は，生体組織

中の光散乱体である細胞や細胞小器官の形態（大きさ，形状，密度，屈折率当）を反映す

る[45]。図 1.8bに示すように，波長 500-1000 nmにおいて等価散乱係数の波長依存性は小さ

く，光散乱信号は波長が異なる場合でも似た挙動を示すことが多い。このように IOS を利

用すると，生体組織・細胞の生理学的，生化学的，形態学的情報を非侵襲的かつリアルタ

イムに計測・イメージングすることが可能となる。さらに中枢神経組織においては，近年

病態の成り立ちを考える際，ニューロン（神経細胞），血管および血管を構成する細胞，グ
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リア細胞を主要な構成単位とする Neurovascular unit（NVU）と呼ばれる概念が用いられる

（図 1.9）[46]。IOSは，細胞と血行動態両方の情報を提供できるため，NVUのはたらきに

関する情報をも提供しうる。 

  

1.3.2 脳組織バイアビリティーの光学的モニタリング 

 著者らは本論文に先立ち，脳組織バイアビリティーを非侵襲的かつリアルタイムにモニ

タリングする研究に取り組んだ。脳は虚血後短時間で機能停止に陥るが，機能停止は必ず

しも組織の不可逆的変性を意味せず，血流再開などにより組織を救済しうる[1]。しかしこ

のような組織救済の可否の境界（クリティカルタイムゾーン）をリアルタイムに判定でき

る技術が無かった。著者らは，ラットモデルを対象に脳組織バイアビリティー低下に伴う

内因性光学信号変化について調べ，脳組織バイアビリティーの光学的モニタリングの可能

性につき検討を行った[47-49]。 

 組織のバイアビリティーの源は，エネルギー代謝すなわち ATP の産生である。上述した

ように ATP は主としてミトコンドリアの内膜にある電子伝達系の 4つの酵素を電子が伝達

することで産生される。酸素欠乏になると電子伝達に異常が起き，末端酵素シトクロム c

オキシダーゼ（cyrochrome c oxidase: CcO）の酸化-還元状態が変化し，これにより光吸収変

化が起きることが知られている（図 1.10）[50]。CcOの活性中心である heme aa3と CuAは

それぞれ 605 nm，830 nmに吸収ピークを持ち，酸素欠乏により還元が起きると，前者の吸

収は増大，後者の吸収は低下する（図 1.10）。したがってこれらの吸収特性変化によりバイ

アビリティーに直結した信号を検出しうるが，血液存在下ではヘモグロビンによる強い光

吸収の影響で検出感度が問題となる。 

 著者らは，バイアビリティーを維持するエネルギーは，細胞・細胞小器官の形態維持に

も利用されることに着目し[19]，これらの形態変化を反映する光の散乱がバイアビリティー

の有効な指標になると考えた。生体透過性の高い可視～近赤外領域では，脳組織の等価散

乱係数は吸収係数よりも 2桁高いことから[45]，光散乱は血液存在下においても感度の高い

バイアビリティーの指標になると考えた。 

そこで著者らははじめに，脳組織のバイアビリティーが低下するとき，組織の光散乱特

性がどのように変化するか調べるため，ヘモグロビンによる光吸収の影響を除外したラッ

ト脳虚血モデル（脱血による酸素とグルコースの供給を停止するモデル）を対象に，上述

した CcO の光吸収変化と光散乱信号の同時計測を試みた[47]。麻酔下にラット頭部を固定

し，露出させた脳表に一対の光ファイバー（コア径 800 m，中心間隔 2 mm）を接触させ，

緑色と赤色の LEDおよび近赤外 LDの光を脳組織に入射し，拡散反射光を計測した（図 1.11）。

CcOの酸化-還元に関する等吸収波長である 620 nm付近において光散乱変化を，605 nmお

よび 830 nmの光吸収変化からそれぞれ heme aa3および CuAの還元をモニタリングした。そ

の結果，酸素とグルコースの供給停止から一定時間後，まず heme aa3の還元が開始し，続

いて光散乱信号が三相性の変化（増加-減少-増加）を伴って増大，その途中から CuA の還
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元が進行するという現象を観測した（図 1.11)[47]。各時刻で凍結採取した脳の ATP 量を調

べた結果，三相性光散乱変化（Triphasic scattering change: TSC）の前後で ATP量は有意に減

少した（図 1.12）[48]。また細胞外直流電位の変化（陰性シフト）から，TSCは拡延性脱分

極によるものと推察され（図 1.12）[48]，電子顕微鏡観察により，同光散乱変化は主として

樹状突起やミトコンドリアの形態変化によるものと推察された（図 1.13）[47]。そこで次に，

このような光散乱変化が血液存在下でも検出できるか調べるため，ラット低酸素モデルを

対象に，広帯域光源（400～1000 nm）を用いてラット脳の経頭蓋骨的拡散反射光計測を行

った[49]。その結果，波長 805 nmの信号強度は低酸素開始から一定時間後に三相性の変化

（増加-減少-増加）を示し，その後高いレベルに保たれた。同時計測した 730 nmおよび 830 

nmの信号も同様の変化を示したことから，バイアビリティー低下に伴う三相性光散乱変化

（TSC）は血液存在下でも計測できることが示された。さらに TSC が起きる前に再酸素化

を開始するとラットは 100%生存，TSC後では 100%死亡したことから，TSCが脳組織のク

リティカルタイムゾーンとなりうることが示唆された[49]。これらの結果は，光散乱信号が

拡延性脱分極の発生と伝搬，および組織の不可逆的変化を検出するのに有用であることを

示している。  

  

1.4 本研究の目的と論文の構成 

以上より本研究は，拡散反射分光法を用いて，各種中枢神経疾患動物モデルを対象に病

態をリアルタイムに観察し，疾患のメカニズムを考察するとともに，光学計測の病態観察

における有用性を論じることを目的とする。 

本論文は，本章を含む 6章から構成されている。 

第 2 章では，拡散反射光スペクトルに基づき血行動態と光散乱パラメータを定量評価す

る新たな方法について述べ，光学ファントムを用いた実験により提案法の妥当性を検証し

た結果について述べる。また実際にラット全脳低酸素モデルで計測した拡散反射光スペク

トルに同法を適用し，血行動態と光散乱パラメータを定量評価した結果について述べる。 

第 3 章では，脳組織バイアビリティーモニタリングにおける拡散反射光の有用性をより

詳細に検討するため，ラット全脳低酸素モデルを対象に，CCD を用いたイメージングとフ

ァイバー対を用いた計測それぞれの特性を明らかにし，両手法のバイアビリティーモニタ

リングにおける位置づけについて述べる。 

第 4 章では，ラット局所脳虚血モデルを対象に，経頭蓋骨的に近赤外拡散反射光と脳血

流の同時イメージングを行い，虚血後の SDの発生と梗塞の進展をリアルタイムに可視化で

きないか検討した実験について述べる。  

第 5 章では，レーザー誘起衝撃波をラット頭部に適用した頭部爆傷モデルを対象に，マ

ルチスペクトルイメージングを行い，衝撃波曝露による超急性期の脳循環代謝異常につい

て明らかにした実験について述べる。 

第 6章では，総括と今後の展望について述べる。 
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なお，本研究において実施した動物実験は，全て防衛医科大学校実験動物倫理委員会の

承認の下に実施された。 
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図1.1 人脳の構造（内側面）の模式図 [1]。
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図1.2 ミトコンドリアの電子伝達系とATP合成酵素。電子伝達系の末端酵素（複合体IV）
がシトクロムcオキシダーゼである 。
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図1.3 SDに対する血流レスポンスの模式図（仮説）[5]。青色線が脱分極（SD）
の発生を表す。
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図1.4 米国における頭部外傷負傷者数の統計 [39]。
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図1.5 頭部爆傷メカニズムの模式図 [40]。 Ibolja Cernak and Linda J Noble-
Haeusslein, “Traumatic brain injury: an overview of pathobiology with 
emphasis on military populations," Journal of Cerebral Blood Flow and 
Metabolism 30(2), 255-266 (2010).
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図1.6 (a) レーザー誘起衝撃波（LISW）の発生原理と (b)LISWをラット脳に適用
したモデルにおいて観察された現象の模式図 [42]。
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図1.7 拡散反射光の模式図。
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の散乱係数および等価散乱係数の波長依存性[45]。
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図1.9 神経-血管カップリングの構成[46]。Reproduced with permission 
from G. J. del Zoppo, “Stroke and neurovascular protection,” N. Engl. J. 
Med. 354, 553-555 (2006)., Copyright Massachusetts Medical Society.
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図1.10 ミトコンドリアの電子伝達系末端酵素シトクロムcオキシダーゼの酸化-還
元による光吸収特性の変化[50]。This research was originally published in the 
Journal of Biological Chemistry. D. C. Wharton and A. Tzagoloff. Studies on 
the electron transfer system LVII. The near infrared absorption band of 
cytochrome oxidase. J Biol Chem. 1964; Vol 239:2036-2041. © the American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology or © the Author(s).
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図1.11 脱血によるラット全脳虚血モデルにおける光散乱信号とシトクロムcオキシ
ダーゼの酸化-還元に関する信号の変化の計測結果[47]。
Adapted with permission from [47] © The Optical Society.
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図1.12 ラット全脳虚血モデルにおける三相性光散乱変化とATP変化の関係[48]。
Satoko Kawauchi, Shunichi Sato, Hidetoshi Ooigawa, Hiroshi Nawashiro, Miya 
Ishihara, Makoto Kikuchi, “Light scattering change precedes loss of cerebral 
adenosine triphosphate in a rat global ischemic brain model," Neuroscience 
Letters 459(3), 152-156 (2009). doi: 10.1016/j.neulet.2009.05.014.
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1 mコントロール(t=0 s) 1 m三相性散乱変化後
(t=350 s)
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図1.13 ラット全脳虚血モデルにおける三相性光散乱変化前後の脳組織の電子顕
微鏡観察結果[47]。 Adapted with permission from [47] © The Optical Society.
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図1.14 ラット全脳低酸素モデルにおいて観察された三相性光散乱変化と脳組織
の可逆・不可逆性との関係[49]。 Satoko Kawauchi, Shunichi Sato, Yoichi 
Uozumi, Hiroshi Nawashiro, Miya Ishihara, Makoto Kikuchi, “Light-scattering 
signal may indicate critical time zone to rescue brain tissue after hypoxia," 
Journal of Biomedical Optics 16(2), 027002 (2011). doi: 10.1117/1.3542046.
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第２章 

 

拡散反射光スペクトルに基づく血行動態と 

光散乱パラメータの算出  
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2.1 はじめに 

 第 1 章（1.3.2 項）で述べたように，著者らは先行研究において，ラット全脳低酸素モデ

ルを対象に経頭蓋骨的拡散反射光計測を行い，脳組織バイアビリティーの低下に伴い近赤

外拡散反射光が三相性に変化し，その後増大すること，またこの時間帯が脳組織の救済可

能なクリティカルタイムゾーンに相当することを示した[49]。この三相性変化は，波長 600

～850 nm において波長依存性がほとんど見られなかったことから，光散乱変化によるもの

と推察されたが[49]，組織の散乱および吸収特性に関する定量評価は，方法が未確立のため

行えていなかった。そこで拡散反射光データから組織の光吸収と光散乱特性を定量評価す

る方法を新たに提案し，先行研究と同じラット全脳低酸素モデルで計測されたデータにつ

いて解析することとした。本章でははじめに，拡散反射光スペクトルに基づき，組織の光

吸収および光散乱パラメータを算出するための重回帰分析の理論と原理について述べ，光

学ファントムを用いて提案法の妥当性を検証した実験結果について述べる。続いて実際に

ラット全脳低酸素モデルを対象に計測した拡散反射光データについて同法を適用し，バイ

アビリティー低下に伴う三相性の拡散反射光変化が散乱変化によるものか調べた実験結果

について述べる。 

  

2.2 理論および原理 

ラット脳の吸収係数と等価散乱係数を推定するため，本研究では従来構築されたモンテ

カルロシミュレーション（MCS）と多重回帰分析を用いた拡散反射光スペクトルの定量化

法を新たに修正して用いることとした。従来方法は，光路長が組織の散乱によらない，す

なわち等価散乱係数が一定であるという仮定のもと，組織の吸収特性を推定するものであ

った[51]。本研究では，光路長が組織の散乱に依存し，等価散乱係数が変化することを前提

に，吸収係数と等価散乱係数の両方を決定する方法を提案する。この手法では，吸光度ス

ペクトルを目的変数とし，酸素化ヘモグロビン（HbO）と脱酸素化ヘモグロビン（HbR）の

モル吸光係数を説明変数として回帰係数を求める。あらかじめ数値的に推定された変換ベ

クトルを用いて，回帰係数から散乱振幅係数と HbO，HbR 濃度を求め，吸収係数と等価散

乱係数を求める[52]。以下に方法の詳細を述べる。 

図 2.1 に提案法のフローチャートを示す。各波長 における吸光度スペクトル A（ ）は，

A（ ）= -log10 R（ ）と定義され，R（ ）は入射光スペクトルで正規化された拡散反射率

スペクトルである。光散乱による減衰は，疑似的に吸収として扱うことができることから，

吸光度スペクトル A（ ）は，脳および頭蓋内の吸収と散乱による減衰の和として次のよう

に近似することができる。 

 

 (1) 
 

HbO HbO HbR s HbO HbR HbO HbR s HbR s( ) ( , , , ) ( ) ( , , , ) ( ) ( , ) ( )A C l C C ' C l C C ' T ' S
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ここで、l は平均光路長，T（ ）は脳組織（皮質）における光散乱による減衰，S（ ）は頭

蓋骨における光の散乱と吸収による減衰である。脳組織の吸収係数は，HbO および HbR の

濃度（CHbO，CHbR）のみに依存するとした（次式）。 

 
.           (2) 

 

また脳組織の等価散乱係数は次式で仮定できるものとした。脳組織をはじめとする生体軟

組織の等価散乱係数は，波長の増加に対して単調に減衰する特性を示すため，次式で表さ

れる累乗関数により近似することが可能である[53]。 

 
,                (3) 

 

ここで指数 b は一定と仮定し，文献で報告されている光学特性を用いて 1.38 とし [54]，頭

蓋骨の光学特性は一定と仮定した。 

 式（1）に対し，吸光度スペクトル A（ ）を目的変数，モル吸光係数 HbO（ ）と HbR（ ）

を説明変数として修正ランベルト・ベール則に基づく重回帰分析（MRA1）を行うと，次の

重回帰式で表現される回帰係数 HbO， HbR および  0 を得ることができる。 

 

            (4) 

 

回帰係数 HbO と HbR は吸光度スペクトルに対する各吸光係数の寄与を表し，それぞれ濃度

CHbO と CHbR に密接に関連する。回帰係数 0は， 

 

                      (5) 
 

と表される。ここで， ̅ ， H̅bO および H̅bR はそれぞれ波長における A（ k）， HbO（ k）およ

び HbR（ k）の平均である。 0 は A（ ）のバイアス成分を表す。したがって 0 は，脳内の

光散乱による減衰の吸光度スペクトル A（ ）への寄与の度合いを表し，式（3）の a に関

係する。また同時に A（ ）は組織の吸収係数と散乱係数の関数であることから， 0 は脳の

吸収係数の影響も受ける。 

 回帰係数と CHbO，CHbR および a との関係を調べるため，次の 16 の波長条件，= 500，520，

540，560，570，580，584，600，605，730，760，790，800，805，830，850 nm において，

種々の CHbO，CHbR および a の値もとで，頭蓋骨を通ったラット脳組織からの拡散反射光に

ついて MCS を行った。MCS のソースコードは Wang らによって開発されたものを使用した

[55]。このコードでは光子の散乱角のサンプリングに Henyey-Greenstein 位相関数が適用され

HbO HbO HbR HbRa C C C

-b
s' a

HbO HbO HbR HbR 0A

0 HbO HbO HbR HbR  ,A
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る。シミュレーションモデルは，頭蓋骨と脳組織（皮質）の 2 層で構成され，実験で使用

するファイバー配置を考慮した（ファイバーコア径 0.8 mm，中心間隔 2.0 mm）。光の入射

と検出領域は，ファイバー端面と頭蓋骨との境界に置き，一回のシミュレーションにおけ

る入射光子数は 5,000,000 個とした。光子は，面内に等しい確率で入射させ，頭蓋骨および

皮質を伝播し，ファイバーの最大受光角度以内の条件で戻った光子のみをカウントした。

吸収係数 a,HbO と a,HbR は，モル吸光係数  HbOおよび  HbR の文献値から求めた[56]。ここで

血液のヘモグロビン濃度に関しては，ヘマトクリット値 44％でヘモグロビン 150 g/L を含む

条件を，体積濃度 100％（100 体積％）のヘモグロビン濃度として換算した。シミュレーシ

ョンにおける等価散乱係数に関する a の値には，a の典型値に[18]，それぞれ 0.5，0.75，1.0

および 1.25 をかけた 40,172，60,258，80,344 および 100,430 を用いた。等価散乱係数は，式

（3）より求めた。脳組織の CHbT（= CHbO + CHbR）の入力値は，0.2，1.0 および 5.0 体積％と

し，組織酸素飽和度は StO2 = 60%と仮定した。頭蓋骨の等価散乱係数と吸収係数の値は文

献値を用いた[57]。すべてのシミュレーションにおいて，ファイバー，頭蓋骨および皮質組

織の屈折率は，それぞれ 1.45，1.5，および 1.4 とした。頭蓋骨および皮質組織の厚さは，

それぞれ 0.35 mm および 4.65 mm に設定した。 

 図 2.2a および 2.2b は，MCSから得られた aの異なる条件下での，HbOおよび HbRの値と， 

CHbO および CHbR の関係を示す。図 2.2a において， HbO の値は CHbO の増加とともに増大し

ている。同様の傾向が HbR 関しても見られる（図 2.2b）。図 2.2c は，異なる値の CHbO およ

び CHbR における a と 0の関係を示す。 0 の値は a の値の増加に伴って減少している。また

0 の値は CHbO と CHbR の増加に伴い増大している。したがって，回帰係数 HbO， HbR，およ

び 0 は，それぞれ CHbR，CHbR，および a に関係することは明らかである。しかし CHbO，CHbR，

および a は，MRA1 のみを使用した場合，ひとつの回帰係数に決まらない。 

 そこで，MRA1 から得られた回帰係数 HbO， HbR，および 0 から CHbO，CHbR，および a

を推定するため，別の重回帰分析（MRA2）を用いることとした。MRA2 では，CHbO，CHbR，

および a を目的変数とみなし，式（4）の回帰係数 HbO， HbR，および 0 を説明変数とみな

した。これらの関係は，CHbO = HbO  ，CHbR = HbR  ，および a = a  と表せる。ここ

で， = [1, HbO, HbR,  0]T， HbO = [ HbO,0, HbO,1, HbO,2, HbO,3]， HbR = [ HbR,0, 
HbR,1, HbR,2, HbR,3]，および a = [ a,0, a,1, a,2, a,3]である。[ ]Tは転置行列を表す。係数 HbO,i，

HbR,i，および a,i（i = 0, 1, 2, 3）は未知であり，解析前に決定しておかなければならない。

信頼性の高い HbO,i， HbR,i，および a,i を求めるため，前述と同様の MCS を用いた。CHbO

および CHbR から変換した吸収係数 aと，係数 a により決定した等価散乱係数 s’ をシミュ

レーションの入力とし，拡散反射光を出力とした。種々の CHbO，CHbR，および a の値もと，

次の 16 波長， = 500，520，540，560，570，580，584，600，605，730，760，790，800，

805，830，850 nm でシミュレーションを行い，合計 90 の拡散反射光スペクトルを計算した。

各計算により求めた拡散反射光スペクトルについて式（4）に基づき MRA1 を行うことで

90 のベクトル と CHbO，CHbR，および a の組が生成される.係数ベクトルの HbO， HbR，お
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よび aは MRA2 を行うことにより統計的に求めた。ひとたび HbO， HbR，および aが決ま

れば，CHbO，CHbR，および a は，MRA1 から求めた HbO， HbR，および 0 により決まる。

そして式（2）と（3）より，それぞれ吸収係数スペクトル a（ ）および等価散乱係数スペ

クトル s
’（ ）が求まる。  

 

2.3 実験方法 

2.3.1 ファントムを用いた拡散反射光計測 

 上述した定量化に関する提案法の妥当性検証のため，組織ファントムを用いて拡散反射

光計測を行った。ファントムは，①10%イントラリピッド溶液（Fresenius Kabi AB），②ラッ

トから採取した酸素化ヘモグロビン，および③生理食塩水を混合して調製した。実験に使

用した組織ファントムの組成を表 1 に示す。ファントムの光学特性は，10%イントラリピッ

ド溶液とヘモグロビン溶液の濃度により変化させた。等価散乱係数は，典型的な脳組織の

値を考慮して9.35～24.4 cm-1 の範囲となるよう，10%イントラリピッド溶液の容積率を10%

または 15%とした[58]。吸収係数は 0.12～7.48 cm-1 の範囲となるよう，2.5 mmol/L のヘモグ

ロビン溶液を希釈して調製した。これらのファントムについて，後述するラット脳の拡散

反射光計測と同じ実験装置を用いて拡散反射光計測を行った。計測において光ファイバー

はファントムの液表面に接触させた。実験装置の全光学系の分光特性を補正するため，ヘ

モグロビンを含まない 15%イントラリピッド溶液をリファレンスとして使用し，同サンプ

ルの拡散反射光を計測した。式（3）の指数 b は，イントラリピッドの光学特性に基づき 1.04

とした[58]。設定した s
’と推定された s

’の相関，および設定した a と推定された a の相関に

つきそれぞれ調べた。 

 

2.3.2 ラット全脳低酸素モデルを用いた拡散反射光計測 

 雄 Sprague-Dawley ラット（体重 200～280 g，n=5，日本エスエルシー）に，麻酔薬ペント

バルビタールナトリウムを 50 mg/kgの用量にて腹腔内投与し，脳定位固定装置（SR-6R-HT，

株式会社成茂科学器械研究所）を用いて頭部を固定した。頭部剃毛の後，頭皮を正中切開し，

頭頂骨を露出させた。露出させた頭頂骨は，乾燥による骨の光散乱特性変化を防ぐため，実

験中つねに生理食塩水を低速で流し湿潤を保った。流す生理食塩水は，ラット体温（後述）

と同じ温度となるよう，生理食塩水のボトルを水槽内に設置し，恒温槽で定温に保った水を

循環させることで水槽内の水温を約 32℃に維持するとともに，流路を断熱材料で被覆した。

ラット脳を低酸素にするため，ラットにマスクを装着し，自発呼吸下で吸気を空気から 100%

窒素に切り替えることで低酸素負荷を与えた。低酸素負荷中のラットの呼吸循環動態をモニ

タリングするため，パルスオキシメータ（8600V, Nonin Medical, Inc）を用いて下肢にて動脈

血酸素飽和度を計測した。体温は，温度制御されたヒートマットを用いて 32.0 ± 0.5°C に保

った。 

実験装置図を図 2.3 に示す。先行研究と同様にラット脳の拡散反射光を経頭蓋骨的に計測
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するため，一対の光ファイバー（コア径 800 m，中心間隔 2 mm）の先端を露出した右頭

頂骨に接触させて固定した。このとき，注意深く太い血管（骨から透けて見える太い静脈）

を避けてファイバー先端を設置した。光源にタングステンランプ（BPS120，B&W Tek, Inc.）

を用い，熱線吸収フィルターを透過させ，波長 400～1000 nm の光をファイバーに導光した。

頭部への入射パワーは 44 W とした。拡散反射光を受光用ファイバーで検出し，マルチチ

ャネル分光器（PMA-11，浜松ホトニクス株式会社）に導光し，スペクトルを 2 秒に 1 回連

続的に記録した。毎実験終了後，ヘモグロビンを含まない 15%イントラリピッド溶液の拡

散反射光スペクトルを計測し，定量化の際のリファレンス信号として用いた。 

 

2.4 実験結果および考察 

2.4.1 ファントムを用いた定量化法の妥当性検証 

 組織ファントムの吸収係数と等価散乱係数を推定するため，計測した組織ファントムの

拡散反射光スペクトルについて上述した重回帰分析を行い，酸素化，脱酸素化ヘモグロビ

ン濃度 CHbO，CHbR および散乱に関する係数 a を求めた。図 2.4 は，設定した係数 a，酸素化

ヘモグロビン濃度 CHbO，脱酸素化ヘモグロビン濃度 CHbR，および総ヘモグロビン濃度 CHbT

（CHbO + CHbR）とそれぞれに関する推定値との関係を示す。図 2.4a と 2.4b において，推定

された a と CHbO は，設定値とよく一致している。図 2.4c では，推定されたすべての CHbR

はゼロ付近にあり，これは上述したように組織ファントムに用いたヘモグロビンがすべて

酸素化ヘモグロビンであったことと矛盾しない。図 2.4d では，総ヘモグロビン濃度 CHbTに

ついて設定値と推定値の良い一致が見られる。これらの結果は，対象試料の散乱に関する

係数 a，CHbO，CHbR，および CHbTを推定する本提案法の妥当性を示している。図 2.5 は，吸

収係数と等価散乱係数それぞれの設定値と推定値の関係を示している。両係数ともに，設

定値と推定値の良い一致が確認される。設定値と推定値の相関係数は，吸収係数において

0.99，等価散乱係数において 0.96 であった。設定値と推定値の違いは，吸収係数で最少 4%，

最大 15%，等価散乱係数で最少 0.6%，最大 23%であった。図 2.5 より，特に設定値と推定

値のずれが大かったのは，吸収係数と等価散乱係数いずれについても，組織ファントムの

No.5 と No.6 であったことがわかる。これらは吸収係数が最も高い条件のものであり，吸収

係数の範囲で 3～8 cm-1 に相当する。吸収体濃度の高い条件では，吸収体間の会合や凝集が

起きやすかった可能性が考えられ，微視的に見ると実際の吸収特性が設定と異なったのか

もしれない。一方，脳組織の光学特性を考えると，波長 650～1000 nm では a = ～0.25 

cm-1[ref]と低く，この値における設定吸収係数と推定吸収係数の相関は高いことが確認でき

る（図 2.5a）。以上より，提案する定量化法は，拡散反射光スペクトルから脳組織の吸収係

数と等価散乱係数を推定する方法として妥当なものと考えられた。 

 

2.4.2 ラット全脳低酸素モデルの拡散反射光計測と光学特性値の定量化 

 次に実際に，ラット脳を対象に計測した拡散反射光スペクトルに上述した定量化法を適
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用し，低酸素負荷によるラット脳の吸収係数と等価散乱係数の変化につき評価を行った。

ここでは先行研究で計測された近赤外拡散反射光の三相性変化が[49]，実際に散乱変化に由

来ものかを明らかにするため，先行研究と同じ実験条件，実験装置を用いて計測した拡散

反射光データについて解析を行った。図2.6aは，低酸素中のラット脳の805 nmおよび730 nm

における拡散反射光強度の時間変化を低酸素前の強度で規格化して示している。ここで 805 

nm は，近赤外領域における酸素化ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビンの等吸収点に相当

する。窒素ガス吸入により低酸素を開始すると，805 nm の拡散反射光強度は約 80 s 後にわ

ずかに増加し，100～190 s の間に緩やかに減少した。その後，190 s 付近から急激な増加-減

少-増加となる三相性変化を示し，その後緩やかに増加し続けた。一方脱酸素化ヘモグロビ

ンの吸収が支配的な波長 730 nm の拡散反射光強度は，低酸素開始直後から大きく減少し，

その後 805 nm と似た変化の傾向を示した。これらの結果は，同じモデルを用いて観察され

た先行研究の結果と同様である（図 1.14a）[49]。次に図 2.6b と 2.6c に，計測した拡散反射

光データついて上述した重回帰分析を行い，各種ヘモグロビン濃度（CHbO，CHbR，および

CHbT）と散乱に関する係数 a の定量評価を行った結果を示す。またこれらの値から吸収係数

と等価散乱係数を算出した結果を図 2.6d と 2.6e に示す。図 2.6b の各種ヘモグロビン濃度の

結果から，上述した波長 730 nm の拡散反射光の最初の変化は，主として脱酸素化ヘモグロ

ビンの増加によるものであること，またその後の 805 nm と 730 nm の拡散反射光の増加と

減少（t=80～190 s）は，吸収と散乱の両方の変化によるものであることが示され，後者は急

激な低酸素負荷に血管と細胞が反応した結果と推察された。続いて拡散反射光の三相性変

化が観測された時間帯（t=190 s 以降）に着目すると，805 nm と 730 nm の両波長における

吸収係数の変化は小さいのに対して（図 2.6d），等価散乱係数ははっきりとした三相性変化

（増加-減少-増加）を示していることがわかる（図 2.6e）。これらの結果は計測した全 5 匹

のラットで再現して見られ，図 2.6a に示す拡散反射光の三相性変化は，主として脳の散乱

変化によるものであることが示された。 

 先行研究で考察したように[48,49]，三相性の光散乱変化は拡延性脱分極（SD，この場合

無酸素性脱分極ともよぶ）によるものと考えられる[10]。SD が起きると，細胞膜を介して

大量のイオンの流出入が起き，これにより水の移動が生じ，その結果，細胞体積や細胞小

器官の形態が変化し，組織の散乱特性が変化しうる[11,12,59]。SD が発生する時間帯におい

ては，同時にエネルギー代謝レベルも変化する可能があることから，拡散反射光の変化に

ミトコンドリアの電子伝達系に関する光吸収特性も影響する可能性がある。今後，ヘモグ

ロビン以外の光吸収体を考慮した定量化法を構築できれば，同拡散反射光の解析に有用と

思われる。また第 1 章で述べたように，SD はその名が示す通り，局所に発生し時間ととも

に皮質を伝搬，拡大する性質を持つことから，SD に伴う組織の光学特性の変化も時空間的

に変化していると考えられる。一方，本章で行った拡散反射光計測は，一対のファイバー

を用いたいわばポイント計測であり，脳全体で起きる現象の一部を捉えた可能性がある。

脳組織バイアビリティー低下に伴う拡散反射光の変化をより詳細に理解するためには，
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CCD を用いた拡散反射光イメージングを行う必要があると思われた。 

 

2.5 まとめ 

 本章では，モンテカルロシミュレーションと重回帰分析を用いて，拡散反射光スペクト

ルから組織の光吸収係数と等価散乱係数を定量評価する方法を提案し，組織ファントムを

用いた実験により同法の妥当性を検証した。組織ファントムの光学定数の設定値と推定値

の間に高い相関が得られたことから，提案解析法が対象試料の光学特性を評価するのに十

分な性能を有することが示された。次に，実際にラット全脳低酸素モデルを対象に計測し

た拡散反射光データについて同法を適用し，低酸素中のラット脳の光吸収係数と等価散乱

係数を評価した。その結果，バイアビリティー低下に伴う近赤外拡散反射光の三相性変化

（増加-減少-増加）は，主として光散乱変化によるものであることが示された。この結果は，

先行研究の考察の確からしさを裏付けた。一方，バイアビリティー低下に伴う三相性光散

乱変化は，恐らく SD によるものであることを考えると，同散乱変化は皮質を伝搬する特性

を持ち，光ファイバーで計測した変化は全体の現象の一部であると推察された。そこで次

章では，同じラット全脳低酸素モデルを対象に CCD を用いた近赤外拡散反射光イメージン

グを行い，反射光がどのような時空間特性を示すのか，またその変化とファイバーで計測

した変化はどのような関係にあるか調べることとした。 
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図2.1 モンテカルロシミュレーションと重回帰分析を用いた光学特性定量評価法
のフロー図[52]。Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi 
Nawashiro, Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals 
as potential indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: 
charge-coupled-device-based imaging and fiber-based measurement," J. 
Biomed. Opt. 18(1), 15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図2.2 酸素化ヘモグロビン濃度と回帰係数aHbO ，脱酸素化ヘモグロビン濃度と
回帰係数aHbR ，および散乱に関する係数aと回帰係数a0の関係[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図2.3 ラット脳に対するファイバー型多波長拡散反射光計測の実験装置図[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図2.4 提案定量化法の検証結果。各設定値と推定値の関係を表す[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図2.5 提案定量化法の検証結果。吸収係数と等価散乱係数それぞれの設定値
と推定値の関係を示す[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図2.6 ラット全脳低酸素モデルを用いたファイバー型拡散反射光計測結果。上か
ら，近赤外拡散反射光，総ヘモグロビン濃度，散乱振幅，吸収係数，等価散乱係
数の時間変化を示す[52]。Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, 
Hiroshi Nawashiro, Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance 
signals as potential indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: 
charge-coupled-device-based imaging and fiber-based measurement," J. 
Biomed. Opt. 18(1), 15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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表2.1 ファントムの種類と組成。
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第３章 

 

ラット全脳低酸素モデルに対する光ファイバー

および CCDを用いた多波長拡散反射光計測 
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3.1 はじめに 

 ラット全脳低酸素モデルを対象に，一対の光ファイバーを用いて経頭蓋骨的に拡散反射

計測を行うと，低酸素開始から一定時間後に，三相性の光散乱変化が観測される（図 1.14a）

[49]。先行研究において，この散乱変化は，再酸素化によるラット救済可能な時間帯（クリ

ティカルタイムゾーン）に相当することが示され[49]，脳組織バイアビリティー低下の有用

な指標になりうると考えられた。同散乱変化は，拡延性脱分極（spreading depolarization: SD，

あるいはターミナル（終末）脱分極）によるものであることを考えると，皮質全域を伝搬

する特性を持ち，光ファイバーを用いたポイント計測で検出された散乱信号は，現象の一

部を捉えたにすぎないと推察された。そこで本章では，同じラット全脳低酸素モデルを対

象に，①CCD を用いた拡散反射光イメージングを行い，散乱変化の時空間特性を明らかに

するとともに，再酸素化によるラット救済の可否との関係を調べた。次に，イメージング

とファイバー型計測それぞれの脳組織バイアビリティーモニタリングにおける有用性を調

べるため，②イメージングとファイバー両者による拡散反射光の同時計測を行い，信号変

化の比較から，各方法の位置づけを考察した。②のファイバー型拡散反射光計測において

は，計測深度と拡散反射光変化の関係を調べるため，異なるファイバー間隔で検討を行っ

た[52]。 

 

3.2 実験方法 

 第 2章と同様，雄 Sprague-Dawleyラット（体重 200～280 g，日本エスエルシー）に，麻

酔薬ペントバルビタールナトリウムを 50 mg/kgの用量にて腹腔内投与し，脳定位固定装置

（SR-6R-HT，株式会社成茂科学器械研究所）を用いて頭部を固定した。頭部剃毛の後，頭

皮を正中切開し，頭頂骨を露出させた。露出させた頭頂骨は，乾燥による骨の光散乱特性

変化を防ぐため，実験中つねに生理食塩水を低速で流し湿潤を保った。このとき流す生理

食塩水の温度はラット体温（約 32℃）と同じになるよう，2.3.2項に述べた方法により制御

した。ラット脳を低酸素にするため，ラットにマスクを装着し，自発呼吸下で吸気を空気

から 100%窒素に切り替えることで低酸素負荷を与えた。低酸素負荷中のラットの呼吸循環

動態をモニタリングするため，パルスオキシメータ（8600V, Nonin Medical, Inc）を用いて下

肢にて動脈血酸素飽和度を計測した。体温は，温度制御されたヒートマットを用いて 32.0 ± 

0.5°Cに保った。 

 

3.2.1 CCDを用いたラット脳の拡散反射光イメージング 

 図 3.1aに CCD を用いたラット脳に対する拡散反射光イメージングの実験装置図を示す。

ラット大脳皮質からの拡散反射光を経頭蓋骨的に観察するため，光源にハロゲンランプ（HL 

100E, HOYA-Schott）を使用し，バンドパスフィルター（800 ± 70 nm）を通過した近赤外光

を照明に用いた。照明光は，正反射を避けるため斜めの角度で，ラット頭頂部全域に広く

照射された。拡散反射光は 8ビット CCD（XC-HR57, Sony）を用いて撮像し，キャプチャー
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ボード（DOMINO Iota, Euresys Inc.）を用いて 1 frame/sで画像を取得し，コンピュータに保

存した。拡散反射光の時空間変化を可視化するため，画像ソフトウェア（Open eVision 1.1., 

Euresys Inc.）を用いて各時刻の差分画像を作成した。このとき，拡延性脱分極に伴う散乱変

化が開始する直前の時刻の画像をベースライン画像とし，各時刻の画像から減算した。ま

たヒストグラム平坦化により差分画像のコントラストを明瞭化した。得られたモノクロ差

分画像は，画像解析ソフトウェア（ImageJ, National Institutes of Health）を用いて疑似カラー

画像に変換した。 

 拡散反射光の時空間変化と再酸素化によるラット救済の可否の関係を調べるため，低酸

素開始から一定時間後，異なるいくつかの時刻において吸気ガスを 100%窒素から酸素に切

り替えた。再酸素化により生存したラットについては，実験日より 2 週間飼育し，体重と

動作の異常の有無を記録・観察した。本実験では合計 20匹のラットを対象とした。このう

ち 4匹のラットは低酸素のみ（再酸素化なし）の条件，残りの 16匹は低酸素後，再酸素化

を行う条件とした。再酸素化は，SDによる拡散反射光変化が観察される時間帯を三つに分

け，①初期（6匹），②中期（5匹），③後期（5匹）とした。 

 

3.2.2 イメージングとファイバーによる拡散反射光の同時計測 

 図 3.1b にラット脳に対する拡散反射光イメージングとファイバー型拡散反射光計測を同

時に行う実験装置図を示す。本実験では，ファイバー型拡散反射光計測に波長 730 nmの半

導体レーザーを用い，これと干渉しないようイメージングには中心波長が長いバンドパス

フィルター（850 ± 70 nm）を使用した。ファイバー型計測用の 730 nm-LD光の CCDへの入

射を回避するため，CCDの前にシャープカットフィルター（transmission, >780 nm）を設置

した。画像の取得と解析は 3.2.1項と同様の方法にて行った。 

ファイバー型拡散反射光計測を行うため，一対の光ファイバー（コア径 550 mm）を露出

したラット右頭頂骨上に，太い血管を避けて設置した。光源に波長 730 nmの半導体レーザ

ー（以下 LDとする）（TCLDM9, THORLABS, Inc.）を使用し，第 2章の実験と同じマルチ

チャネル分光器（PMA-11，浜松ホトニクス株式会社）を用いて拡散反射光を検出した。

730-nm LDの頭部への入射パワーは 2.5 Wとした。計測深度の異なる条件で拡散反射光計

測を行うため，ファイバーの中心間隔を 1.0，2.0，および 3.0 mmに変化させた。各ファイ

バー条件における計測深度を推定するため，モンテカルロシミュレーションにより拡散反

射光の組織内伝搬特性を調べた。本実験では合計 10匹のラットを対象とし，各ファイバー

の中心間隔につき，3匹（1.0 mm），4匹（2.0 mm），および 3匹（3.0 mm）とした。 

 

3.2.3 モンテカルロシミュレーション 

ファイバー型拡散反射光計測における脳内光伝搬特性につき調べるため，第 2章と同様

Wangらが開発したコードをもとにモンテカルロシミュレーションを行った[55]。 シミュレ

ーションモデルは第 2章と同様，頭蓋骨と脳組織の二層モデルとし，頭蓋骨と脳組織の厚
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みはそれぞれ 0.35 mm，2.65 mmとした。頭蓋骨と脳組織（皮質）の光学特性値には，文献

値を用いた[45,57]。一回のシミュレーションにおける入射光子数は 1,000,000 個とし，入射

ファイバー面内の光子分布はガウシアン分布とした。 

 

3.3 実験結果および考察 

3.3.1 CCDを用いた拡散反射光イメージング 

 図 3.2は，窒素ガス吸入により低酸素負荷を与えたラット脳の典型的な拡散反射光画像の

時間変化を示す。これらの画像は，低酸素後の大きな拡散反射光変化の発生前（t=115 s）の

画像を各時刻の画像から差分したものである。低酸素開始直後，拡散反射光強度は皮質の

全領域において，約 60 s 間増加，減少し，その後一定時間，ほとんど変化しなかった（デ

ータ提示なし）。低酸素開始から約 130 s 後，拡散反射光強度は皮質の両側最外側の領域で

局所に増加しはじめ（図 3.2bの矢印，t = 140 s），その後強度が増加した領域は，約 6 mm/min

の速度で正中に向かって拡大・伝搬した（図 3.2b，t = 140-240 s）。そして約 240 s後以降，

拡散反射光は皮質の全領域で増加した（図 3.2b，t = 240-1030 s）。他の 3例のラットについ

て同様の実験を行ったところ，図 3.2b に示す傾向の拡散反射光の時空間変化が全例で再現

して見られた。全 4例について解析した結果，強度が増加した領域は，低酸素開始後 t = 127 

± 15 sから t = 223 ± 15 sの間に両側頭部から出現し皮質全域に拡がることがわかった。 

著者らは先行研究において，同じラット全脳低酸素モデルにおいてファイバー型拡散反

射光計測を行い（ファイバーは右頭頂部中央に設置），拡散反射光の三相性変化が低酸素開

始後 128 ± 14 sから 64 ± 10 sの間に見られることを示した[49]。この三相性の拡散反射光変

化は，第 2 章で述べたとおり，光散乱変化によるものであることが示された（図 2.6）。同

三相性光散乱変化は，これまでに直流電位測定により，大量のイオンの流出入を伴う SDに

関係することが示されている（図 1.12）[48]。したがって，図 3.2に示す拡散反射光強度の

時空間変化は，SDの発生・伝搬によるものと推察される。これまでに同様の拡散反射光の

波状の変化が，マウス脳虚血モデルを対象にした経頭蓋骨的イメージング（波長 635 nmを

使用）により観察されている[60]。図 3.2に示した結果は，低酸素ないし無酸素条件による

脳組織バイアビリティー低下に伴う波状の拡散反射光変化を，ラット脳で経頭蓋骨的に観

察した最初の報告といえるだろう。 

このような拡散反射光の時空間的な変化と脳組織の可逆・不可逆性の関係を調べるため，

ラットを再酸素化する実験を行った。図 3.3は，低酸素開始後，両側頭部に反射光の増加領

域が現れた後（t=171 s）に再酸素化を行ったラットの拡散反射光の差分画像を示している。

このラットは再酸素化により生存した。まず低酸素開始から約 140 s後に，図 3.2で見られ

たように，反射光強度が両側頭部最外側の局所で増大し（図 3.3，t=141 s），反射光の増加領

域は正中に向かって拡大した（t=141-161 s）。その後，拡大する反射光増加領域の先端が半

球の中央付近に達した時刻（t=171 s）で吸気ガスを窒素から酸素に切り替えた。すると再酸

素化により，同領域の拡大は止まり，時間とともに反射光増加領域は消失した（t=181-251 s）。
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再酸素化から一定時間後，上矢状静脈洞に沿った領域で反射光強度が増加する様子が観察

された（t=271 s）。これは低酸素後，脳組織でエネルギー需要が増加し，これに応じて脳血

流が増加したことによるものと推察される。 

本研究では，低酸素開始後，異なる 3 つの時間帯で再酸素化を開始し，各条件における

ラットの生存率を調べた。はじめに，再酸素化を反射光増加領域が出現して間もなく行う

と（Fig. 9a），ラットの生存率は 67%（n=6）であった。続いて，再酸素化を反射光増加領域

の先端が半球中央付近に到達したタイミングで行うと（Fig. 9b），ラットの生存率は 80%（n=5）

であった。最後に，再酸素化を反射光増加領域がさらに拡大し，正中に到達したタイミン

グで行うと，ラットの生存率は 20%（n=5）であった。これらの結果は，反射光増加領域の

皮質における占有面積が脳組織の可逆・不可逆性と関係することを示唆している。しかし

なぜ再酸素化のタイミングが同じでも生存率が確率的になるのか，理由は不明であり，今

後検討が必要である。 

 

3.3.2 イメージングとファイバーによる拡散反射光の同時計測 

 上述した二つの拡散反射光計測法の脳組織バイアビリティーモニタリング法としての有

用性を検証するため，同じラットモデルを対象に両手法による拡散反射光の同時計測を行

った。図 3.5にイメージングにより計測した近赤外拡散反射光（図 3.5a）とファイバー対を

用いて計測した信号（図 3.5b，ファイバーの中心間隔を 3.0 mmとした）それぞれの典型的

な時間変化を示す。イメージングの計測信号は，ファイバーと同じ計測位置に関心領域

（Region of interest: ROI）を設定して評価した。低酸素開始後，イメージングで計測した拡

散反射光強度は，10～40 sの間に減少，増加，再び減少し，その後約 100 s間，ほとんど変

化しなかった（図 3.5a）。第 2章で述べたように，同ラットモデルでは，低酸素開始直後か

ら急速にヘモグロビンの脱酸素化が進むことから，この最初の信号変化は，急激な低酸素

負荷に対する血管および細胞の応答に伴う組織の光学特性変化を反映したものと考えられ

た。続いて低酸素開始から約 150 s後，反射光強度は急激に増加しはじめ，その後高いレベ

ルに保たれた。時刻約 150 sは，イメージングで観察される反射光増加領域の到達時間に一

致したことから，この時刻の急激な信号増加は SDの伝搬をあらわしている。一方，ファイ

バーで計測した 730 nmの拡散反射光強度は，低酸素開始後約 40 s間，減少，増加，再び減

少し，イメージングの結果と似た傾向を示した。730 nmは脱酸素化ヘモグロビンの吸収が

支配的な波長であることから，最初の信号の減少は急速なヘモグロビンの脱酸素化を反映

したものと考えられる。続く増加と減少は，イメージングのときと同様，急激な低酸素負

荷に対する血管および細胞の応答に伴う組織の光学特性変化を反映したものと推察される。

続いて 100～170 sの間，拡散反射光強度の三相性変化（増加-減少-増加）が観測され，その

後信号強度は高いレベルに保たれた。この三相性変化は，第 2 章で述べたように（図 2.6a

および 2.6e），SDに伴う三相性光散乱変化をあらわしている。 

 これらの結果から，低酸素負荷後の SDによる拡散反射光の変化は，イメージングとファ
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イバー計測のいずれによっても検出されるが，イメージングで観測される拡散反射光の変

化は三相性を示さないことがわかった。この両計測法による信号変化の違いは，計測した

全ラットにおいて確認された。その理由には，両計測法の計測深度の違いが関係している

と推察された。図 3.6に示すように，ラットをはじめとする哺乳類の大脳皮質は 6層構造を

なし，各層には特徴的な形態と機能を持つ神経細胞が分布することが知られている。これ

までに行ったモンテカルロシミュレーションにおいて，ファイバーの中心間隔 3.0 mmにお

ける拡散反射光の組織内伝搬経路は，皮質の深部領域（第 6 層）に到達することが示され

ている[61]。このことは，計測される信号が皮質全層に存在するニューロン，グリアおよび

これらの細胞小器官，ならびに樹状突起や血管構造に関係することを示している。一方，

CCD を用いたイメージングでは，皮質の表層，恐らく第 1 層から第 2-3 層が主たる検出領

域となり，計測される信号は主として同領域のニューロン，グリア，および血管構造の変

化，ならびに樹状突起や樹状突起棘の影響を大きく受けると推察される。 

 そこで拡散反射光変化の計測深度依存性を調べるため，ファイバー中心間隔が異なる 3

条件（間隔 1.0 mm，2.0 mm，および 3.0 mm）について拡散反射光計測を行い，各条件にお

ける計測深度をモンテカルロシミュレーションにより調べた。図 3.7にその結果を示す。ま

ずモンテカルロシミュレーションから，中心間隔 1.0 mm，2.0 mm，および 3.0 mmにおける

拡散反射光の計測深度は，それぞれ約 0.5 mm，1.0 mm，および 1.5 mmとなり（図 3.7a-c，

左），これらはそれぞれ大脳皮質の第 1-3 層，第 1-4 層，および第 1-5 層ないし 6 層に相当

する[61]。一方，拡散反射光の時間変化について見ると（図 3.7a-c，右），まず中心間隔 1.0 mm

の条件では，信号は低酸素開始後約 150 sにおいて単調増加を示し，三相性変化は見られな

かった（図 3.7a）。これに対して，中心間隔が 2.0 mmと 3.0 mmの条件では，同時間帯にお

いて明瞭な三相性変化が観察された（図 3.7bおよび 3.7c）。これらの結果は，実験したすべ

てのラットにおいて再現して見られ，ファイバー型拡散反射光計測により観測される三相

性変化は大脳皮質の深部領域に由来し，そのためイメージングでは検出されないものと考

えられた。 

 拡散反射光計測に用いるファイバー条件，特に中心間隔は，拡散反射光の光吸収と光散

乱に対する検出感度にも影響を及ぼしうる[62]。そこで上述した各ファイバー間隔における

拡散反射光強度と吸収係数変化または等価散乱係数変化との関係につきモンテカルロシミ

ュレーションを用いて調べた。ここで用いる光学定数は，第 2 章で得られたラット脳の推

定値（図 2.6）を考慮した。拡散反射光強度の等価散乱係数依存性を調べるシミュレーショ

ンでは，吸収係数をa = 0.3 cm-1で一定とし，等価散乱係数を 5，10，および 15 cm-1の 3条

件に変化させた。拡散反射光強度の吸収係数依存性を調べるシミュレーションでは，等価

散乱係数をs’ = 16 cm-1で一定とし，吸収係数を 0.1，0.2，および 0.3 cm-1に変化させた。結

果を図 3.8に示す。ファイバー間隔 1.0 mmのとき（図 3.8a，3.8d），拡散反射光は光散乱変

化に対して大きく変化しているのに対して，光吸収変化に対しては変化が小さいことがわ

かる。これに対して中心間隔 2.0 mm（図 3.8b，3.8e）と 3.0 mm（図 3.8c，3.8f）では，等価
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散乱係数の変化に対する拡散反射光の変化は比較的小さく，吸収係数の変化に対して拡散

反射光の変化は比較的大きい。これらの結果は，ファイバー間隔が小さく光路長が比較的

短い条件においては，拡散反射光は散乱変化に対して感度が高く，吸収変化に対して感度

が低いのに対し，ファイバー間隔が大きく光路長が比較的長い条件においては，散乱変化

に対して感度が低下し，吸収変化に対して感度が増すことを示している。図 3.7 において，

低酸素開始直後のヘモグロビンの脱酸素化による拡散反射光強度の減少率が，ファイバー

間隔 3.0 mm の条件で最も大きいのは（図 3.7c），中心間隔が大きいと吸収変化に対する感

度が高くなる上述のシミュレーション結果と一致するものといえる。また今回イメージン

グに関するシミュレーションは行っていないが，計測深度の相似性から考えると，イメー

ジングではファイバー中心間隔 1.0 mmのときと同様の吸収・散乱に対する感度特性となる

と推察される。したがって CCDを用いたイメージングで計測した拡散反射光の変化は，主

として散乱変化によるものと考えられる。 

 興味深いことに，図 3.5においてファイバーで計測した拡散反射光の三相性変化の開始時

間は，イメージングで計測した拡散反射光の単調増加のタイミングに比べて早い。全ラッ

トで比較すると，ファイバーで検出される三相性変化の開始は 142 ± 37 sであるのに対し，

イメージングで検出される変化の開始は 175 ± 25 sであり，その差は 33 ± 12 sであった。こ

れらの結果は，ファイバーで検出される三相性の拡散反射光変化（光散乱変化）が，低酸

素負荷による脳組織のバイアビリティー低下をより早期に捉えることを示している。 

 

3.4 まとめ 

 本章では，拡散反射光計測の脳組織バイアビリティーモニタリング法としての有用性を

より詳細に検証するため，ラット全脳低酸素モデルを対象に 2 つの検討を行った。まずバ

イアビリティー低下に伴う拡散反射光の時空間変化につき調べるため，CCD を用いて経頭

蓋骨的近赤外拡散反射光イメージングを行った。低酸素開始から数分後，両側頭部の最外

側局所に，反射光強度の増加した領域が出現し，その領域は約 6 mm/minの速度で正中に向

かって拡大した。同領域は SDによるものと考えられ，その領域の拡大率は再酸素化による

ラットの生存率と関係した。次に，イメージングとファイバー計測両者の有用性を調べる

ため，同じ低酸素モデルを対象に，両者の同時計測を行い信号変化を比較した。その結果，

脳組織バイアビリティーの低下を示す拡散反射光の変化は，イメージングでは三相性変化

とならず，三相性変化はファイバー計測においてのみ見られる現象であること，またその

ファイバーで計測される変化は，イメージングにより捉える変化より早期に現れることが

わかった。両者の信号変化の違いは，計測深度の違いによるものと推察され，ラット大脳

皮質の深さ依存的な解剖学的特性に関係していると推察された。以上より，拡散反射光の

時空間変化を捉えるイメージングと，より早期の変化を検出可能なファイバー計測それぞ

れに利点があり，両者を組み合わせることで信頼性の高い脳組織バイアビリティーモニタ

リングが可能になると考えられた。次章では，より実際の病態に近いラット局所脳虚血モ
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デル（虚血性脳梗塞モデル）を対象に，梗塞領域（不可逆的壊死領域）と梗塞周辺領域で

発生する SDの発生を同時に可視化できないか検討を行った。 
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図3.1 ラット脳に対する(a) CCDを用いた拡散反射光イメージングと (b) イメージ
ングとファイバーによる拡散反射光の同時計測の実験装置図[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.

(a)

(b)

49



図3.2 ラット全脳低酸素モデルを用いた近赤外拡散反射光イメージング結果（再
酸素化なし）[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図3.3 ラット全脳低酸素モデルを用いた近赤外拡散反射光イメージング結果（再
酸素化あり）[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図3.4 ラット全脳低酸素モデルを用いた近赤外拡散反射光イメージング結果（散
乱増加面積と生存率の関係）[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図3.5 ラット全脳低酸素モデルを用いた近赤外拡散反射光計測結果：イメージン
グ（上）とファイバー計測（下）の比較[52]。矢印はSDによる信号変化の開始を示
す。Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図3.6 ラット大脳皮質の層構造 [61]。

Molecular layer I
External glanular layer II

Multiform layer VI
(small/large pyramidal 
neurons, multiform neurons )

Internal pyramidal layer V
(large pyramidal neurons)

External pyramidal layer III
Internal glanular layer IV~1.5 mm
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図3.7 ファイバー間隔の違いによる計測深度と低酸素後の信号変化の違い。
(a) 1.0 mm，(b) 2.0 mm，(c) 3.0 mm[52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 
18(1), 15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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図3.8 異なるファイバー間隔（d）におけると吸収係数変化または等価散乱係数
変化に対する拡散反射光変化の関係 [52]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Yoichi Uozumi, Hiroshi Nawashiro, 
Hiroshi Ashida, Shunichi Sato, "Diffuse light reflectance signals as potential 
indicators of loss of viability in brain tissue due to hypoxia: charge-coupled-
device-based imaging and fiber-based measurement," J. Biomed. Opt. 18(1), 
15003 (2013). doi: 10.1117/1.JBO.18.1.015003.
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第４章 

 

ラット局所脳局血モデルに対する脳血流と 

近赤外拡散反射光のイメージング 
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4.1 はじめに 

 第 1 章（1.2.3 項）で述べたように，虚血性脳梗塞の病態は時空間的に複雑に変化するこ

とが知られている。脳血管の狭窄や閉塞により脳虚血が起きると，重度の血流低下により

虚血中心部は梗塞（不可逆的壊死領域）に進展し，その周りには，血流減少により細胞の

電気的活動は停止しているが，まだ膜構造は保たれており血流が再開すれば回復可能なペ

ナンブラと呼ばれる領域が存在する [19,26,27]。虚血性脳梗塞では，この領域を救済するこ

とが最重要とされるが[27]，ペナンブラでは拡延性脱分極（SD）が繰り返し発生することが

知られ[63-65]，これが組織にエネルギー負荷を与え梗塞拡大の一因になっていると考えら

れている[28-30]。SDは大量のイオンの流出入を伴う現象であるため，イオンのより戻しに

エネルギーを消費する[5,19]。また SDは脳血流変化を伴い，その性質は SDが発生・通過す

る組織のエネルギーレベルにより異なることが知られ，一般に正常組織では，一過性の血

流増大が見られるが，虚血負荷に曝された組織では血流減少に転じ，これが組織の帰結に

影響を与えることが報告されている[4,5,66]。しかし SDの発生が梗塞を進展させる機序の全

容はいまだ解明されておらず，虚血性脳梗塞の病態解明において，SDの発生，脳血流の変

化，および梗塞の進展を同時に非侵襲リアルタイムでモニタリングする技術の確立が重要

といえる。 

前章までに，組織の光散乱特性変化を感度良く検出する近赤外拡散反射光は，SDの発生・

伝搬と組織の不可逆的変化を可視化するのに有用であることを示した。本章では，ラット

局所脳虚血モデルを対象に，経頭蓋骨的近赤外拡散反射光イメージングとレーザースペッ

クル脳血流イメージングを同時に行い，近赤外拡散反射光（光散乱信号）の変化，脳血流

の変化，および梗塞の形成がどのような関係にあるか調べ，同イメージング法の脳虚血の

病態観察における有用性につき考察した[67]。 

 

4.2 実験方法 

4.2.1 ラット局所脳虚血モデルの作製 

 雄 Sprague-Dawleyラット（体重 320–380 g，日本エスエルシー）に，麻酔薬ペントバルビ

タールナトリウムを腹腔内投与し（50 mg/kg初回ボーラス投与，15 mg/kg/hにて維持），脳

定位固定装置（SG-6N，株式会社成茂科学器械研究所）を用いて頭部を固定した。頭部剃毛

の後，頭皮を正中切開し，左頭頂骨を露出させた。図 4.1a に左中大脳動脈と頭蓋骨の開窓

位置の模式図を示す。中大脳動脈（middle cerebral artery: MCA）を露出させるため，左頭頂

上側頭部から筋肉を除去し，歯科用ドリルを用いて MCA遠位部付近の骨を約 3 mm×約 4 

mmの大きさに開窓した。これら外科処置および後述するイメージングの準備完了後，手術

顕微鏡下で電気メスを用いて MCA（末梢二箇所）を凝固切開し血流を遮断した。実験中，

温度制御されたヒートマットを用いて体温を 32.0 ± 0.5°Cに維持し，下肢に装着したパルス

オキシメータ（8600V, Nonin Medical, Inc）により動脈血酸素飽和度をモニタリングした。露

出させた頭頂骨は，乾燥による骨の光散乱特性変化を防ぐため，実験中つねに生理食塩水
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を低速で流し湿潤を保った。本実験に使用したラットの数は，拡散反射光と脳血流の同時

イメージングに 5例（Rat No. 1-5），細胞外直流電位の計測に 4例（Rat No. 6-9）であり，出

血が発生または虚血ができなかった 4例は除外した。 

 

4.2.2 近赤外拡散反射光と脳血流の同時イメージング 

 図 4.2b に近赤外拡散反射光と脳血流の同時イメージングの実験装置図を示す。脳血流画

像は，レーザースペックル血流画像装置（OZ-2，オメガウェーブ）を用いた取得した。開

窓部を含む左半球全体を同装置の半導体レーザー光（波長 780 nm）で照明し，脳組織の血

流を頭蓋骨と開窓部を通して CCD（10 bit, 639 x 480 pixels, 1/60 s/frame）で観察した。血流

画像と同一視野の拡散反射光画像を取得するため，同じ CCDを用いて拡散反射光イメージ

ングを行った。光源にハロゲンランプ（HL 100E, HOYA-Schott）を用い，バンドパスフィル

ター（800 ± 40 nm）を透過させた光をラット頭部に斜めより照射し，脳組織からの拡散反

射光を頭蓋骨と開窓部を通して CCDで検出した。両画像を連続取得するため，両光源の前

にメカニカルシャッター（SSH-R，シグマ光機）を設置し，シャッターコントローラ（SSH-C4B，

シグマ光機）を用いて照明を交互に切り替え，ソフトウェア（LSI+LRI+S V314，オメガウ

ェーブ）を用いてシャッターに同期させて画像を取得した。これにより各画像を～1 frame/s

で記録した。ベースライン画像を 5 min間取得した後，上述した方法によりMCAを閉塞し

（3～5 min），90 min間イメージングを行った。照明に用いた近赤外光は，頭蓋骨の透過性

が高く，また計測中頭蓋骨における近赤外光透過性と脳血流の変化は限定的であることか

ら，観察された拡散反射光変化は脳組織に由来するものとみなせる。本実験で使用したラ

ットの頭蓋骨の厚みは 0.5～1.0 mmであり，頭蓋骨越しに観察した脳表血管径から，経頭蓋

骨的に取得した脳血流画像および拡散反射光画像の空間分解能はおよそ 0.5 mmと見積もら

れた。MCA 閉塞後の各時刻の画像変化を調べるため，差分画像を解析ソフトウェア

（RIA-V102，LIA-V321，オメガウェーブ）を用いて作成した。血流減少率の算出には，画

像ソフトウェア（Makali`I Ver. 2.1，国立天文台）を用いた。 

 

4.2.3 細胞外直流電位の計測 

 SDの発生を確認するため，上述した拡散反射光イメージングと同時に細胞外直流電位の

計測を行った。左頭頂骨の前頭部に手術顕微鏡下で直径約 2 mm の穴を開け，自作した

Ag-AgCl電極を脳表に接触させた。このとき接触抵抗を下げるため，電極先端に少量の導電

ペーストを塗布した。参照電極（Ag-AgCl電極，RC5，World Precision Instruments）を背部

皮下に留置し，両電極間の電位を直流増幅器（DAM-50, World Precision Instruments）と A/D 

変換器（Model ML825，ADInstruments）を介して記録した。 
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4.2.4 梗塞領域の評価 

 梗塞領域を TTC（2,3,5-triphenyltetrazolium chloride）染色により評価した。本方法は一般

的な梗塞評価法であり，ミトコンドリアの活性を指標としている。正常組織では，ミトコ

ンドリアは TTCを脂溶性物質ホルマザンに還元し，組織を赤色に染めるが，梗塞領域は染

色されず白く残る。イメージング終了から 24時間後，ペントバルビタール深麻酔下にラッ

ト脳を速やかに取り出し，生理食塩水で洗浄した後，2%TTC（Sigma-Aldrich Japan）溶液に

浸漬し，遮光下にて 37℃で 30 min静置した。溶液から脳を取り出し，梗塞領域を観察した。 

 

4.2.5 統計解析 

結果は平均値±標準偏差（SD）であらわす。SDの発生回数と拡散反射光強度の増加領域

との相関は，ピアソンの相関係数検定により調べた。梗塞または非梗塞になった領域にお

けるMCA閉塞後の拡散反射光強度の変化はウェルチの t検定によって解析した。梗塞また

は非梗塞領域における SDに対する 4つの異なる血流反応の発生率の違いは，2元配置分散

分析法と事後検定を用いて解析した。これらの方法は，データの正規性および等分散性の

検定に基づき選定された。統計解析は GraphPad Prismソフトウェア（Prism 6 for Windows, 

GraphPad software, Inc.）を用いて行った（正規性の検定を除く）。正規性の検定にはエクセ

ル統計 2012（Social Survey Research Information Co., Ltd.）を用いた。p<0.05を統計学的有意

とみなした。 

 

4.3 実験結果 

4.3.1 近赤外拡散反射光の時空間変化 

 図 4.2にラットMCA閉塞モデルを対象に行った拡散反射光と脳血流の同時イメージング

の結果の一例を示す（Rat No. 5）。図 4.2aは，近赤外拡散反射光のMCA閉塞前の元画像，

図 4.2bは，これと同じ視野のMCA閉塞直後の脳血流画像をMCA閉塞前の画像で除算した

画像で，血流減少率 50%以上の領域（虚血中心部）を黒色で示している。図 4.2cと 4.2dは，

同じ視野のMCA閉塞後の異なる時刻の近赤外拡散反射光画像の変化を示す。画像は，MCA

閉塞後 1.5-3 min（図 4.2c）および 14-16 minおよび 31 min（図 4.2d）の画像からMCA閉塞

直後の画像を減算した差分画像を示す。MCAを閉塞すると，直後から虚血中心部の辺縁部

局所において拡散反射光の変化の波が発生し，虚血中心部の周囲を伝搬し，左大脳皮質全

域に拡がった。このような拡散反射光変化の波は繰り返し発生し，波の発生地点でははじ

め反射光強度は増加し，その領域を先頭に反射光強度が減少した領域が続いた。波状の散

乱光変化は，虚血中心部のまわりを放射状または旋回性に伝搬し，複数の波の伝搬が時間

的に重なることもあった。同ラットでは，時間的に重複あるいは連続した複数の波の発生

が合計 5回，単独の波の発生が合計 3回観察され，MAC閉塞後 90分間で合計 17の波の発

生・伝搬が観察された。図 4.2cと 4.2dはそれぞれ 1回目と 5回目の連続した波の発生の一

部を示している。このような反射光変化の波の発生回数の増加とともに，虚血中心部周囲
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の散乱光強度は増加し（図 4.2c, d），虚血中心部の反射光強度も時間経過とともに増加した

（図 4.2d, t = 31 min 10 s）。 

 虚血中心部の周りを伝搬する拡散反射光変化の波は，SDの発生と伝搬を表していると考

えられることから，別のラットを対象に拡散反射光イメージングと細胞外直流電位の計測

を同時に行った（Rat No. 7）。図 4.3に結果を示す。MCA閉塞後，脱分極（SD）の発生を示

す電位の陰性シフトが繰り返し発生する様子が観察された。電位のシフトは，反射光変化

の波の通過に対応するスパイク状変化（急峻な反射光の増加）に一致した。電位の陰性シ

フト（脱分極）は約 1 min間継続し，その後電位は増加し回復した（再分極）。再分極には

約 1～4 minかかり，その間反射光強度は減少し，その後回復した（図 4.3）。本研究では，

全 5匹のラットにおいて SDの発生回数は 4回～17回であった。SDの平均伝搬速度は約 3.0 

mm/minであり，SDに関する他の文献値と一致した[25]。 

 

4.3.2 近赤外拡散反射光の増加領域と SD発生回数の関係 

図 4.4a上段は，MCA閉塞後の一連のあるいは単独の SD発生後の近赤外拡散反射光の変

化を示している（図 4.2と同じ Rat No. 5）。各画像は，MCA閉塞後の各時刻の拡散反射光画

像からMCA閉塞直後の画像を減算した差分画像である。図 4.4a下段は，脳血流の除算画像

（MCA閉塞後の画像を閉塞前の画像で除算）で，血流減少率 50%以上の領域を黒色で示し

ている。同図の SDの番号（SDsまたは SD #1, 2, 3,･･･）と対応する個々の SDの数を図 4.4b

に示す。MCA閉塞後，拡散反射光は虚血中心部周囲において増加し，その領域は SDの発

生回数の増加とともに拡大する傾向を示した。このような拡散反射光の変化は，主として

脳血流が軽度～中程度に減少した領域（残存血流量 50%-90%に相当）に見られた。虚血中

心部の反射光強度も時間とともに増加し，MCA閉塞後 90 minに反射光強度が増加した領域

（MCA閉塞後 2%-5%増加）は，24 h後に梗塞になることが示された（図 4.4c）。このよう

な反射光の増加領域を定量的に評価するため，図 4.4a上段の画像を二値化した（図 4.4a中

段）。このとき評価領域の反射光の変化の最大値の 10%を閾値として用いた。図 4.5は，二

値化画像の高輝度ピクセル数と SDの発生回数の関係を全 5例のラットについて調べた結果

を示す。SDの総発生回数は 4～17回とばらついたが，反射光の増加面積はすべてのラット

において，SDの発生回数の増加に伴い対数的に増大した。同面積と SDの発生回数の間に

は相関が見られ（図 4.5b），ピアソンの相関係数は 0.7686であった。 

 

4.3.3 近赤外拡散反射光の増加信号の再現性とばらつき 

図 4.6aは，全 5例のラットのMCA閉塞後 90 minにおける拡散反射光の差分画像（MCA

閉塞直後との差分）と血流除算画像（MCA閉塞前の画像で除算，黒い領域が血流減少領域

を表す）を示す。各画像中の実線曲線は TTC染色により評価した梗塞領域を示す。反射光

強度が顕著に増大領域は，すべてのラットにおいて梗塞になった領域の内部に位置した。

またその領域は，主として閉塞したMCAの近傍に見られ，虚血中心部とその周辺領域の両
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方に拡がって分布した。加えて同領域は，梗塞領域の前頭部側に位置する傾向が見られ，

血流減少の程度とは必ずしも一致しないことがわかった。本実験では複数のラット（Rat No. 

1と No. 2）で，非梗塞領域でも反射光強度が増加する傾向が見られたことから，全 5例の

ラットについて梗塞領域と非梗塞領域の反射光強度が増加した領域に ROIを設定し（合計

156の ROI），反射光強度の増加率を比較した。その結果，梗塞領域における反射光強度の

増加率は，非梗塞領域に比べて有意に高いことが示され（図 4.6b），反射光強度の有意な増

大が梗塞と関係することが示唆された。 

 

4.3.4 SDに対する脳血流反応とその反射光変化と梗塞領域との関係 

上述したように，SDの発生は一過性の脳血流変化を伴い，その性質は SDが発生・通過

する組織のエネルギーレベルにより異なり，組織の帰結を関係することが知られる[4,5]。そ

こで全 5例のラットの虚血中心部，周辺部および正常領域に複数の ROIを設定し，反射光

強度変化と血流変化を解析した。図 4.7aは，各領域の典型的な信号変化を示す。ROI 1（a1，

b1），ROI 2（a2，b2），および ROI 3（a3，b3）は梗塞領域に位置し，それぞれMCA閉塞直

後の血流減少率が約 40%，60%，および 80%の領域に相当する。ROI 4（a4，b4）は正常領

域に設定された。MCA閉塞後，拡散反射光強度はすべての領域で，ベースラインの緩やか

な増加と，これに SDの通過を示すスパイク状変化が重畳した変化を示した。SDに伴う反

射光のスパイク状変化は，ほぼすべてのケースで三相性（増加-減少-回復）となり，その振

幅は非梗塞領域よりも梗塞領域の方が小さく，また梗塞領域では血流減少率が大きいほど

小さかった。この傾向は全 5例のラットについて同様に見られた（図 4.7b，図 4.6aと同じ

合計 156の ROIについて解析）。 

一方，血流変化は反射光の変化よりも複雑であった。図 4.7cは，今回観測された SDに対

する 4つの血流反応パターンを，対応する拡散反射光のスパイク状変化とともに示す。血

流反応パターンは， i) 血流増加（Hyperemia），ii) 一過性の血流減少に続く血流増加

（Inverse/Hyperemia），iii) 血流減少（Inverse），iv) 血流変化なし（No flow）の 4種類であ

った。i) 血流増加パターンは，反射光強度の変化から，脱分極に続く再分極に一致して見

られたのに対して，iii) 血流減少パターンは，反射光強度の増加すなわち脱分極と同期して

観察された。各パターンの発生確率について梗塞領域と非梗塞領域で比較したところ（図

4.7d），非梗塞領域では，i) 血流増加の発生確率が 65%±17%となり，他のすべてのパター

ンの発生確率より有意に高かった。一方，梗塞領域では各パターンの発生確率は，i) 血流

増加が 30%±12%，ii) 一過性の血流減少に続く血流増加が 21%±13%，iii) 血流減少が 34%

±20%，iv) 血流変化なしが 15%±9%となり，各パターンの間に有意差は見られなかった。

これらの結果は，虚血後 90 minの間の血流反応パターンが，一般的に正常領域で見られる

i) 血流増加であっても，梗塞になりうることを示している。 

図 4.7eは，全 5例のラットそれぞれにおける血流反応パターンの空間分布を示す。同一

の ROIでも時間経過に伴い反応パターンが変化したことから，ある ROIにおいて 50%以上
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を占めたパターンをその ROIにおける血流反応パターンとして表示した。その結果，梗塞

領域ではすべてのラットにおいて iii) 血流減少と iv) 血流変化なしのパターンが，閉塞し

たMCAの下流に局在して見られることがわかった。一方，i) 血流増加と ii) 一過性の血流

減少に続く血流増加のレスポンスは，主として閉塞したMCAの上流または前頭部側の側方

に見られた。 

 

4.4 考察 

4.4.1 観察結果のまとめ 

 虚血性脳梗塞の病態生理を理解するために，動物モデルを対象とした光学イメージング

が近年盛んに行われている[60,68-72]。しかし組織の細胞・細胞小器官の形態変化を感度良

く反映する近赤外拡散反射光（主として光散乱信号）の時空間変化に焦点をあてた研究は

ほとんどない。本研究では，ラット局所脳虚血モデルを対象に，経頭蓋骨的近赤外拡散反

射光イメージングを行い，MCA 閉塞後の反射光の変化が，繰り返し発生する SD の伝搬を

明瞭に示すこと，虚血中心部周囲の反射光強度は，SDの発生回数の増加に伴い増大するこ

とを示した。虚血中心部の反射光強度もまた時間とともに増加し，虚血中心部と周辺領域

の反射光増加領域は，24 時間後に梗塞になることが示された。さらに反射光強度が増加し

かつ梗塞になった領域は，SD に対する悪性の血流反応パターン（減少あるいは変化なし）

と関係する一方，SDに対する血流反応が良性（増加あるいは減少後増加）であっても，最

終的に梗塞になる領域があることがわかった。これらの結果は，近赤外拡散反射光が，脳

血流画像では捉えられない虚血後早期の組織損傷の進展を検出しうること，梗塞となる領

域を早期に予測しうることを示唆している。 

 

4.4.2 虚血中心部と周辺部における近赤外反射光のベースライン変化の解釈 

 上述したように虚血中心部では，MCA 閉塞後 90 分間，局所脳血流量（rCBF）の変化は

ほとんどなかったのに対し，近赤外反射光強度は時間とともに増加した。Heiss と Rosner

は，rCBF が梗塞発生の閾値以下に低下しても，脳組織が梗塞になるには，一定時間 rCBF

の低下が持続する必要があると報告した[73]。彼らは微小電極を用いてネコMCA閉塞モデ

ルの神経細胞活性を記録し，rCBFが閾値を下回ったとき，細胞が壊死に至るのに 30分～3

時間要することを示した。Memezawaらは，ラットMCA閉塞モデルを用いて，病理組織学

的分析に基づき同様の結果を報告した[74]。一方著者らは先行研究において，ラット全脳虚

血モデル（虚血中心部のモデルとみなせる）における脳組織バイアビリティーの低下が，

光散乱の増加ならびに樹状突起およびミトコンドリアの形態変化と関連することを観察し

た[47]。以上のことから，虚血中心部で観察された反射光強度の増加は，梗塞に向かう細胞

の形態学的変化によるものと推察される。 

 一方，虚血中心部周辺領域（ペナンブラ）では，反射光強度の増加した領域が，SDの発

生回数の増加とともに増大した。ペナンブラで繰り返し発生する SDは，長らく梗塞を拡大
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させる原因として考えられている[28-30,75]。SDは，崩れたイオンバランスを回復するのに

エネルギーを消費するため，SDが繰り返し起きるとエネルギー危機的なペナンブラの状態

は悪化しうる。Higuchi らは，ラット MCA 閉塞モデルを対象に，細胞外直流電位の計測と

ミトコンドリアのエネルギー代謝に関わる蛍光イメージングを行い，組織学的評価結果と

比較した[76]。そして繰り返し起きる SDは，神経損傷の重症度を増すが，ターミナル（終

末）脱分極が起こらなければ組織は梗塞に至らないことを示した。同様に Takedaらは，ラ

ット MCA モデルの脳組織から抽出した ATP やグルコースのエネルギー代謝産物について

調べ，繰り返し発生する SDは必ずしもエネルギーの枯渇を起こさず，持続的な（ターミナ

ルな）血流減少と関係するような散発的な SDが梗塞に寄与すると結論づけた[77]。このよ

うな虚血後超急性期にペナンブラで起きる神経損傷は，樹状突起や樹状突起棘の形態変化

と関連することが示されている。Murphyらは，二光子励起蛍光顕微鏡を用いて全脳虚血に

したマウス大脳皮質の in vivoイメージングを行い，SDの通過に伴い樹状突起棘の構造が消

失する様子を観察した[60]。また同モデルについて赤色光を用いた拡散反射光イメージング

を行い，樹状突起の形態変化は光散乱の増加を伴うこと，またその形態変化は再灌流によ

り回復することを示した。Risherらは，マウス脳梗塞モデルを対象に二光子励起蛍光顕微鏡

観察を行い，樹状突起の形態が可逆的な数珠状変化から不可逆的な数珠状変化に移行する

様子を捉え，不可逆的変化に至るのに 3 時間かかることを示した[78]。これらの事実から，

本研究で虚血中心部周辺領域に観察された近赤外拡散反射光強度の増大は，梗塞そのもの

ではなく，可逆的な損傷による形態変化をあらわしていると推測される。 

 本研究では上述したように，虚血後 90 min間に反射光強度が増加した領域は，24時間後

に梗塞になることが確認された。一方，虚血後 90 min間に反射光強度の変化が見られずと

も，24時間後に梗塞になる領域も存在した（図 4.6）。このような領域は全 5例のラットで

見られた。先の考察で述べたように，脳組織が梗塞に至るのには一定時間（30～3時間）必

要であるが[73,74]，本研究ではイメージングを虚血後 90 min行った。一方，第 3章で述べ

たように，ラット全脳低酸素モデルでは脳組織が不可逆的状態に至ると，皮質全域で反射

光強度が増大することが示されている（図 3.2）[52]。これらのことから，上述したイメー

ジング観察中には反射光強度の増加がなかった領域では，虚血後 90 min以降に信号強度が

増加した可能性がある。 

 

4.4.3 SDに伴う近赤外反射光のスパイク状変化の解釈 

 SDの発生に伴う脳組織の急激な光散乱（反射光）変化が，これまでに脳スライスを用い

た in vitro実験において，細胞外電位の変化，細胞体積変化，およびミトコンドリアの脱分

極との関係においてよく調べられている[12,79]。光散乱信号は，ほぼ完全な脱分極の発生に

同期して増加し，この間細胞の膨化とミトコンドリアの脱分極が生じる。その後，光散乱

信号は再分極と同期して減少し始め，その後回復し，再分極の間，細胞体積とミトコンド

リアの膜電位は回復する。本研究で観測された近赤外拡散反射光と細胞外直流電位の変化
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（図 4.3）は，これら in vitro研究の結果と合っている。関連する細胞の形態変化に関して，

脱分極中の散乱の増加は，樹状突起の数珠状変化およびミトコンドリアの膨化によるもの

と推察される[13,80,81]。一方，in vivoの条件では，SDは大きな血行動態変化を伴いうるこ

とから[70,72]，近赤外拡散反射光であってもヘモグロビンによる光吸収変化の影響を受ける

可能性がある。しかし本モデルの図 4.7c の結果を見る限り，その影響は小さいように見え

る。 

 

4.4.4 SDに対する脳血流反応と近赤外反射信号 

 局所脳虚血において繰り返し発生する SDとその病変拡大との関係については，これまで

に多くの研究が行われている[4,5,66,82]。そしてその中で，SDが関係する脳血流低下がエネ

ルギー危機にあるペナンブラを悪化させることが示されている。SDに伴う血流減少反応は，

主に虚血中心部近傍で起きることが報告されているが[83]，SD に対する血流反応の分布は

単純ではなく[84]，とりわけ側副血行路の有無に依存し複雑なようである[82,85]。たとえ SD

に対して血流増加反応が起きた場合でも，ヘモグロビンの酸素飽和度は減少にも増加にも

なることがあり，エネルギー代謝の帰結に影響しうる[86]。本研究では，虚血中心部および

周辺部の反射光強度が増加しかつ梗塞になった領域において，SDに対する 4つの異なる血

流反応パターンが観察された（図 4.7c，4.7e）。その 4 つのパターンの発生確率には有意差

は見られず，全 5 例のラットで分布が不均一となる傾向が見られた。ラットの脳血管構築

を考慮すると[87]，本研究で i) 血流増加および ii) 一過性の血流減少に続く血流増加が支配

的であったのは，主として閉塞したMCAの前頭部側の上流に相当し，側副血行が維持され

ていた領域だったと推察される。一方，iii) 血流減少および iv) 血流変化なしの反応が支配

的だった領域は，閉塞したMCAの支配領域に相当し，側副血行に乏しかった領域だったと

推察される。このような血流反応分布の不均一性は，灌流圧が SDに対する血流反応を決定

する重要な因子とする事実と関係するものと思われる[88]。  

 

4.5 まとめ 

 近赤外拡散反射光イメージング法は，ラット局所脳虚血モデルにおける SDの発生と早期

の病変の進展を経頭蓋骨的かつリアルタイムにモニタリングするのに有用であることが示

された。脳梗塞の病態イメージングでは，局所脳血流，酸素代謝率等の血液循環代謝をパ

ラメータとしたものが多く研究されているが，本研究で提案する光散乱を指標にしたイメ

ージングは，細胞の膜形態すなわち組織の可逆・不可逆性に関する直接的な情報を得られ

る可能性があり，より包括的な脳梗塞の病態解明に寄与するものと期待される。本研究結

果が示したように，虚血性病変の進展は個体ごとにばらつくだけでなく，同一個体でも時

空間的に複雑に変化する。同イメージング法は，虚血性脳梗塞の病態の理解だけでなく，

新規治療介入法の研究において威力を発揮するものと期待される。 
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図4.1 ラット脳梗塞モデルに対する拡散反射光と脳血流の同時イメージング実験
装置図[67]。Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi 
Sato, " Near-infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading 
depolarizations and progression of the lesion in a male rat focal cerebral 
ischemia model," J. Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.2 ラット脳梗塞モデルの近赤外拡散反射光と脳血流の同時イメージング結果。
(a) MCA閉塞前の拡散反射光画像。左が前頭部側。(b) MCA閉塞直後の血流画
像を閉塞前の画像で除算した結果。黒色領域は血流減少率50%以上の領域（虚
血中心部）を表す。(c, d) MCA閉塞後1.5-3 min (c) および14-16 minおよび31 
min (d) における拡散反射光画像を閉塞前の画像で減算した差分画像[67]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " Near-
infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations 
and progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. 
Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.3 ラット脳梗塞モデルにおける近赤外拡散反射光の変化（a,b）と細胞外直流
電位（c,d）の関係[67]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " Near-
infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations 
and progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. 
Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.4 ラット脳梗塞モデルにおける近赤外拡散反射光と脳血流の変化。(a) 各SD後の
変化を示す。中段は上段の拡散反射光差分画像の二値化画像。(b) SDの発生回数と
一連ないし単独のSDの番号との関係。(c) MCA90分後の拡散反射光の変化とTTCで
評価した梗塞領域の関係[67]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " Near-
infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations and 
progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. Neurosci. 
Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.5 拡延性脱分極の発生回数と拡散反射光増加面積の関係[67]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " Near-
infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations and 
progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. 
Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.6 (a) 全5例のラットのMCA閉塞後90 min間の拡散反射光の変化（上段，MCA
閉塞後90 minの画像を閉塞前の画像で減算）と血流除算画像（下段，MCA閉塞後
90 minの画像を閉塞前の画像で除算，黒い領域が血流減少領域を表す）。左上か
らSDの発生回数が多い順に並べた。各画像の黒色実線曲線はTTC染色により評
価した梗塞領域を，青線は閉塞したMCA示す。拡散反射光差分画像に示した ROI
は(b)の解析に用いた。(b) 全5例のラットの梗塞領域と非梗塞領域におけるMCA閉
塞後90 min間の拡散反射光強度の変化率。**p < 0.01 [67]。
Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " Near-
infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations 
and progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. 
Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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図4.7 ラット脳梗塞モデルにおける拡散反射光と脳血流の変化（血流パターンの詳細
解析結果）。(a) 梗塞および非梗塞領域における拡散反射光と脳血流の時間変化。(b) 
拡散反射光のスパイク状変化の血流減少率依存性。(c) SDの発生に伴って観察され
た4種類の血流レスポンスパターン（上段）と対応する拡散反射光の変化（下段）。血流
変化のパターンは左から，i) 血流増加，ii) 一過性の血流減少に続く血流増加，iii) 血流
減少，iv) 血流変化なし，に対応する。(d) 梗塞領域と非梗塞領域における各血流レス
ポンスパターンの発生率。**p < 0.01。(e) 全5例のラットにおけるMCA閉塞後90 min間
の拡散反射光強度の変化と梗塞領域（黒実線曲線）と血流反応パターンの空間分布の
関係[67]。 Satoko Kawauchi, Izumi Nishidate, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, " 
Near-infrared diffuse reflectance signals for monitoring spreading depolarizations 
and progression of the lesion in a male rat focal cerebral ischemia model," J. 
Neurosci. Res. 96, 875-888 (2017). doi: 10.1002/jnr.24201.
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第５章 

 

衝撃波由来ラット軽症頭部外傷モデルに対する

マルチスペクトルイメージング 
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5.1 はじめに 

 近年米国を中心に爆発に起因する頭部外傷が社会問題となっている。特に，目立った外

傷がなく通常の画像診断で異常が認められないため軽症と診断されながら，めまいや頭痛，

記憶障害や社会的行動異常を発症する比率が非常に高くなっている。このような脳損傷は，

爆発に伴う衝撃波に起因すると考えられ，頭部爆傷（blast-induced traumatic brain injury, bTBI）

と呼ばれるが，そのメカニズムは不明であり，医学的対処法は確立していない[35-38]。著

者らは，取扱いが容易で再現性・制御性に優れたレーザー誘起衝撃波（Laser-induced shock 

wave: LISW）を小動物に適用し，他の衝撃波源では困難な各種実験を進めている。これま

でにラット脳の光学的リアルタイム観察により，頭部への LISW適用により大脳皮質に拡延

性脱分極（SD）が発生し，適用側の皮質全体に拡大・伝搬し，その領域で低酸素血症が長

時間（最長約 3時間）続くことを報告した[42]。このような SDの発生とそれに続発する脳

循環代謝異常は，その後の組織損傷に関係する可能性があるが，その詳細はわかっていな

い。本章では，LISWを適用したラット脳のマルチスペクトルイメージングを行い，衝撃波

に起因する脳循環代謝異常をより詳細に調べることを目的とする。特に，衝撃波曝露直後

から低酸素血症が持続する過程において，大脳皮質の細動脈，細静脈，および脳実質の血

行動態がどのような時空間特性を持つかを明らかにすることで，現象の背景にあるメカニ

ズムを考察する。 

  

5.2 実験方法 

5.2.1 レーザー誘起衝撃波の発生と特性 

 LISWの発生原理を Fig.5.1aに示す。光吸収体（天然黒色ゴムシート，厚さ 0.5 mm）と透

明層（ポリエチレンテレフタレート板，厚さ 1.0 mm）を接着した構造のターゲットに，高

出力ナノ秒パルスレーザーを照射すると，レーザーが黒色ゴムに吸収されてプラズマが誘

起され，その膨張に伴って衝撃波（LISW）が発生する。このターゲットを標的組織上に置

き，レーザー光を照射することで標的部位に衝撃波を適用することができる。本実験では，

Nd:YAGレーザーの第二高調波 532 nm光（パルス幅 ～6 ns FWHM，Brilliant b, Quantel）を

スポット径 4 mm，フルエンス 1.25 J/cm2でターゲットに照射し LISWを発生させた（ピー

ク圧力 ~104 MPa，力積 ~19 Pa･s）。LISWの典型的な圧力時間波形を Fig.5.1bに示す。先行

研究において，フルエンス 1.25 J/cm2で経頭蓋骨的にラット脳に LISWを適用すると，実験

したすべてのラットで SDの発生が確認され，脳の出血はないか限定的であったことから，

同フルエンスが軽症～中程度の脳損傷を模擬するのに適すると考えた。実際の爆発衝撃波

と比べると，この LISWのピーク圧力は 2-3桁高く，時間幅は 2-3桁短いが，生体損傷に関

わる主要パラメータである力積（正圧力の時間積分値）は同等であることから，同条件の

LISWにより bTBIを模擬しうると考えられる。 
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5.2.2 ラット脳への LISWの適用 

 雄 Sprague-Dawleyラット（体重 300–400 g，日本エスエルシー）に，麻酔薬ペントバルビ

タールナトリウムを腹腔内投与し（50 mg/kg初回ボーラス投与，約 15 mg/kg/hにて維持），

脳定位固定装置（SG-6N，株式会社成茂科学器械研究所）を用いて頭部を固定した。頭部剃

毛の後，頭皮を正中切開し，左頭頂骨を露出させた。マルチスペクトルイメージングによ

り脳表を観察するため，手術顕微鏡下にて開窓器を用いて左頭頂部に直径約 4.5 mmの窓を

作成した。除去した骨のあとに，直径 4.4 mm，厚さ約 0.5 mmのポリメチルメタクリレート

（PMMA）製の透明ディスクを置き，歯科用セメントで固定した。図 5.1bに，作成した窓

の位置と LISW適用位置の模式図を示す。LISW適用中心と窓の中心の距離は，約 7 mmと

した。窓を作成した後，後述するイメージング装置下にラットを移動した。温度制御され

たヒートマットを用いてラットの体温を 37.0 ± 0.5°Cに維持し，下肢に装着したパルスオキ

シメータ（8600V, Nonin Medical, Inc）により動脈血酸素飽和度をモニタリングした。 

 

5.2.3 マルチスペクトルイメージング 

 衝撃波を適用したラット脳における局所総ヘモグロビン濃度（rCHb），組織酸素飽和度

（StO2），血管の形態（脳表血管径）および SDを観測するため，上述した窓を通してラッ

ト大脳皮質のマルチスペクトルイメージングを行った。図 5.1cに実験装置図を示す。照明

用光源にハロゲンランプ（HL 100E, HOYA-Schott）を用い，6つのバンドパスフィルターを

装着したフィルターホイール（FW102C, Thorlabs）を回転させて照明光の波長を切り替え，

ラット頭部に照射した。バンドパスフィルターの中心波長は，520，540，560，580，600，

および 800 nm，バンド幅は 10 nm FWHM（520-600 nm）または 40 nm FWHM（800 nm）と

した。脳組織からの拡散反射光を CCD（12 bit, 1034 x 779 pixels, 1/30 s/frame, scA1000-30fm, 

Basler AG）と単焦点レンズ（f=50 mm, M118FM50, Tamron Co., Ltd.）を用いて検出した。フ

ィルターホイールを付属のソフトウェアを用いて約 1.5 s毎に回転させ，同ホイールの出力

信号と LabVIEWソフトウェア（National Instruments）を用いて，ホイールの回転と画像取

得を同期させた。LISW発生用のターゲットは，ラットの左前頭部の頭蓋骨上に置き，鉗子

で保持した。このときターゲット下面のゴムと頭蓋骨の間に，音響インピーダンス整合の

ため超音波ゼリーを塗布した。ベースライン画像を 2分間取得した後に，LISWをラット頭

部に適用し，60分間イメージングを行った。計測終了後，ラット脳と同じ位置に標準拡散

板（SRS-99-020, Labsphere, Inc.）を置き，各波長で画像を取得した。ラット脳のすべての拡

散反射光画像を標準拡散板の画像で除算し，これを拡散反射率 r（）画像として後述する

光学特性値ならびに血行動態パラメータの算出に用いた。 

 得られた拡散反射光画像（520，540，560，580，および 600 nm）から，散乱振幅 a（SD

の指標として使用，s’ = a-b），rCHb，StO2の画像を得るため，MATLABソフトウェア

（Mathworks）を用いて第 2章（2.2項）と同様の重回帰分析を行った。結果は数値画像デ

ータとして得られ，同ソフトウェアを用いて疑似カラー画像に変換された。前章までに述
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べたように，SDの発生・伝搬は光散乱信号変化と関係することから，本実験では散乱振幅

aにより SDの伝搬を可視化し，その伝搬速度の算出には，光散乱変化を反映する 800 nm

の拡散光画像を用いた。脳表血管径は，酸素化・脱酸素化ヘモグロビンの等吸収波長であ

る 520 nmの拡散反射光画像を元に，LabVIEWソフトウェアを用いて画像強度のラインプロ

ファイルから求めた。観察された細動脈と細静脈は，径の大きさ，位置と走行，および StO2

（LISW適用前）の値から区別した。また細動脈と硬膜の血管は，それぞれ起始部の径の大

きさにより見分けた[89]。 

 

5.2.4 統計解析 

 得られたデータに適用する統計解析法は，データの正規性および等分散性の検定に基づ

き選定された（Ekuseru–Toukei 2012 statistical software package，Social Survey Research 

Information Co., Ltd.）。脳表血管径の変化は，ノンパラメトリック多重比較検定 Dunnの方法

により解析した。rCHbおよび StO2の変化は，パラメトリック多重比較検定 Dunnettの方法

またはノンパラメトリック多重比較検定 Dunnの方法により調べた。これらの多重比較検定

には GraphPad Prismソフトウェア（Prism 6 for Windows, GraphPad software, Inc.）を用い，

p<0.05を統計学的有意とみなした。結果は，パラメトリック検定法を用いた場合に平均値

±標準偏差（SD），ノンパラメトリック検定法を用いた場合に平均値±標準誤差（SEM）で

あらわす。 

 

5.3 実験結果 

5.3.1 SDに関係する光散乱特性の時空間変化 

図 5.2に LISW適用後のラット大脳皮質における散乱振幅 aの差分画像（LISW適用前の

画像を各時刻の画像から除算した）を示す（Rat No. 3）。LISW適用後 1 min 21 s，画像左上

の比較的大きな細静脈で散乱振幅の増加が見られ，画像右端（ラット前頭部側）では脳実

質および細動脈において散乱振幅が増加した領域が現れた。この散乱振幅が増加した領域

は，時間とともに左側（ラット後頭部側）に向かって波のように伝搬し，これは SDの伝搬

を表している。このような SDに関連する散乱振幅の波の変化は全 4例のラットで見られ，

うち 1例のラット（Rat No. 4）では，二回目の SDの伝搬が，最初の SD伝搬開始から 5 min 

45 sに見られた。脳実質を伝搬する SDの進行速度は，2.96 ± 0.55 mm/min（mean ± SD，n=4）

あり，これは従来報告された KClや針刺しにより発生した SDの伝搬速度と同様であった

[4,5,23]。 

 

5.3.2 脳表血管径の変化 

 図 5.3は，図 5.2と同じラット大脳皮質の波長 520 nm（酸素化・脱酸素化ヘモグロビンの

等吸収波長）の反射光画像を示す。細動脈と細静脈がそれぞれ異なる変化を示している様

子が観察される。まず細動脈（軟膜細動脈）Aは，SDの伝搬方向と順行性に走行している
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動脈であるが，その血管径は，LISW適用直後ほとんど変化せず，SDの伝搬中に著明に拡

大し，伝搬後間もなく回復した（図 5.3a）。このような血管拡張は，SDの伝搬方向と垂直方

向に走行する細動脈 Bでは見られなかった（図 5.3b）。一方細静脈は，観察視野内において

SDの伝搬方向に対して順行性に走行するものは観察されず，代わりに径の大きさが場所に

よって大きく異なることがわかった。そこで本実験では，径の小さい細静脈（直径 80 m

未満，細静脈 Cとする）と大きい細静脈（直径 80 m以上，細静脈 Dとする）に分けて解

析を行った。LISW適用直後，これら 2つのタイプの細静脈は，ともに LISW適用位置から

の距離や走行方向に関係なく著明な収縮を起こし（図 5.3c，5.3d），その程度は径の小さい

細静脈 Cにおいてより顕著であった。この細静脈 Cと Dの血管収縮は，SD伝搬中に回復

する傾向を示したが，伝搬直後には再度収縮した。 

 図 5.4は，同ラットの LISW適用後約 60分間の細動脈 Aと Bおよび細静脈 Cと Dそれぞ

れの血管径の時間変化を示す（Rat No. 3）。ここでは図 5.3に示した各細動脈，細静脈から

ランダムに 3箇所ずつ選んで直径を評価した。衝撃波曝露後，細動脈 Aの直径はわずかに

減少し，続いて SDの伝搬中，急激に最大約 80%増加した。伝搬後間もなく，直径はベース

ラインレベルに戻るか，一部のものは約 20%減少し，その後 50分間，変化がないか時々減

少（最大 30%）する傾向を示した。対照的に細動脈 Bは変化が小さく，SDの伝搬中であっ

ても血管径はほとんど変化せず，SD伝搬直後は変化しないものと，減少するものが混在し

た。一方，細静脈 Cと Dの血管径は，衝撃波曝露直後約 1分間にそれぞれ約 45％，約 25%

と顕著に減少し，SDの伝搬に伴い回復した。しかし SD伝搬直後，再度 20～30%減少し，

その後再び回復傾向に転じた（図 5.4c，5.4d）。興味深いことに，LISW適用から約 7分後，

細静脈の血管径はともに LISW適用前より拡大しはじめ，約 20分後に最大となり，径の増

加率は約 20～55%に達した。この傾向は径の小さい細静脈 Cにおいて顕著であった。その

後，細静脈 Cの血管径はベースラインレベルに回復したが，細静脈 Dは戻らなかった。 

 図 5.4に示した血管径の時間変化に基づき，6つの特徴的な時刻を選定し，全 4例のラッ

トについて上記 4つのタイプの細動脈と細静脈の血管径を評価し，統計解析を行った。結

果を図 5.5に示す。選定した時刻は，①LISW適用前（t0），②LSIW適用直後（t1），③SD伝

搬中（t2），④SD伝搬直後（t3），⑤SD伝搬後約 20分（t4），および⑥SD伝搬後約 50分（t5）

であり，それぞれ図 5.4aに示した矢頭の時刻に対応する。観察可能な血管をすべて解析対

象とし，細動脈 A（SDと順行性に走行）については 5つの血管から合計 14か所 細動脈 B

（SDと垂直ないし逆行性に走行）については 3つの血管から合計 8箇所，細静脈 C（血管

径が 80 m未満）については 8つの血管から合計 17箇所，細静脈 D（血管径が 80 m以上）

については 7つの血管から合計 10箇所を解析した。LISW適用前の各血管径は，細動脈 A

が 48 ± 4 m（n=14，平均 ± SEM），細動脈Bが 44 ± 5 m（n=8），細静脈Cが 53 ± 4 m（n=17），

および細静脈 Dが 150 ± 13 m（n=12）であった。図 5.5は，図 5.4に見られた特徴的な変

化が全ラットで観察されたことを示している。細動脈 Aの血管径は，時刻 t2において有意

に増加し，変化率は 59 ± 9%（平均 ± SEM）であった。細動脈 Bでは，t2において有意差な
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く，t3で有意に減少した（-10 ± 3%）。細静脈CとDの血管径は，t1においてそれぞれ-22 ± 4%， 

-20 ± 2%とともに有意に減少し，SD伝搬後約 20分（t4），ともに有意に増加した（34 ± 4%， 

25 ± 3%）。これらの解析に Rat No. 4の二回目の SDは含まなかった。 

 

5.3.3 局所総ヘモグロビン濃度と組織酸素飽和度 

 図 5.6は，図 5.2～5.4と同じラット大脳皮質の局所総ヘモグロビン濃度（rCHb）と組織酸

素飽和度（StO2）の疑似カラー画像を示す。画像は，細動脈，細静脈，および脳実質の各領

域に応じた異なるレベルの信号分布を表している。衝撃波曝露直後（t=1 min 11 s），rCHbと

StO2はともにほぼ全域で減少し，特に脳実質で顕著に減少した。その後 rCHbと StO2は，画

像右端の領域で増加しはじめ（t=1 min 21 s），その領域は画像の左側に向かって移動・伝搬

した（t=2 min 29 sまで）。この変化は SDの伝搬に対応し（図 5.2），SDに対する血流増加

反応を示している。SD伝搬後，rCHbと StO2は大きく減少し（t=3 min 26 s），その後 rCHbは

時間とともに回復する傾向を示したが，脳実質の一部の rCHbは計測終了時まで低かった

（t=66 min 37 s）。一方，StO2は SD伝搬後，全領域で低値となり，特に脳実質と細静脈の

StO2は SD伝搬後約 40分まで大きく低下し，脳実質の StO2低下は計測終了時まで続いた。 

 図 5.7は，図 5.5と同じ 6つの時刻における脳実質，細動脈，および細静脈における rCHb

と StO2の変化を全 4例のラットについて解析した結果を示す。合計 39の関心領域（ROIs）

を解析対象とし，このうち 24の ROIを脳実質に，7つの ROIを細動脈（SDと順行性に走

行）に，8つの ROIを細静脈に設定した。LISW適用直後（t1），rCHbはすべての領域で有意

に減少した。ベースラインからの減少率は，脳実質で約 8％，細静脈で約 9%，および細動

脈で約 5%であった。SD伝搬中（t2），rCHbは脳実質と細動脈においてそれぞれ約 21%と約

25%有意に増加したが，SD伝搬直後（t3），rCHbは脳実質と細静脈においてそれぞれ約 6%

と約 11%有意に減少した。SD伝搬後約 20分以降（t4と t5），rCHbはすべての領域で回復し

有意差は見られなかった。rCHbのこれらの変化に対応して，StO2も変化したがその変化の

詳細はより複雑であった。まず LISW適用直後（t1），StO2は脳実質と細静脈においてそれ

ぞれ約 29%，約 11%と有意に減少し，直後の SD伝搬中（t2）は逆にそれぞれ約 64%，約 18%

と有意に増加した（ベースラインからの変化率）。SD伝搬直後（t3），StO2は脳実質におい

て約 46%，細動脈において約 10%それぞれ有意に減少した。そしてその後，StO2は全領域

で計測終了まで有意に低いままであった。上述したように rCHbは SD伝搬後約 20分以降，

すべての領域で回復したことから，同時間帯において rCHbと StO2の挙動に乖離が見られた

といえる。図 5.8gは，下肢で計測した動脈血酸素飽和度（SpO2）を示すが，同値は衝撃波

曝露後どの時刻においても有意な変化を示さなかったことから，上述したラット大脳皮質

の StO2の変化は脳局所に生じたものであることを示している。 

 

5.4 考察 

衝撃波曝露時に脳に生じる現象のリアルタイム観察は，bTBI の病態生理とメカニズムを
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理解するのに極めて重要である。なぜなら，衝撃波により引き起こされる初期のイベント

は，その後の慢性期の症状につながる病理カスケードの引き金となりうるからである。本

研究では，マルチスペクトルイメージングにより，ラット大脳皮質における脳血管および

脳実質における血行動態変化について，衝撃波を曝露した瞬間から詳細に観察した。そし

て脳血管径，rCHb，および StO2.の特徴的な変化を観測し，次の 4 つの時間に着目して考察

することが有用と考えた。 

Phase I（t = t1）： LISW適用直後（SD発生前の約 1分間）。細静脈の収縮と乏血/

低酸素血症が発生。  

Phase II（t = t2）： SD伝搬中（約 2分間）。SDに対する一過性の著明な血流増加反

応，すなわち脳実質における rCHbと StO2 の増加および細動脈の拡張が発生。 

Phase III（t = t3）： SD伝搬後早期（20分未満）。細動脈の収縮と乏血/低酸素血症

が発生。 

Phase IV（t = t4 ~ t5）： SD伝搬後後期（40分以上）。低酸素血症が持続。乏血と血

管収縮は起きない（酸素供給と需要のミスマッチ） 

以下に観察結果から考えられる病態とメカニズムについて考察する。 

 Phase I は，衝撃波の直接的かつ即時的な脳血行動態への影響を表しており，主として細

静脈と毛細血管の収縮が特徴的である。これまでに，皮質の毛細血管径は，血管を構築す

る細胞のうちペリサイト（周皮細胞）によりコントロールされ[90]，神経病理学的条件下で

は，ペリサイトの収縮により毛細血管が狭窄することが報告されている[91,92]。また急性期

の脳損傷で起きる能動的な静脈の収縮も主としてペリサイトの収縮によることが示されて

いる[93]。したがって，Phase Iに見られた乏血と細静脈の収縮は，ペリサイトないし他の血

管壁細胞の収縮によるものと推察される。このようなペリサイトの収縮は，酸素ラジカル

および窒素ラジカル（例えばパーオキシナイトライト）の発生により引き起こされること

が，マウス虚血-再灌流モデルを用いた研究において示されている[92]。これは本研究のモ

デルと異なるが，同様のメカニズムは衝撃波を用いた本モデルでも起きうると考えられる。

衝撃波による機械的刺激は，細胞内カルシウム（Ca2+）濃度を上昇させ[94,95]，これにより

内皮細胞型一酸化窒素合成酵素（endothelial nitric oxide synthase, eNOS）が活性化され，NO

の産生が増加しうる[96]。このとき同時に，細胞内 Ca2+濃度の増加は，ミトコンドリアにお

ける活性酸素（ROS）の生成を促す可能性がある[97]。ミトコンドリアで生成される ROS

は主としてスーパーオキシドアニオン（O2
-*）であることが知られ，これは NOと容易に反

応しパーオキシナイトライトを生成する[98]。したがって衝撃波を頭部に適用する本モデル

において，パーオキシナイトライトは生じる可能性があり，ペリサイトの収縮も起こりう

る。図 5.2に示す散乱振幅の結果は，衝撃波適用直後，比較的大きい細静脈が収縮に伴い散

乱の増大を示すことをあらわしている。細静脈の収縮は，同血管壁の細胞収縮を伴うもの

と推察され，これにより細胞膜を構成する脂質分子やコラーゲン分子（これらは光散乱体

とみなされる）の局所濃度が増加し[99]，散乱信号が増加した可能性が推察される[13,53,80]。 
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 続いて Phase IIは SDの発生・伝搬が特徴的であるが，ここで注目すべきことは，SDが

伝搬する前にすでに皮質の rCHbと StO2は，上述した衝撃波の直接的作用により，細静脈の

収縮とともに減少していたことである。一般に SD は，通常の酸素濃度条件で起きる場合，

一過性の著明な血流増加反応を伴うことが知られ，これが SDによる大量のエネルギー消費

を補っていると考えられている[4,5]。しかし例えば，虚血性脳梗塞の梗塞周辺領域（ペナン

ブラ）のような酸素供給が十分でない領域では，SDに対する血流反応が，一過性の増加の

パターンから「減少」パターンに変わり，これが脳組織をより悪化させると考えられてい

る[5]。本研究で観測した衝撃波由来の SDは，伝搬時すでに組織酸素飽和度が低下していた

にもかかわらず（図 5.6b，t=1 min 11s），著明な血流増加反応を伴い予想に反した。これは，

上述した衝撃波の機械的刺激により発生した NOが，血管拡張因子として働いたことによる

ものかもしれない。また注目すべきことに，SD に伴う血管拡張は，SD の伝搬方向と順行

性に走行する細動脈において明瞭に観察された（図 5.3）。この現象は，血管の局所刺激（例

えば KCl 塗布）により生じた血管拡張が，血管作動因子の働きにより血管に沿って伝導す

る現象に類似している[100-102]。SDの伝搬方向と順行性に走行する細動脈は，その上流が

SDの発生源側に位置するため，このような伝導現象が起きると考えられる。   

Phase IIIで観測された SD後の乏血/低酸素血症と細動脈の血管収縮は，同モデルを対象に

行ったファイバー型拡散反射光計測の結果と同様である[42]。その研究では，SD 伝搬後，

低酸素血症と乏血がとともに計測終了まで（1時間以上）観測された。一方本研究では，SD

伝搬後約 20分以内の Phase IIIにおいて，細動脈の収縮と乏血は回復し，Phase IVでは低酸

素血症のみが観測された。この違いは，計測方法と波長の違いによる観測深度の違いによ

るものと推察される。先行研究では，光ファイバー対を用いて可視～近赤外領域で拡散反

射光計測を行ったのに対し，本研究では可視域の拡散反射光イメージングを行った。その

観測領域は，先行研究ではラットの大脳皮質全層（第 1～6 層），本イメージングでは皮質

表層（主として第 1層）と見積もられる[52]。一方ラット大脳皮質の血管構造は，脳表から

深部に向かうにつれて大きく変化し，脳表には比較的径の大きい細動脈や細静脈が脳表に

沿って走行し，毛細血管密度は深部に行くほど高くなることが知られる[103,104]。ラット脳

における SD に伴う血行動態変化を深さ分解ドップラー血流計測により観測した研究では，

観測深度により SDに対する血流反応が異なることが報告されている[16]。現時点ではメカ

ニズムの詳細は明らかではないが，少なくとも皮質深部で起きる SD後の低酸素血症は，深

部の乏血・血管収縮によるものと推察され，浅部で起きる SD後の低酸素血症には，これと

は別の後述のメカニズムが作用していると推測される。浅部ではなぜ乏血が回復しても低

酸素血症が続くのか。まずその現象自体は，いわゆるハイパーメタボリック状態と解釈で

き，血管からの酸素供給が不十分な状態，および/または，組織の酸素消費が過剰な状態，

と言い換えることができる。このような状態は通常の SDでは見られない。とりわけ興味深

いのは，全身をめぐる血液の動脈血酸素飽和度は低下していないにもかかわらず（図 5.8g），

脳表細動脈を含む酸素飽和度が有意に低下したことである。これには SD伝搬後の脳組織の
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酸性度の変化が関係しているかもしれない。SDが発生すると，細胞外の乳酸の増加と組織

pH の減少が 30 分以上続くことが報告されている[105]。このような組織酸性度の変化は本

実験モデルの SD後にも起きうる。加えて，低酸素血症が起きても脳血液量が保たれている

今回のような場合，酸素供給が不十分な状態でグルコースが供給され続けていることを意

味し，これは乳酸の蓄積と低酸素血症脳アシドーシス（酸血症）を加速する[106]。組織 pH

が低下すると，ヘモグロビンの酸素親和性が下がるため（この現象はヘモグロビン酸素解

離曲線として知られる），脳表細動脈の酸素飽和度が低下すると考えられる。 

衝撃波曝露直後の Phase Iから Phase IVに至る一連の過程を考えると，衝撃波の直接的作

用による乏血/低酸素血症，SD によるエネルギーの大量消費，SD 後の乏血/低酸素血症と，

すべてが組織にエネルギー負荷を与えるプロセスであり，その結果 Phase IV では，たとえ

StO2 が低下していても，細胞の酸素代謝は亢進している可能性がある。なぜなら，一連の

過程で低下した細胞の機能を回復させるために，細胞ではタンパク質の合成や ATP の産生

が必要であり，これにより酸素が消費されるからである[107]。このような酸素およびエネ

ルギー代謝の増大に対処するとき，酸素供給に関わる毛細血管密度が低い脳表領域は，よ

り酸素供給と需要のミスマッチが起きやすいといえる。さらに衝撃波伝搬に関する物理的

特性を考えると，頭蓋骨直下に存在する脳表（本実験ではイメージング用窓の直下）には，

衝撃波の反射（骨と脳脊髄液界面で起きる）により生じるキャビテーション由来の組織損

傷が加わる可能性があり[108]，深部組織では見られない現象が起きる可能性がある。 

 

5.5 まとめ 

 本章では，レーザー誘起衝撃波を適用したラット脳のマルチスペクトルイメージングを

行い，衝撃波曝露後の脳表血管径の変化，細動脈，細静脈，および脳実質の各領域におけ

る局所総ヘモグロビン濃度と組織酸素飽和度の時空間変化につき調べた。その結果，衝撃

波の直接的かつ即時的作用により血行動態異常が発生し，これに続いて拡延性脱分極（SD）

の発生と伝搬により血行動態異常が悪化する二段階の現象が観測された。また細動脈と細

静脈では，衝撃波に対して全く異なる変化を示すことも明らかとなった。興味深いことに，

SD 伝搬後，乏血/細動脈の収縮とともに低酸素血症が観測されたが，その後乏血/細動脈の

収縮が回復しても，低酸素血症は長時間持続することがわかった。このことは，明らかな

酸素供給-需要のミスマッチが持続していることを示している。SD伝搬後の持続性低酸素血

症は，その後の病態プロセスに影響を与える重要なイベントと考えられ，今後同モデルの

組織学的変化（神経細胞死の有無等）を明らかにすることで，bTBI のメカニズムの解明に

近づくものと期待される。 
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図5.1 LISW適用ラット脳のマルチスペクトルイメージングの実験装置図。(a) 
LISWの発生。(b) LISW適用位置と開窓位置。(c) イメージングの実験装置。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.2 LISW適用によるラット脳の光散乱変化（SDの伝搬を表す）。時刻はLISW
適用後の時間に対応する。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.3 LISW適用による脳の血管形態変化。(A, B) 細動脈。(C, D) 細静脈。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.4 LISW適用後の血管径の変化。(a, b) 細動脈。(c, d) 細静脈。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.5 LISW適用後の血管径の変化（ラット4例の結果）。(a, b) 細動脈。
(c, d) 細静脈。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, 
Izumi Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and 
hemodynamic responses to a shock wave: observation of spreading 
depolarization and oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. 
Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.6 LISW適用後の総ヘモグロビン量（a）と組織酸素飽和度（b）の変化。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.7 LISW適用後の総ヘモグロビン量（a）と組織酸素飽和度（b）の変化：
脳実質，細動脈，および細静脈の領域依存性を示す。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, 
Izumi Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and 
hemodynamic responses to a shock wave: observation of spreading 
depolarization and oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 
24(3), 1-17 (2019). doi: 10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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図5.8 LISW適用後の脳実質，細動脈，および細静脈における総ヘモグロビン量
（a-c）と組織酸素飽和度（d-f）の変化（4例の結果）。
Satoko Kawauchi, Wataru Okuda, Hiroshi Nawashiro, Shunichi Sato, Izumi 
Nishidate, "Multispectral imaging of cortical vascular and hemodynamic 
responses to a shock wave: observation of spreading depolarization and 
oxygen supply-demand mismatch," J. Biomed. Opt. 24(3), 1-17 (2019). doi: 
10.1117/1.JBO.24.3.035005.
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6.1 はじめに 

本研究は，脳循環代謝異常と拡延性脱分極の発生を，非侵襲的かつリアルタイムに観察

可能な拡散反射分光法を用い，ラット中枢神経疾患モデルを対象に病態を可視化し，結果

に基づき疾患メカニズムを考察するとともに，光計測法の有用性を示した。本研究では，

医学的・社会的背景から，虚血性脳梗塞と頭部外傷の病態観察をめざし，次の 3 つの動物

モデルを用いて実験を行った。一つ目はラット全脳低酸素モデル（①）で，時間とともに

脳組織バイアビリティーが低下するモデルである。これは脳組織が不可逆的変化に至る過

程の基礎的データを提供した。二つ目は中大脳動脈閉塞によるラット局所脳虚血モデル（②）

で，より実際の虚血性脳梗塞の病態に近いモデルとして使用した。三つ目はレーザー誘起

衝撃波を用いたラット頭部外傷モデル（③）で，爆発に起因する軽症頭部外傷の現象解析

をめざした。得られた拡散反射光データに基づき，血行動態と光散乱パラメータを算出す

るため，重回帰分析を用いた定量化法を提案し，これを解析に用いた（①と③）。各モデル

の目的に合わせて光ファイバー計測および/またはイメージングを選択し，特徴的な病態を

計測・可視化した。 

 

6.2 総括 

本研究による成果は以下のとおりである。 

(1) 拡散反射光スペクトルに基づく血行動態と光散乱パラメータの算出（第 2章） 

モンテカルロシミュレーションと重回帰分析を用いて，拡散反射光スペクトルから組織

の光吸収係数（血行動態パラメータ）と等価散乱係数（主として細胞の形態変化を反映）

を定量評価する方法を提案し，組織ファントムを用いた実験により同法の妥当性を検証し

た。組織ファントムの光学定数の設定値と推定値の間に高い相関が得られ，提案法が対象

試料の光学特性を評価するのに十分な性能を有することを示した。次に，同提案法を実際

に，ラット脳を対象に計測した拡散反射光データ（光ファイバーを使用）に適用した。そ

の結果，先行研究で観測されたバイアビリティー低下に伴う近赤外拡散反射光の三相性変

化（増加-減少-増加）は，主として光散乱変化によるものであることが示された。この三相

性光散乱変化は，拡延性脱分極（SD，ここでは無酸素性脱分極またはターミナル（終末）

脱分極）によるものと考えられ，散乱変化は主として樹状突起とミトコンドリアの形態変

化によるものと推察された。 

 

(2) 脳組織バイアビリティー低下に伴う拡散反射光の時空間変化の解析（第 3章） 

上述した脳組織バイアビリティー低下に伴う三相性光散乱変化が SD によるものである

ことを考えると，同散乱変化は大脳皮質を伝搬する特性を持ち，光ファイバーで計測され

た三相性変化は現象全体の一部を捉えたにすぎないと推察された。そこで第 3 章では，ラ

ット全脳低酸素モデルを対象に次の 2 つの検討を行った。まず拡散反射光の時空間変化に

つき調べるため，CCD を用いて経頭蓋骨的近赤外拡散反射光イメージングを行った。その
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結果，低酸素開始から数分後，両側頭部の最外側局所に，SDの発生を示す反射光強度の増

加領域が出現し，その領域が正中に向かって拡大する様子が観察された。同領域の拡大率

は，再酸素化によるラットの生存率と関係した。次に，イメージングとファイバー計測の

両者を同時に行い，信号変化を比較した。その結果，①脳組織バイアビリティーの低下を

示す拡散反射光の変化は，イメージングでは三相性にならず，三相性変化はファイバー計

測でのみ見られる現象であること，②ファイバーで計測される変化は，イメージングで捉

える変化より早期に検出されることがわかった。両者の信号変化の違いは，計測深度の違

いによるものと推察され，ラット大脳皮質の深さ依存的な解剖学的特性が関係していると

思われた。両計測法を組み合わせることで，信頼性の高い脳組織バイアビリティーモニタ

リングが可能になると期待される。 

 

(3) 虚血性脳梗塞における拡延性脱分極と梗塞進展のモニタリング（第 4章） 

第 4 章では，より実際の病態に近いラット局所脳虚血モデルを対象に，拡散反射光と脳

血流の経頭蓋骨的同時イメージングを行い，梗塞領域（不可逆的壊死領域）と梗塞周辺領

域で発生する SDを可視化できないか検討した。中大脳動脈閉塞後，虚血中心部辺縁局所に

おいて，SDの発生を示す拡散反射光の変化の波が繰り返し発生・伝搬し，その波の発生回

数の増加とともに，虚血中心部周囲で反射光強度が増加した。虚血中心部内部の反射光強

度も時間とともに増大し，強度が増加した領域は 24時間後に梗塞になることが確認された。

このような領域，すなわち反射光強度が増大し梗塞になった領域は，SDに伴う悪性の血流

反応パターン（減少あるいは変化なし）と関係する一方，血流反応パターンが良性（増加

あるいは減少後増加）であっても最終的に梗塞になることがわかった。これらの結果は，

主として光散乱変化を反映する近赤外拡散反射光が，脳血流画像では捉えられない虚血後

早期の組織損傷を検出し，梗塞領域を予測しうることを示唆している。以上より，近赤外

拡散反射光イメージング法は，ラット局所脳虚血モデルにおける SDの発生と早期の病変の

進展を経頭蓋骨的かつリアルタイムにモニタリングするのに有用であることが示された。 

 

(4) 衝撃波に起因する脳血行動態異常の可視化（第 5章） 

第 5 章では，衝撃波曝露により脳で起きる現象を明らかにするため，レーザー誘起衝撃

波を適用したラット脳のマルチスペクトルイメージングを行った。本実験では頭蓋骨を開

窓し大脳皮質を直接観察した。得られた画像に基づき，衝撃波曝露後の脳表血管径の変化，

細動脈，細静脈，および脳実質における局所総ヘモグロビン濃度と組織酸素飽和度の時空

間変化を解析した。その結果，衝撃波の直接的かつ即時的作用により血行動態異常が発生

し，これに続いて SDの発生と伝搬により血行動態異常が悪化する二段階の現象が観測され

た。また細動脈と細静脈では，衝撃波に対して全く異なる変化を示すことも明らかとなっ

た。興味深いことに，SD 伝搬後，乏血/細動脈の収縮とともに低酸素血症が観測されたが，

その後乏血/細動脈の収縮が回復しても，低酸素血症は長時間持続することがわかった。こ
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のことは，組織の酸素供給不足，および/または，酸素消費が過剰になっていることを示唆

しており，明らかな酸素供給-需要のミスマッチが持続していることを示した。このような

現象は細胞にダメージを与え，脳の二次的損傷を起こすものと推察された。 

 

以上総括すると，拡散反射分光法は，脳組織の光吸収および光散乱特性変化をモニタリ

ングでき，ラット中枢神経疾患モデルの脳循環代謝異常，拡延性脱分極の発生と伝搬，お

よび組織の可逆・不可逆的変化を計測・可視化するのに有用である。 

 

6.3 展望 

 本研究により得られた成果に基づき，今後の展望を以下に述べる。 

(1) 心停止後の脳の生死判定 

ラット全脳低酸素モデル（①）で見られた三相性光散乱変化は，SD によるものであり，

脳の不可逆的変化に至る過程を示している。この変化は，近赤外光を用いて人脳において

も非侵襲的かつリアルタイムに，かつベッドサイドで検出することが原理的に可能と考え

られる。2018年にドイツ，シャリテ大学病院の J. P. Dreier教授は，脳死患者 9名の家族の

同意のもと，生命維持装置停止後の脳波を記録し，血液循環が停止すると，間もなく脳波

は平坦化し（電気生理学的機能停止），数分後にターミナル（終末）SD が発生することを

報告した[109]。そして SDの発生は，それ自体が脳の死を意味するのではないが，死に向か

う変化の始まりであると述べた。脳の生死判定は，心停止後あるいは脳卒中後の患者救済

のためだけでなく，心停止後の臓器提供の観点からも重要である。現在日本における脳死

判定は，深い昏睡，瞳孔の散大と固定，脳幹反射の消失，平坦な脳波，自発呼吸の停止の 5

項目を行い，6時間以上経過した後に同じ検査をすることで，状態が変わらず不可逆的であ

ることを確認する。上述した近赤外光を用いた人脳の生死判定ができれば，脳死に関する

客観的な指標を提供し，より早期の臓器移植の実現に寄与するかもしれない。 

 

(2) SDの抑制をターゲットにした脳梗塞治療法の開発 

 虚血性脳梗塞では，梗塞周囲のペナンブラをいかに救済するかが重要であるが，ここで

繰り返し発生する SDはペナンブラを悪化し，梗塞を拡大させると考えられている。そのた

め SDの抑制は，脳梗塞治療法開発において重要ターゲットのひとつとされている。本研究

では，ラット局所脳虚血モデルを対象に，経頭蓋骨的近赤外拡散反射光イメージングを行

い，SD の発生と梗塞の進展を可視化できることを示した。つまりこれを SD を抑制する治

療実験に用いれば，SDの抑制とその梗塞縮小効果をリアルタイムに判定できる可能性があ

る。これは治療実験を大幅に加速する。SDを抑制できる薬剤には，細胞膜を安定化させる

抗てんかん薬ガバペンチンやトピラマートがあり，これらが第一候補になりうる。一方，

特定波長の可視～近赤外の光を低強度で組織に照射すると，ミトコンドリアの電子伝達反

応が促進（ATP 産生が増大）され，血流が増大する効果があることが知られる
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（Photobiomodulation）[110]。電子伝達系末端酵素であるシトクロム cオキシダーゼ（CcO）

が光を吸収すると NO が光解離され，電子伝達が促進されて ATP 産生が増大すると考えら

れている。解離した NO は血管弛緩作用により血流を増大させると考えられる。すなわち

photobiomodulationには，SDの抑制と梗塞の縮小効果が期待でき，上記イメージングはこの

効果をリアルタイムに検出できる可能性がある。  

 

(3) bTBIの病態とメカニズムの解明 

 レーザー誘起衝撃波を適用したラット脳のリアルタイム観察は，衝撃波による非常に複

雑な脳の血行動態変化を明らかにした。本論文では，その現象の背景にある病態生理につ

いて考察し，いくかの仮説について述べた。中でも重要なのが，衝撃波による細胞内カル

シウム濃度の上昇とそれによる内皮細胞型一酸化窒素合成酵素（eNOS）の活性化と NO の

増加である。カルシウム濃度の上昇は，ミトコンドリアにおける活性酸素（スーパーオキ

シドアニオン）の生成も促進する可能性があり，これは NOと容易に反応して毒性の強いパ

ーオキシナイトライトを産生する。これら一連の反応は，その後の酸化ストレス，神経炎

症，血液脳関門の破綻に関係する可能性があり，bTBI における重要な上流のイベントを意

味している可能性がある。これらの仮説を検証するため，カルシウムイオンと NOに関する

in vivo イメージングを行うことが重要と考えられる。あわせて同モデルの慢性期の組織学

的・行動学的変化を調べることにより，軽症頭部爆傷の病態とメカニズムが解明されるこ

とが期待される。 
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