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これまで新規脳虚血治療法の開発がほとんど失敗に終わった原因の一つに，既存の脳虚血モ

デル動物が大脳灰白質を中心とした脳虚血モデルであったことが挙げられる．しかし，実臨床

では過半数の脳梗塞患者は大脳白質に脳梗塞を発症しており、その機序は，灰白質と異なり，

白質は髄鞘を構成する脂質が豊富であることから，脂質過酸化などの酸化ストレスが脳傷害を

増強する．さらに，活性酸素の一種スーパーオキシド（O2
-）は，一酸化窒素 (NO)と反応すると

パーオキシナイトライト (ONOO-)を生成し，脂質過酸化，DNA傷害などを加速させ，本来血管拡

張物質である NOの脳保護効果を消失させる，という仮説が提唱されているが，この仮説を元に

した新規治療薬は依然見いだせていない． 

両側総頸動脈狭窄慢性脳低灌流モデルは，大脳白質に虚血傷害を示すことから，そのモデル

を使用して，両側総頸動脈狭窄（BCAS: bilateral common carotid artery stenosis）手術後

の酸化ストレスの推移，炎症性変化（アストロサイトの発現）の推移などを確認することとし

た． 

まず，BCAS術後の脳血流（CBF）推移を確認した．図 1，2は総頸動脈 (CCA) を狭窄させる

金属製の微小コイル（内径 0.18 mm）の装着前と装着後の画像と CCAの直径である．そして CBF

については，術後早期より術前の約 75%程度まで低下を認めた．その後，徐々に軽度の回復を

認め，慢性脳低灌流も再現できた（図 3）． 

次に，このモデルの表現型を確認するために認知機能実験を行った．この行動実験を行った

理由は，新規治療候補薬投与後に行動，認知機能が改善するかどうかを確認するためのコント

ロール実験である．その結果，参照記憶は BCASマウスで障害されず，作業記憶のみ障害を認め

た（図 4, 5）． 

BCAS術後の大脳白質の虚血障害を確認するために，大脳白質の大部分を占める脳梁（CC）の

クリューバー・バレラ染色を行い，BCAS群のみ CCの菲薄化を認めた（図 6）．またグリア増生

の程度・変化を確認するために，GFAP抗体を用いた蛍光免疫染色を用いてアストロサイトの変

ウェブサイト公開用

ウェブサイトウェブ

サイト公開用 



化を確認した．大脳灰白質では BCAS術後のアストロサイトの増生を認めなかったが，大脳白質

では，術後 14日まで緩徐に増生し，その後の 2週間では横ばいであった．さらに，大脳白質の

酸化ストレスの増生，変化を確認するために，8-OHdG抗体を用いた蛍光免疫染色を行い，急激

に CBF が低下した術後早期に酸化ストレスの増加を認め，その後やや低下した（図 7）．また，

大脳白質のパーオキシナイトライト(ONOO-)の増生，変化を確認するために，3-NT抗体を用いた

免疫染色を行い，酸化ストレス同様に術後早期に増加を認め，その後緩徐に低下をする経過で

あった（図 8）． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

レーザースペックル脳血流計による

総頸動脈の BCAS 術前術後の画像． 

総頸動脈の

BCAS 術前術後

の直径．BCAS

後は術前の約

50%狭窄を示し

た． 

レーザースペックル脳血流計による BCAS 術前術後

の脳血流変化．術後の慢性脳低灌流を再現できた． 

Y 迷路試験にて，BCAS 群のみ作業記

憶低下を認めた． 

（図 5） 

Barnes 迷路試験では，BCAS 群と偽手術群で差を認めず，

BCAS 群で参照空間記憶障害は認めなかった． 

クリューバー・バレ

ラ染色で，BCAS 群

で明らかな脳梁の

菲薄化を認めた． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

上記より，虚血性大脳白質傷害は，スーパーオキシド，パーオキシナイトライトによる酸化スト

レスに伴って増悪し，作業記憶にも影響を与えることが判明した． 

 そこで，われわれは，虚血性大脳白質傷害の増悪に関与するファクターとして，脳血管基底膜に

存在している perivascular macrophage に注目した．perivascular macrophage は酸化ストレスの

発生源となりうることがにわかに報告され始めており（Park et al, Circ Res 2017），これを脳内から

除去することが，虚血性大脳白質傷害によって生じる脳梗塞，血管性認知症の新規治療法になりう

ると仮説を立て検証することとした．その際に，われわれは元来，ヒト ApoE4 遺伝子を組み込んだ

マウス（ApoE4-TR）は，野生型マウス（WT）と比較して酸化ストレスをより多く発現することが

分かっており（図 9），虚血性大脳白質傷害治療において，ヒト ApoE4 遺伝子を手掛かりに治療法

の探索を行った． 

 そのために，まずは WT，ApoE3-TR，ApoE4-TR そのものに BCAS 手術を行い，虚血性大脳白質

傷害を惹起した．BCAS 手術後の CBF 推移を図 10 に示す．ApoE4-TR は，BCAS 手術直後から 1 か

月間，CBF はより低下した．しかし，この脳血流はレーザースペックル脳血流計にて測定したもので

あり，脳表血流しか測定できないため，大脳白質の深部の CBF 推移は依然不明である．共同研究者

の Prof. Chris Schaffer の研究室は，深部である大脳白質の CBF を測定できる 3-photon microscopy を

所有しており，それを活用して深部の大脳白質の CBF を測定した．図 11 より，ApoE4-TR は，BCAS

術後，大脳白質においても，ApoE3-TR と比較して有意に CBF が低下していることが証明された．

その CBF 低下に応じて，BCAS 術後の ApoE4-TR の大脳白質は有意に菲薄化しており，髄鞘も有意

に障害されていた（図 12）．さらに，BCAS 術後の ApoE4-TR で，ApoE3-TR，WT と比較して有意

な作業記憶障害を認めた． 

 

BCAS マウスの術前後

の大脳白質（脳梁）に

おける酸化ストレス

（図 7），パーオキシ

ナイトライト（図 8）

を免疫組織化学で定

量した．双方とも術直

後で最も増加してお

り，慢性期に至るにつ

れて徐々に低下する． 

（図 7） 



（図 9） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Free radical scavenger の MnTBAP を脳表に灌

流し，各種刺激による脳血管反応性を確認し

た．安静時 CBF に関しては，MnTBAP 脳表

灌流後も変化は認めなかったが（A），

neurovascular function の指標となる whisker 

stimulation (B)，血管内皮のアゴニストである

アセチルコリン  (C) を脳表灌流すると，

ApoE4-TR で障害を受けていた血管反応性が

WT と同様の血管反応性にまで改善した．血

管平滑筋に関与するアデノシン (D) は変化

しなかった． 

（図 10） 

レーザースペックル脳血流計による脳表血流

の推移を左図に表している．BCAS 手術直後

から 1 か月間，一貫して，ApoE4-TR マウスの

脳表血流が最も低下している． 

（図 11） 

3-photon microscopy による大脳白質 CBF 測

定．(A) 脳表から大脳白質までの全体図と

それぞれの深度における脳血管構造（A1-

A5）．A5 の深さが白質に相当するが，白質

血管は比較的直線的であることからも灰白

質と区別できる．(B-E) 血管内赤血球移動

を line scan にて追跡． (F) ApoE3-TR と

ApoE4-TR の間で血管径は BCAS 手術前後

で変化は認めなかった．(G) BCAS 手術後，

ApoE4-TR で有意に赤血球速度（CBF に相

当）が低下した． 

（図 11） 

（図 12） 

BCAS 術後の ApoE4-TR において，クリュー

バー・バレラ染色（KB）で最も白質が菲薄化

し，myelin basic protein (MBP；緑色)，SMI312 

(赤色) の二重蛍光免疫染色にて，髄鞘の障害

も著明であった． 



以上より，ApoE4-TR では，酸化ストレスが過剰に発現しているため，大脳白質の脳血流がより

低下し，虚血性大脳白質傷害が加速しうることを示すことができた．この結果は，2018 年に Nature 

Communication より報告を行った（本報告者は co-first author）．また，2019 年 2 月に行われた American 

Heart Association による International Stroke Conference にて，Vascular Cognitive Impairment Award を

受賞した． 

 以上より，上記のメカニズムとして，より広範な虚血性大脳白質傷害を持ちうる ApoE4 キャリア

では，perivascular macrophage による酸化ストレスが特に増加しており，perivascular macrophage の

除去が虚血性大脳白質傷害の新規治療法となりうると仮説を立て，探索を進めることとした． 

 われわれはすでに，perivascular macrophage は骨髄移植にてドナーからレシピエントに移植できる

ことを報告している（Faraco et al, J Clin Invest 2016）. WT，ApoE3-TR，ApoE4-TR をドナー，レシ

ピエントとして骨髄移植を行い（図 13），WT もしくは ApoE3-TR をコントロールとした．各群で

BCAS を施行して，認知機能変化，大脳白質の病理学的検索，脳血流変化を探索した．移植される

perivascular macrophage の数は，WT，ApoE3-TR，ApoE4-TR のいずれがレシピエントであっても受

容能力に差は認めなかった．まず，認知機能の変化を確認した．作業記憶は，ApoE4 ドナー由来の

perivascular macrophage を持つレシピエントで有意に障害されていた（図 14）．次に，病理学的検索

を行った．前述の study 同様に，KB 染色と MBP 染色を行い，ApoE4 ドナー由来の perivascular 

macrophage を持つレシピエントで，有意に大脳白質菲薄化を示し，それに応じて髄鞘の障害を認め

た（図 15, 16）．この認知機能障害，大脳白質傷害の原因を調べるために，CBF 変化を確認した．

CBF 変化においても，一貫して，ApoE4 陽性 perivascular macrophage を持つレシピエントで有意な

CBF 低下を認めた（図 17）．このことから，perivascular macrophage が，CBF 低下による虚血性

大脳白質傷害，認知機能障害において重要な役割を果たしていることが十分に認識できる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 13） 

（図 14） 

Y 迷路試験による作業記憶検

査．同一レシピエント間で比較

すると，ApoE4陽性 perivascular 

macrophage をもつレシピエン

トは，作業記憶障害が有意であ

る． 

（図 15） 

KB 染色において，ApoE4 陽性

perivascular macrophage を持つ

レシピエントで，大脳白質菲薄

化が有意に著明である． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

（図 16） 

myelin basic protein (MBP；緑色)，

SMI312 (赤色) の二重蛍光免疫

染色において， ApoE4 陽性

perivascular macrophage を持つレ

シピエントで，髄鞘の障害が著

明であった． 

（図 17） 

ApoE4 陽性 perivascular macrophage を持

つレシピエントで，BCAS 術後，一貫して

有意な脳血流低下を認めた． 

レシピエント：WT レシピエント：ApoE3 

レシピエント：ApoE4 



 perivascular macrophage を除去することで，酸化ストレスの発生を抑制し，本来血管拡張

物質である一酸化窒素の脳保護効果をいかんなく発揮させることができる可能性があ

る． 

この研究は現在進行形であるが，2019 年 5 月の日本神経学会学術大会と 2019 年 7 月の

Brain にて，この研究の現状を発表する予定である（受理済）． 


