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緒言

近年，脳卒中などによる脳血管障害患者の死亡者数は減少し，今後もこの傾向は続

くと思われる。しかし，高齢化の進行により痴呆を初めとする後遣症に苦しむ患者

数は逆に増加しており，脳血管障害の進展抑制が今後さらに重要な課題になってく

るのは明らかである。既に虚血性の脳血管障害が脳卒中の主要な原因の一つである

ことが明らかとされている (1)。現在，脳虚血の病態生理に関する基礎的な研究が著

しく発展しており，実験的にはかなり効果が期待される薬剤についての報告が数多

く見られる。しかしながら，脳血管障害急性期の治療は従来通り抗浮腫剤としての

高浸透圧利尿剤の投与が最も有効な手段とされており，臨床的に有用性が明らかに

認められる薬剤はほとんどない。

神経細胞は虚血変化に対して極めて脆弱であり，不可逆性の細胞死に至ることが知

られている。虚血中あるいは虚血後に大量に遊離される興奮性アミノ酸，特にグル

タミン酸が細胞死の過程に重要な役割を果たしているという仮説が提唱されている

(2,3)。現在，このグルタミン酸仮説を受けて脳虚血傷害の治療薬としてグルタミン

酸受容体遮断薬の開発が急ピッチで進められている。しかしながら，現在のところ

必ずしもグルタミン酸受容体遮断薬が臨床上十分な治療結果を示していない。

最近，脳血管障害発症後数時間という超急性期に血栓を除去して（血栓溶解術，血

管内脳外科手術）血流再開することによって虚血傷害を軽減しようとする施設が増

えている。しかしながら，閉塞動脈の再濯流が得られたとしても，むしろ傷害が悪

化する可能性があることも明らかになってきている (4,5)。また，一過性脳虚血発作

を起こす患者では徴小塞栓による虚血再泄流が頻繁に起こっており，再濯流自体が

脳血管障害の進展に寄与している可能性が指摘されている。最近，この虚血再瀧流

による組織傷害が注目を集めており，好中球がその病態に重要な役割を演じている
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ことが心臓や肺などの末梢臓器を用いた研究で明らかになりつつある (6-9)。感染症

や炎症モデルの解析データをもとに，好中球による組織傷害のメカニズムとして多

くの仮説が提出されているが，生化学的メカニズム（血管収縮因子，蛋白分解酵素，

サイトカインの放出，フリーラジカル産生など）と，物理学的メカニズム（血管壁

への血球付着による血流障害）の両者が関与していると考えられている。脳虚血再

泄流傷害における好中球の関与を明確にする研究は少ないが，脳虚血再泄流時には

補体活性化や各種サイトカイン，炎症性のメディエーターの放出が認められ，好中

球を活性化する条件がそろっている。従って，好中球の組織侵入と活性化を最小限

にとどめる方法が虚血性脳血管障害の新しい治療法となる可能性がある。

本研究ではヒトの虚血性脳血管障害の病態に近いとされるラット中大脳動脈閉塞モ

デルを用いて再灌流後の傷害進展における好中球の関与について検討した。
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本論

第一章 脳虚血再濯流後の好中球浸潤と組織傷害

臨床および実験的に虚血再灌流傷害は好中球の浸潤および浮腫を伴い，急性期の炎

症反応と酷似することが明らかである。好中球は活性酸素や蛋白分解酵素など細胞

毒性を持ったメデイエーターを放出することによって虚血再灌流傷害に関与するこ

とが予想されている (6-9)。Myeloperoxidase(MPO）は白血球のアズール顆粒内に存在

する酵素として知られ (10)，既に皮膚，心筋，骨格筋などで MP()活性が好中球浸潤

の指標となることが報告されている (10-12)。近年， Barone等は MP()活性を指標とし

て脳虚血再瀧流後に傷害部位への好中球の浸潤が認められることを報告した (13,14)。

しかしながら，再瀧流後の好中球浸潤の詳細な時間経過および組織傷害との相関に

ついて詳細に検討した報告は無かった。第一章では脳虚血再灌流後の好中球浸潤お

よび組織傷害の時間経過を明らかにするとともに，ラット好中球枯渇抗体 (RP3) を

用いて好中球の組織傷害における役割について検討した。

第一節 脳虚血再瀧流後の脳浮腫と好中球浸潤：時間経過の相関

ラット中大脳動脈閉塞再灌流後の好中球浸澗の時間経過を組織学的および生化学的

(MPO活性）に検討した。また，好中球浸澗と組織傷害の関係を検討するために水

分含有量を指標として脳浮腫形成の時間経過について検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270-320g)を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。
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Fig. 1: Shematic representation of MCA occlusion-reperfusion model. Position of 

silicon rubber cylinder during occlusion of right middle cerebral artery(MCA) (A) and 

after recirculation (B). C: Silicon cylinder, ACA: anterior cerebral artery, PCA: 

posterior cerebral artery, ICA: internal carotid artery, ECA: external carotid artery, 

CCA: common carotid artery, SCA: superior cerebellar artery. 

2)局所脳虚血再灌流モデル：

局所脳虚血再灌流モデルは， Longa等(15)およびKoizumi等(16)の方法を改良し

て作成した。ラットを 2％ハロタン麻酔下に，右総頸動脈(CCA)を露出した。注意

深く右外頸動脈を剥離し，結紫切断した。切断した右外頸動脈 (ECA)を翻転し，シ

リコン処理した 4-0ナイロン栓止 (18mm: Fig. 1; C) を右ECAより右内頸動脈内

(ICA)へ挿入し，右中大脳動脈 (MCA)の起始部を閉塞した (Fig.1; A)。栓止末端

をECAと結紫することによって血流の逆流を防ぎ，麻酔を解除した。一匹あたりの

処置時間は6-10分であった。麻酔解除後ラットはヒートパッド上で 37℃に維持し，

20分以内に左前肢の片麻痺を示したラットを虚血負荷成功例とした。処置したラッ
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トの約 70％が虚血負荷に成功し，約 30％は片麻痺の程度が弱いためにデータから

削除した。中大脳動脈閉塞60分後に再度麻酔下において栓止を抜去し，右総頸動脈

から虚血部位への血流を再開させた (Fig.I; B)。

3)組織学的検討法：

虚血再瀧流 6,12, 24時間後および3,7日後にラットをペントバルビタール麻酔

下で経心的にヘパリン加生理食塩水で脳を灌流し， 4％パラホルムアルデヒドで脳を

灌流固定後，脳を取り出しパラフィン包埋した。病理組織学的評価のためパラフィ

ン切片 (5μ m) をHematoxylin-Eosin(HE.）染色した。各切片は光顕下で観察し形態

学的に好中球数をカウントした。データは各切片あたりの好中球数で表わした。

4) Myeloperoxidase活性の測定：

虚血再灌流 6,12, 24時間後および3,7日後にラットをペントバルビタール麻酔下

で経心的に生理食塩水で脳を瀧流後，脳を取り出した。氷上で取り出した脳を脳底

動脈リングの前後をナイフにて切り落とし， Fig.2に示す3部位， A)前大脳動脈支

配下脳皮質（虚血隣接部皮質； ACA),B)中大脳動脈支配下脳皮質（虚血部皮質；

MCN' およびC)線条体（虚血中心部； caudateputamen) にビンセットで分離した。

分離後直ちにドライアイス上で凍結し，湿重量を測定した。

組織からの MP()の抽出は， Barone等 (13,14)の方法を改良して行った。採取した

組織はポリトロンホモゲナイザー (Ultra-Turrax,Junke & Kunkel Gmb & Co.) を使

用して， 20倍量の 5mMリン酸緩衝液 (pH6.0, 4℃)中にホモゲナイズ (5秒， 3

副した後 30,000g(30分， 4℃）で遠心分離する。上清を捨てた後にペレットを

再び20倍量のリン酸緩衝液 (5mM,pH 6.0)に懸濁し， 30,000gで遠心分離 (30分，

4 ℃)する。上清を除去した後，ペレットを 10倍量の 0.5%

hexadecyltrimethylammmonium bromide (Sigma Chemical Co)を含む 50mMリン酸緩衝液
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に懸濁し，室温で2分間インキュベートした。サンプルはドライアイス上で直ちに

凍結し，凍結一融解および超音波処理（室温， 10秒， Powersonic Model 50; 

Powersonic Inc.) を3度繰り返した。最後の超音波処理の後， 4℃で20分間インキュ

ベートし， 12,500g(15分， 4℃）で遠心分離した上清を MPOの活性測定(10)に使

用した。

Fig. 2: Diagram of anatomic regions in a coronal section through the caudate putamen 

of the rat for tissue sampling in the measurement of brain water content and 

myeloperoxidase activity. A; frontoparietal cortex, motor area, supplied by anterior 

cerebral artery (ACA area). B; frontoparietal cortex, somatosensory area, supplied by 

middle cerebral artery(MCA area). C; caudate putamen. The shaded area represents 

typical ischemic areas. 

MPO活性は 0.167 mg/mlの o-dianisidine dihydrochloride (Sigma Chemical Co)と

0.0005%のhydrogenperoxide (Wako Pure Chemical Co)を含むリン酸緩衝液 (50mM,

pH6.0) 2.9 mlに上記操作で得られた上清 0.1mlを加え， 460runでの吸光度の変化
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率を測定した。 25℃, 1分間に lμ moleの過酸化反応を起こす量のMP()活性を 1unit 

とした。

5)脳水分含有量の測定：

虚血再瀧流 6,12, 24時間後および3,7日後にラットに苦痛を与えないように素早

＜断頭し，脳を取り出した。加湿箱内で脳を脳底動脈リングの前端，後端でナイフ

にて切断後， MP()活性測定用のサンプルと同様にFig.2に示す ACA,MCA, Caudate 

putamenの三部位にピンセットにて分離した。各サンプルの湿重量を測定後， 105℃

にて24時間乾燥させた。乾燥重量を測定し，以下の式から水分含有量を求めて脳浮

腫の指標とした。

脳水分含有量(%)＝（湿重量ー乾燥重量） ／湿重量 X 100 

実験結果

Fig. 3に虚血半球内の組織学的に観察された浸潤好中球数(per5-μ m section)の時間

経過を表わした。虚血半球内に浸潤する好中球数は再灌流 12時間後から増加し

(36.2士6.3), 2 4時間(60.2士5.8)から 72時間後(68.6士4.7)にピークとなり，再濯

流から一週間後にはほとんど全ての例で好中球の浸潤は消失した。単球は再瀧流 7

2時間後から傷害部位への浸潤を認め，好中球が消失した一週間後には梗塞領域は

単球の浸潤で満たされた。

Fig. 4に虚血再灌流後の脳組織の MPO活性の時間経過を表わした。虚血領域の大

脳皮質にあたる MCAでは虚血再灌流 12時間後から MP()活性が有意に上昇し， 2

4時間後にピークに達し，一週間後までに前値に復した (Fig.4B)。線条体 (cauclate

putamen)では虚血再瀧流 12時間後から MP()活性が有意に上昇し， 7 2時間後にピ

ークに達し，一週間後にはほぼ前値に復した (Fig.4C)。実際には虚血侵襲を受けな

い領域ACAにおいても再瀧流 24時間後に有意な MP()活性の上昇が認められた
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(Fig. 4A)。虚血再灌流後の脳内 MP()活性は組織学的に観察した好中球の浸潤と良く

一致した。以上の結果は脳組織においても MP()活性が好中球浸潤の指標として有効

なことを示唆している。

Fig. 5に脳浮腫の指標として虚血再瀧流後の脳水分含有量の時間経過を表わした。

脳水分含有量は再濯流 6時間後には既に有意な上昇を示し， 2 4 ~ 7 2時間でビ

ークに達し， 1週間後には前値に復した (Fig.5A, B, C)。脳水分含有量の上昇は好中

球浸洞が認められない再灌流6時間後から見られたが，

間経過は好中球浸潤の時間経過と良く一致した。

そのピークおよび回復の時
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Fig. 3: Graph showing number of neutrophils in the ischemic hemisphere after 6, 12, 

24 and 168 hours of reperfusion following 1 hour MCA occlusion. The results are 

expressed as neutrophils per 5 μm section. Each point is mean士SEMof 5 to 7 

animals. 
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第二節 脳虚血再瀧流傷害における好中球の関与

第一節で好中球浸洞および組織傷害の時間経過に相関が認められることが明らかと

なった。そこで，第二節では好中球枯渇抗体 (RP3) を投与して好中球を選択的に枯

渇したラットを用いることによって脳虚血再瀧流傷害における好中球の役割につい

て検討した。

実験方法

l)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g)および10週令の雌性Balb/cマウスを

静岡実験動物（株）より購入し， 1週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)好中球枯渇抗体RP3の作成：

好中球枯渇抗体RP3はRP3産生ハイブリドーマ (17,18)を雌性Balb/cマウスの腹腔

内に投与することによって作製した。 7~ 1 0日後に溜まった腹水を回収し，

3,000rpmで10分間遠心した上清を好中球枯渇抗体として実験に使用した。 RP3は

好中球に特異的に結合し，上記方法で得られた腹水はラット腹腔内への投与によっ

てinvivoで他の血球には影響を与えずに好中球のみを枯渇させることが Sekiya等

(17,18)によって報告されている。

3)脳虚血再瀧流後の好中球浸潤および組織傷害に対するRP3の影響

脳虚血再湛流傷害への好中球の関与を検討するために好中球枯渇抗体 RP3を処置

したラットに一時間の中大脳動脈閉塞を施し，再泄流24時間後の脳内 MP()活性，

脳水分含有量，梗塞巣の面積の測定を行った。 RP3(3 ml/rat)は中大脳動脈閉塞24 

時間前と再灌流直後の2回腹腔内に投与した。対照群には同用量のリン酸緩衝生理

食塩水を投与した。脳内 Mk)活性および脳水分含有量は前節同様に行った。梗塞サ
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イズの測定は以下の方法にしたがった。

4)梗塞サイズの測定

虚血再灌流24時間後にラットをペントバルビタール麻酔下で経心的に0.2％ヘパ

リン加生理食塩水で脳を瀧流後，脳を取り出した。脳は直ちに 1mmの冠状断面に切

断され， 2 % triphenyltetrazolium chloride(ITC: Wako Pure Chemical Co)に37℃で30 

分間暴露された。 TICに対して染色されなかった部分はミトコンドリアの傷害が存

在していることを示し，

として表わした。

この部分を画像解析 (KontronM14，'aiss)により梗塞サイズ
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Fig. 6: Graph showing depletion of circulating neutrophils with the monoclonal 

antibody RP3. Treatment with RP3 (3 ml/rat, i.p. x 2) depleted circulating neutrophils 

during ischemia and reperfusion periods. MCAO; middle verebral artery occlusion. 

Data are presented as mean士SEM.*p<0.05, **p<0.01 vs. Vehicle. (unpaired 

t-test). 
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実験結果

RP3抗体を投与したラットでは虚血再灌流の実験期間を通して血中の好中球の選択

的な枯渇が観察された (Fig.6)。

対照群 (Vehicle)では脳虚血再灌流24時間後に好中球浸潤を反映する MP()活性の

著明な上昇を認めたが，好中球を枯渇したラットでは MP()活性の上昇は全く認めら

れなかった (Fig.7)。
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Fig. 7: Graph showing the effect of depletion of circulating neutrophils with RP3 (3 

ml/rat, i.p. x 2) on increased brain myeloperoxidase(MPO) activity after 24 hours of 

reperfusion following 1 hour MCA occlusion. ACA: frontoparietal cortex supplied by 

anterior cerebral artery (ACA area). MCA: frontoparietal cortex supplied by middle 

cerebral artery(MCA area). Data are presented as mean士SEM.*p<:0.05, **p<:0.01 

vs. Vehicle.(Dunnett's multiple range test). 
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Fig. 8: Graph showing the effect of depletion of circulating neutrophils with RP3 (3 

ml/rat, i.p. x 2) on increased brain water content after 24 hours of reperfusion 

following 1 hour MCA occlusion. ACA: frontoparietal cortex supplied by anterior 

cerebral artery (ACA area). MCA: frontoparietal cortex supplied by middle cerebral 

artery(MCA area). Data are presented as mean土SEM.*p<()．05, **p<()．01 vs. 

Vehicle.(Dunnett's multiple range test). 

RP3の投与によって虚血側の各部位 (ACA,MCA, caudate put.amen)で脳浮腫の形成を

表わす脳水分含有星の上昇が対照群と比較して有意に抑制された (Fig.8)。特に，虚

血隣接部の ACAでは完全に脳浮腫の形成は抑制されていた。
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Fig. 9: Graph showing the effect of depletion of circulating neutrophils with RP3 (3 

ml/rat, i.p. x 2) on infarct siな (percentagainst ischemic hemisphere) of coronal level 

1.7 mm anterior (bregma 1.7), 0.3 mm posterior (bregma -0.3) and 2.3 mm posterior 

to bregma (bregma -2.3) after 24 hours of reperfusion following 1 hour MCA 

occlusion. Data are presented as mean士SEM.*P<0.05, **P<0.01 vs vehicle 

(Dunnett's multiple-range test). 

対照群では脳虚血再灌流24時間後に虚血領域に一致して梗塞巣が認められた。

RP3投与群では各冠状断面 (bregma1. 7, -0.3, -2.3)で対照群と比較して有意に梗塞サ

イズが縮小されていた (Fig.9)。
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第三節考察と小括

考察

脳虚血再灌流後の好中球浸潤の指標として測定した M代）活性は組織学的に観察さ

れた好中球浸澗の時間経過と良く一致しており，虚血再灌流後の脳組織においても

MPO活性が好中球浸澗の指標として有効であることが明らかとなった。また， RP3

抗体によって好中球を枯渇したラットでは脳虚血再瀧流後の MP()活性の上昇が見ら

れないことから MP()活性が好中球に由来することが確認できた。

単球も MPOi舌性を有することが報告されているが(19)，今回の実験では単球の浸

潤が虚血再瀧流一週間後の傷害部位で著明に認められたにもかかわらず， MP()活性

は上昇していなかった。このことは，虚血再灌流後の MP()活性への単球の関与は少

ないことを示している。実際， Bradley等 (10)は単球の MP()活性は好中球に比較して

非常に低いことを報告している。

今回の実験では，好中球浸潤は虚血再灌流後12時間後から認められ， 24~72

時間後にピークとなり，一週間後には消失した。脳浮腫のピークおよび消失の時間

経過も好中球浸潤と良く相関していた。しかしながら，脳水分含有量は好中球浸潤

が認められない再瀧流6時間後から有意に上昇しており，再灌流 6時間後に認めら

れる脳浮腫は好中球浸潤と無関係に進展したものと推測できる。

好中球は活性酸素や蛋白分解酵素など細胞毒性を持ったメディエーターを放出する

ことによって虚血再瀧流傷害に関与することが予想されている (6-9)。また，血管内

皮細胞への粘着によって微小血管を閉塞し，虚血病変を助長することも報告されて

いる (20,21)。これらの報告から血中の好中球を枯渇することは虚血再瀧流傷害の進

展を抑制する可能性が予想できる。そこで，今回の実験では好中球枯渇抗体RP3を

用いて好中球を選択的に枯渇させたラットで脳虚血再灌流後の組織傷害について検

討した。その結果，好中球の枯渇によって著明な脳浮腫の進展が抑制され，梗塞サ
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イズも縮小された。特に，虚血隣接部にあたる ACAでは脳浮腫は完全に抑制され，

虚血中心部から虚血隣接部への病巣の拡大に好中球が重要な役割を果たすことが明

らかとなった。

今回実験で使用した RP3抗体による好中球枯渇の詳細なメカニズムは明らかでは

ないが， Sekiya等 (18)はRP3の投与後のラットの腹腔内に好中球を貪食したマクロ

ファージが認められることを報告している。抗体が結合した好中球のマクロファ

ージによる貪食がRP3による好中球枯渇のメカニズムに関与しているのかもしれな

い。

小括

l)脳虚血再瀧流後の脳内 MP()活性の上昇および消退の時間経過は組織学的に観察

した好中球浸潤の時間経過と良く一致しており， MP()活性が脳組織への好中球

浸潤の有効な指標となることが明らかとなった。

2)一時間の中大脳動脈閉塞再灌流後，好中球は 6~12時間後より傷害組織への

浸潤を開始し，そのピークは24~7 2時間後であり， 1週間後には傷害組織

内の好中球は消失し，単球の浸潤が優努となった。

3)一時間の中大脳動脈閉塞再瀧流によって脳浮腫の形成が認められ，そのピーク

は24~72時間後であり， 1週間後には脳浮腫は解消していた。

4)血中の好中球を枯渇し，組織内への好中球浸潤を抑制することによって脳虚血

再灌流後の組織傷害は著明に抑制された。

これらの結果は虚血領域への好中球の浸潤が脳虚血再瀧流後の組織傷害の進展に寄

与していることを強く示唆している。
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第二章 脳虚血再灌流時の好中球によるフリーラジカルの産生

最近の実験結果より虚血再瀧流による組織傷害にフリーラジカルが関与することが

明らかになりつつあり (22)，フリーラジカルスカベンジャーが虚血再瀧流後の脳組

織傷害を抑制することが既に報告されている (23,24)。虚血再瀧流時にはPAFなどの

炎症性メデイエーターが放出され，活性化された好中球がフリーラジカルを産生し

て組織傷害に寄与することが予想される。近年，心臓(25)や小腸(26)では好中球が

虚血再灌流時の主要なラジカル産生源の一つであることが明らかとなりつつある。

しかしながら，脳虚血再灌流時のラジカル産生の上昇について好中球の関与を検討

した報告はない。そこで，第二章では好中球の脳虚血再漉流後のラジカル産生への

関与を RP3によって好中球を枯渇したラットを用いて検討した。

ラジカル種は反応性が高く寿命が短いため，発生したラジカルを直接測定すること

は非常に困難である。最近は各種トラップ剤および電子スピン共鳴 (electronspin 

resonance: ESR)法を使用することによって脳虚血再瀧流時に発生したラジカルを間

接的に測定することが可能となりつつある (27,28)。しかしながら，外因性のトラッ

プ剤は脳血流や代謝に影響を及ぼす可能性も考えられ，病態時の反応を正確に捕え

られないおそれもある。そこで本研究では内在性の比較的安定なラジカル種である

アスコルビン酸ラジカル (AR) をマイクロダイアリシス法によって回収し， ESR法

で測定することによって，ラジカル産生の指標とした。

第一節 脳虚血再灌流によるラジカル産生の上昇と好中球の関与

ラット中大脳動脈閉塞再濯流時の虚血部の大脳皮質での AR濃度の時間経過および

それに対する好中球枯渇の影響について検討した。また，測定された ARが実際に酸

素ラジカルの産生を反映することを確かめるために superoxidedismutase (SOD)および

18 



catalaseの影響についても検討した。

実験方法

l)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270-320g) を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

A
 

SAMPLING↑ ↓INFUSION B
 

DIALYSIS MEMBRANE 

EPOXY LESIN 

STAINLESS TUBE 

→i I← 
200μm 

Fig. 10: Details of the dialysis tube (A) and the site of probe insertion (B). 

2)微小透析プローブの固定：

実験に使用した透析プロープの略図を Fig.10に示す。透析プローブは，再生セル

ロース製の透析膜（外径： 200μm)，ステンレスチューブ (23G)，フューズドシ

リカチューブ（外径： 150μ m, 内径： 50μ m)およびポリエチレンチューブ (PE

20, Clay Adams Inc)から成る。これらの接着にはエポキシ樹脂系接着剤を使用した。
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透析膜は分子量cutoff, 50,000 Daltonで，長さ 2mmのものを使用した。

ラットは，ペントバルビタール麻酔下で脳底位固定装置 (SR-6,Narishige) に固定

した。頭皮を切開して頭蓋を露出させた後， Pellegrino等(29)の脳地図に従い，透析

プロープを右半球の大脳皮質 (1.4mm posterior and 6.0 mm lateral to the bregma and 4.0 

mm ventral to the dura) に挿入後，歯科用セメントで頭蓋に固定した (Fig.10)。透析プ

ロープを挿入した部分は右中大脳動脈閉塞によって血流が遮断される部分である (5)。

これらの動物は，麻酔および手術時の組織侵襲の影響を避けるために手術後24時

間以上経過してから脳虚血実験に使用した。

3)アスコルビン酸ラジカルの測定：

動物は無麻酔，無拘束下で自由に行動できる環境のもとに測定を行った。大脳皮質

に挿入した透析プローブ内を Ringer液 (K+:4 mM, Naだ147mM, Ca2+: 3.1 mM, Cl―: 

157.2 rnM) を用い， 2.0μ Vminの流速で灌流した。瀧流液はマイクロピペット内に

回収し， 10分毎に ESRスペクトロメーター (JES-RElX,JEOL)およびESRデータ

処理システム (ESPRIT380, JEOL) を使用して灌流液中のアスコルビン酸ラジカル

を測定した。測定は以下の条件で行った。

center field: 336.0土0.5mT, microwave power: 20 mW, microwave frequency: 9.4 GHz, 

modulation frequency: 100 kHz, sweep gain: 2000, sweep time: 1 s X 100. 

安定した ARのピークを確認した後，実験に使用した。データは虚血負荷前の3回

の測定値の平均を 100％として表わした。

4)脳虚血再瀧流後のアスコルビン酸ラジカル産生に対する Superoxidedismutase 

(SOD), catalaseおよび好中球枯渇抗体 (RP3)の影響：

脳虚血再瀧流時の ARの上昇が酸素ラジカルの産生を反映することを確かめるため

にSODおよびcatalaseを投与したラットに一時間の中大脳動脈閉塞ー再濯流を施し

た。 SOD(50,000 Units/kg)およびcatalase(50,000 Units/kg)は再瀧流 15分前にラット
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に尾静脈内投与した。対照群には同用量のリン酸緩衝生理食塩水を投与した。

脳虚血再淮流時のラジカル産生に対する好中球の関与について検討するために好中

球枯渇抗体(RP3)を投与したラットに一時間の中大脳動脈閉塞ー再灌流を施した。

RP3 (3叫／rat)は中大脳動脈虚血 24時間前と再灌流直後の 2匝腹腔内に投与した。

対照群には同用量のリン酸緩衝生理食塩水を投与した。

脳虚血再瀧流時の ARの測定は上記の方法に従って行った。

実験結果

Fig. 11に虚血再瀧流時の大脳皮質での典型的な ARのESRsignalを表わした。正常

ラットの脳瀧流液中に比較的安定な ARsignal (aH=0.17 mT, g=2.0057)が検出できた

(Fig. llA)。脳瀧流液中の AR濃度を計算によって求めると 0.80土0.04μ M (n=5)で

あった。一時間の中大脳動脈閉塞中は ARsignalの強度は有意に減弱した (64.4士7.4

% of basal level, Fig. 1 lB, Fig. 13)。再泄流後, ARsignalの強度は30分 (156.8土8.7

% of basal level)および 1時間後 (142.0士8.3% of basal level)に有意に増強し， 2~4

時間後までに前値に復し， 24時間後(163.4士9.8 % of basal level)には再び増強する

二相性の増加パターンを見せた (Fig.llC, D, E, F, Fig. 13)。
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0.2 mT 

Fig. 11: Typical time course of ESR signals from cerebral cortex under the 

ischemia-reperfusion conditions. ESR spectra from control rats (A) exhibited a 

relatively stable doublet signal (aH = 0.17 mT, g = 2.0057) with the same parameters 

as AR. The AR signal intensity declined during MCA occlusion (B). Following 

reperfusion, the AR signal intensity increased at 30 minutes (C) and 1 hour (D), 

returned to near basal level by 3 hours (E), and increased again at 24 hours after 

reperfusion (F). AR; ascorbyl radical. 
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Fig. 12: Graph showing effects of SOD (50,000 Units/kg, i.v.) or catalase (50,000 

Units/kg, i. v.) on the increase in extracellular AR formation after reperfusion. AR; 

ascorbyl radical. Each group consisted of 5 animals. Data are presented as the means 

士SEM.*P<0.01 vs. after reperfusion(Dunnett's multiple-range test). 

虚血再灌流による ARsignalの増強は SODおよびcatalaseの投与によって完全に抑

制された (Fig.12)。これらの結果は虚血再泄流後の ARの増加が酸素ラジカルの産生

を反映していることを示唆している。

23 



180 

―-e>a1 
1eseq
ー
。
文
）

U
く
』

e1n
―-ooe』一
x
3

140 

100 

60 

t
A
/
 

ノ
一MCAO recircuration 

20 
I 

•3 -2 -1 

゜
ー 2
 
3
 
4
 

[[24 

チ

．
 

Vehicle (N=5) 

RP3 (N=5) 

Time afte『reperfuslon(hr) 

Fig. 13: Graph showing temporal profile of extracellular AR and the effect of 

neutrophil depletion with RP3 (3 mVrat, i.p. x 2) under conditions of cerebral 

ischemia-reperfusion. AR; ascorbyl radical. Each group consisted of 5 animals. Data 

are presented as the means士SEM.tp<()．05 vs. basal level; *p<0.05 vs. vehicle 

(unpaired t-test). 

好中球を RP3に投与によって枯渇したラットでは中大脳動脈閉塞中は対照群と同

様に ARの減少が認められたが，

された (Fig.13)。

再濯流後の ARsignalの二相性の増強は完全に抑制

24 



第二節 好中球枯渇が脳内アスコルビン酸濃度および酸素分圧に与える影響

AR signalの強度をラジカル産生の指標とした場合，好中球を枯渇することによっ

て虚血再泄流後のラジカル産生の増加は完全に抑制されていた。しかしながら，好

中球の枯渇がARの前駆体となるアスコルビン酸の脳内濃度に影響することによって

AR濃度を減少させた可能性がある。また，好中球の枯渇によって脳循環動態が影響

を受け，脳酸素分圧 (tissueP02)が変化することによってアスコルビン酸の酸化が妨

害され， ARが減少した可能性も否定できない。そこで，虚血再瀧流時の細胞外アス

コルビン酸および脳内酸索 (tissueP02)分圧の変化に対する好中球枯渇の影響につい

て検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g)を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)微小透析プローブおよび酸素電極の固定：

透析プローブは，第二章，第一節の ARの測定と同様のものを使用した。

酸素電極としては Carbonfiber電極を使用した。すなわち，微小Carbonfiber（直径

7 μ m)をマイクロキャピラリーに封入し，エポキシ樹脂で接着固定後，電解処理

(0-2 V 3角波； 2.5Hz, 30 sec, 1 mM  H2S04) を施したものを用いた。参照電極は銀

塩化銀(AgCI;200 μ m)，補助電極は銀線(Ag;200 μ m)を使用した。

透析プローブもしくは酸素電極は第二章，第一節で AR測定用のプローブを固定し

たのと同じ部位，すなわち，右半球の大脳皮質 (1.4mm posterior and 6.0 mm lateral to 

the bregma and 4.0 mm ventral to the dura) に挿入後(Fig.10)，歯科用セメントで頭蓋に

固定した。これらの動物は，麻酔および手術時の組織侵襲の影響を避けるために手
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術後24時間以上経過してから脳虚血実験に使用した。

3) アスコルビン酸および酸素分圧の測定：

動物は無麻酔，無拘束下で自由に行動できる環境のもとにアスコルビン酸および酸

素分圧の測定を行った。

脳内のアスコルビン酸を回収するために大脳皮質に挿入した透析プローブ内を

Ringer 液 (K•:4 mM, Na•: 147 mM, Ca公：3.1mM, □-: 157.2 mM)を用い， 2.0μ 1/minの

流速で還流した。灌流液中のアスコルビン酸の測定は Geigert等 (30)の方法に従って

行った。すなわち，回収された灌流液は 30分毎に HPLCに注入し，陰イオン交換カ

ラム (250X4.6か Shim-packCLC-NH2, Shimadzu) によりアスコルビン酸を分離し，

UV検出器 (SPD-6A, Shimadzu)で 245nmのピークを検出した。移動相の組成は

75%のacetonitrileを含む 2.5mM  potassium phosphate buffer (pH 2.6)で 1.0mJ/minの流

速で流した。安定したアスコルビン酸のビークを確認した後，実験に使用した。デ

ータは虚血負荷前の3回の測定値の平均を 100％として表わした。

脳内酸素分圧 (tissueP02)は酸素電極の設定電位を -0.75V (vs. Ag/AgO)に固定した

際に流れる酸化電流を観察することによって測定した。データはARおよびアスコル

ビン酸と同様に虚血負荷前の3回の測定値の平均を 100％として表わした。

4)脳虚血再灌流後の脳内アスコルビン酸濃度および酸素分圧に対する好中球枯渇

抗体 (RP3)の影響：

脳虚血再灌流時の脳内アスコルビン酸濃度および酸素分圧に対する好中球枯渇の影

響について検討するために好中球枯渇抗体 (RP3)を投与したラットに一時間の中大

脳動脈閉塞ー再湿流を施した。 RP3(3 mJ/rat)は中大脳動脈虚血24時間前と再灌流

直後の2回腹腔内に投与した。対照群には同用量のリン酸緩衝生理食塩水を投与し

た。

脳虚血再灌流時のアスコルビン酸および酸素分圧の測定は上記の方法に従って行っ
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Fig. 14: Graph showing temporal profile of extracellular ascorbate and the effect of 

neutrophil depletion with RP3 (3 ml/rat, i.p. x 2) under conditions of cerebral 

ischemia-reperfusion. Each group consisted of 5 animals. Data are presented as the 

means士SEM.

実験結果

正常ラットの脳灌流液中のアスコルビン酸濃度は 6.21士0.19μ M(n=5)であった。

アスコルビン酸濃度は中大脳動脈閉塞中から有意に上昇し (230.0士7.6% of basal 

level)，再灌流によって30分 (629.4士87.0% of basal level), 一時間後(568.8土95.8% 

of basal level)にはさらに増加した (Fig.14)。再瀧流から 4時間後(122.8士15.4% of 

basal level)までに前値に復し， 2 4時間後 (224.0士17.1% of basal level)には再び増加

していた (Fig.14)o RP3による好中球の枯渇は虚血再灌流によるアスコルビン酸濃度
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の変化には何ら影響を与えなかった (Fig.14)。

正常ラットの大脳皮質の脳内酸素分圧 (tissueP02)は38.2士2.4mm Hg (n=5)であっ

た。脳内酸素分圧は MCAOによって9.2士2.0% of basal levelにまで減少した (Fig.15)。

再灌流によって脳内酸素分圧は前値に比較して有意に上昇し (169.1士22.7 % of basal 

level)，以降24時間後(292.3士28.6% of basal level)まで緩やかに上昇し続けた (Fig.

15)o RP3による好中球の枯渇は虚血再泄流 4時間後までは脳内酸素分圧の変化には

影響を与えなかったが，

減少を示した (Fig.15)。

2 4時間後には対照群に比較してわずかではあるが有意な
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Fig. 15: Graph showing temporal profile of tissue P02 and the effect of neutrophil 

depletion with RP3 (3 ml/rat, i.p. x 2) under conditions of cerebral 

ischemia-reperfusion. F.ach group consisted of 5 animals. Data are presented as the 

means士SEM.*p<()．05 vs. vehicle (unpaired t-test). 
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第三節考察と小括

考察

ARは内因性の抗酸化剤であるアスコルビン酸が一電子酸化されることによって産

生される比較的安定なラジカル種である (31-35)。最近， ARは心臓の虚血再灌流時の

ラジカル産生の指標として有効であることが報告されている (36,37)。脳組織には特

に高い濃度のアスコルビン陵が存在することから，脳においても ARは虚血再瀧流時

のラジカル産生の有効な指標となる可能性がある (38,39)。実際， Kihara等 (40)はマ

イクロダイアリシス法を用いることによって脳組織内の ARの測定が可能であること

を報告している。今回の実験では同様の測定方法を用いて脳虚血再泄流後に脳組織

内の ARが二相性に増加することを明らかにした。

ARの増加がラジカル産生を反映することを確かめるために， SODおよびcatalase

の影響について検討した。その結果，再濫流 15分前のSODおよびcatalaseの投与に

よって ARの増加は抑制されることが明らかとされた。さらに，脳組織でのアスコル

ビン酸濃度の上昇によって ARが増加した可能性を否定するために，アスコルビン酸

の測定も行っている。虚血中は脳組織中の ARは減少するにもかかわらず，アスコル

ビン酸濃度は増加した。つまり 'ARとアスコルビン酸の濃度変化は平行しないこと

が明らかとされた。これらの結果は再瀧流後の ARの上昇が酸素ラジカルの産生を反

映することを示している。

活性化された好中球は superoxide(02―)および過酸化水素 (H20Jなどの活性酸索種を

放出し，さらに鉄イオンとの触媒反応による反応性の高い hydroxylradical (HO・）や一

重項酸素 (10Jの産生を介して組織傷害に寄与することが予想される (41-43)。既に，

心臓の虚血再泄流時には好中球が活性化されており，ラジカル産生に寄与している

ことが報告されている (25)。最近， Nilsson等 (26)は好中球上の接着分子

(CD11/CD18)に対する抗体を使用して，好中球が小腸の虚血再瀧流時の主要なラジ
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カル産生源であることを報告している。今回の実験において好中球の枯渇によって

脳虚血再灌流後の ARの増加は完全に抑制された。局所脳血流および組織内酸素分圧

の変化によって ARの増加が抑制された可能性を否定するために，好中球の枯渇が虚

血再瀧流時の組織内酸素分圧に影響を与えないことも確認した。これらの結果は脳

虚血再湿流時においても好中球が主要なラジカルの産生源の一つであることを強く

示唆している。

脳内 ARは虚血再灌流直後（第一相）に増加し， 2時間後までに正常値に復し， 2

4時間後（第二相）に再び増加する二相性の増加を示した。一方，好中球の虚血領

域への浸潤は第一章に示した様に再灌流 6~12時間後から開始し， 24時間以降

にピークとなった。これらの結果から脳虚血再灌流直後（第一相）のラジカル産生

には循環血中の活性化好中球が関与し，再灌流24時間後（第二相）のラジカル産

生には組織内へ浸潤した好中球が関与していることが推測された。

他臓器においては xanthineoxidase (XO)が虚血再湿流時のラジカル産生源として注

目を集めている (44)。脳組織では他臓器に比較してXOが低レベルしか存在しないが，

微小血管では XO活性が高いことが知られている (45)。現在までに脳虚血再灌流時の

ラジカル産生における XOの役割について多数の検討が報告されているが(27,46,47),

その関与については統一した見解が未だ得られていない。今回の実験では好中球の

枯渇によって再灌流後の ARの増加はほぼ完全に抑制された。もしかすると， XOに

由来する酸素ラジカルはアスコルビン酸以外の生体内抗酸化機構 (e.g.tocopherol, 

glutathione, SOD, catalase)によって還元された可能性も考えられる。最近， Nilsson等

(26)は小腸の虚血再灌流時の XO由来のラジカルが好中球由米のものに比較して遥か

に少ないことから， XO由来のラジカルは直接組織傷害に関与するのではなく，むし

ろ好中球の活性化機構の一部として関与している可能性について言及している。脳

虚血再濯流時にも XOは好中球活性化機構の一部として働いているのかもしれない。
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小括

l)一時間の中大脳動脈閉塞再灌流によって虚血部の大脳皮質部で再濯流後に二相

性の ARの上昇が認められた。

2) SODおよびcatalaseの投与によって再瀧流後の ARの上昇は抑制された。このこ

とから AR濃度の上昇は酸素ラジカルの産生を反映するものであることが示唆さ

れた。

3)血中の好中球を枯渇することによって二相性の AR上昇は完全に抑制された。

4)好中球の枯渇による ARの上昇抑制はアスコルビン酸濃度および組織内酸素分圧

の変化を伴わないものであった。

これらの結果は好中球が脳虚血再瀧流後の主要なラジカル産生源の一つであること

を強く示唆している。
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第三章 脳虚血再灌流傷害における細胞接着分子の役割

好中球の血管内皮への接着が組織内への浸潤過程の最初のそして必須のステップで

ある (48,49)。血流に抵抗して，好中球が血管壁に接着するためには，まずセレクチ

ンと糖鎖を介するローリングというステップが必要である (Fig.16) (50)。ローリング

により速度を減じた好中球は活性化された好中球上のインテグリンファミリーと内

皮細胞上の免疫グロブリンスーパーファミリー (lgsuperfamily)との間の結合により

血管内皮細胞と接着し，血管外へと遊走していく (Fig.16) (51,52)。

microvessel 
activation o rollingadhesion 

end=F :~望amily
cytokines、 Aation

prroatd二；に。 damagedtissue
Fig. 16:血 gramof the proposed mechanisms for neutrophil migration to damaged 

tissue. The initial "roling" step is mediated by selectins and carbohydrates. 

"Adhesion" and "migration" are mediated by integrins and lg superfarnily. 
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血管内皮細胞と白血球の結合には様々な接着分子が関与することが報告されており

(Table 1)，治療への応用を考えれば，どの接着分子が脳虚血病巣への好中球の浸潤に

重要であるかを明らかにする必要がある。

Table 1: Leukocyte and endothelial adhesion molecules 

Leukocyte Endothelial cell 

L-selectin (CD62L) 

(Selectin -Carbohydrate) 

SLex (CD15s) P-selectin (CD62P) 

E-selectin (CD62E) 

GlyCAM-1 (Sgp50) 

MAdCAM-1 

(lntegrin -lg superfamily) 

LFA-1 (CD11a/CD18) ICAM-1 (CD54) 

ICAM-2 (CD102) 

ICAM-1 (CD54) Mac-1 (CD11b/CD18) 

p150,95 (CD1 lc/CD18) 

VLA-4 (CD49d/CD29) 

？
 

VCAM-1 (CD106) 

第三章では免疫グロブリンスーパーファミリーに属するICAM-1(CD54)と92イン

テグリン (CD11/CD18) の好中球浸潤への関与について検討した。 CD11/CD18は三

種の a鎖 (CDlla,b, c) と共通のB鎖から成る二量体を形成しており，それぞれ，

LFA-1 (CD1la/CD18), Mac—1 (CD1lb/CD18)およびp150,95(CD1lc/CD18)と呼ばれてい

る(53)。ここでは特に血管内皮細胞上の ICAM-1と好中球上の LFA-1の関与につい

て検討した。
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第一節 脳虚血再灌流による脳微小血管での ICAM-1の発現と好中球浸澗

中大脳動脈閉塞再瀧流時の脳徴小血管での ICAM-1の発現様式の変化および

CD1la/CD18陽性細胞の浸潤の時間経過を抗ラットICAM-1抗体 (1A29) ，抗ラット

CDlla抗体 (Wfl)，抗ラットCD18抗体 (Wf3)，による免疫組織化学の手法を用

いて検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性Wistarラット (270~320g)および10週令の雌性Balb/cマウスを静

岡実験動物（株）より購入し， 1週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)抗接着分子抗体の作成：

抗ICAM-1抗体(1A29)，抗 CDlla抗体 (WTl)，抗CD18抗体 (WT3)は各々の抗体

の産生ハイブリドーマを雌性Balb/cマウスの腹腔内に投与することによって作製し

た(54-56)。得られた腹水は硫安ーカプロイン酸法，もしくはプロテインAカラムで

粗精製し，実験に用いた。

3)免疫組織学的検討：

ラットに一時間の中大脳動脈閉塞を施し， 再瀧流 0,1, 3,6, 12,24時間後にペント

バルビタール麻酔下で経心的に生理食塩水で脳を淮流し， OCTcompoundに凍結包埋

した。凍結切片 (6μm)を作成し， 30分間室温で風乾した後，使用時まで-75℃で保

存した。免疫染色の前に 5分間， 100% acetone中で固定した。固定後の切片は PBS

で三回洗浄し，非特異的な抗体の結合を防ぐために 3％正常馬血清と室温で30分間

反応させた後，抗接着分子抗体(1A29,WTl, WT3)と室温で一時間反応させた。さら

に， 0.3%の過酸化水素を含む methanolで内在性の peroxidaseを不活化した後， ABC

ー免疫染色キット (Vector)を使用して発色させた。

34 



実験結果

1A29を用いて免疫染色を行うと，正常脳では弱い ICAM-1の発現を示す血管が散

見されるのみであったが，虚血再灌流後数時間を経て虚血領域の微小血管での

ICAM-1の発現増強が認められた (Fig.17, Table 2)。すなわち，再灌流一時間後にお

いては正常脳と大差なく弱いICAM-1の発現を認めただけであったが， 3, 6, 1 2, 

2 4時間と時間が経つにつれて微小血管での ICAM-1の発現は増強した (Fig.17, 

Table 2)。

Table 2: Leukocyte inftltration and expression of ICAM-1 on capillary endothelial cells 
in rat brain after 1 hour of MCAO 

Time after reperfusion (hours) 

Sham O 1 3 6 12 24 

Leukocyte infiltration* + ++ 
ICAM-1 expression on capillaries t 士 土士＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 

* The degree of leukocyte infiltration was shown as; —:none, +: mild, ++: moderate. 
t The intensity of staining was shown as：士： weaklypositive，十：mildlypositive, 
十十：moderatelypositive. 

WTlおよび WT3を用いて免疫染色を行うと,CDl la, CD18を発現する好中球の

浸潤は正常脳および虚血再瀧流6時間後までは認められなかったが， 1 2時間後以

降， CDlla,CD18を強く発現する好中球の傷害部位への浸潤が認められた (Fig.18, 

Table 2)。
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Fig. 17: hnmunohistochemical study of ICAM-1 expression (arrows): There was only 

weak staining for ICAM-1 on the brain parenchymal capillary (A). ICAM-1 like 

immunoreactivity increased on the capillaries in the ischemic cortex after 6 (B) and 24 

(C) hours of reperfusion following 1 hour MCA occlusion. Bar = 50 μm. 
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Fig. 18: Immunohistochemical study of CDl la and CD18 expression: Leukocytes 

began to inftltrate into the ischemic hemisphere between 6 and 12 hours after 

reperfusion following 1 hour MCA occlusion and almost all inftltrating leukocytes 

express CDlla and CD18. Photos show the inftltrating leukocytes stained to Wfl 

(anti-CDlla; A, arrows) and Wf3 (anti-CD18; B, arrows) 12 hours after 

reperfusion. Bar = 20 μm. 
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第二節 脳虚血再灌流後の好中球浸憫および組織偽害への接着分子の関与

接着分子に対する中和抗体 (anti-ICAM-1;1A29, anti-CDlla; WTl, anti-CD18; WT3) 

をラットに投与し，脳虚血再瀧流後の好中球浸潤および組織傷害における接着分子

の役割について検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g) を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)脳虚血再灌流後の好中球浸潤および組織傷害に対する抗接着分子抗体の影響：

脳虚血再灌流後の好中球浸潤，脳浮腫および梗塞巣の拡大における細胞接着分子の

関与について検討するために，抗接着分子抗体を投与したラットに一時間の中大脳

動脈閉塞ー再灌流を施した。再淮流 24時間後に前述の方法に従って，脳組織の

MPO活性，水分含有量および梗塞サイズの測定をした。抗接着分子抗体 (1A29,

WTl, WT3)は中大脳動脈閉塞の 15分前および再灌流直後に 5mg/ratを腹腔内に投

与した。対照群には同用量のリン酸緩衝生理食塩水を投与した。

Table 3: Effects of antibodies on the number of circulating white blood cell 
and neurophil. 

white blood cell (/mm3) neutrophil (/mm3) 

before ischemia 24hr after before ischemia 
24hr after 

reperfusion reperfusion 

Vehicle (N=6) 7594士440 7514士271 1693±93 1658士17

1A29 (N=6) 7975土377 7688土408 1623士47 1641士70

WTl (N=6) 7685土169 8015土324 1689士44 1684土85

WT3 (N=6) 7962土428 7717土420 1631士84 1646士105
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実験結果

虚血再灌流24時間後の好中球浸澗を反映する MP()活性の上昇は各抗接着分子抗

体 (anti-ICAM-1;1A29, anti-CDl la; WTl, anti-CD18; WT3・) の投与によって虚血半球の

各部位 (ACA,MCA, caudate putamen)で対照群 (Vehicle)と比較して有意に抑制された

(Fig. 19)。なお，抗接着分子抗体の投与によって血中の白血球数および好中球数には

変化は見られなかった (Table3)。
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Fig. 19: Graph showing the effects of 1A29 (5 mg/kg, i.p. x 2), WTl (5 mg/kg, i.p. x 

2), and WTl (5 mg/kg, i.p. x 2) on myeloperoxidase(MPO) activity in anterior 

cerebral artery (ACA) area, middle cerebral artery (MCA) area, and caudate putamen 

after 24 hours of reperfusion following 1 hour MCA occlusion. Data are presented as 

mean土SEM.*P<0.05, **P<0.01 vs vehicle (Dunnett's multiple-range test). 
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各抗接着分子抗体の投与は虚血側の大脳皮質 (ACA,MCA)で脳浮腫の形成を表わす

再濯流24時間後の脳水分含有量の上昇を対照群と比較して有意に抑制した(Fig.20)。

しかしながら，線条体(caudateputamen)では脳浮腫の形成を抑制しなかった (Fig.20)。
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Fig. 20: Graph showing the effects of 1A29 (5 mg/kg, i.p. x 2), WTl (5 mg/kg, i.p. 

x 2), and Wf3 (5 mg/kg, i.p. x 2) on water content in anterior cerebral artery (ACA) 

area, middle cerebral artery (MCA) area. and caudate putamen after 24 hours of 

reperfusion following 1 hour MCA occlusion. Data are presented as mean士SEM.

*P<0.05, **P<0.01 vs vehicle (Dunnett's multiple-range test). 
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さらに， 各抗接着分子抗体の投与は再灌流 24時間後の梗塞サイズも各冠状断面

(bregma 1.7, -0.3, -2.3)で対照群と比較して有意に抑制した (Fig.21)。
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Fig. 21: Graph showing the effects of 1A29 (5 mg/kg, i.p. x 2), WTl (5 mg/kg, i.p. 

x 2), and WT3 (5 mg/kg, i.p. x 2) on infarct sire (percent against ischemic 

hemisphere) of coronal level 1.7 mm  anterior (bregma 1.7), 0.3 mm  posterior (bregma 

-0.3) and 2.3 mm  posterior to bregma (bregma -2.3) after 24 hours of reperfusion 

following 1 hour MCA occlusion. Data are presented as mean士SEM.*P<0.05, 

**P<0.01 vs vehicle (Dunnett's multiple-range test). 

第三節 考察と小括

考察

lg superfamilyに属する血管内皮細胞上の ICAM-1は虚血再灌流後の白血球の接着お

よび浸潤の過程に関与することは良く知られている (51,52)。Yamazaki等(57)は心臓
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の虚血再灌流後に細静脈の血管内皮細胞上でICAM-1の発現が増強することを報告し

ている。正常の脳においても，血管内皮細胞およびグリア細胞上に ICAM-1が発現し

ており，脳腫瘍および多発性硬化症といった炎症性の疾患でICAM-1の発現が増強し

ていることが報告されている (58,59)。近年， Okada等 (60)はヒヒを用いて二時間の

中大脳動脈閉塞再灌流後， 1～ 4時間後に微小血管で一過性の ICAM-1の発現の増強

が認められることを明らかとした。それに対して，今回のラットを用いた実験では

一時間の中大脳動脈閉塞再灌流後，徴小血管上に再灌流3時間後から 24時間以上

の持続した ICAM-1の発現増強を認めた。脳虚血再灌流後の ICAM-1の発硯の時間経

過は虚血侵襲の度合いや種差によって左右されるのかもしれない。今回の実験では

ICAM-1の発現増強は虚血再灌流後数時間を経て認められた。 ICAM-1の発現には

mRNAの合成が不可欠であることが培養ヒト内皮細胞を用いた実験で報告されてお

り(61),mRNAを介した ICAM-1の新規合成が発現増強過程の律速段階になっている

のかもしれない。

培養細胞系では様々な炎症性のメデイエーター (lipopolysaccharide,interferon-r, 

tumor necrosis fator-a, interleukin-!)によって ICAM-1の発現が増強することが報告さ

れている (62-66)。しかしながら， invivoでの ICAM-1の発現機構についての報告は

ほとんどない。近年， invitroの系でinterleukin-I (IL-1)が血管内皮細胞上の ICAM-1

の発現を増強し (64),CD11/CD18に依存した白血球の内皮細胞への接着を惹起する

ことが報告された (67)。IL-1は脳組織内の様々な細胞 (microglia,neuron, astrocyte, 

endothelial cell)で合成されており (68)，虚血や痙攣発作などの侵襲に応答して脳内濃

度が増加することが報告されている (69,70)。脳虚血再瀧流時の IL-1の増加が

ICAM-1の発現増強に関与しているのかもしれない。

CDllaおよび CDllcに比較して， CDllbおよびCD18は炎症反応や虚血負荷に速

やかに応答して細胞膜表面に増加する (71-73)。そこで，虚血再湿流後の好中球浸潤
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に対する CD11b/CD18(M匹 1)の関与については invivoにおいても良く検討されてい

る(57,74,75)。脳虚血傷害についてもウサギの脳塞栓モデルで ICAM-1および CD18

の中和抗体が神経症状を改善したことが既に報告されている (76,77)。また， Chopp

等(75)はCDllbに対する中和抗体(anti-Mac-1)がラットの脳虚血再瀧流後の組織傷

害の進展を抑制することを明らかにしている。しかしながら， M匹 lと同じ f32イン

テグリンに属する LFA-1(CD1la/CD18)の脳虚血時の好中球浸潤および組織傷害への

関与について検討した報告はなかった。今回の実験で， CDlla,CD18およびICAM-1

の中和抗体の投与によってラットの脳虚血再濯流後の好中球浸洞および組織傷害の

進展が著明に抑制されることが明らかとなった。これらの結果は Mac— 1

(CD1 lb/CD18)同様に LFA-1(CD1la/CD18)も脳虚血再灌流後の脳組織への好中球の

浸潤および組織傷害の過程に関与していることを強く示唆している。

今回の実験で CDlla,CD18, ICAM-1に対する中和抗体の投与は脳虚血再湿流後の

組織傷害を著明に抑制した。しかしながら，抗接着分子抗体の脳浮腫に対する効果

は大脳皮質 (ACAand MCA areas)に限局されており，線条体 (caudateputamen)では好

中球浸潤が抑制されたにもかかわらず脳浮腫の形成は抑制しなかった。線条体は中

大脳動脈閉塞によって虚血の中心部となるのに比較して，大脳皮質は虚血隣接部お

よび前大脳動脈(ACA)等の同側の血管系によって還流され易い部位に位置している。

部位による虚血侵襲の度合いの違いが抗接着分子抗体に対する脳浮腫抑制作用の反

応性の違いと関連しているのかもしれない。

小括

1)脳虚血再濯流によって徴小血管での ICAM-1の発現が増強した。 ICAM-1の発現

が増強した後， CDlla,CD18を強く発現した白血球の傷害部位への浸潤が認めら

れた。
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2)抗接着分子抗体の投与によって脳虚血再温流後の好中球浸洞は著明に抑制され

た。

3)抗接着分子抗体の投与は脳虚血再灌流後の脳浮腫の形成および梗塞サイズの拡

大を有意に抑制した。

これらの結果は脳虚血再瀧流後の好中球の浸潤および組織傷害の進展の過程に血管

内皮細胞上に発硯する ICAM-1と好中球上に発現する LFA-1(CD1la/CD18)の相互作

用が重要であることを強く示唆している。
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第四章脳虚血再温流時の Platelet-activatingfactorおよびthromboxaneA2の役割

最近の研究によって血小板活性化因子 (platelet-activatingfactor, P AF)が脳虚血再瀧

流傷害に関与することが明らかになりつつある (78,79)。好中球に対する様々な作用

（化学走性，凝集，脱顆粒など）に加えて PAFは好中球からの活性酸素の放出を刺

激することが報告されている (80,81)。さらに化学走化性を持つペプチドや phorbol

esterによって活性化された好中球での活性酸素の産生を PAFは増強することも報告

されている (82)。これらの報告はPAFによる好中球でのラジカル産生の増強が脳虚

血再瀧流傷害に関与している可能性を示唆している。近年， Kato等 (83)はPAFに

よる好中球でのラジカル産生の増強が thromboxaneA2 (TXA2)を介した反応であるこ

とを明らかとした。そこで第四章では脳虚血再濯流時の好中球の活性化における

PAFおよび'fXA2の関与についてラジカル産生および好中球浸潤を指標として検討

した。

第一節 脳虚血再灌流傷害へのPAFおよびTXA2の関与

PAF拮抗薬 (Y-24180)およびTXA2拮抗薬 (S-1452)の脳虚血再温流傷害に対する効

果について検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g) を静岡実験動物（株）より購入し， 1

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)使用薬物：

4-(2-chlorophenyl)-2-[2-(4-isobutylphenyl)ethyl]-6,9-dimethyl-6H-thieno[3,2-f][l,2,4]triazo 
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lo[ 4,3-a][ 1,4 ]diazepine (Y-24180)を選択的な PAF受容体の拮抗薬 (84)として，

calcium(1 R,2S,3S,4S)-(5Z)-(((pheny lsulfonyl)aminobicyclo[2.2. l ]hept-2-yl)-5-heptanoate 

dehydrate (S-1452)を選択的な TXA2受容体の拮抗薬 (85)としてそれぞれ使用した

(Fig. 22)。Y-24180およびS-1452は塩野義製薬研究所で合成した。 Y-24180および

S-1452は0.5%calboxymethylcellulose (CMC)に懸濁してラットに投与した。

PAF receptor antagonist: 
Y-24180 

2
 
H
 
HC c
 

3‘,'3 

H

H

 

c

c

 

CH 

＾人
CH i‘N 

TXA 2 receptor antagonist: 
S-1452 

―

―

 COO-] 2 Ca2+•2H20 

Fig. 22: Chemical structures of Y-24180 and S-1452 

3)脳虚血再瀧流傷害に対する Y-24180およびS-1452の影響：

脳虚血再灌流後の脳浮腫および梗塞巣の拡大における PAFおよびTXA2の関与に

ついて検討するために， Y-24180およびS-1452を投与したラットに一時間の中大脳

動脈閉塞ー再瀧流を施した。再灌流24時間後に前述の方法に従って，脳組織の水

分含有量および梗塞サイズの測定をした。 Y-24180(1, 3, 10 mg/kg)および S-1452(5, 
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10, 50 mg/kg)は中大脳動脈閉塞の 15分前に経口投与した。対照群には同用量の

0.5% CMCを投与した。

実験結果

Y-24180 (1, 3, 10 mg/kg)および S-1452(5, 10, 50 mg/kg)の投与によって再淮流24 

時間後の脳浮腫の形成を表わす脳水分含有量の上昇が虚血側の各部位 (ACA,MCA,

caudate putamen)で用量依存的に抑制された (Fig.23, Fig. 24)。その作用は Y-24180は

3 mg/kgで， S-1452は 10mg/kgでそれぞれ最大となった (Fig.23, Fig. 24)。そこで，

以降の実験は抗脳浮腫作用が最大になった用量で行った。
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Fig. 23: Graph showing the effect of Y-24180 (1, 3, 10 mg/kg p.o.) on water content 

of anterior middle cerebral artery (ACA) areas, middle cerebral artery (MCA) areas, 

and caudate putamen after 24 hours of reperfusion following 1 hour of MCA 

occlusion. Data are presented as mean土SEM.*P<0.05, **P<0.01 

(Dunnett's multiple-range test). 
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and caudate putarnen after 24 hours of reperfusion following 1 hour of MCA 

occlusion. Data are presented as mean士SEM.*P<0.05, **P<0.01 vs vehicie 

(Dunnett's multiple-range test). 

さらに， Y-24180 (3 mg/kg)およびS-1452(10 mg/kg)の投与は虚血再灌流24時間後

の梗塞巣のサイズを各冠状断面 (bregma1.7, -0.3, -2.3)で対照群と比較して有意に抑

制した (Fig.25)。
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Fig. 25: Graph showing the effects of Y-24180 (3 mg/kg p.o.) and S-1452 (10 

mg/kg, p.o.) on infarct size (percent against ischemic hemisphere) of coronal level 1.7 

mm anterior (bregma 1.7), 0.3 mm posterior (bregma -0.3) and 2.3 mm posterior to 

bregma (bregma -2.3) after 24 hours of reperfusion following 1 hour MCA 

occlusion. Data are presented as mean土 SEM.*P<0.05, **P<0.01 vs vehicle 

(Dunnett's multiple-range test). 

49 



第二節 脳虚血再灌流時のラジカル産生への PAFおよびTXA2の関与

PAF拮抗薬 (Y-24180)およびTXA2拮抗薬 (S-1452)を用いることによって脳虚血再

灌流後のラジカル産生における PAFおよびTXA2の関与について検討した。

実験方法

l)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g) を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)使用薬物：

Y-24180を選択的な PAF受容体の拮抗薬として， S-1452を選択的な TXA2受容体

の拮抗薬としてそれぞれ使用した。 Y-24180およびS-1452は0.5%CMCに懸濁して

ラットに投与した。

3)脳虚血再泄流傷害に対する Y-24180およびS-1452の影響：

脳虚血再温流後のラジカルの産生における PAFおよび TXA2の関与について検討

するために， Y-24180および S-1452を投与したラットに一時間の中大脳動脈閉塞

ー再灌流を施した。再灌流24時間後に前述の方法に従って，虚血部大脳皮質のAR,

アスコルビン酸および脳内酸素分圧を測定した。 Y-24180(3 mg/kg)およびS-1452(10 

mg/kg)は中大脳動脈閉塞の 15分前に経口投与した。対照群には同用量の 0.5%

CMCを投与した。

実験結果

対照群では脳虚血再灌流によって二相性の ARの増加が認められた (Fig.26)。

Y-24180の投与によって再瀧流後の ARの増加は第一相および第二相とも完全に抑制

された (Fig.26)。S-1452の投与も再瀧流後の ARの増加を有意に抑制した (Fig.26)。
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特に， 再灌流 24時間後の第二相の ARの増加はY-24180と同様に S-1452の投与に

よっても完全に抑制された (Fig.26)。
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Fig. 26: Graph showing temporal proftle of extracellular AR and the effects of 

Y-24180 (3 mg/kg p.o.) and S-1452 (10 mg/kg, p.o.) under conditions of cerebral 

ischemia-reperlusion. AR; ascorbyl radical. Each group consisted of 5 animals. Data 

are presented as the means士SEM.tp<()．05 vs. basal level (unpaired t-test); *p<0.05 

vs. vehicle(Dunnett's multiple-range test). 
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脳内アスコルビン酸濃度は中大脳動脈閉塞中から有意に上昇し再灌流によって30 

分， 一時間後にはさらに増加した (Fig.27)。再灌流から 4時間後までに前値に復し，

2 4時間後には再び増加していた (Fig.27)。Y-24180および S-1452の投与は虚血再

瀧流によるアスコルビン酸濃度の変化には何ら影響を与えなかった (Fig.27)。
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Fig. 27: Graph showing temporal profile of extracellular ascorbate and the effects of 

Y-24180 (3 mg/kg p.o.) and S-1452 (10 mg/kg, p.o.) under conditions of cerebral 

ischemia-reperfusion. Each group consisted of 5 animals. Data are presented as the 

means士SEM.
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脳内酸素分圧は MCAOによって 9.2士2.0% of basal levelにまで減少した (Fig.28)。

再泄流によって脳内酸索分圧は前値に比較して有意に上昇し，以降24時間後まで

緩やかに上昇し続けた (Fig.28)。Y-24180およびS-1452の投与は脳虚血再瀧流によ

る脳内酸素分圧の変化には影響を及ぽさなかった (Fig.28)。
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Fig. 28: Graph showing temporal profile of tissue P02 and the effects of Y-24180 (3 

mg/kg p.o.) and S-1452 (10 mg/kg, p.o.) under conditions of cerebral 

ischemia-reperfusion. Each group consisted of 5 animals. Data are presented as the 

means土SEM.*p<0.05 vs. vehicle (Dunnett's multiple-range test). 
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第三節 脳虚血再泄流後の好中球浸潤への PAFおよびTXA2の関与

近年， PAFおよびTXA2が接着分子の発現および好中球の血管内皮への接着に関与

していることが報告されている (71,73,86)。そこで， Y-24180およびS-1452の投与が

脳虚血再瀧流後の好中球浸潤に与える影響について検討した。

実験方法

1)実験動物：

12週令の雄性 Wistarラット (270~320g) を静岡実験動物（株）より購入し， 1 

週間以上予備飼育した後，実験に用いた。

2)使用薬物：

Y-24180を選択的な PAF受容体の拮抗薬として， S-1452を選択的な TXA2受容体

の拮抗薬としてそれぞれ使用した。 Y-24180およびS-1452は0.5%CMCに懸濁して

ラットに投与した。

3)脳虚血再温流傷害に対する Y-24180およびS-1452の影響：

脳虚血再灌流後の好中球浸潤における PAFおよびTXA2の関与について検討する

ために， Y-24180および S-1452を投与したラットに一時間の中大脳動脈閉塞ー再灌

流を施した。再灌流24時間後に前述の方法に従って，虚血側の各部位のMP(）活性

を測定した。 Y-24180(3 mg/kg)およびS-1452(10 mg/kg)は中大脳動脈閉塞の 15分

前に経口投与した。対照群には同用量の 0.5%CMCを投与した。

実験結果

虚血隣接部にあたる ACAでは Y-24180およびS-1452の投与によって好中球浸潤を

反映する虚血再灌流24時間後の MP()活性の上昇が対照群と比較して有意に抑制さ

れた (Fig.28)。しかしながら，虚血中心部にあたる MCAおよびcaudateputamenでは
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Y-24180およびS-1452の投与によって MP()活性の上昇は抑制されなかった(Fig.29)o 
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Fig. 29: Graph showing the effects of Y-24180 (3 mg/kg p.o.) and S-1452 (10 

mg/kg, p.o.) on myeloperoxidase (MPO) activity in anterior cerebral artery (ACA) 

area, middle cerebral artery(MCA) area, and caudate putamen after 24 hours of 

reperfusion following 1 hour MCA occlusion. Data are presented as mean士SEM.

*P<()．05, **P<()．01 vs vehicle(Dunnett's multiple-range test). 

第四節 考察と小括

考察

血小板活性化因子 (PAF)は好中球を含む様々な細胞種 (basophil,platelets, monocyte, 

macrophage, endothelial cell)で産生されており (87,88)，血小板および好中球の活性化

や血管透過性の充進に関与し，炎症性のメデイエーターとして作用すると考えられ

ている (87)。また， PAFは好中球での O2ー産生を直接刺激することも報告されている

(80,81)。Ko等 (25)は心臓の虚血再瀧流時に PAFが好中球での酸素ラジカルの産生
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を刺激することを報告している。脳においても虚血再瀧流時に PAFの産生が増加し

ており (89),PAF受容体拮抗薬が組織傷害の進展を抑制することが報告されている

(78.79)。しかしながら，脳虚血再濯流時のラジカル産生における PAFの関与につい

て検討されたことはなかった。今回の実験では脳虚血再瀧流後の ARの増加が PAF

受容体拮抗薬． Y-24180の前処置によって完全に抑制された。また，虚血再灌流後の

ARの増加は好中球での酸素ラジカルの産生を反映することを第二章で明らかにして

いる。これらの結果は脳虚血再泄流時においても PAFを介して好中球でのラジカル

産生の増強が起こっていることを強く示唆している。

PAFのPAF受容体への結合はゎぃ2の産生を増加させることが報告されている

(90)。最近， Kato等 (83)はPAFによる好中球でのQの産生増加がTい2を介した反

応であることを明らかにした。そこで，脳虚血再瀧流時のラジカル産生に対する

TXA2受容体拮抗薬， S-1452の影響についても検討した。 S-1452もY-24180と同様に

虚血再瀧流後の ARの増加を著明に抑制した。このことはでい2もPAFと同様に脳

虚血再瀧流時のラジカル産生の増加に関与していることを示している。

最近，虚血再温流後に CD11/CD18とICAM-1に依存した好中球と内皮細胞の接着

が起こることが報告されており，この過程に PAFおよびPAFによって惹起された活

性酸素種が関与していることが明らかとなりつつある (71,73)。また， Ishizuka等

(86)は訊が血管内皮細胞での ICAM-1の発現に関与することを報告している。こ

れらの報告はPAFおよびゎい2の脳虚血再瀧流後の好中球浸潤への関与を予想させ，

Y-24180, S-1452によるラジカル産生の抑制が好中球の接着および浸潤の減少に因る

ものである可能性が考えられた。今回の実験において Y-24180およびS-1452は虚血

隣接部 (ACA)での好中球浸潤を有意に抑制したが，ラジカル産生を測定した虚血部

の大脳皮質 (MCA)では抑制しなかった。このことは， Y-24180およびS-1452による

ラジカル産生の抑制が好中球からのラジカル産生の抑制を反映したものであること
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を示している。今回の実験において， Y-24180および S-1452が脳虚血再湖流傷害を

著明に抑制することを示したが，虚血中心部での好中球からのラジカル産生抑制作

用および虚血隣接部での好中球浸潤抑制作用が Y-24180およびS-1452による神経細

胞保護に関与しているのかもしれない。

小括

1) PAF拮抗薬 (Y-24180)およびTXA2拮抗薬 (S-1452)の投与によって脳虚血再淮流

後の組織傷害が抑制された。

2) Y-24180およびS-1452は脳内アスコルビン酸濃度および脳内酸素分圧の変化に

は影響を及ぼさずに，脳虚血再淮流後の虚血部大脳皮質でのラジカル産生の増

加を抑制した。

3) Y-24180およびS-1452は虚血隣接部では好中球浸潤を有意に抑制したが，虚血

中心部での好中球浸潤には何ら影響を認めなかった。

これらの結果は虚血再灌流時の好中球の活性化に PAFおよびTXA2が関与するこ

とを強く示唆している。
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第五章総括および結論

総括

中枢神経系は免疫学的特権部位と呼ばれ，免疫系の監視を受けない特殊な部位と考

えられてきた。そのため，梗塞巣で見られる免疫細胞の浸潤は長い間，単に修復過

程の一部と考えられてきた。しかしながら，近年になって脳虚血侵襲後の比較的早

期に虚血領域への免疫細胞の浸潤が見られること (13,14)，虚血侵襲によって神経系

でのサイトカインの産生が促進することなどが明らかとなり (70,91)，脳虚血傷害の

進展における免疫系の役割が注目されつつある。本研究では特に好中球が脳虚血再

瀧流傷害へどのように関与しているかについてラット中大脳動脈閉塞ー再瀧流モデ

ルを用いて検討した。

一時間の中大脳動脈閉塞ー再瀧流後， 6 ~ I 2時間で好中球浸潤が開始し， 24~

7 2時間にピークとなり，一週間後には浸潤した好中球は消失していた。脳浮腫を

組織傷害の指標とした場合，その進展の時間経過と好中球の浸潤との間に相関が認

められた。好中球枯渇抗体RP3を用いて血中の好中球を選択的に枯渇したラットで

は脳虚血再濯流後の好中球浸潤は認められず，脳浮腫の形成抑制および梗塞巣の縮

小が認められた。特に虚血隣接部では脳浮腫の形成は完全に抑制されており，虚血

病巣の拡大に好中球の関与が重要であることが推測された。

一時間の中大脳動脈閉塞ー再瀧流後に虚血部の大脳皮質で酸素ラジカルの産生を反

映していると思われる ARの二相性（第一相： O~l時間後，第二相： 24時間後）

の増加を観察した。好中球枯渇抗体RP3を用いて血中の好中球を枯渇することによっ

て二相性の AR上昇は完全に抑制された。なお，好中球の枯渇は虚血再瀧流時のアス

コルビン酸濃度および組織内酸素分圧の変化に影響を与えなかった。これらの結果

は好中球が脳虚血再灌流後の酸素ラジカルの主要な産生源の一つであることを強く
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示唆している。また，好中球浸潤の時間経過から考えると，ラジカルの産生増加の

第一相には循環血中の好中球が，第二相には組織内に浸潤した好中球がそれぞれ関

与していることが予想された。

一時間の中大脳動脈閉塞再湿流によって再瀧流3時間後から 24時間以上の持続し

た微小血管での ICAM-1の発現増強が認められた。 ICAM-1の発現が増強した再灌流

1 2時間以降， CD11a,CD18を強く発現した好中球の傷害部位への浸潤が認められた。

抗接着分子抗体(anti-ICAM-1,anti-CDlla, anti-CD18)の投与は脳虚血再灌流後の好中

球浸潤を抑制しただけではなく，脳組織傷害の進展も有意に抑制した。これらの結

果は脳虚血再泄流後の好中球の浸潤および組織傷害の進展の過程に血管内皮細胞上

に発現する ICAM-1と好中球上に発現する LFA-1(CDl la/CD18)の相互作用が重要で

あることを強く示唆している。

最近，虚血再瀧流時の好中球からのラジカルの放出に細胞接着分子を介した内皮細

胞との接着が重要な役割を果たしていることが明らかになりつつある (26,92)。また，

虚血再瀧流時に発生する活性酸素種が細胞接着分子の発現の増強と好中球の内皮細

胞への接着および組織浸澗の過程に関与することも報告されている (73,93)。脳虚血

再灌流後の好中球でのラジカル産生，接着分子の発現増強および好中球の組織内浸

潤が相互に如何に関連しているかを明らかにすることが組織傷害の機構を理解する

ために必要だと思われる。

PAF受容体拮抗薬 (Y-24180)およびTXA2受容体拮抗薬 (S-1452)が脳虚血再湛流後

のラジカル産生および虚血隣接部での好中球浸潤を抑制した結果は好中球の活性化

の過程に PAFおよびTXA2を介したメカニズムが存在することを強く示唆している。

また逆に Y-24180およびS-1452による好中球機能の抑制が両薬剤の脳虚血再濯流傷

害の抑制作用のメカニズムとして関与しているのかもしれない。

今回の実験で好中球が脳虚血再灌流傷害の進展に重要な役割を演じていることが明
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らかになった。また，好中球の活性化を様々な方法で抑制することによって，脳虚

血再灌流後の組織傷害の進展を抑制できることも明らかとなった。一方，免疫細胞

は傷害紺織の修復過程に深く関与することは広く理解されている。虚血再泄流後の

好中球浸潤は組織の傷害過程であると同時に修復過程の第一段階として関与してい

る可能性も考えられる。組織偽害後の修復過程における好中球の関与については今

後検討しなければならない課題である。

結論

1)脳虚血再淮流後の組織傷害の進展と好中球浸潤の時間経過は良く相関しており，

好中球を枯渇することにより組織傷害が抑制されたことから脳虚血再灌流傷

害の進展に好中球が重要な役割を果たすことが明らかとなった。

2)脳虚血再灌流によって活性化された好中球は活性酸素種を放出することで組織

偽害の進展に寄与することが推測された。

3)脳虚血再湿流後の好中球の浸潤および紺織傷害の過程において血管内皮上の

ICAM-1と好中球上のインテグリンの結合が重要なステップとなることが明ら

かとなった。

4)脳虚血再淮流時の好中球の活性化に PAFおよびTXA2が関与することが明ら

かとなった。

上記の結果は虚血再灌流傷害の進展における好中球の関与を明確にするとともに好

中球の組織侵入と活性化を最小限にとどめる方法が虚血性脳血管障害の新しい治療

法となる可能性を示唆するものである。
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