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第 1章 序章 

1-1 脳主幹動脈閉塞症および急性期再開通療法 

脳主幹動脈閉塞は、主要な死因の一つであり、また救命されても ADLが自立でき

ないほどの重大な神経障害を残す疾病である。 

脳主幹動脈閉塞に対する急性期治療のターゲットは、低灌流ではあるものの、再

灌流により回復可能な領域、いわゆる「ペナンブラ」である。これまで、脳主幹動脈

閉塞に対する急性期再開通治療として、まず tPA (プラスミノーゲンアクチベーター)

の静脈投与による血栓溶解療法の有効性が示され、早期の再開通により、生命・機

能予後が改善することが、複数の RCT により示された 1-3。欧米で行われた RCT で

は、tPA0.9mg/kg静脈投与により、3ヶ月後の予後良好群が有意に高かった。本邦に

おいても、日本人における tPA0.6mg/kg 投与の、有効性および安全性が報告され、

2005 年に発症 3 時間以内の tPA 静注療法が承認された 4。有効な治療手立てのなか

った本疾病に対して、エビデンスの確立した新たな時代の幕開けとなった。一方、

発症 3時間以内というのは、therapeutic time window として短く、ごく一部の患者し

か、その恩恵にあずかれない状況であった。啓蒙活動により徐々に、脳卒中の症状

とそれに対する対応が一般市民にも認知され、さらには発症 3-4.5時間での tPA静注

療法の有効性 5も示され、適応が発症 4.5時間に延長されたことで、施行症例が増加

した。しかしながら、tPA 静注療法による再開通率は、内頸動脈で 11％、脳底動脈
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で 29.7％、中大脳動脈では 37.8％であり、特に近位大血管においては、再開通が得

られるものは限られており、十分な再開通率といえない状況であった 6。2015 年 tPA

静注療法と比較した前方循環のカテーテル血栓回収術併用療法の有効性が、相次い

で 5つの RCTで証明され 7-13、tPA静注療法に加え、カテーテルによる血栓回収術が

標準的な治療となり、その再開通率は飛躍的に向上し、生命および機能的予後の改

善が得られる症例が増加してきた。 

 

 1-2 虚血再灌流後の活性酸素種の発生と活性酸素消去剤について 

全体的な予後が改善してきたことは事実であるが、症例の中には、早期に再灌流

が得られても、再灌流障害による二次的な脳損傷のため、出血性脳梗塞や脳浮腫の

原因となり、予後が悪化するものが多々ある。二次的な脳損傷の原因の一つとして、

再灌流後に生じる活性酸素種(reactive oxygen species；ROS)があるということはよく

知られている。虚血脳において、第一に組織障害の最初のメカニズムとして、興奮

毒性がある 14。興奮毒性とは、エネルギー欠乏の結果として、グルタミン酸の急激

な放出と、その再取り込みが障害されることである。グルタミン酸の集積により、

カルシウム流入を含むシグナル伝達系が過剰に活性化され、細胞内カルシウム濃度

の上昇につながる。この興奮毒性に引き続いて、虚血組織では、COX (Cyclooxigenase)

やNO合成に関与するシグナル伝達系の活性化により、活性酸素種発生が生じる 15。
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この活性酸素種の発生は、血管閉塞時のみならず、再灌流時により多く産生され、

再灌流後の二次的な脳損傷を引き起こし、機能・生命予後の悪化に関与する。実際、

機械的血栓回収術により早期再灌流が得られても、機能的に生活が自立できる程度

まで回復するケースは 30-70%と報告されており、まだまだ十分とは言えない。また、

再灌流療法に伴う出血性合併症も 10%程度あり、無視できない頻度である 1-7。 

虚血脳は、酸素消費が多いうえ、鉄や不飽和脂肪酸の含有が多く、さらには内因

性の抗酸化作用が低いため、きわめて酸化損傷のダメージを受けやすい。再灌流後

に生じる酸化ストレスを抑制することは、二次的な脳損傷を軽減し、さらなる予後

改善に寄与することが期待される。 

エダラボンは、活性酸素捕捉剤として開発されたフェノール化合物であり 16,17 本

邦では臨床現場で使用されている。エダラボンは、ヒドロキシラジカルの発生を抑

制し、ヒドロキシラジカル依存、非依存いずれの脂質過酸化反応を抑制しうる 18,19。

血管内皮障害を抑制し、脳保護効果を有し、日本における RCTでは、72時間以内の

エダラボン投与での脳梗塞体積の減少と 12ヶ月後の機能予後の改善が示され、2001

年保険償還されている 20。以後、脳梗塞急性期患者に対して、日本では広く使用さ

れている。急性期再開通療法と関連することとして、tPA静注療法と同時にエダラボ

ンを投与することで、再開通率が向上し、出血性合併症および予後改善を期待でき

るということが、後ろ向きおよび前向き研究により報告された 21-23 ことを受けて、 



7 

 

RCT が行われたが、RCT ではエダラボン併用の有効性を示すには至らなかった 24。

その効果には限界がある可能性も示唆される。 

エダラボンとは異なる活性酸素消去剤の一つとして、脳保護効果が期待される物

質に TEMPOL(4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl)がある。TEMPOLは、そ

れ自体安定したニトロキシラジカル（Nitroxide (NO) radicals）であり、フリーラジカ

ル消去により、モデル動物においてこれまでその神経保護効果が示されている 25-27。 

TEMPOLは、スーパーオキサイドディスムターゼ(superoxide dismutase；SOD )と類似

の作用があり、活性酸素種および脂質化酸化反応を抑制する 26。それ自身の酸化還

元反応により効率よく活性酸素種を消去することができる。しかしながら、TEMPOL

のような低分子ニトロキシラジカルは、いくつかの問題点があった。生体内におい

ては、非特異的に正常組織に拡散し、速やかに腎代謝され、またカタラーゼやグル

タチオンといった生体抗酸化機構により急速に還元されてしまうため、半減期が短

いというのがその問題点の一つである。また、TEMPOL は、内皮細胞において NO

を誘導することにより低血圧作用もある 28。低血圧状態は、特に虚血性疾患におい

ては好ましくない状態である。低分子抗酸化物質は、正常細胞のミトコンドリアに

吸収されて、正常な酸化還元反応を障害し、このような副反応を引き起こすといわ

れており、臨床応用には至っていない。 
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1-3 ナノ粒子化活性酸素消去剤（Radical containing nanoparticles ; RNP） 

TEMPOLの種々の問題点を克服するため、TEMPOLを含有するナノ粒子を開

発した(Radical containing nanoparticles ; RNP)。本薬剤は、親水性のポリエチレングリ

コール部分と、4-amino TEMPO を側鎖に有する疎水性のポリスチレン部分の繰り返

し構造からなるブロック共重合体である（NO radical (4-amino-TEMPO)-containing 

polymer (PEG-b-poly [4-(2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) aminomethylstyrene] [PEG-

b-PMNT])。このポリマーは、水溶液中で自己集積化して、RNP が形成される 29, 30。

ラジカルである TEMPOLが、ナノ粒子内にステルス化されることにより、細網内皮

系の貪食が抑制される。それに伴い、RNP の生体内での半減期は TEMPOLの半減期

よりも 60 倍(15 分)に延長し、その毒性も TEMPOL より軽減された。さらに、RNP

は pH 応答性を有するという特徴もある。虚血という酸化環境下において、RNP コ

アのアミノ基がプロトン化されることにより RNP が分解、TEMPOLが露出し、フリ

ーラジカル消去能を発揮する。 

 

1-4 RNPを用いた虚血再灌流障害に対する治療 

これまで、我々のグループではこの RNP を用いた虚血再灌流障害に対する治療

効果、および活性酸素による二次的な臓器損傷に対するその抑制効果を、いくつか

の動物モデルにおいて、報告してきた 31-33。マウス腎虚血再灌流障害に対する腎保
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護効果 32、ラット一過性中大脳動脈閉塞モデルに対する脳保護効果 31、ラット脳出

血モデルに対する脳保護効果 33といったものである。 

脳虚血に関しては、ラット一過性中大脳動脈閉塞モデルに対する再灌流障害の

抑制効果について以前検討している。90mg/kgの RNP の静脈投与により治療した群

において、PBS 投与群、TEMPOL投与群、ミセル投与群と比較検討し、RNP 投与に

より有意に神経症状の改善、脳梗塞体積の縮小効果が得られた 31。さらに、RNP は

低分子 TEMPOLで治療した群と比べて、その血圧降下作用は有意に少なかった。 
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第２章 研究の目的 

前研究では、RNP は静脈投与で治療していたが、近年の脳主幹動脈閉塞に対する

急性期カテーテル血栓回収療法が標準的に施行されるようになり、再灌流後にカテ

ーテルから薬剤を直接動脈投与することが容易となった。再灌流直後より活性酸素

種は発生が増加するため 27、虚血脳に直接動脈投与するということは、静脈投与と

比べ、よりリーズナブルで、より有効性の高い効果が得られる可能性があると考え

た。 

本研究においては、マウス一過性脳虚血モデルに対して、RNP を経頚動脈的に

投与したときの、虚血再灌流後の脳保護効果、血液脳関門保護効果を検討すること

を目的とした。RNP による Neurovascular unit 保護のメカニズムを検証するため、脳

組織、血液脳関門を組織学的に評価するとともに、RNP の虚血巣における分布、活

性酸素種消去能についても評価し、将来 RNP 動脈投与による脳虚血再灌流障害に対

する治療への発展性について検討したい。 
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第 3章 研究の方法 

3-1 マウス一過性中大脳動脈閉塞モデル(tMCAO モデル)の作製 

動物実験計画は、筑波大学生命科学動物資源センターから承認を得て実施し

た（承認番号：＃15-156）。またすべての実験は、「実験動物の管理と使用に関する指

針」にしたがって実施した。 

C57BL/6J マウス（♂、6–7週齢、体重 20–25 g)を使用した（Charles River, 

Japan より購入）。マウス一過性中大脳動脈閉塞モデルは、これまでに報告されてい

る方法を参照して作成した 34,35。以下、そのプロトコールを簡潔に記述する。まず

マウスに、ケタミン (70 mg/kg)および キシラジン (16 mg/kg)の混合溶液を腹腔投

与して全身麻酔をかける。血液脳関門障害および虚血細胞死を助長、確実なものと

するため、50% glucose 5mL/kgを全身麻酔導入後に腹腔投与し、高血糖状態とした

45。顕微鏡下に頸部正中切開し、甲状腺、前頸筋群を剥離し、右総頚動脈、内頚動

脈、外頚動脈を剥離、露出した。外頚動脈および総頚動脈近位部を結紮。総頚動脈

に小切開を加え、先端がシリコンコーティングされた 6-0ナイロン糸(6021 PK5Re; 

Doccol Corporation)を、内頚動脈を通して抵抗を感じるところまで挿入し、中大脳

動脈起始部を閉塞させた。中大脳動脈閉塞 60分後に、塞栓糸を抜去し、再灌流を

起こさせる。手技および麻酔回復時は、ヒートパッド上で行い、体温を 37℃に維

持した。  
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3-2  RNP (Radical containing nanoparticle)の作製と経頚動脈投与 

pH応答性の有する RNP は、ブロック共重合体 PEG-b-PMNT(poly(ethylene glycol)-

b-poly(methylstyrene) (PEG-b-PMS) block copolymer, covalently conjugated to 4-amino-

2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (amino-TEMPO))より作成した。PEG-b-PMNT は水

溶液中で、透析膜を用いた手法で自己集積しコアシェルミセルを形成する 29,30。 RNP

の平均粒子径およびゼータ電位を、Zetasizer Nano (Malvern Instruments)を用いて測定

した。平均粒子径は 33±6 nm であった。またゼータ電位は−0.15 mVであり、PMNT

のアミノ基部分が PEGシェル内に含有されていることが確認できた。 

RNP (9 mg/kg, 1 mg/mL溶液)を、再灌流 20分後、総頚動脈切開部より、PE10ポリ

エチレンチューブを用いて、ゆっくりと 1 分以上かけて動脈投与を行った。コント

ロールとして、同量の PBS(phosphate-buffered saline)を投与した群を用意した。 

本実験に先立って、動脈投与における適切な RNP 投与量の検討を行った。投与量

を 27、18、9、0.9mg/kgと 5群に振り分けた（それぞれの投与量において、投与する

RNP の濃度は 10、3、2、1、0.1mg/mL とした）。それぞれの群における再灌流後 24

時間時点での、神経症状を評価し、sacrifice して、脳梗塞体積を測定した（神経症状

評価方法、および脳梗塞評価方法の詳細については 3-4参照）。それぞれの群におけ

る、神経所見および脳梗塞体積の結果は図１に示す。図 1に示すように, 9 mg/kg (1 

mg/mL) 投与群において、もっとも脳保護効果が得られることが分かったため、本研
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究において、RNP の至適動脈投与量として 9mg/kg(1mg/mL溶液)に決定した。  

マウスを、RNP 投与群および PBS 投与群にランダムに振り分け、2群での比較検

討を行った。塞栓糸の穿通に伴いくも膜下出血をきたしたものは除外して解析した。 

 

3-3 血液脳関門（BBB）損傷の評価 

Evans blue (EB)の虚血脳への漏出量を測定する手法を用いて、tMCAOモデルにお

ける血液脳関門損傷について評価した。方法は、以前に報告されている方法を参照

して実験を行った 36,37。以下、簡潔に方法を述べる。PBS で溶解した 2% EB溶液を

4 mL/kg を薬剤の動脈投与 30分後に腹腔投与した（PBS 投与群, n=9 ;  RNP 投与

群, n=9)。EB投与 24 時間後にペントバルビタール 40mg/kgを腹腔投与して sacrifice

したのち、血中に残存する EBを wash out する目的で、PBS を経左心に全身潅流し

た。その後、右側虚血脳を摘出した。虚血脳の重量を計測し、1mL50% トリクロ

ロ酢酸を添加して、ホモジナイズした。遠心分離したのち、その上清の 620nm 吸

光度を吸光光度計 (Mithras LB 940, BERTHOLD technologies GmbH & Co. KG) を用

いて測定し、標準曲線に従って、EB血管外への漏出量を定量評価した。結果は、

半球全体における EB 漏出量として、µg/gと記載した。 
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3-4中大脳動脈一過性脳虚血後の神経症状および脳梗塞体積の評価 

tMCAOモデルを、PBS 投与群（n=13）、RNP 投与群(n=10)の 2群に分けて、 再灌

流 24 時間後に神経所見を評価したのち sacrifice した。PBS で経左心潅流したのち、

脳を摘出、イソペンタンで急速凍結させ、標本作成までの間は、-80℃のフリーザ―

で保存した。脳標本は、Tissue-Tek O.C.T compound (Sakura Finetek Japan)で包埋し、

冠状断 10µm 厚でクリオスタットを用いて凍結切片を作成した。凍結切片は、4％パ

ラホルムアルデヒド(PFA)で固定し、クレシルバイオレット染色した。脳梗塞体積は、

過去の報告にならい、Bregma を挟んで前後 2mm、1mm ごとのスライス、計 5 切片

において、対側半球面積の総和に対する脳梗塞面積の総和の比率（%Infarction volume）

を算出した 38。脳浮腫の影響を除去する目的で、対側半球を分母に用いた。 

なお、用いた神経所見のスケールは以下の通りである。 

0=神経脱落所見なし  

1=一貫しない対側へ回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる動き 50％未満   

2=一貫した対側へ回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる動き 50％以上 

3=一貫して迅速な回旋運動；尾を持ち上げたとき対側へねじる状態 1-2秒維持 

4=重度の回旋 歩行不能  

5=昏睡  

6=死亡 
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3-5蛍光免疫染色による Rh 添加 RNP(Rh-RNP)の脳虚血巣内への分布の検討 

TEMPO を含有した RNP を動脈投与したあと、虚血脳においてどのように分布し

ているかを検討するため、Rh(rhodamine)添加 RNP(Rh-RNP)を用いて実験を行った。

Rh-RNPは、自己集積化させる前のブロック共重合体に rhodamine-NHSを添加して、

作成した。得られた Rh-RNP を tMCAO モデルおよび sham サンプル(同様の手順で

モデルを作成、塞栓糸を挿入しなかったサンプル)に経頚動脈投与し、再灌流 3時間

後に sacrifice し、脳を摘出した。Bregma のスライスにおいて冠状断の凍結切片で、

蛍光免疫染色を行った。4％PFA で固定し、2 回 PBS で洗浄、1%ウシ血清アルブミ

ンを含む PBS 中に混和した 1次抗体で、4℃一晩 incubation した。用いた一次抗体は

以下のとおりである。ラットポリクローナル抗 CD31 抗体 (1:100; #550274; BD 

Bioscience)、マウスモノクローナル抗 rhodamine 抗体(1:500; ab9093; Abcam)、ウサギ

モノクローナル抗NeuN 抗体(1:500; ab9093; Abcam)である。一次抗体で incubation後、

PBS で洗浄し、適切な Alexa Fluor 二次抗体(1:400; Invitrogen) で 60 分室温にて

incubation した。DAPI 含有水性封入材(mounting medium containing 4′,6-diamidino-2-

phenylindole (#SCR-38448, Dianova GmbH))を用いて、カバーガラスで封入し、蛍光顕

微鏡 (Biozero, BS8000, Keyence Inc.)を用いて観察した。ネガティブコントロールと

して、PBS 投与した tMCAOモデルも同様のプロトコールで、凍結切片を作成し、染

色した。右中大脳動脈領域皮質領域を観察した。 



16 

 

3-6蛍光免疫染色による虚血巣でのスーパーオキサイド産生の測定 

tMCAOモデル、再灌流 24時間後、PBS 投与群( n=7)、RNP 投与群( n=7)の 2群の

サンプルを用いた。PBS 全身潅流し、脳を摘出した。スーパーオキサイド産生を評

価する目的で、凍結切片を 10µmol/L ジヒドロエチジウム(#D1168, Thermo Fisher 

Scientific)で、30 分 37℃にて、染色した。ジヒドロエチジウムの incubation ののち、

抗 NeuN 抗体 (1:200; MAB377, MILLIPORE) で incubation し、その後、適切な二次

抗体(Alexa Fluor 488; Invitrogen)で incubation した。ジヒドロエチジウムが酸化される

と、エチジウムブロマイドとなり、540nm で励起すると、605nm の赤い蛍光を発し、

観察できる。Bregma を含む冠状断切片における中大脳動脈領域において、400 倍視

野で観察し、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中心領域(Ischemic core)それぞ

れにおいて、ランダムに 5 視野ずつ抽出し、蛍光強度の合計を算出、2 群で比較し

た。 

 

3-7  蛍光免疫染色によるアポトーシス細胞の測定 

再灌流後 24時間サンプル、前述と同様の方法で凍結切作成した。PBS投与群(n=7)、

RNP 投与群(n=7)の 2 群のサンプルを用いた。アポトーシス細胞の検出のため、

TUNEL(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-

labeling)染色を行った。in situ cell death detection kit (POD, #1 684 847, Roche Life 
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Science)を用いた。PFA で固定したのち、0.3% Triton X100で pre-permeabilization し、

TUNEL反応溶液で 37℃、60分 incubation した。その後、マウス抗 NeuN抗体(1:200; 

MAB377, MILLIPORE)を 1%ウシ血清アルブミン含有 PBS 中で 4℃一晩 incubation し

た。一次抗体の incubation後、適切な二次抗体 (Alexa Fluor 555; Invitrogen)で incubation

し、蛍光顕微鏡で観察した。TUNEL陽性細胞は、488nm で励起し、507nm の緑色蛍

光として観察される。TUNEL陽性細胞および、TUNEL-NeuN陽性細胞(TUNEL陽性

神経細胞)を 400 倍視野で観察し、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中心領

域(Ischemic core area)で、それぞれ 5視野ずつ抽出し、陽性細胞をカウント、その合

計数を比較した。結果は、陽性細胞数/mm2と記載した。 

 

3-8 蛍光免疫染色法による血管内皮・オクルディン損傷、DNA酸化損傷の検討 

凍結切片を、微小血管マーカーとして CD31、血液脳関門マーカーの一つとしてオ

クルディンの免疫染色を行った。また DNA酸化損傷の評価として、8-OHdG の免疫

染色を行った。固定およびブロッキングを行った後、切片を以下の一次抗体で 4℃一

晩 incubation した。ラットポリクローナル抗 CD31 抗体  (1:100; #550274; BD 

Bioscience)、マウス抗オクルディン抗体 (1:100: #33-1500; Thermo Scientific)、マウス

モノクローナル抗  8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) 抗体 (1:100; #MOG-020P, 

Japan Institute for the Control of Aging)である。 一次抗体の incubation 後、適切な Alexa 
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Fluor二次抗体(1:400; Invitrogen)で incubationし、DAPI含有封入剤を用いて封入した。 

CD31 により検出される血管面積、オクルディンおよび 8-OHdG の蛍光強度を測

定した。いずれも、これまでと同様に、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中

心領域(Ischemic core area)で 400倍視野、それぞれ 5領域を抽出して解析した。結果

は、血管領域の合計 (µm2/mm2)および蛍光強度の合計値として記載した。 

 

3-9  電子スピン共鳴法（EPR；Electron paramagnetic resonance）を用いた虚血脳

活性酸素種消去活性の測定 

 電子スピン共鳴法(EPR ; Electron paramagnetic resonance)による、MULTIS 法(Multiple 

free radical scavenging capacities)を用い、虚血脳活性酸素主消去活性を計測した 39,40。

計測した活性酸素種は、スーパーオキサイド（superoxide (O2
.-)）、 ヒドロキシラジカ

ル(hydroxyl radical (.OH))、脂質アルコキシルラジカル( alkoxyl radical (RO.))、 および

脂質ペルオキシラジカル(alkyl peroxy radical (ROO.))の 4種類である。 

PBS 投与群(n=7)、RNP 投与群(n=7)の 2 群の tMCAO モデルを、再灌流 24 時間後

に sacrifice した。PBS で経左心灌流を行った後、右虚血脳全体を摘出し、サンプル

とした。脳サンプルは、700µL PBS を添加してホモジナイズし、遠心分離した。上

清を回収し、計測までは-80℃フリーザで凍結保存した。 

それぞれの活性酸素種は、前駆物質に可視光もしくは紫外線を照射することで、
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実験室で合成した（照射は RUVF-203SR UV illuminator; Radical Research Inc, Tokyo, 

Japan を使用)。EPR スピントラップ剤として CYPMPO（5-(2,2-Dimethyl-1,3-

propoxycyclophosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide；Shidai system, Saitama, Japan）

を用いた。それぞれのフリーラジカルの生成に際して、用いた前駆物質・感受物

質、照射条件は表 1に示すとおりである。リン酸バッファー（PB；Phosphate 

buffer）もしくは蒸留水中を溶媒としたフローインジェクション系にて施行した。

表 1に示している通り、反応溶液に添加した脳ホモジネートサンプルの上清は反応

溶液中の 1.7-3.4％である。EPR 装置は、RRX-1X EPR 装置(Radical Research Inc.)を

用い、WIN-RAD operation softwareを用いて解析した。活性酸素種消去活性は、そ

れぞれの活性酸素種に対応する標準ラジカル消去物質を用いて、標準曲線を作成

し、算出した。それぞれ用いた標準物質は、ヒドロキシラジカル（.OH）に対して

はグルタチオン(GSH；glutathione)、スーパーオキサイドアニオン(O2
.−) に対しては

SOD、アルコキシラジカル(RO.)に対しては TROLOX(6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramehylchroman-2-carboxylic acid)、ペルオキシラジカル(ROO.)に対してはαリポ

酸である。 
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3-10 統計学的手法 

すべての数値は、平均±標準偏差で記載した。統計解析は、SPSS（IBM Japan）を

用いて行った。連続変数に関しては Student’s t-test を、ノンパラメトリックデータに

関してはMann-Whitney U test を用いた。P 値が 0.05 未満で、統計学的有意差ありと

した。 
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第 4章 結果 

4-1 RNPは虚血半球における BBB損傷を抑制した 

血液脳関門(BBB)損傷を、虚血脳における EBの血管外漏出量を計測することで検

討した。RNP 動脈投与した tMCAO モデルは、PBS 群と比較して、中大脳動脈閉塞

に起因して生じる EB の血管外漏出量が有意に少なかった（図 2A-B）。虚血半球あ

たりの EB 漏出量(µg/g)は、PBS 群で 18.17±5.20µg/g、RNP 群で 7.89±2.83 µg/g で

あった(p<0.001)。  

 

4-2  RNP 動脈投与により tMCAO モデルにおいて神経症状軽減および脳梗塞体積

を縮小させた 

再灌流後 24 時間の時点で、PBS 群では 4 匹、RNP 群では 1 匹のマウスが死亡し

た。死亡率には 2群間で有意な差は認めなかった。また、2群間の心拍数、呼吸数、

血糖値といった、生理学的パラメータや採血データは、tMCAO作成前、および再灌

流 3時間後のいずれのポイントにおいても有意な差は認めなかった(表 2)。なお、今

回の研究では、血圧は測定していない。以前の研究で、ラット tMCAO モデルに対

し、RNP を静脈投与した実験において、有意な血圧低下は見られなかったことを報

告しているものの 31 、RNP 動脈投与において、血圧低下がみられないかどうかを検

討することは、今後必要と考える。 
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神経所見は、同様に RNP 投与群において、PBS 投与群と比較して有意に軽症で

あった (p<0.01, 図 2C)。また、クレシルバイオレットを用いた Nissle 染色

で、%Infarction volume を算出し、2群で比較したところ、RNP 投与群において、PBS

投与群と比較して、有意に脳梗塞領域が小さかった (図 2D)。%Infarction volume は、 

PBS 投与群で 75.56±13.96%、RNP 投与群で 52.80±9.37% であった。(p<0.01, 図 2D-

2)。 

 

4-3  再灌流 3時間後における Rh-RNPの分布 

蛍光免疫染色法により、虚血脳における Rh-RNP の分布を評価した。図 3A および

3B は、Bregma のスライスにおける、中大脳動脈皮質枝領域の蛍光顕微鏡像である 

(400 倍視野、図 3A; 1000 倍視野、図 3B)。青、赤、緑の蛍光は、それぞれ CD31、

NeuN、(抗)Rhodamineを示している。脳組織における RNPの脳組織への分布を検証、

最初は直接 Rh-RNP を検出することを試みた。しかしながら、Rhodamine はわずか

に皮質枝の一部に検出されるのみで、毛細血管レベルや血管外脳実質においては検

出することが困難であった。蛍光強度が非常に弱いということが要因と考えられた。

そこで、Rhodamineの検出能を上げるため、抗 Rhodamine抗体を用いると、Rh-RNP

を検出できた。(抗)Rhodamine は脳内微小血管内および神経細胞を含む周囲の細胞の

まわりに分布していることが、観察された (図 3A-2, 4 、図 3B-2, 4)。一方、 
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(抗)Rhodamineは Sham サンプルの右中大脳動脈領域(図 3C)および、PBS コントロー

ルサンプル(図 3D)においては、検出されなかった。(抗)Rhodamine の蛍光強度を算出

した。Rh-RNP を投与した tMCAO モデルのサンプル、Rh-RNP を投与した Sham サ

ンプル、PBS コントロールサンプルそれぞれにおける Rhodamine の蛍光強度は、そ

れぞれ 10、 0.98、0.05 (arbitrary units)であった (微小血管内ではそれぞれ 4.11、 0.49、

0.03 / 血管外においては 5.89、 0.49、0.02)。 これらの結果から、RNP が虚血脳にお

いて、BBBを通過して、血管外領域へ集積していることを示していると考えらえた。 

 

4-4  RNPはスーパーオキシドアニオンの生成および酸化 DNA損傷を抑制した 

  ジヒドロエチジウム染色を用いて、虚血脳におけるスーパーオキサイドアニオン

の生成レベルについて評価した。図 4A は蛍光顕微鏡像であり、赤がエチジウムブ

ロマイド、緑が NeuN を示している。スーパーオキサイドアニオンは、主に PBS 投

与群の神経細胞において生成されており、RNP 投与群においてはそれが抑制されて

いた。エチジウムブロマイドの蛍光強度は RNP 投与群で有意に弱く、RNP 動脈投与

により、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction area)および中心領域(Ischemic core area)いずれ

においても低かった(脳梗塞周辺領域 p<0.05、中心領域 p<0.01；図 4B)。また、8-OHdG

染色により DAN 酸化損傷についても評価した。ジヒドロエチジウム染色と同様に、

赤い 8-OHdG の蛍光強度は、RNP 投与群において有意に低かった(図 4C-D). これら
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の結果をまとめると、RNP 動脈投与により、スーパーオキサイドアニオンの生成お

よび DNA酸化損傷が抑制されると考えらえた。 

 

4-5  RNPは虚血脳におけるアポトーシスを抑制した 

  虚血脳におけるアポトーシスの評価のため、TUNEL 染色を行った。緑色の

TUNEL 陽性細胞はアポトーシス細胞を示しており、TUNEL 陽性神経細胞（神経細

胞は赤い蛍光で示される）はアポトーシスしている神経細胞を示しており、どちら

の数もカウントした。脳梗塞周辺領域(Peri-oinfarction area) 、アポトーシス細胞およ

びアポトーシス神経細胞はいずれも、RNP 投与群で有意に少なかった(TUNEL 陽性

細胞; p<0.01;PBS 投与群 355.51±124.11cells/mm2 ・RNP 投与群 149.95±60.04 cells/mm2  

図 5A-B; TUNEL陽性神経細胞、p<0.01;PBS 投与群 218.70±38.40 cells/mm2 RNP 投与

群 67.13±25.03 cells/mm2 図 5C-D)。 また、脳梗塞中心領域においては、RNP 投与群

においてアポトーシス細胞は有意に少なかったが、アポトーシス神経細胞は 2 群間

で有意差はなかった(TUNEL 陽性細胞, p<0.05, PBS 投与群 344.99±120.72 cells/mm2 

RNP 投与群 214.25±92.36 cells/mm2 図 5A-B; TUNEL 陽性神経細胞 p=0.057, PBS 投

与群 188.42±59.13 cells/mm2 RNP 投与群 113.68±82.76 cells/mm2 図 5C-D). これらの

結果から、RNP 動脈投与により、特に脳梗塞周辺領域において神経細胞のアポトー

シスを抑制すると考えられた。 
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4-6  RNP脳微小血管およびタイトジャンクション障害を抑制した 

  RNP による脳微小血管保護およい血液脳関門の保護効果を評価するため、

CD31(内皮細胞マーカー)およびオクルディン(タイトジャンクション)を、蛍光免疫

染色により検討した。図 6A は蛍光顕微鏡像であり、赤いオクルディンの蛍光が PBS

群で明らかに弱いことがわかる。対して、RNP 投与群においては、オクルディンの

蛍光が、CD31(緑)と一致して、明瞭に認識することができる。このことは、RNP 投

与群において、虚血脳の内皮細胞のタイトジャンクションが保護され、残存してい

ることを示している。  

CD31染色により認識できる血管領域を計測した(µm2/mm2) 。血管領域は脳梗塞周

辺領域(Peri-infarction area)においても、中心領域(Ischemic core area)においても、RNP

投与群において、有意に残存していた（Peri-infarction area, p<0.001、Ischemic core area, 

p<0.01、図 6B)。また、オクルディンの発現も同様に、脳梗塞周辺領域(Peri-infarction 

area)および中心領域(Ischemic core area)で、RNP 投与群において、有意に残存してい

た（いずれも p<0.01；図 6C）。これらの結果から、RNP 動脈投与により、虚血脳に

おいて、血管内皮細胞損傷およびタイトジャンクション損傷を抑制していると考え

られた。 
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4-7  RNPは複数種の活性酸素消去能を改善した 

脳ホモジネートサンプルの、活性酸素消去活性を、MULTIS 法を用いて評価した。

2 群の活性酸素消去活性を図 7 に示す。図が示すように、RNP 投与群において、ヒ

ドロキシラジカル(.OH)、脂質ペルオキシラジカル(ROO.)およびスーパーオキサイド

アニオン(O2
.-)に対する消去活性が有意に高く、一方脂質アルコキシラジカル(RO.)に

対する消去活性は、2群間で有意差がなかった。活性酸素消去活性は標準物質により

測定された標準曲線に従って算出した。ヒドロキシラジカルは、PBS 投与群で

4.90±2.31 mM-GSHeq、RNP 投与群で 9.80±3.46 mM-GSHeq (p<0.05)。脂質アルコキ

シラジカルは、PBS 投与群 で 25.62±8.47 mM-TROLOXeq、 RNP 投与群で 26.49±6.08 

mM-TROLOXeq  (p=0.83) 。脂質ペルオキシラジカルは、 PBS 投与群で

422.84±395.91µM-α-LAeq、RNP 投与群で 1005.45±339.47 µM-α-LAeq (p<0.05)。スー

パーオキサイドアニオンでは、PBS 投与群で 1.61±0.65 U/ml-SODeq RNP 投与群で

4.11±1.84 U/ml-SODeq(p<0.05)であった。 
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第 5章 考察 

5-1 RNPの動脈投与量について 

脳主幹動脈閉塞に対する急性期カテーテル血栓回収術は、予後改善につながる有

効な治療選択肢の一つである 7-13。しかしながら、再灌流後に増加する活性酸素種は、

脳梗塞サイズの増大、脳浮腫、出血性脳梗塞と関連する。そのため、再灌流後の活

性酸素消去剤投与により、さらなる予後改善につながる治療として期待される。活

性酸素種の生成は、主幹動脈閉塞および再灌流後に増加するが、特に再灌流後早期

の段階で、その生成が増加することが報告されている 27。 

今回の研究では、新規活性酸素消去剤である、ナノ粒子化活性酸素消去剤RNPの、

神経保護効果について評価した。以前われわれのグループでは、ラット一過性中大

脳動脈閉塞モデルの再灌流障害に対して、RNP 90mg/kg の静脈投与による神経保護

効果を報告している 31。なお、この 90mg/kg という投与量は LD50 (600–1200mg/kg)の

約 10 分の１の投与量として設定された。今回、RNP の初回通過効果を回避するた

め、RNP 動脈投与による治療効果を検証した。それに際して、まず動脈投与におけ

る適切な投与濃度の検索を行い、9mg/kgが十分な神経保護効果を得られる可能性が

あると見出した。9mg/kgという投与量は、本研究における動脈投与量として設定し

た。これは LD50 の約 100 分の 1 の量である。RNP を動脈投与することで、再灌流

直後に、直接 RNP を標的臓器へ届かせることを可能となるため、より少ない投与量
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でも十分な効果が得られるものと考えられた。その効果は、ラットでの RNP 静脈投

与実験 31の 24時間後の神経症状を参照してみると、もちいた神経所見のスケールも

動物種も異なるため、直接的に比較できるものではないが、今回のマウスでの動脈

投与実験の 24 時間後の症状は、同等かより軽症である可能性があると考えている。

ただし、今後、静脈投与との効果の比較を行う必要がある。神経保護薬剤や幹細胞

の動脈投与に関しては、その有効性および安全性に関する報告はこれまでにもされ

ている 41-43。 本研究においては、RNP 動脈投与治療の、再灌流障害からの神経細胞

保護および血液脳関門保護作用を明らかにした。 

 

5-2 RNPの特性 

ポリエチレングリコール(PEG)により表面修飾されたナノ粒子は、細網内皮系を介

した処理が軽減されるため、血液循環においてより安定して維持することができる

44,45。PEG 化ナノ粒子は、生体適合性が高く、血液循環で安定して維持されるため、

脳血管への到達やより容易となり、効率よく脳組織への集積させることが可能とな

る 46。また、ナノ粒子の表面電荷もそのクリアランスに影響を与える。多くの細胞

表面は、負の電荷を有するため、陽荷電ナノ粒子は組織表面に吸着しやすくなり、

血管内で循環しにくくなる。一方陰荷電ナノ粒子は、スカベンジャー受容体により

取り込まれるため、 やはり血管内での循環が制限されてしまう 47。 RNP は PEG化



29 

 

された非荷電ナノ粒子であり、TEMPOLのようなこれまでの低分子抗酸化剤に比べ

て、生体内での半減期を延長させることができた(15分)30。 こういった特性により、

再灌流後の虚血脳への RNP のデリバリーが向上すると考えられる。粒子のサイズも

また重要な因子であり、血液脳関門を通過して虚血脳組織へ分布させられるどうか

ということに影響を与える 48-50。 Cabral らは浸透性の乏しい腫瘍に対しても、50nm

よりも小さい粒子は腫瘍内へデリバリーが可能であることを報告している 49,50。RNP

の平均粒子径は 30nm であり、これまで脳虚血再灌流障害に対する治療効果を検証

されている他のナノ粒子と比べてもより小さい粒子径である 51,52。  

 

5-3 虚血脳への RNPの分布 

再灌流直後は、血液脳関門の透過性が亢進する 53。そのため、血中半減期が長く

粒子径の小さいナノ粒子は、血液脳関門を超えて、虚血脳実質へ到達できる可能性

が高まると考えられる。そこで、RNP が虚血脳において、どのように分布するか調

べるため、Rh-RNP を投与し、蛍光免疫染色法で評価した。抗 rhodamine抗体を用い

て評価したところ、RNP は内皮細胞上のみならず、神経細胞周囲にも分布している

ことが分かった。一方 RNP は、sham モデルにおける正常脳においては検出されず、

正常な血液脳関門は通過せず分布していなかった。これらの結果から、一過性脳虚

血後に、血液脳関門の透過性が亢進していることで、RNP が血液脳関門を通過する
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ことができると考えられる。再灌流直後に小粒子径で半減期の長い RNP を動脈投与

することで、ダイレクトにターゲットである脳へデリバリーされ、かつ血液脳関門

を通過し、虚血脳にとどまって、活性酸素種を捕捉、効果的に Neurovascular unit 保

護効果を発揮すると考えられた。 

 

5-4 RNPによる Neurovascular Unit保護効果と活性酸素種消去能について 

RNP の動脈投与治療により、RNP は血液脳関門を通過、脳実質へ分布し、虚血

脳における活性酸素種の発生および DNA 酸化損傷を軽減させた。また、RNP は虚

血脳において、活性酸素種を消去し、アポトーシス、血管内皮損傷を抑制した。虚

血再灌流障害から Neurovascular Unit の保護効果により、脳梗塞サイズの縮小、神経

症状の軽減につながると考えられた。こういった Neurovascular Unit 保護効果は、脳

梗塞周辺領域でより顕著であった。本研究では、高血糖状態の虚血再灌流モデルを

用いたが、高血糖状態では、酸化ストレスおよび微小血管循環が増悪される 54,55。に

もかかわらず、RNP が脳梗塞周辺領域でより神経血管保護効果が得られた理由とし

て、長時間循環でき、生体適合性の高い RNP が、虚血脳全体へ分布しうるからでは

ないかと考えている。 

本研究では、MULTIS 法を用いて、複数の活性酸素種の消去活性についても評価

した。再灌流後の RNP 治療により、ヒドロキシラジカル(.OH)、スーパーオキサイド
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アニオン(O2
.-)、脂質ペルオキシラジカル(ROO.)に対する、消去活性が改善していた。  

虚血再灌流後は、スーパーオキサイドアニオン、ヒドロキシラジカル、ヒドロゲン

ペルオキシドが貪食細胞、内皮細胞、グリア細胞から産生される 38, 39。さらに、ペル

オキシナイトライト(ONOO-)が、スーパーオキサイドアニオンと一酸化窒素(NO)と

の反応により産生され、これにより脂質過酸化反応、ミトコンドリア膜や DNA 損

傷、複数のシグナル経路の活性化や抑制、血液脳関門の障害が惹起される 56,58,59。 

RNP 治療により、スーパーオキサイドアニオンの産生のみならず、スーパーオキサ

イドアニオンから始まるヒドロキシラジカルの生成や、脂質過酸化といった連鎖反

応も抑制させていると考えられた。脳組織においては、脂質は特に重要な構成要素

であるため、脂質ペルオキシラジカルを抑制させることは、RNP の神経保護効果の

メカニズムを考える上で、重要な役割を果たしているであろう。 

 

5-5 本研究の limitation と今後の課題 

本研究にはいくつかの limitation がある。一つには、24時間時点での評価であると

いうことである。そのため、本研究からは、RNP の亜急性期の治療効果や、毒性に

関しては、言及することはできない。 24時間を sacrificeのタイミングとして選択し

た理由は、以前我々のグループで、24時間での RNP の静脈投与の治療効果について

検証しており、その抗酸化効果および脳梗塞縮小効果を報告していたため 31、今回
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動脈投与を検証するに際しても、まず 24時間を選択した。しかしながら、虚血再灌

流後 24 から 72 時間といったタイミングで生ずる炎症反応が、血液脳関門損傷や血

管原性浮腫に関与するといわれている 60。亜急性期における治療効果については、

今後の研究課題と考えている。二つ目に、60分という therapeutic time window でのみ

の検証であったことである。実際の臨床現場においては、様々な状況が想定される

ため、より長い therapeutic time window での効果についても検討する必要がある。三

つめに、本研究においては、RNP が虚血能にどのように分布しているかを検証した

が、この分布した RNP が時間の経過でどのように変化していくかということについ

てはわかっていない。また、今回は再灌流後 20 分後に、RNP の動脈投与を行った

が、動脈投与のタイミングを変えた場合（より早いタイミングなど）、虚血脳への浸

透性や、その効果に違いがあるかどうかというのも検討課題と考える。加えて、再

灌流前、閉塞の状態での動脈投与もしくは静脈全身投与というのも、実際の臨床現

場では治療方法として考えられる。この場合、順行性の灌流は閉塞しているが、側

副血行を介して、虚血脳へ RNP が到達するチャンスがあり、治療効果として期待で

きる可能性がある。さらに今後、臨床応用へ発展させるためには、RNP 全身投与し

た時の薬物動態、および代謝経路、またRNPを構成するポリマーの臓器毒性の有無、

程度などついても検討する必要がある。 
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第 6章 結論 

本研究の結果から、RNP が虚血再灌流障害に対して、有効な治療となりうる可能

性が示唆された。RNP の動脈投与により、血管保護、血液脳関門の保護効果を示し、

脳神経症状改善および脳梗塞縮小効果を認めた。複数種に対する活性酸素種消去能

を改善させ、Neurovascular Unit 保護効果を示した。 
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第 8章 表 

表 1 

UV; ultra violet (300-400nm)   VL; visual light (500-600nm)  

AAPH; 2.2’-azobis-2-methyl-propanimidamide, dihydrochloride,  

tBHP; tert-butyl hydroperoxide  

CYPMPO; 5-(2,2-dimethyl-1,3-propoxycyclophosphoryl)-5-methyl-1-pyrropine N-oxide 

 

 

 

 

 

 

 

Free radial Spin trap Precursor/Sensitizer UV/VL Irradiation time Proportion of sample 

・OH CYPMPO H2O2 10mM UV 5s 1.7% 

O2
・-  CYPMPO Riboflavin 20µM VL 60s 3.4% 

RO・ CYPMPO AAPH 10mM UV 5s 3.4% 

ROO・ CYPMPO tBHP 10mM UV 10s 1.7% 
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表 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

PBS RNP 

 

Heart rate (bpm) pre-surgery 356.3±32.2 344.6±23.2 N.S. 

 3h after reperfusion 378.8±21.5 374.6±36.0 N.S. 

Respiratory rate (/min) pre-surgery 191.8±26.3 192.8±19.5 N.S. 

 3h after reperfusion 199.5±29.1 200.7±24.7 N.S. 

Blood sugar  (mg/dl) pre-surgery 122.5±6.9 127.3±7.4 N.S. 

 3h after reperfusion 287.3±57.2 291.3±35.6 N.S. 
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第 9章 図の説明  

図 1  RNP動脈投与量における治療効果の違い 

 (A) 各投与量における神経症状 (B) 各投与量における% infarction volume 

*p<0.05, **p<0.01. 

 

図 2  RNP動脈投与により血液脳関門障害、神経症状の軽減、脳梗塞体積を縮小さ

せた 

 (A) 再灌流 24 時間後の虚血脳への EB 漏出 (B) EB の血管外漏出量の定量評価。 

EB漏出量は µg/g(半球)で記載 各群；n=9 (C) PBS 群および RNP群における Nissle

染色写真  (D-1) 再灌流 24 時間後の神経症状 PBS 群；n=13、RNP 群；n=10    

(D-2) % infarction volume 各群；n=9  **p<0.01 

 

図 3  Rh-RNPは虚血脳に分布し、微小血管および血管外領域へ分布した 

中大脳動脈皮質領域の Rh-RNP 分布を免疫蛍光染色により評価 (青, CD31; 赤, 

NeuN; 緑, rhodamine; ピンク, DAPI). (A,B) Rh-RNP 投与ｔMCAOモデルの虚血側中

大脳動脈領域 倍率: A, 400 倍; B, 1000倍 (C) Rh-RNP を投与した Sham モデルの右

中大脳動脈領域  (D) PBS を投与した tMCAO モデルの虚血側中大脳動脈領域       

1, CD31; 2, NeuN; 3, (抗) rhodamine;4, Merge像  Bar=50 µm 



38 

 

図 4  RNPはスーパーオキサイドアニオン生成および DSA酸化損傷を抑制した  

スーパーオキサイドアニオン生成は、ジヒドロエチジウム染色により評価した。DNA

酸化損傷は、8-OHdG 染色により評価した。 (A) 蛍光顕微鏡像 エチジウムブロマ

イド (赤)、 NeuN (緑)  1・ 2；PBS 群 3・ 4；RNP 群  (1, 3: 脳梗塞周辺領域 peri-

infarction area; 2, 4: 脳梗塞中心領域 ischemic core) (B) 脳梗塞周辺領域および中心

領域の赤色蛍光強度  (C) 蛍光顕微鏡像 8-OHdG (赤). 1・2 ；PBS 群 3・4; RNP 群  

(1, 3: 脳梗塞周辺領域 2, 4: 脳梗塞中心領域). (D) 脳梗塞周辺領域および中心領域の

赤色蛍光強度 Bar=50µm 各群 n=7  DHE, dihydroethidium  *p<0.05, **p＜0.01. 

 

図 5 RNPは虚血脳におけるアポトーシスを抑制した  

脳梗塞領域におけるアポトーシス細胞の評価を TUNEL 染色により行った。 (A) 緑

蛍光は TUNEL陽性細胞を示す 1・2;PBS 群、3・4 ;RNP 群 (1 3: 脳梗塞周辺領域 peri-

infarction area; 2, 4; 脳梗塞中心領域 ischemic core)  (B) 脳梗塞周辺領域および中止

領域の TUNEL 陽性細胞陽性細胞数 (D) TUNEL-NeuN 2 重染色 赤色蛍光が神経細

胞を示す(NeuN)。アポトーシス神経細胞は、NeuNおよび TUNEL いずれも陽性の些

細胞である 1・2;PBS 群、3・4 ;RNP 群 (1 3: 脳梗塞周辺領域 peri-infarction area; 2, 4; 

脳梗塞中心領域 ischemic core) (D) 脳梗塞周辺領域およびちゅうしんりょういきおｎ  

TUNEL-NeuN陽性細胞の数 Bar=50 µm. 各群 n=7  
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*p<0.05, **p＜0.01; n.s., not significant. 

 

図 6 RNPによる微小血管およびオクルディン発現の保護 

(A) CD31 (1, 4: 緑)と occludin (2, 5: 赤) の蛍光顕微鏡像  3・6 Merged 像 

(B) 脳梗塞周辺領域および中心領域の CD31染色により示される血管領域 

(C) 脳梗塞周辺領域および中心領域の赤色の蛍光強度 (occludin 発現)  

 Bar=50 µm.  各群 n=7   *p<0.05, **p＜0.01, ***p<0.001. 

 

図 7  RNPは虚血脳の複数種に対する活性酸素種捕捉能を改善した  

再灌流 24時間後の虚血脳の活性酸素種捕捉能を MULTIS 法により評価した  

(A)ヒドロキシラジカル消去活性 単位;mM GSH equivalent.  (B) 脂質アルコキシ

ルラジカル消去活性 単位;mM Trolox equivalent. (C) 脂質ペルオキシラジカル消去

活性 単位;µM α-lipoic acid equivalence. (D) スーパーオキサイドアニオン消去活性 

単位 U/mL SOD equivalent.  各群 n=7  *p < 0.05; n.s., not significant. 
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