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第１章	序論 

1-1  頭部外傷とそのメカニズム 

	 頭部外傷は死亡および身体的・精神的後遺症が残存する確率が高く、社会に

及ぼす損失が大きい。しかし、頭部外傷の病態メカニズムには解明できていな

い点も多く、確立された治療法も少ない。脳損傷悪化のメカニズムとしては、

衝撃の瞬間による一次損傷と、生体反応反応によって進展する二次損傷に分け

られる。一次損傷は挫傷や骨折といった脳実質・脳神経・脳血管等の機械的破

壊であるのに対して、二次損傷は脳浮腫・出血・虚血の進展等が挙げられる。

臨床的にも、受傷直後の頭部 computed tomograpy （CT）では軽症な一次損傷

しか描出されなかった症例の多くで、二次損傷が加わることによる重症化を見

逃さないための頭部 CT followが数時間後に撮影されている（図１）。二次損傷

の悪化因子として（二次）軸索損傷、アセチルコリン、サイトカイン、マグネ

シウムイオン、遺伝子発現（c-fos、c-jun、junB）、血小板活性化因子、カルシ

ウムイオン、興奮性アミノ酸、内因性オピオイド等が考えられている 1-9。さら

にフリーラジカル・活性酸素も悪化因子として考えられているが、解明されて

いない点も多い 10。 
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図１：初回の頭部 computed tomography（CT）より１時間後の頭部 CT follow 
upにおける、二次損傷による重症化。 

1-2  頭部外傷後の活性酸素の発生と活性酸素消去剤について

	 フリーラジカルとは不対電子を持つ化学種の総称であり、活性酸素とは酸素

分子がより反応性の高い化合物に変化したものの総称である。いずれも生体内

に存在するが、superoxide dismutase（SOD）等の活性酸素消去効果作用を有

する物質により制御されている 11。脳損傷が起こることでミトコンドリア・血

液脳関門・細胞膜が傷害されるが、それとは別にフリーラジカル・活性酸素が

産生される。フリーラジカル・活性酸素が産生されると脂質過酸化反応が生じ、

それもミトコンドリア・血液脳関門・細胞膜を傷害することになる。それらの

傷害によりさらにフリーラジカル・活性酸素が発生することになる 12。つまり、

脳損傷が起こると体内の SODでは制御できないほどのフリーラジカル・活性酸

素が産生され、それが脂質過酸化反応を引き起こしてさらなる脳損傷が引き起
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こされる負のスパイラルが存在している（図２）。Pettyら、Itohら、Wangら

は頭部外傷モデルラットにフリーラジカルスカベンジャーを投与し、良好な転

帰を得たと報告している 13-15。しかし、低分子のフリーラジカルスカベンジャ

ーの多くは正常細胞内の活性酸素を強く抑制することにより、神経保護効果と

同時に神経毒性効果も呈する。そのためフリーラジカルスカベンジャーは頭部

外傷において現時点では臨床で用いられていない 15,16。 

	 脳保護効果がより期待されるフリーラジカルスカベンジャーとして

2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl（TEMPO）という物質が挙げられる。こ

れは SOD と似た作用および脂質過酸化の阻害によって活性酸素を抑制するこ

とができる安定したニトロキシラジカル化合物である 17。しかし、正常組織を

通過する際の非特異的分散、優位な腎クリアランス、そして生体内での抗酸化

系システムによる減少によって半減期が 15秒程度と短い。また、内皮細胞の一

酸化窒素を増加させることにより低血圧をきたしうる 18。低分子量抗酸化剤は

正常なミトコンドリアへの内在化の後に生体内で正常な酸化還元反応を阻害す

る可能性もある 19。 
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図２：脳損傷における、フリーラジカル・活性酸素発生とミトコンドリア障害・

血液脳関門崩壊・細胞膜障害のスパイラル関係

1-3  RNP; Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles

	 そこで長崎らは、ニトロキシラジカル(4-アミノ-TEMPO)含有ポリマー (ポリ

エチレングルコール[PEG]-b-ポリ[4-(2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-1-オキシ

ル ) ア ミ ノ メ チ ル ス チ レ ン ]) を 設 計 し 、 Redox-active nitroxide 

radical-containing nanoparticles（RNP）という新規の抗酸化ナノメディシン

を開発した 20,21。自己組織化してナノ粒子（ニトロキシラジカル含有ナノ粒子）

を形成する傾向があり、細網内皮系による食作用はその自己組織化コア−シェル

構造によって抑制される（図３）。RNPの特徴として、半減期が 15分程度と長

く（TEMPOの半減期の 60倍）、外層が RNPコアの TEMPO部分の周囲のス

テルスシールドを構成するため、TEMPOと比べて毒性ははるかに低い（図４）。
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さらにRNPコア中のアミノ基のプロトン化のために低 pH環境でミセルが崩壊

する（図５）。つまり、脳挫傷や脳梗塞等の低 pH環境となった脳損傷部での選

択的な TEMPOの作用が期待される。 

図 3：Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles（RNP）の模式
図

	 	 	 	 	 	 	 	 	

図 4：Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles（RNP）と
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl（TEMPO）の半減期 
EPR: Electron paramagnetic resonance 
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図 5：Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles（RNP）の pH
応答性 

 

1-4  RNP を用いた先行研究 

	 丸島らはこれまでに RNP が副作用の少ない高性能酸化防止剤として効果的

に作用することを確認し、RNPを用いて腎虚血再灌流障害モデルマウスに対す

る腎保護効果、一過性脳虚血モデルラットならびにマウスに対する脳保護効果、

脳出血モデルラットに対する脳保護効果、一過性脳虚血モデルマウスに対する

脳保護効果等を報告した 19,22,23。しかし、頭部外傷モデルに対して RNPを投与

した研究は行われていなかった。 
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第２章	研究の目的 

	 頭部外傷においてフリーラジカル・活性酸素が発生するため、フリーラジカ

ルスカベンジャーであるエダラボンを投与することでモデルラットの脂質過酸

化反応やアポトーシスが抑制された先行研究が報告されている 13-15。しかし、

従来のフリーラジカルスカベンジャーの多くは低分子量であり、正常細胞内の

活性酸素を強く抑制することで神経保護効果と同時に神経毒性効果も呈する

15,16。そのため頭部外傷におけるフリーラジカルスカベンジャーは臨床適応には

至っていない。 

	 それに対し RNPは毒性が弱く、さらに酸性化された脳損傷部に選択的に作用

するため、従来のフリーラジカルスカベンジャーよりも良好な神経保護効果を

得られる可能性がある。 

	 本研究の目的は頭部外傷モデルマウスに RNPを投与し、神経学的行動および

脳挫傷組織像の評価を行うことで同物質の神経保護効果を検証することである。

頭部外傷モデルマウスにおける認知行動評価や脳挫傷体積の測定、脳挫傷周囲

のアストロサイト・神経細胞・ミクログリアの動態、活性酸素消去能の測定に

より神経保護効果を分析するとともに、RNPの分布も評価する。 

  



 11 

第３章	 	 実験方法 

3-1  マウス頭部外傷モデルの作製 

	 動物実験は筑波大学動物実験委員会により承認された（承認番号 18-053）。

全ての実験は「実験動物の管理と使用のための指針」に従って行われた。 

	 オスの ICRマウス（体重 28-32 g；概ね 8週齢）を使用した（Charles River, 

Japanより購入）。マウスは 12/12時間の明/暗サイクルの環境に収容し、実験前

に少なくとも３日間順応させた。食物および水は自由に与えた。 

	 本研究で使用された頭部外傷モデルマウスは、以前に Flierl らによって報告

された Marmarou の weight-drop モデルを改良した方法により作成した 24-26。

ketamine(70 mg/kg)＋xylazine(16 mg/kg)を腹腔内投与した麻酔後のマウスを

頭部固定器で固定し、頭部正中の皮膚を切開して sagittal sutureより 2 mm左

側、coronal sutureより前方の左前頭骨を受傷部位と設定した。受傷部位に 200 

gの重りを 2.5 cmの高さから自由落下させて受傷させ、3-0 Vicryl縫合糸で頭

皮を縫合した（図６）。麻酔から覚醒後、マウスはケージに戻して食物と水を自

由に与えた。このようにして作成された頭部外傷モデルマウスの脳挫傷を図 7

に示すが、受傷 3 日後が 1 日後および７日後に比べて脳挫傷が重度となる傾向
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がみられた。認知行動を Neurological severity scoreと rotarod testにて評価し

たが、受傷 1 日後から７日後まで一貫して sham よりも評価が悪かった。両試

験とも sham群（n=7）と外傷群（n=7）の結果をMann-Whitneyの U検定に

て有意差を求めたが（SPSS 25.0 version （IBM, Japan）を使用）、Neurological 

severity score では受傷 1、3、７日後ともに外傷群は sham 群よりも有意に認

知行動評価が悪かった（図 8）。また、rotarod testでは受傷 1日後でのみ外傷

群は sham群よりも有意に落下までの時間が短かった。受傷 3、７日後は有意差

を得られなかったものの、外傷群は sham 群よりも落下までの時間が短い傾向

がみられた（図 9）。 

 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  

図６：頭部外傷モデルマウス作成の模式図（参考文献 26より抜粋）。 
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図７A 

 

図７B 

	  

図７C 

	  
 
図７	 頭部外傷モデルマウスの脳挫傷（受傷 3日後） 
A：マクロ像。左脳（写真の左側）に脳挫傷あり。 
B：Hematoxyli Eosin染色。左が全体像、右が×4。挫傷部に赤血球を認める。 
C：Cresyl Violet染色。左が全体像、右が×4。挫傷部の損傷した細胞が shrink
している。 
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図 8：sham群、外傷群の day1、3、７における Neurological severity score。
各群；n=7。✴ ︎p<0.05。 
 
 

 
図 9：sham群、外傷群の day1、3、７における Rotarod testの持続走行時間。
各群；n=7。✴p<0.05。 
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3-2  RNP の作製と尾静脈・腹腔内投与  

	 pH応答性 RNPは 4－アミノ－2，2，6，6－テトラ－メチルピペリジン－Ｎ

－オキシル（アミノ－TEMPO；PEG－b－ポリ 4（2,2,6,6－テトラメシルピペ

ラジン－1－オキシル））に共有結合した PEG－b－ポリ（メチルスチレン）ブ

ロックコポリマーから調製した。PEG－b－ポリ 4－（2,2,6,6－テトラメチルピ

ペリジン－1－オキシ）アミノメチルスチレンは透析による水性媒体中でコア－

シェル自己組織化ポリマーミセルを形成した 20,21。平均 RNP直径およびゼータ

電位は光散乱分光計（Zetasizer Nano; Malvern Instruments）を用いて測定し

たところ、それぞれ 20 nmおよび 5 mVであり、ポリ[4－（2,2,6,6－テトラメ

チル－ピペリジン－１－オキシ）アミノメチルスチレン] セグメント中のアミノ

基の PEGシェル層による完全な遮蔽を確認した。 

	 頭部外傷直後に RNP（3 mg/kg, 1 mg/mL solution）を尾静脈に注射した。そ

の後、受傷１、3、5 日後に同量を腹腔内注射した。RNP、TEMPO、Micelle、

あるいは、phosphate buffered saline（PBS）のいずれかを注射するよう全て

のマウスを無作為化した。 

	 予備研究において、0 mg/kg（PBS）、0.03 mg/kg、0.3 mg/kg、3 mg/kg、30 
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mg/kg の濃度の RNP を頭部外傷受傷直後のモデルマウスに尾静脈注射した。

Neurological severity scoreにて認知行動を評価すると 3 mg/kgの RNPを投与

した群が最も良好であったため、本研究では 3 mg/kgの濃度を採用した（図 9）。 

 

          
図 9 ： 予 備 研 究 に お け る Redox-active nitroxide radical-containing 
nanoparticles（RNP）濃度別の Neurological severity score 

 

3-3  Neurological severity score（NSS）による認知行動評価 

	 Flierlらの報告を参考にしたNSSを用いて、マウスの認知行動を頭部外傷受傷の1、

3、7日後に評価した（RNP, n=9; TEMPO, n=9; Micelle, n=9; PBS, n=9）24。全て

のマウスは運動機能、バランス等の 10 個のタスクを実行し、タスクが実行できなけ

れば１点加算する（全て成功したら 0点となる）。スコアは 0から最大 10までであり、
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脳損傷後の認知行動機能の重症度を反映する。 

	 このスコアリングシステムはマウスの外傷後機能障害を評価するために開発

されたものであり、頭部外傷後の認知行動評価の推移を観察するのに適してい

る 27。NSS評価方法を表 1に示す。 

 

表 1  Neurological severity score の得点表（最低  0 点、最高  10 点） 
課題 説明 点数 

    成功 失敗 

円柱脱出 直径 30cm の円柱からの脱出（制限時間 3 分） 0 1 

片麻痺 受傷脳の対側の上下肢麻痺の否定 0 1 

直進歩行 床に置かれたマウスの直進歩行 0 1 

聴覚反射 大きな手拍子への反応 0 1 

探索行為 おかれた環境に対する探索行為 0 1 

梁上平衡 幅 7mm の梁上での 10 秒以上のバランス継続 0 1 

円柱上平衡 直径 5mm 幅の円柱上での 10 秒以上のバランス継続 0 1 

梁上歩行：3cm 幅 3cm の梁を 30cm 歩行 0 1 

梁上歩行：2cm 幅 2cm の梁を 30cm 歩行 0 1 

梁上歩行：1cm 幅 1cm の梁を 30cm 歩行 0 1 

 

3-4  ローターロッドテストによる認知行動評価 

	 ロータロッドテストは中枢神経障害のげっ歯類モデルにおける感覚運動協調

性および運動学習を評価するために使用される 28。このテストでは前肢と後肢

の両方の協調運動の評価も含んでいる。マウスをローターロッド上に置き、落
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下するまでの時間を記録した。シングルレーンロータロッド（MK-630B、室町

機械株式会社）を用い、ローターは初速 4 rpmで回転し、5分後に 40 rpmにな

るまで徐々に加速した。 

	 頭部外傷受傷前（受傷前日と当日）にマウスはトレーニングを各日 3回行い、

受傷 1、3、7日後に各日 3回試験して落下までの平均時間を記録した（RNP, n=9; 

TEMPO, n=9; Micelle, n=9; PBS, n=9）。マウスが落下しなくてもロッドに捕ま

ったまま１回転した場合には、落下したものとしてその時間を記録した。 

 

3-5  脳挫傷体積の評価 

	 受傷 7日後のマウスにペントバルビタール 5 mLを腹腔内投与して安楽死さ

せ、PBS による経心臓灌流後に脳を取り出して 4%パラホルムアルデヒドに 1

日浸した。さらに 1日 30%スクロース液に浸し、Tissue-Tek O.C.Tコンパウン

ド（Sakura Finetek Japan）に脳サンプルを埋め込んだ。10 µm厚の冠状切片

をクリオスタットで切断し、クリシルバイオレットで染色して光学顕微鏡を用

いて観察した（RNP, n=9; TEMPO, n=9; Micelle, n=9; PBS, n=9）。挫傷体積は

過去に報告されているように挫傷面積の合計×0.3 mm3として計算した 29。 
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3-6  蛍光免疫染色による Rhodamine-labeled RNP (Rh-RNP)の脳挫傷周囲

への分布の検討  

	 脳挫傷周囲における RNP 分布を評価するために Rh-RNP を使用した。

Rh-RNP はジメチルホルムアミド中で透析し、ローダミン－N－ヒドロキシス

クシンイミドをブロックコポリマーに添加することによって作成した。得られ

た Rh-RNPを頭部外傷モデルマウスの受傷直後に尾静脈注射、受傷 1、3、5日

後に腹腔内投与した。前述と同様に、受傷 7 日後に安楽死させたマウスから脳

を取り出し 10 µm厚の冠状切片をクリオスタットで切断した。 

	 rat polyclonal anti-mouse CD31（1:100; no. 550274; BD Bioscience）、 

mouse monoclonal anti-rhodamine（1:500; ab9093; Abcam）、and rabbit 

monoclonal anti-NeuN（1:500; ab9093; Abcam）および BSAを 4 ℃の環境下

で一晩インキュベートした。一次抗体のインキュベーション後、切片を PBSで

洗浄し、Alexa Fluor結合二次抗（1:400; Invitrogen）と共に室温で 60分間イ

ンキュベートした。カバーガラスで 4′,6-diamidino-2-phenylindole を含有す

る封入剤（no. SCR-38448; Dianova GmbH）を用いて封入した。スライドを蛍
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光顕微鏡（Biozero, BS8000; Keyence Inc）で観察した。ネガティブコントロー

ルとして PBS投与マウスからの凍結脳切片を同じプロトコールで染色し、脳挫

傷周囲を観察した。 

 

3-7 蛍光免疫染色によるアストロサイト・神経細胞・ミクログリアの動態の検

討  

	 凍結した脳切片を、アストロサイト（GFAP）、神経細胞（NeuN）、ミクログ

リア（Iba-1）、神経破壊型ミクログリア（CD16/32）、神経保護型ミクログリア

（CD206）のマーカーで染色した。切片を rabbit polyclonal anti-GFAP（1:500; 

ab7260; Abcam）、rabbit monoclonal anti-NeuN（1:500; ab9093; Abcam）、

rabbit polyclonal ant-Iba-1（1:500; 019-19741; Wako）、 rat monoclonal 

anti-mouse CD16/32（1:100; no. 553142; BD Bioscience）、goat polyclonal 

anti-mouse CD206（1:100; AF2535; R&D systems）の一次抗体と共に 4℃で

一晩インキュベートした。一次抗体のインキュベーション後、切片を蛍光結合

二次抗体と共にインキュベートし、封入剤を用いてマウントした。 

	 それぞれの細胞数を無作為に選択した挫傷周囲の 15 視野（×400）でカウン
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トした（Iba-1のみ 30視野でカウントした）。 

 

3-8  電子スピン共鳴法（EPR；Electron paramagnetic resonance）

を用いた挫傷脳活性酸素消去活性の測定 

	 挫傷脳における多重フリーラジカル消去能（Multiple free radical scavenging 

capacities ; MULTIS）は、以前に報告された electron paramagnetic resonance

に基づく方法で測定した 30,31。活性酸素はスーパーオキサイドアニオン、ヒド

ロキシラジカル、アルコキシラジカル、ペルオキシラジカルを使用した。頭部

外傷モデルマウスを受傷 1日後に安楽死させ（RNP, n=5; TEMPO, n=5; PBS, 

n=5）、PBSで経心臓灌流後に左半球を取り出した。脳を 700 µLの PBSでホモ

ジナイズして遠心分離（3780 G、10 分間）した。上澄み液を回収し-80℃で保

存した。 

	 それぞれの活性酸素は前駆物質に可視光もしくは紫外線を照射することによ

り実験室で合成した（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-oxid
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e;Shidai system, Saitama, Japan）を用いた。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。

それぞれのフリーラジカルの生成に用いた前駆物質・感受物質・照射条件を表 2

に示す。EPR 装置は PRX-1X EPR 装置（Radical Research Inc.）を用い、

WIN-RAD operation softwareを用いて解析した。活性酸素消去活性はそれぞ

れの活性酸素に対応する標準ラジカル消去物質を用いて、標準曲線を作成して

算出した。 

	 標準物質として、スーパーオキサイドアニオンに対しては SOD、ヒドロキシ

ラジカルに対してはグルタチオン（GSH; glutathione）、アルコキシラジカルに

対しては TROLOX（6-hydroxy-2,5,7,8-tetramehylchroman-2-carboxylic acid）、

ペルオキシラジカルに対してはαリポ酸（αLA；α-lipoic acid）を用いた。 
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表２	 	 各フリーラジカルの生成に用いた前駆物質・感受物質・照射条件  

Free radical Spin trap precursor/Sensitizer UV/VL Irradiation time Proportion of sample 

O2- CYPMPO Riboflavin 20 µM VL 60 s 3.4% 

OH- CYPMPO H2O2 10 mM UV  5 s 1.7% 

RO- CYPMPO AAPH 10 mM UV  5 s 3.4% 

ROO- CYPMPO tBPH 10 mM UV 10 s 1.7% 

O2-：スーパーオキサイドアニオン      OH-：ヒドロキシラジカル 

RO-：アルコキシラジカル            ROO-：ペルオキシラジカル 

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

 

3-9  統計学的手法 

すべての値は平均値±標準誤差として表した。SPSS 25.0 version （IBM, Japan）

を用いてグループ間の連続データは、因子が時間と薬剤の 2つである NSSとロ

ータロッドテストは二限配置分散分析を行った。他の評価は全て因子が薬剤の

１つのみであり、一元配置分散分析を行った。どちらも分散分析後に Tukey法

を用いて各群間差を評価した。p<0.05を有意とした。 
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第 4 章	 結果 

4-1  RNP は認知行動評価を良好にした 

	 RNP群は受傷 1、3、7日後のいずれにおいても他群よりも NSSが低く、神

経評価が良好であった（図 10）。二限配置分散分析では有意差を得られなかった

ものの、その後の Tukey法にて受傷 1日後は RNP群と TEMPO群は PBS群

よりも有意に NSS が低く（p<0.05）、受傷３、7 日後には RNP 群のみが PBS

群よりも有意に NSSが低かった（p<0.05）。 

	 またローターロッドテストでは、RNP群は受傷 1、3、7日後のいずれにおい

ても他群より落下までの時間が長かった（図 11）。二限配置分散分析では有意差

を得られなかったものの、その後の Tukey法にて受傷 1、3、7日後のいずれに

おいても RNP 群のみが PBS 群よりも有意に落下までの時間が長かった

（p<0.05）。 

	 結果、RNP群は認知行動評価が有意に良好であった。 
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図 10：RNP 群、TEMPO 群、Micelle 群、PBS 群の day1、3、７における
Neurological severity score。各群；n=9。✴ ︎p<0.05 (vs PBS)。 

 

	 	 	 	 	  
図 11：RNP群、TEMPO群、Micelle群、PBS群の day1、3、７における Rotarod 
testの持続走行時間。各群；n=9。✴p<0.05 (vs PBS)。 
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4-2  RNP は脳挫傷体積を縮小させた 

	 脳挫傷体積は RNP群で 13.27±8.00 mm3、TEMPO群で 26.40±7.19 mm3、

Micelle群で 33.91±15.27 mm3、PBS群で 31.44±6.80 mm3であり、RNP群

は他の全ての群に対して有意に挫傷体積が小さかった（p<0.05；図 12）。 

	 	 	 	 	 	  

図 12：RNP 群、TEMPO 群、Micelle 群、PBS 群の day７における脳挫傷体
積。各群；n=9。✴ ︎ p<0.05 
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4-3  脳挫傷周囲における Rh-RNP は微小血管内で多く検出された 

	 Rh-RNP分布を評価するために免疫蛍光分析を行った。図 13Aおよび図 13B

は、ブレグマスライスの脳挫傷周辺部の代表的な蛍光画像である（図 13A ×

400； 図 13B ×1000）。Rhodamine は微小血管内で多く検出された。ネガテ

ィブコントロールであるPBS投与群の脳挫傷周囲では(anti)Rhodamineはほぼ

検出されなかった（図 13C ×400）。 

 

図 13A 
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図 13B 

	 	  

図 13C 
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図 13：脳挫傷周辺部の 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）。Bar=50 µm。 
A、B：Rh-RNPを投与した頭部外傷モデルマウスの脳挫傷周辺領域 
	 	 	 	 	 （A ×400、 B ×1000） 
C：PBSを投与した頭部外傷モデルマウスの脳挫傷周辺領域（×400） 
 
 
4-4  RNP は astrocyte の集簇を促し神経細胞脱落を抑制させた 

	 脳挫傷周囲の astrocyte の動向を調べるために各群の脳標本における GFAP

陽性細胞数を数えた。図 14A は各群における受傷７日後の脳挫傷周囲の×400

視野での蛍光写真である。GFAP陽性細胞数は RNP群が他群に比べて有意に多

かった（p<0.05）（図 14B）。これにより RNPは astrocyteの集簇を促している

ことが明らかであった。 

	 同じく脳挫傷周囲の神経細胞の動態を調べるため、各群の脳標本における

NeuN陽性細胞数を数えた。図 15Aは各群における受傷７日後の脳挫傷周囲の

×400視野での蛍光写真である。NeuN陽性細胞数も、RNP群が他群に比べて

有意に多かった（p<0.05）（図 15B）。これにより RNP は神経細胞脱落を抑制

していることが明らかであった。 
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図 14A：day7 における脳挫傷周辺部の astrocyte 集簇を免疫蛍光染色により
評価（緑 GFAP；青 DAPI）。×400、Bar=50 µm。 

 

	 	 	 	 	  

図 14B：day7における脳挫傷周辺部のGFAP陽性の細胞数。各群；n=5。✴ ︎p<0.05 
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図 15A：day7 における脳挫傷周辺部の神経細胞脱落を免疫蛍光染色により評
価（緑 NeuN；青 DAPI）。400倍、Bar=50 µm。 

 

	 	 	 	 	 	  
図 15B：day7における脳挫傷周辺部の NeuN陽性の細胞数。各群；n=5 
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4-5  RNP は神経破壊型ミクログリアの発生を抑制し神経保護型ミクロ

グリアの発生を促した 

	 脳挫傷周囲のミクログリアの動態を調べるために各群の脳標本における

Iba-1陽性細胞数を数えた。Iba-1染色単独のみならず、CD16/32染色陽性の神

経破壊型ミクログリア細胞数、CD206陽性の神経保護型ミクログリア細胞数も

数えた。Iba-1陽性細胞数は、受傷１日後、３日後、７日後のいずれも RNP群

は他群と比べて有意差を認めなかった（p>0.05、図 16）。 

	 図 17A（A:PBS 群、B:RNP 群）は PBS 群および RNP 群における受傷７日

後の脳挫傷周囲の×400視野での蛍光写真である。さらに図 18A（A:PBS群、

B:RNP群）も PBS群および RNP群における受傷７日後の脳挫傷周囲の×400

視野での蛍光写真である。 

	 CD16/32 陽性細胞は受傷３日後において、RNP 群と TEMPO 群は Micelle

群および PBS 群に比べて有意に少なかった（p<0.05）。また、受傷 7 日後にお

いては、RNP 群と TEMPO 群は Micelle 群および PBS 群に比べて、さらに

Micelle群も PBS群に比べて有意に少なかった（p<0.05、図 17B）。CD206陽

性細胞は受傷７日後において RNP 群は他群全てに比べて有意に多かった
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（p<0.05）。さらに TEMPO群もMicell群および PBS群に比べて有意に多かっ

た（p<0.05、図 18B）。これにより RNPはミクログリア全体の集簇を有意に促

す結果とはならなかったものの、神経破壊型ミクログリアの産生を有意に抑制

し、かつ、神経保護型ミクログリアの産生を有意に促進した結果となった。 

 

 

図 16：day1、3、7における脳挫傷周辺部の Iba-1陽性の細胞数。各群；n=10 
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図 17A：day7 における脳挫傷周辺部の神経破壊型ミクログリアの産生を免疫
蛍光染色により評価（緑 CD16/32；赤 Iba-1；青 DAPI）。400倍、Bar=50 µm。 

 

 
図 17B：day1、3、7における脳挫傷周辺部の CD16/32陽性かつ Iba-1陽性の
細胞数。各群；n=5。✴ ︎ p<0.05 
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図 18A：day7における脳挫傷周辺部の神経保護型ミクログリアの産生を免疫
蛍光染色により評価（緑 CD206；赤 Iba-1；青 DAPI）。400倍、Bar=50 µm。 

 

 
図 18B：day1、3、7における脳挫傷周辺部の CD206陽性かつ Iba-1陽性の細
胞数。各群；n=5。✴ ︎p<0.05 
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4-6  RNP はスーパーオキサイドアニオン消去活性を上昇させた 

	 MULTIS法を用いてホモジナイズした脳のスーパーオキサイドアニオン、ヒ

ドロキシラジカル、アルコキシラジカル、ペルオキシラジカルの消去活性を測

定した。RNP群、TEMPO群、PBS群における受傷脳のスーパーオキサイドア

ニオンの消去活性を図 19Aに示す。消去活性は RNP群 9.76±2.31、TEMPO

群 4.52±2.01、PBS群 3.03±0.51であり、RNP群は他群より有意に消去活性

が高かった(p<0.05)。 

	 ヒドロキシラジカル、アルコキシラジカル、ペルオキシラジカルの消去活性

はいずれも各群間での有意差を示さなかった。ヒドロキシラジカルの消去活性

は RNP 群 13.07±2.92、TEMPO 群 18.35±8.89、PBS 群 22.42±7.06 であ

り (図 19B)、アルコキシラジカルの消去活性は RNP 群 830.88±274.22、

TEMPO群 891.11±189.31、PBS群 637.45±79.86であり (図 19C)、ペルオ

キシラジカルの消去活性は RNP 群 545.77±439.38、TEMPO 群 255.92±

450.20、PBS群 328.64±217.40であった(図 19D)。 
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図 19A 

	 	 	 	 	 	 	  

A：スーパーオキサイドアニオン消去活性（単位：U/mL SOD equivalent） 

図 19B 

	 	 	 	 	 	 	 	  

B：ヒドロキシラジカル消去活性（単位：mM GSH equivalent） 
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図 19C 
 

	 	 	 	 	 	 	 	  

C：脂質アルコキシルラジカル消去活性（単位：mM Trolox equivalent） 

図 19D 

	 	 	 	 	 	 	  

D：脂質ペルオキシラジカル消去活性（単位：µM α-lipoic acid equivalent） 

 

図 19： day1の挫傷脳の活性酸素捕捉能をMULTIS法により評価した。各群；
n=5。✴ ︎p<0.05 
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第 5 章	 考察 

5-1  RNP のフリーラジカル消去能 

	 図 18A に示すように RNP 投与は他の活性酸素の前駆体であるスーパーオキ

サイドアニオンに対する捕捉能力を改善した。スーパーオキサイドアニオンは

組織の損傷で遊走している鉄イオン（2＋）と反応し、ヒドロキシラジカル、そ

してアルコキシラジカル／ペルオキシラジカルが産生され、さらにそれがスー

パーオキサイドアニオンを産生するというラジカル連鎖反応を起こす 32,33。

RNP投与群で受傷１日後のスーパーオキサイドアニオン消去活性効果の上昇を

認めたが、ヒドロキシラジカル、アルコキシラジカル、ペルオキシラジカルの

有意な消去活性効果上昇は認めなかった。これは RNP投与によりスーパーオキ

サイドアニオンの産生を抑制したことでラジカル連鎖反応も抑制され、ヒドロ

キシラジカル、アルコキシラジカル、ペルオキシラジカルが多量に産生されな

かったためと考えられる。 

 

5-2  RNP 投与によるミクログリア双極性の変動 

	 ミクログリアには双極性があり、M1表現型と呼ばれる神経破壊型と、M2表
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現型と呼ばれる神経保護型に分類される 34,35。M1表現型は炎症性サイトカイン、

誘発性 NOS 等のメディエーターを産生して神経破壊作用を発現し、受傷後 14

日目まで上昇し続ける 34。M2表現型はスカベンジャー受容体、成長因子である

TGF-β、抗炎症性サイトカインである IL-10等を産生して神経保護効果を発現

するが、受傷後 5日目まで上昇し以後減少する 35。RNP投与により受傷３日以

降の神経破壊型ミクログリアの産生が抑えられ、受傷７日での神経保護型ミク

ログリアの産生が促進されており、これにより脳保護効果をきたしたものと考

えられる。 

 

5-3  RNP 投与によるその他の効果 

	 RNP 投与により、受傷１日後から NSS およびローターロッドテストによる

認知行動評価は良好であり、受傷７日後の脳挫傷体積も減少した。免疫染色で

も受傷７日後の神経細胞脱落は抑制されており、アストロサイトの集簇は増加

していた。アストロサイトは神経再生を妨げたり炎症性サイトカインを産生し

たりして細胞傷害性に働く一方で神経栄養因子の産生等の細胞保護効果も有し

ており、RNP投与により神経保護効果がより強く発現したことで良好な認知行
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動評価や脳挫傷体積減少が得られた可能性もある 36。 

 

5-4  RNP の特性 

	 フリーラジカル・活性酸素が脳挫傷病態悪化に寄与していると考えられてお

り、過去にもフリーラジカルスカベンジャーを投与することによる脳挫傷モデ

ルラットの転帰改善が報告されている 13-15。脳挫傷モデルラットにエダラボン

を投与した研究では、Itoh らは受傷１日後、３日後の脂質過酸化反応が減少し

ており、Wangらは受傷３日後のアポトーシスが減少したと報告した 13,15。しか

し、エダラボン等の低分子量のフリーラジカルスカベンジャーの多くは正常細

胞内の活性酸素を強く抑制することにより、神経保護効果と同時に神経毒性効

果も呈する。そのためフリーラジカルスカベンジャーは頭部外傷において現時

点では臨床で用いられていない 15,16。 

	 そこで、私は新しいナノ粒子である RNP の神経保護効果を検証した。RNP

は長い半減期（TEMPOの 60倍）を有し、外層が RNPコアの TEMPO部分の

周囲のステルスシールドを構成するため TEMPO と比べて毒性がはるかに低い。

さらにRNPコア中のアミノ基のプロトン化のために脳挫傷のような低 pH環境
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でミセルが崩壊し、選択的に TEMPOが作用する。 

	 RNP投与によりラット脳出血モデルに対する脳保護効果や、マウス一過性脳

虚血モデルに対する脳保護効果を過去に報告したが、脳挫傷モデルへの投与は

初めてである 19,22,23,37。RNPは血液投与では 24~48時間で体外へ排出されるが、

腹腔内投与では投与 2 日後に血中濃度が最高になり１週間後も血液中で観測可

能だと過去に報告されている 38。今回、受傷直後は即効性を期待して静脈注射

とし、以降は持続性を期待して腹腔内投与とした。 

	 本研究では他のフリーラジカルスカベンジャーを対照群として、RNPと直接

比較することはしなかった。しかし、脳梗塞治療の一環として広く投与されて

いるエダラボンは、ペルオキシ亜硝酸あるいはスーパーヒドロキシラジカルが

引き起こす血管内皮細胞障害・神経細胞障害・脂質過酸化を阻害する薬剤であ

る。これに対し、本研究では RNPはスーパーオキサイドアニオンの発生を阻害

するという結果が得られた。さらに、細尾らは一過性脳虚血モデルマウスに対

し、RNPはスーパーヒドロキシラジカルの発生を阻害したと報告している 19。 

つまり、RNPはエダラボンと比べてラジカル連鎖反応のより上流の反応を断ち

切る作用を有すると考えられるため、エダラボンよりも高い脳保護効果を有し
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ている可能性がある（図 20）。 

	 さらに、RNP は day1 の比較的早期にスーパーオキサイドアニオン消去活性

能を増大させている。そこから少し遅れた day3で神経破壊型ミクログリアを抑

制し始め、さらに遅れた day7で神経保護型ミクログリアの産生促進・脳挫傷体

積縮小・神経細胞脱落抑制が認められた。day1 から day7 まで一貫して認知行

動評価は良好であったが、これは早期にスーパーオキサイドアニオン消去活性

能が増大したためと考えられる（図 21）。RNPはエダラボンよりもラジカル連

鎖反応の上流の反応を断ち切るのであれば、神経保護効果がエダラボンよりも

早期に認められる可能性が考えられる。 

 
図 20：Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles（RNP）とエ
ダラボンの作用点の相違（田辺三菱製薬ホームページより改変） 
O2-：スーパーオキサイドアニオン、H2O2 過酸化水素、ONOO- ペルオキシ亜硝
酸、OH-：ヒドロキシラジカル 



 44 

 
図 21：Redox-active nitroxide radical-containing nanoparticles（RNP）投与
による効果発現の時系列 

 

5-5  RNP の分布 

	 細尾らはマウス一過性脳虚血モデルに対して RNP を投与した際、RNP は血

液脳関門を通過して脳損傷部へ到達したと報告した 19。しかし、今回の頭部外

傷モデルでは RNPは血管内への分布は確認されたものの、血液脳関門を通過し

ての損傷部への到達はそれほど認められなかった。これは、血管に直接損傷を

与える虚血より挫傷は血液脳関門損傷が軽微となる可能性があること、また、

今回の脳挫傷モデルでは一次損傷を免れた部位を観察しているため血液脳関門
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の破綻が重度でなかったことが原因と考えられる。 

	 RNPは細毛内皮系を通過するクリアランスが減少しており、PEG鎖表面が密

に詰まったナノ粒子が血液循環中に良好に保持されている 39,40。これにより

RNPは脳血管壁へのアクセスが良好になっている。ナノ粒子の電荷もクリアラ

ンスに影響を与えている。大部分の細胞表面はわずかに負に帯電しているので

正に帯電したナノ粒子は組織表面に吸着し血管内循環が鈍っており、負に帯電

したナノ粒子はスカベンジャー受容体に取り込まれる。RNPは TEMPOなどの

従来の低分子量抗酸化剤よりも PEG化された中性の表面電荷と in vivoでの長

い半減期（15 分）を有している。この作用により RNP が挫傷部に到達せずと

も、血管内に長く留まることで炎症性サイトカイン等の血流拡散を抑制し神経

保護効果に寄与した可能性も考えられる。 

 

5-6  本研究の limitation と今後の課題 

	 この研究での limitation を述べる。第一に頭部外傷モデル作成にあたり、脳

挫傷部は組織が壊滅してしまうため同部の組織評価ができていない（組織評価

したのは挫傷周囲部である）。この点については挫傷組織の壊滅が軽度である頭
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部外傷モデルを用いて新たに組織評価をする必要がある。第二に、RNP分布が

生体内で経時的にどのように変化するかを調べていない。RNPを臨床で用いる

ためにはその点を追加研究する必要がある。 

 

5-7  Future direction 

	 本研究ではマウス頭部外傷モデルを用いて RNP の脳保護効果を認知行動評

価や組織学的評価により示したが、今後はマウスの性差や週齢による違いの検

討や大型動物モデルを用いた検討を行い、RNPの有効性と安全性、およびヒト

への実用化を見据えた研究を行う必要がある。 

	 また、頭部外傷の他に脳梗塞や脳出血などの脳疾患においても脳虚血巣や脳

出血周囲の脳組織にフリーラジカルを発生させ、病態を悪化させる。RNPはこ

れらの様々な脳疾患や脳損傷の病態に対しても臨床応用できる可能性があり、

脳疾患分野の治療発展への寄与が期待される。 
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第 6 章	 結論 

	 本研究の結果から、RNPが頭部外傷の治療に有用な抗酸化ナノメディシンで

あると考えられた。RNP投与は認知行動評価を良好にし、脳挫傷体積を減少さ

せ、神経破壊型ミクログリアを抑制、神経保護型ミクログリアを産生すること

により脳挫傷後の神経保護効果を呈すると考えられた。 
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