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研究成果の概要（和文）：くも膜下出血急性期の炎症反応を制御し、神経損傷を軽減することが本研究の目的で
ある。重症くも膜下出血モデルを作成し、それに対して低体温療法・ミノサイクリン投与を行うことによって、
急性期炎症反応の制御および予後改善が可能であるか検討する。本研究を通じてくも膜下出血後の炎症反応に早
期低体温療法は運動機能改善を伴う炎症反応の低下を認めたが、minocyclineは炎症反応の低下は認めるものの
運動機能回復は認められないという結果であった。

研究成果の概要（英文）：Inflammation process following severe subarachnoid hemorrhage may exacerbate
 neuronal damage.  Recent studies have revealed that microglia may play an important role in brain 
inflammation after cerebral damage, however the role of microglia after subarachnoid hemorrhage is 
not well understood.  The authors have conducted a basic research to figure out whether hypothermia 
and minocycline which is the suppresive drug of microglia will work against inflammation after 
subarachnoid hemorrhage. 

研究分野： 脳卒中
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１． 研究開始当初の背景 
 

重症くも膜下出血の死亡率および後遺症
を残す確率は極めて高く、近年の治療技術の
進歩にもかかわらず、著明な改善がない状況
である。その大きな要因に、くも膜下出血急
性期の脳損傷の病態と、それに対する有効な
治療がなされていないことがあげられてい
る、これらの患者の機能予後改善のためには、
くも膜下出血による急性期脳損傷を治療タ
ーゲットとしていく必要がある。 
重症くも膜下出血発症時に強く惹起され

る炎症反応は神経損傷を増悪させる一因で
あり、最近これらの炎症反応においてミクロ
グリアが重要な役割を果たしていることが
示された。急性期炎症反応には様々な因子が
影響しているが、ミクログリア活性化に続く
炎症反応は数時間～数日を要するため、他の
神経保護に関する治療ターゲットに比較す
ると、長い治療 time window を持ち、臨床的
に治療ターゲットに適していると考えてい
る。しかしこれらの炎症反応を制御すること
でくも膜下出血の予後を改善させようとす
る研究はまだ少ない。 
低体温療法の脳保護作用機序の一つにミ

クログリア活性化の抑制が挙げられている。
また、抗生物質のミノサイクリンもミクログ
リアの活性化を抑制する作用をもつ薬剤の
一つである。ミノサイクリンは臨床で日常的
にヒトへ使用される抗生物質であり、ヒト脳
梗塞に対しての臨床研究もおこなわれてお
り、低体温療法およびミノサイクリンでの効
果が認められた場合には、臨床研究への波及
効果が期待できると考えている。 
 
 
２． 研究の目的 

 
くも膜下出血急性期の炎症反応を制御し、

神経損傷を軽減することが本研究の目的で
ある。脳梗塞モデルおいては、ミクログリア
の活性化を制御する作用がミノサイクリン
と低体温において示されており、重症くも膜
下出血モデルを作成し、それに対して低体温
療法・ミノサイクリン投与を行うことによっ
て、主にミクログリアが介在する急性期炎症
反応の制御が可能であるかを病理学的に検
証し、また機能予後の改善が得られるかを検
討する。 
 
３． 研究の方法 

 
使用する動物： 
重症くも膜下出血モデルの作成： 
くも膜下出血モデルには従来の脳槽内血液
注入法と、脳血管穿孔法があるが、後者がよ
り重症のくも膜下出血となるため、脳血管穿
孔法による重症くも膜下出血モデルの作成
を以下の方法にて行った。SD ラットの頸動
脈を麻酔下に露出し、頚動脈から thread を 22

～28mm 誘導し、頭蓋内内頚動脈終末部で血
管穿孔させる（図 1）。 
 
(図 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
成功すると直後に瞳孔散大を認め(図 2)、麻酔
覚醒遅延もみられる。それらの所見がないも
の、直後の死亡(予備実験で約 10%)は研究か
ら除外する。麻酔中に保温パットを用いない
と、ラットの体温は室温にもよるが通常 30℃
台前半に低下するため、周術期の体温管理は
加温パットを用いて温度設定を行う。加温パ
ットの設定温度を 36℃設定で常温管理を手
技中・術後 3-4 時間程度安定して行う。 
 
(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験プロトコール 
以下の 4 群に分けて運動機能評価および病理
評価を行った(各群 20)。 
 
1 Early hypothermia 群：術直後 33-35℃の軽度
低体温麻酔(3時間)⇒1時間常温麻酔後に覚醒 
2 Delayed hypothermia 群：術後 1 時間常温麻
酔⇒3 時間低体温麻酔後に覚醒 
3 Control 群:常温で 4 時間麻酔管理後に麻酔
覚醒 
4 Minocycline 群:4 時間常温麻酔＋ミノサイク
リン投与(45mg/kg ip 1 回, 22.5mg/kg ip 2 回
/day を 2 日間) 
 
*ミノサイクリン投与量については、過去の
脳梗塞モデルにおいてミクログリア活性を
抑制させたとの報告がある投与量を参考と
して上記の投与量とした。 
 
運動機能評価： 
術直後、1 日後、3 日後、7 日後に以下の運動
機能評価を行う。 
modified Bederson Score(mBS)を用いて運動機



能を評価すると共に、modified Neurological 
Severity Score (mNSS)も使用して運動機能を
評価する。 
 
組織切片の作成： 
Day7 に sacrifice を行い、病理評価を行う。
HE 染色および免疫染色(CD68,Iba1 など)を行
い、残存神経細胞数およびアポトーシス、炎
症細胞浸潤、活性化ミクログリアなどを評価
する。ミクログリアは活性化すると樹状突起
を有するラミフェイド型から、突起が退縮し
て大きな細胞質を持つ形態へと変化するた
め免疫染色による形態変化を評価する。 
 
４． 研究成果 
 
死亡率および運動機能評価: 

4 群において、術直後の死亡を除いた、７
日目までにそれぞれの死亡率は early 
hypothermia 群 35%(6/17)、delayed hypothermia
群 55%(10/18) 、 control 群 68%(13/19) 、
minocyline 群 58%(11/19)であった。統計学的
には early hypothermia 群と control のみで有意
差を認めた。 

 
運動機能評価: 
運動機能評価については、mBS(図 3), 

mNSS（図 4） ともに、early hypothermia 群と
control 群において Day3 以降において有意差
を認めたが、他の群と control 群との間に差を
認めなかった。 
(図 3) 
 
(図 4) 
病理学的検討: 

Delayed hypothermia 群の運動機能改善が
control に比較し同程度であったことから病

理学的検討には入れず、early hypothermia群、
minocyline 群、control 群の 3 群で比較する事

にした。これでは control に比較し、
hypothermia, minicycline の両群において著明
な炎症細胞系細胞である活性型ミクログリ
アの発現低下を認めた。 
具体的には下の図 5,6 に示すように、control

群に比べて特に皮質における Iba1 陽性細胞
が hypothermia 群と minocycline 群では減少し
ており(図 5)、半定量的な検討においても
control 郡 に 比 べ て hypothermia 群 と
minocycline 群では Iba1 陽性細胞が優位に少
なかった(図 6)。 

 
(図 5) 

 
(図 6) 

 
 
結果のまとめ 
本研究を通じてくも膜下出血後の炎症反応
に早期低体温療法は運動機能改善を伴う炎
症反応の低下を認めたが、minocycline 投与群
は炎症反応の低下は認めるものの運動機能
回復は認められないという結果であった。 
Early hypothermia については、ヒトへの応用
となると、くも膜下出血発症直後から低体温
を行うことは現実的には難しく、delayed 
hypothermia での効果も期待されたが、こちら
については効果を示せなかった。臨床研究に
つなげる意味では、minocycline 投与群または
delayed hypothermia 群での神経症状改善が確
認できなかったことから、現時点で今回の研
究から臨床研究につなげたいという当初の
目的は達せられなかった。 
 



以下、研究期間内に目的が達せられなかった
ことについての見解と今後の展望について
記載させていただく。 
 
ミノサイクリン投与の効果については、病理
学的には有意な炎症反応の低下を示せたも
のの、同等の抑制効果を示した早期低体温療
法とは異なり、神経症状の改善が示せなかっ
たことからすると、神経症状改善については
ミクログリア活性の抑制効果以外の要素が
影響していることが考えられる。低体温療法
の作用点は多岐にわたりその全貌を確認す
ることは難しいが、ミクログリア活性以外の
別の要素を確認することができれば、くも膜
下出血急性期の病態解明の手掛かりとなる
可能性があると考えている。 
重症くも膜下出血の病態ということに主眼
をおいたため、穿孔モデルを行ったものの、
10%程度の直後死亡を除いても 7 日目までの
死亡率が 35-68%と比較的高く、ヒトとは違い
ラットの神経症状評価となると、生存したラ
ットの中では差がつきにくかった可能性が
ある。7 日目以降の 14-28 日後まで神経症状
の経過をみたら delayed hypothermia 群や
minocycline 投与群で神経症状の改善がみら
れなかったか、特に minocycline 投与群では 7
日目の病理評価で control 群に比べて有意に
炎症反応抑制を認めており、中～長期フォロ
ーする必要があったと考えている。またそれ
らの中～長期の神経機能評価においても
delayed hypothermia 群と minocycline 群で神経
症状の改善が確認できなかった場合は、脳槽
内血腫注入法やもっと小さな穿孔モデルを
作成して現在のモデルより死亡率が低い中
等～重症のくも膜下出血モデルで同様の研
究を行うことを検討したいと考えている。ま
た 、 minocycline リ ン 投 与 と delayed 
hypothermia を組み合わせる群を作り、それら
の効果を確認することで、臨床応用に即した
研究結果が得られる可能性もあると考えて
いる。 
 
本研究申請時には研究代表者が大学常勤で
あったが、その後客員研究員となり、現在は
臨床現場でも仕事を行っているため、ヒト脳
動脈瘤に関する研究や、実臨床におけるくも
膜下出血患者の急性期炎症反応と予後に関
わる研究も並行して行っている。今後はそれ
らの臨床研究を継続しつつ、本基礎研究を継
続して完遂することで、新たな治療へつなが
る臨床研究へと発展できると考えている。 
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