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研究成果の概要（和文）： 

低酸素に対するフリーラジカルスカベンジャー、3-メチル-1-フェニル-2-ピラゾリン-5-ワン

（EDA）の神経保護作用に関して、温度の差異による影響を調べた。常温（37 度）および高温

（39 度）では EDA により有為に細胞生存率が上昇した。一方で低温下低酸素暴露群では、対照

群の細胞生存率が常温群に比べ有為に高く、EDA を投与しても細胞生存率に影響はみられなか

った。以上の結果より低酸素暴露に対しては低温による神経保護作用が EDA 投与の神経保護効

果を上回った。一方で、常温及び高温下では EDA により細胞生存率は有為に上昇したことによ

り、神経保護作用が明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Edaravone, a free radical scavenger, has been shown to be 

neuroprotective in in vivo and in vitro conditions. However, the impact of small 
temperature variations on the molecule remains unknown. Our study found that the 

temperature of the CNS is a potential factor in determining whether edaravone confers 

a potent neuroprotective effect when applied during prolonged hypoxic insults.  
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１． 研究開始当初の背景 

これまでに我々の研究グループはラッ

ト初代培養脳神経細胞を用いて薬物に

よる脳虚血モデルであるグルタミン酸、

N-methyl-D-aspartate (NMDA)及び一酸

化窒素(ＮＯ)供与体による薬物細胞傷

害モデル(Shibuta’s model)及び無酸素

無グルコース暴露による細胞傷害モデ



ルを作成し、低温療法、静脈麻酔薬（チ

オペンタールナトリウム、ケタミン、プ

ロポフォール）及び一酸化窒素合成阻害

薬（Ｌ−ＮＡＭＥ及びＯＮＯ−１７１４）

による脳神経保護作用を検討した

(Shibuta S et al, Br J Pharmacol 1998 

124; 804-819. ,Varathan, and Shibuta, 

J Neurosci Res 2002 68: 352-362. 

Varathan S and Shibuta S J Neurosci Res. 

2003 72(5):613-21, Shibuta S et al, Br 

J Anaesth 2006 97 (4): 517–24)。脳内

では脳虚血や低酸素症により興奮性ア

ミノ酸が過剰に放出される。この興奮性

アミノ酸のうち、グルタミン酸はＮＭＤ

Ａ、ＡＭＰＡレセプター等を刺激し、そ

れと共にカルシウムイオンが細胞内に

流入し一酸化窒素合成酵素が刺激され

大量のＮＯが産生される。ＮＯは生理的

な範囲では、脳内のセカンドメッセンジ

ャーとして働くが、大量に放出された場

合はスーパーオキサイドなどと反応し

ペロキシニトライトを産生する。そして

これらのフリーラジカルはミトコンド

リアの電子伝達鎖やＴＣＡ回路、ＤＮＡ

などに不可逆的なダメージを与え、脳神

経細胞を損傷し細胞死を惹起する。我々

の開発した Shibuta’s model は個々の

神経細胞を培養皿の外側からマーキン

グすることにより同一の細胞を長期間

持続的かつ安価、簡便に観察することが

可能とした（Shibuta S et al, J Neurol 

Sci 2000 174; 9-15）。従って、低酸素

状態や脳虚血による神経細胞の傷害の

程度、及びそれらに対する低温療法や薬

物の保護作用の判定が個々の神経細胞

のレベルで行う事が出来、解析に非常に

有用であると高く評価されている。また、

細胞の傷害性並びにそれに対する薬物

や低体温療法の効果についての報告は

in vivo で行われている報告が多く、そ

の場合、脳神経細胞は循環、呼吸、代謝、

内分泌機能などの影響を受けるため、純

粋に温度や薬物が神経細胞へ与える影

響を検討する事は困難である。従って本

モデルでの脳神経細胞傷害時における

薬物、及び低体温療法による神経保護効

果の検討は中枢神経レベルでの作用機

序の解明や治療方法の改善に新たな知

見を与えるものと考えられた。 

従来、麻酔薬の作用機序に関しての研究

では麻酔薬がいかに神経伝達物質の輸送

や膜タンパク質を興奮性、抑制性イオン

チャンネルを通じて調節するかに焦点が

当てられていた。従来の知見によれば麻

酔薬は神経細胞の発達、興奮、アポトー

シスを制御する細胞内の信号伝達経路に

も大きな影響を与えるとされている。こ

の中でも中心となるのはイソフルレンな

どの揮発性麻酔薬では細胞内に貯蔵され

ていたカルシウムイオンの自由化である。

中等度濃度（50-200 nM）の細胞内カルシ

ウムイオンの増加はイソフルレン前処置

による神経保護作用には不可欠であると

いう報告がある。イソフルレン作用の結

果としての少量から中等度の細胞内カル

シウムイオンの増加はBDNFなどの神経栄

養性因子による神経細胞の作用の際にも

見られる状態と似通っており、またこれ

ら両者においてはマイトジェン活性化プ

ロテインキナーゼERK 1/2が重要な役割

を果たすという点でも似ている。イソフ

ルレンの前処置によるNMDA-NO関与系に

おいても細胞内カルシウムイオン上昇が

関係するという報告がある。しかしなが

ら静脈麻酔薬、ＮＭＤＡ拮抗薬、一酸化

窒素合成酵素阻害薬、カルシウム拮抗薬、

フリーラジカルスカベンジャー等の薬物

の神経保護作用に関してカルシウムイオ

ン依存性伝達系を幅広く調べた研究はな

かった。 

当時、一酸化窒素供与体を用いて培養脳

神経細胞への傷害の程度を検討してい

るのは我々の研究グループのみであっ

た。また、脳保護作用における低温効果

を培養神経細胞を用いて検討している

研究は少なく、特に初代培養大脳皮質神

経細胞を用いたものは我々の研究グル

ープの報告のみであった。更に形態学的

に観察された生存神経細胞機能を電機

生理学的及び免疫組織学的検査により

質的な評価を行ったという報告は未だ

に無いと思われる。我々のグループの一

連の研究により、静脈麻酔薬チオペンタ

ールナトリウムが優れたフリーラジカ

ルスカベンジャーであるという報告

（Shibuta S et al, Br J Pharmacol 1998 

124; 804-819.）や低温による神経細胞

保護は中等度の低体温が最も優れてお

り、高度の低体温は却って脳神経細胞に

大 き な 傷 害 を 与 え る と い う 報 告

（ Varathan S, Shibuta S et al. J 

Neurosci Res. 15;65(6):583-90 2001）

は大きな反響を呼んだ。また、チオペン

タールナトリウムと並んで頻用されて

いるプロポフォールにはフリーラジカ

ルスカベンジャーとしての脳神経保護



作 用 は な い （ Shibuta S et al. 

Neuroreport 2001 12: 295-298.）事や、

従来、誘導型一酸化窒素合成酵素に対す

る特異的な阻害薬と思われていたＯＮ

Ｏ−１７１４よる脳神経保護作用の論文

（Shibuta S et al J Neurol Sci. 2003 

15;215(1-2):31-6）もそれぞれ欧米の学

術誌に掲載された。 

 

２． 研究の目的 

上記の研究成果に鑑み我等の研究グル

ープは単独、及び混合投与による静脈麻

酔薬、ＮＭＤＡ拮抗薬、一酸化窒素合成

酵素阻害薬、カルシウム拮抗薬、フリー

ラジカルスカベンジャー等の薬物や低

温状態が脳神経細胞に直接およぼす影

響を明らかにし、脳虚血状態における薬

物療法及び低温療法の作用機序を細胞

内カルシウムイオンの制御及びマイト

ジェン活性化プロテインキナーゼの点

より解明することによりその脳保護作

用を明らかにし、さらに生存脳神経細胞

を量的のみならず質的に判定する事を

目的とした。具体的には静脈麻酔薬をは

じめ、ＮＭＤＡ拮抗薬、一酸化窒素合成

酵素阻害薬、カルシウム拮抗薬、フリー

ラジカルスカベンジャー等の薬物や低

体温による脳保護効果を薬物による脳

虚血モデル（Shibuta’s model）および

無酸素無グルコースモデルを用いるこ

とにより脳神経細胞そのものへの影響

を解明し、その作用機序をカルシウムイ

オン依存性の Pyk-2 や MEK-ERK 1/2 のリ

ン酸エステル化、カルシウムイオン依存

性の JNK-cJun や p38 経路のリン酸エス

テル化、アポトーシスのレギュレーター

(Akt, GSK, Bad, Forkhead protein, p90 

RSK)を通じ様々なマイトジェン活性化

プロテインキナーゼ(Pyk-2, ERK, MKK-6, 

JNK)や抗アポトーシス蛋白、またこれら

のキナーゼにより制御される下流の転

写因子のリン酸化への影響から解明を

目的とした。また、従来、虚血モデルや

それに対する薬物、低体温療法の脳保護

作用に関しては生化学的検査や形態学

的検査といった量的な判断に重きが置

かれていたのに対し、今回は生存脳神経

細胞の機能評価法として細胞内カルシ

ウムイオン動態の測定をカルシウム蛍

光プローブを用いることにより細胞外

液よりのカルシウムイオン流入、細胞外

刺激によるＧタンパク活性化に基づく

遊離 IP3による小胞体からのカルシウム

放出、微量のカルシウムによる小胞体か

らのカルシウム放出を測定する事によ

って判定すると共にホールセル・パッチ

クランプ法を用いて活動電位を記録し

質的な面から、麻酔薬を始めとする薬物

や低温療法の脳保護作用を明らかにす

る事も目的とした。 

 

３． 研究の方法 

培養神経細胞を用いた形態学的研究。妊

娠１６日目のラットより胎児大脳皮質

並びに海馬細胞を取り出し、トリプシン

を用い酵素処理を行いパスツールピペ

ットにて細胞を分離する。分離された細

胞は 1×106の濃度にて 8%の fetal calf

血清、4%ウマ血清を含むダルベッコモデ

ィファイイーグル培養液に浮遊させ予

め poly-L-lysineでコーティングされた

格子付培養皿に注入する。感染予防のた

め、ストレプトマイシン及びペニシリン

を培養開始直後より３日目まで培養液

に加える。また培養開始３から５日目に

5-FU を加えグリア細胞の増殖を抑える。

これにより純度 95%程度の脳神経細胞培

養モデルが作成することが可能となる。

その後 14 日目までインキュベーター内

に培養細胞を留置する。培養細胞は薬物

または無酸素無グルコースによる脳虚

血モデル暴露直前に位相差顕微鏡にて

観察後写真撮影を行い 500 から 1000 迄

の神経細胞をカウントする。これまで

我々のグループでは大脳皮質神経細胞

に対して 30μMのＮＭＤＡを 24 時間暴

露し、その直後にトリパンブルー染色を

行い同一部位の神経細胞を写真撮影し

形態学的に神経細胞の生死を判定した

ところ 89%もの神経細胞がネクローシス

を起こす事が確認されている。それに対

してＮＭＤＡ暴露直前に静脈麻酔薬を

培養神経細胞に投与した場合、チオペン

タールナトリウム（400μM）で 55%、プ

ロポフォール（300μM）で 3%、ケタミン

（50μM）で 50%、それぞれ細胞生存率が

上昇した。このうち、プロポフォールで

は有為な細胞生存率の上昇は認められ

なかったがチオペンタールナトリウム

とケタミンにおいては低濃度では脳神

経細胞保護作用が認められなかったも

のの上記濃度にて我々のモデルに於い

て脳神経保護作用を示したと判定され

た。今回は神経保護作用が認められた静

脈麻酔薬及び一酸化窒素合成酵素阻害

薬投与と同時にマイトジェン活性化プ



ロテインキナーゼ及びその関連シグナ

ルの阻害薬である SP600125(JNK阻害薬)、

U0126(MEK1/2 阻害薬)、LY294002(PDK-1

阻害薬)、U73122(フォスフォリパーゼ C

阻害薬)、カルモジュリン阻害薬、キセ

トスポンジン C（IP3 受容体拮抗薬）を

投与し、細胞生存率に対する影響を形態

学的に判定することにより静脈麻酔薬

及び一酸化窒素合成酵素阻害薬の神経

保護作用においてマイトジェン活性化

プロテインキナーゼ及びその関連シグ

ナルがどのように関与しているかを明

らかにし、その神経保護作用のメカニズ

ムの解明を目指した。 

 
４． 研究成果 

フリーラジカルスカベンジャー、3-メチ
ル-1-フェニル-2-ピラゾリン-5-ワンの
神経細胞に対する保護作用に関し、長期
間暴露された低酸素に対する神経保護
作用に関して、温度の差異による影響を
調べた。設定温度は軽度低温（32 度）、
常温（37 度）、高温（39 度）とした。妊
娠１６日目のウイスターラット胎児大
脳皮質神経細胞を１４日間培養し実験
に使用した。各培養神経細胞皿に対し 3-
メチル-1-フェニル-2-ピラゾリン-5-ワ
ンを 50 nM to 50 μM の濃度にて投与し、
無酸素インキュベーター内に２４時間
留置した後に細胞生存率を形態学的方
法により判定した。常温下、低酸素暴露
群のコントロール群における細胞生存
率は 14.7±1.8%であった。比較的低濃度
（500 nM 以下）の 3-メチル-1-フェニル
-2-ピラゾリン-5-ワン投与下において
は細胞生存率の上昇はみられなかった。
一方で、5、50 μM の各濃度ではそれぞ
れ 26.7±4.7%, 40.5%±4.7%と有為な細
胞生存率の上昇が確認された。高温下低
酸素暴露群では、対照群の細胞生存率は
9.1±2.2%で常温群に比べ生存率が有為
に低かった。比較的低濃度（500 nM 以下）
の 3-メチル-1-フェニル-2-ピラゾリン
-5-ワン投与下においては細胞生存率の
上昇はみられず、一方、5、50 μM の各
濃 度 で は そ れ ぞ れ 24.5±3.3%, 
39.5%±3.5%と有為に細胞生存率が常温
下低酸素暴露群と有為差が消失するま
で上昇することが確認された。一方で低
温下低酸素暴露群では、対照群の細胞生
存率が 63.0±5.2%と、高温及び常温群に
比べ有為に高く、3-メチル-1-フェニル
-2-ピラゾリン-5-ワンを投与しても細
胞生存率に有意な影響はみられなかっ
た。以上の結果より低酸素暴露に対して
は低温による神経保護作用が 3-メチル

-1-フェニル-2-ピラゾリン-5-ワン投与
の神経保護効果を上回った。一方で、常
温及び高温下では 3-メチル-1-フェニル
-2-ピラゾリン-5-ワン投与により細胞
生存率は有為に上昇したことにより、神
経保護作用が明らかになったと考えら
れる。また、常温下で静脈麻酔薬チオペ
ンタールナトリウム(400 ・M)を投与し
た場合の細胞生存率は 65%であった。こ
れに in vivo で神経保護作用が認められ
ている MEK1/2 選択的阻害薬 U0126 を付
加したところ 50 nM で細胞生存率は 68%
と有意ではないが、若干の上昇が見られ
た。一方でU0126のアナログであるU0124
を付加した場合の細胞生存率は 62%で有
為差は見られなかった。従って現時点で
はチオペンタールナトリウムの神経保
護作用に関して MEK1, MEK2 が関与し、
ERK1/2 の活性化の下流にある酵素が影
響を及ぼしている可能性は否定できな
い。 
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