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研究成果の概要（和文）：本研究では、組織プラスミノーゲンアクチベータ (tPA) とマイクロバブル化したtPA
 (micro-tPA) の脳梗塞治療可能時間を4時間中大脳動脈閉塞モデルマウスを用いて評価した。その結果、
micro-tPA (2.0 mg/kg) は脳出血の誘発をすることなく、梗塞巣体積を減少させた。対照的に、tPA (10 mg/kg)
 は治療効果を示すことなく、大量の脳出血を併発させた。この結果より、micro-tPAはtPAと比べて長い治療可
能時間を持ち、新しい脳梗塞治療法になる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the therapeutic time window of ischemic stroke 
for tissue plasminogen activator (tPA) and microbubble-tPA (micro-tPA) using 4 hours middle cerebral
 artery occlusion (4h MCAO) mice. As a result, micro-tPA reduced the infarct volume without 
hemorrhagic complications in 4h MCAO mice, but tPA was not effective and these animals showed 
massive intracerebral hemorrhage. These results indicated that micro-tPA has a longer therapeutic 
time window in ischemic stroke than tPA, and micro-tPA may be useful as a new therapeutic agent for 
ischemic stroke.

研究分野： 脳神経疾患

キーワード： 脳梗塞　組織プラスミノーゲンアクチベータ　マイクロバブル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
tPAは発症から遅れて投与すると脳梗塞で脆くなった血管から出血を引き起こすため、脳梗塞発症から4.5時間以
上経過した患者には投与することができない。そのため、tPAが適応となる患者は脳梗塞患者全体の10%程度しか
おらず、このことが脳梗塞による後遺症患者の増加の要因となっている。本研究では、マイクロバブル化させた
tPAは、通常のtPA治療よりも出血リスクが少ないことが明らかになった。本研究成果を更に発展させることで、
脳梗塞治療のタイムリミットである発症から4.5時間を拡大できる可能性があることを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳梗塞を含む脳卒中は、総患者数が約 123 万人であり、寝たきりの原因疾患の第一位である 

(厚生労働省平成 25 年「国民生活基礎調査の概要」)。それにも関わらず、脳梗塞に対する治療
薬の進展は乏しく、国内では 2005 年にトロンボキサン合成阻害薬のオザグレルが登場したのが
最後であり、根本的治療薬である血栓溶解薬は tPA (tissue plasminogen activator) のみであ
る。しかし、tPA は発症から遅れて投与すると脳梗塞で脆くなった血管から出血を引き起こすた
め、脳梗塞発症から 4.5 時間以上経過した患者には投与することができない。そのため、tPA が
適応となる患者は脳梗塞患者全体の 10%程度しかおらず、このことが脳梗塞患者増加の要因とな
っている。従って、これらの現状を解決する新たな治療法の確立が必要とされている。 
これまでに tPA に代わる血栓溶解薬として、さまざまな臨床試験が国内外で行われてきた。し

かし、未だに新しい血栓溶解薬登場の目途がたっていないこと、着実に我が国では超高齢化社会
が迫っていることを考慮すると、既存治療薬の tPA をうまく活用する方法を見出すことが現状
での重要な課題ではないかと考えた。そこで、本研究では tPA の時間制限を克服するために、薬
物伝達システムに着目し、tPA を微小なバブルに封じ込み、血栓部位でのみ tPA の効果を発揮さ
せる方法で出血リスクを減らせると考えた。本研究では、バブル化した tPA 投与が脳出血誘発リ
スクを低下させ、更には tPA 治療の制限時間を延ばすことができるのか、脳梗塞モデルマウスを
用いて明らかにする。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、「マイクロバブル化した tPA が脳出血誘発リスクを低下させ、更には tPA 治療の

制限時間を延長することができるのか」を、脳梗塞モデルマウスを用いて明らかにし、tPA 治療
を発展化させるための基盤を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
3-1) 脳梗塞モデルマウス 
体重 25-35 g の 6 週齢 ddY 系雄性マウス（エスエルシー, 静岡）を使用した。イソフルラン吸

入麻酔下で、マウスの正中を切開し、左側総頸動脈、外頸動脈および内頸動脈を露出させた。左
総頚動脈を切開し、切開口からシリコンコーティングをしたナイロンを挿入し、中大脳動脈 
(MCA) を閉塞した。MCA 閉塞から 2時間後もしくは 4時間後にナイロンを引き抜き、再灌流を施
すことで脳梗塞モデルマウスを作製した。実験動物の取り扱いは福岡大学動物実験委員会 
(Experimental animal care and use committee) に準じた。 
 
3-2) 薬物投与 
 tPA は注射用水で溶解 (10 mg/kg) し、MCA 閉塞後 2時間後もしくは 4時間後の再灌流時にマ
ウスの尾静脈より投与した。また、注射用水で溶解した tPA を、超音波用マイクロバブル粉末に
よってバブル化させた溶液に混和し、機械的に加圧、撹拌させ、マイクロバブル化させた tPA  
(micro-tPA) を作製した。Micro-tPA は MCA 閉塞後 4時間後の再灌流時にマウスの尾静脈より投
与した。なお、MCA 閉塞マウスは無作為にランダム化され、ブラインドで薬物を投与された。 
 
3-3) 梗塞巣体積と脳出血量 
 MCA 閉塞後 24 時間後にマウスの脳を取り出し、その脳を 2 mm 間隔の環状切片にした。その切
片を用いて脳出血量を評価した。更に、その脳切片を 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride に
より染色し、梗塞巣体積を評価した。 
 
3-4) MMP-9、occludin 発現量 
MCA 閉塞後 24 時間後にマウスの左心室にカテーテルを挿入し、生理食塩液で灌流を行った。

その後、脳を取り出し、タンパク抽出液を用いて脳タンパクを抽出した。その抽出液をサンプル
とし、ウエスタンブロッティング法により、脳内 MMP-9 および occludin の発現量変化を評価し
た。 
 
 
４．研究成果 
4-1). 脳梗塞モデルマウスにおける tPA の治療可能時間 
  2 時間 MCA 閉塞モデルマウスにおいて、tPA は vehicle と比較して有意に梗塞巣体積を減少さ
せた (図 1A)。また、4時間 MCA 閉塞モデルマウスにおいて、tPA は vehicle と比較して梗塞巣
体積を減少させず、脳出血を誘発させた (図 1B, C)。tPA は 2時間 MCA 閉塞モデルマウスに対
しては治療効果を示し、4時間 MCA 閉塞モデルマウスに対しては治療効果を示さず、逆に脳出血
を誘発させた。つまり、本研究で用いた MCA 閉塞モデルマウスは脳梗塞発症から 4時間の時点で
tPA の治療可能時間を過ぎていることが明らかとなった。 



 

 
 
4-2) マイクロバブル化した tPA の治療効果 
 tPA の治療可能時間を過ぎた脳梗塞モデルである 4 時間 MCA 閉塞モデルマウスに対して、
micro-tPA を 2, 5, 10 mg/kg の濃度で投与した。その結果、5および 10 mg/kg は脳出血を誘発
させた (Data not shown)。しかし、2 mg/kg は脳出血を誘発させず、更に vehicle 投与群と比
較して有意に梗塞巣体積を減少させた (図 2A, B)。つまり、マイクロバブル化は tPA の有効投
与濃度を低下させることができ、それにより、tPA の治療効果を維持した状態で脳出血誘発リス
クを軽減させることができたと考えられた。なお、バブルのみの効果を排除するため、マイクロ
バブルを溶解させた溶液を 4 時間 MCA 閉塞モデルマウスに投与したが、治療効果は示さなかっ
た。 

 
 
4-3) マイクロバブル化した tPA 投与後の脳内変化 
 4 時間 MCA 閉塞後 24時間後の脳内 MMP-9 および occludin の発現量変化を評価した。MCA 閉塞
は脳内 MMP-9 の発現量を増加させ、また、occludin の発現量を低下させた。また、4時間 MCA 閉
塞モデルマウスに tPA を投与した場合、脳内 MMP-9 の発現量増加や occludin の発現量低下は更
に更新する傾向がみられた。一方で micro-tPA は脳内 MMP-9 の発現量増加を有意に抑制し、更に
occludin の発現量低下も抑制した。これらの脳出血誘発に関わる因子に対して、マイクロバブ
ル化させた tPA は影響を与えにくいことが明らかとなった。 
 
 
 本研究成果により、マイクロバブル化させた tPA は、有効濃度を低下させることができ、それ
により脳出血誘発リスクを軽減させることが可能であることが明らかとなった。また、脳出血誘
発リスクが軽減したことにより、tPA が本来治療効果を示すことができず、脳出血を引き起こす
時間帯においても、micro-tPA は有用性を示すことがわかった。マイクロバブル化は今後の脳梗
塞治療の発展において重要なツールとなる可能性が示された。 
本研究では申請書の内容通りにフィラメントによる脳梗塞誘発を行ったが、distal モデルな

ど様々な脳梗塞モデルに対しても同様の結果を得られるか、今後検討が必要である。 
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