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研究成果の概要（和文）：脳動脈閉塞に対する再開通療法は最も重要な脳梗塞治療であるが、再開通療法後に発
生する活性酸素種は脳虚血再灌流障害を起こし、脳梗塞を悪化させる。脳虚血灌流障害を防ぐ治療法の開発とし
て、ナノ粒子化活性酸素消去剤(TEMPO-RNP)を、マウス一過性脳虚血モデルに頸動脈投与し、脳神経血管保護効
果を検証した。その結果、TEMPO-RNPは脳梗塞を縮小させ、血液脳関門障害を軽減させた。その機序は、脳動脈
に投与されたTEMPO-RNPが脳虚血部の血液脳関門を通過し、脳血管に加え中枢神経細胞の保護であった。
TEMPO-RNPは、脳虚血再灌流障害を抑制する新たな神経血管ユニット保護治療になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Acute recanalization therapy is an important treatment for cerebral artery 
occlusion, but cerebral ischemia-reperfusion injury could cause a deterioration of cerebral 
infarction. We investigated neuro-endothelial unit protection effect of TEMPO-RNP (nitroxide 
radical-containing nanoparticles) for cerebral reperfusion injury in mice. Transient MCAO model mice
 received RNP or PBS through the common carotid artery. We revealed that intra-arterial TEMPO-RNP 
treatment decreased cerebral infarct size, protected neuronal cells and the BBB from reperfusion 
injury. RNP was detected on the endothelial cells and around the neuronal cells in the ischemic 
area. These results suggested that RNP could permeate the BBB at the first pass, remain in the 
ischemic area, and show ROS scavenging and neuro-endothelial unit protection effectively when 
injected intra-arterially.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
研究開始時の 2014 年当初、脳梗塞急性期
における再開通療法は、t-PA 静注療法が主体
であり、血栓回収療法などの血管内手術によ
る急性期再開通治療は新規デバイスの開発
により成績の向上が期待されていたが、有効
性は明確ではなかった。しかし、その後、MR 
CLEAN (Berkhemer OA et. al., MR CLEAN 
Investigators. N Engl J Med. 2015)を始め
とする 5つのランダム化比較試験により、有
効性が明らかにされた。 
現在、血栓回収療法などの急性期再開通療
法の急速な普及により、発症 3 か月後の
mRS0-2 の予後良好例が増えているが、再開通
後に発生する活性酸素種は、脳虚血再灌流障
害により脳梗塞の拡大や頭蓋内出血合併症
を起こして予後を悪化させ得ることが課題
である。発症 3 か月後の mRS3 以上の予後不
良例は依然として 54%を占め、頭蓋内出血合
併症や脳梗塞拡大による死亡は 15.3%に認め
ら れ て い る (Goyal M, et al.; HERMES 
collaborators. Lancet. 2016)。そのため、
血栓回収による再開通療法後の脳虚血再灌
流障害を防ぐ薬剤の開発は、急性期再開通療
法の治療成績向上のために必須である。しか
し、現在使用できる脳保護薬は国内で認可さ
れているエダラボンの静脈投与のみであり、
また、t-PA と血栓回収療法の Therapeutic 
time window の短さ、再灌流障害による脳梗
塞の拡大、脳浮腫、頭蓋内出血合併症が問題
である。 
血栓回収療法の登場により、現在、脳主幹
動脈閉塞症の再開通後に頚動脈や頭蓋内脳
動脈に留置したカテーテルより直接薬剤を
脳動脈内に投与することが容易となった。こ
れにより、再開通後に直接脳動脈へ投与する
新たな脳保護薬の開発が期待できる。そこで、
本研究では、我々が開発したナノ粒子化活性
酸素消去剤であるニトロキシドラジカル含
有 ナ ノ 粒 子 (TEMPO-Radical containing 
Nanoparticles: TEMPO-RNP)を、再開通直後
に頚動脈投与することにより、効果的に各種
活性酸素種の発生を抑制し、血液脳関門と中
枢神経細胞を保護し、虚血再灌流障害による
出血性合併症や脳梗塞塞拡大を抑制できる
と考え、本研究計画を立案した。 
TEMPO-RNP（図１）の特徴は以下のとおりで
ある。（引用文献①、②、③） 
① 粒径40-60nmのミセル構造：脳虚血により
血液脳関門が破綻した血管壁では、粒径
の小さいTEMPO-RNPは血管外腔へ移行す
ることができる。 

② 高い血中滞留性と半減期の延長： 
TEMPO-RNPの半減期はTEMPO比べて60倍延
長し、生体内では投与後6時間以上検出で
きる。 
③ pH応答性による酸性環境下での
TEMPO-RNPの崩壊：生体内では脳梗塞の酸
性環境下（pH7.2以下）においてRNPが崩
壊し、TEMPOによるフリーラジカル消去作
用が効果的に行われる。                                 
④電子スピン共鳴法(Electron paramagnetic 
resonance:EPR)による検出：脳梗塞へ集積
した TEMPO のフリーラジカル消去作用を
EPR で検出、評価することができる。 

    図１ 
 
２．研究の目的 
これまで我々は、TEMPO-RNP が、脳虚血再
灌流障害による脳梗塞の拡大を抑制する脳
保護効果を示すことを報告した(Marushima 
et al. Neurosurgery, 2011、引用文献①）。
その後、TEMPO-RNP は脳梗塞巣の血管内皮に
集積して、血管内皮保護効果をもつ可能性を
突き止めた。そこで本研究では、rt-PA や血
栓回収療法による再開通療法の副作用であ
る脳虚血再灌流障害を、脳虚血再灌流直後に
頚動脈カテーテルよりTEMPO-RNPを直接動脈
投与する動物モデルにより、TEMPO-RNP が脳
主幹動脈閉塞症において脳梗塞を抑制する
効果を検証し、新たな神経血管ユニット保護
療法を開発するとともに、TEMPO-RNP が血液
脳関門と中枢神経細胞を保護するメカニズ
ムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
【ニトロキシドラジカル含有ナノ粒子：
TEMPO-RNP の作製】 
TEMPO-RNP は，内部にニトロキシドラジカ
ル(Amino-TEMPO)を有するコア-シェルタイ
プのミセルである 2,3。その構造は，親水性の
ポリエチレングリコールと，4-amino-TEMPO
を側鎖に有する疎水性のポリスチレンを結
合させた両親媒性ブロック共重合体である。 



得られたブロック共重合体は，水溶液中で自
己組織化させることでコア-シェルタイプの
ミセル粒子を形成する。 TEMPO-RNP の平均粒
径は，光散乱光度計を用いて測定する。作製
は研究協力者と共に行った。 
 
【一過性脳虚血モデルの作製】 
 マウス一過性脳虚血モデルの作製及び以
下の組織解析法は、これまで研究代表者が行
っ た 方 法 で 行 っ た (Marushima et al. 
Neurosurgery, 2011）。 
麻酔：ケタラール 70mg/kg とセラクタール
16mg/kg の腹腔内注射にて麻酔した。 
マウス一過性脳虚血モデル：前頚部正中切開
をおき、総頚・内頚・外頚動脈を露出させた。総
頚動脈近位部と外頚動脈を結紮し、、総頚動脈
に小切開を入れた。そこから先端をシリコン加工
したナイロン塞栓糸を入れて内頚動脈遠位部へ
導入し、中大脳動脈を閉塞させた。1 時間後に
塞栓糸を引き抜いて再潅流した。再灌流 20 分
後に薬剤を経静脈投与した。術中、体温コントロ
ーラーによりマウスの体温を 37℃に保った。 
安楽死と摘出脳の処理：虚血再灌流 24 時間後
に、ケタラールの過量投与と断頭により安楽死さ
せ、開頭して取り出した脳を冷却したイソペンタ
ンに入れて急速凍結させた後に、-80℃で保存
した。 
 
実験１.TEMPO-RNP の最適な投与濃度の検証 
マウス一過性脳虚血モデルにおいて、再灌
流 20 分後に TEMPO-RNP を頚動脈投与した。
TEMPO-RNP の濃度は、90, 27, 9, 0.9 mg/kg-BW
とした。24 時間後に神経症状を評価し、安楽
死後に脳梗塞の体積を比較した。 
 
実験２.脳梗塞抑制効果の検証 
マウス一過性脳虚血モデルにおいて、実験
1 で 有 効 で あ っ た 濃 度 (9mg/kg-BW) の
TEMPO-RNP、または PBS を頚動脈投与した。
投与 24 時間後に断頭して、神経症状と脳梗
塞体積を評価した。 
 
実験３.血液脳関門保護効果の検証 
マウス一過性脳虚血モデルにおいて、実験
1 で 有 効 で あ っ た 濃 度 (9mg/kg-BW) の
TEMPO-RNP、または PBS を頚動脈投与した。
薬剤投与 30 分後に 2% Evans blue を 4ml/kg
腹腔内投与した。投与24時間後に断頭して、
Evans blue の漏出量を定量評価することで、
血液脳関門保護効果を検証した。 
 
実験４. 脳神経血管保護効果の検証 

 実験 2の動物実験で得られた脳組織を用い
て、TEMPO-RNP の神経血管保護効果を、以下
の評価方法により検証した。 
1．神経細胞のスーパーオキシドアニオンの
評価 (Dyhidroethidium) 
2．DNA の酸化ストレス評価 (8OHdG) 
3．神経細胞のアポトーシスの評価 (TUNEL) 
4．血液脳関門の評価 (Occludin) 
 
実験５.フリーラジカル消去能の評価 
 実験 2の動物実験で得られた脳組織を用い
て、ヒドロキシラジカル(・OH)、アルコキシ
ラジカル(RO・ )、ペルオキシラジカル(ROO・) 
、スーパーオキシド(O2

・-)の消去能を電子ス
ピン共鳴法(EPR)により評価した。スピント
ラップ剤は CYPMPOを用い、その他の条件
は以下の表のとおりである。 
 
実験６. ローダミン標識TEMPO-RNPを用いた
脳梗塞病巣におけるTEMPO-RNPの集積の評価 
  一過性脳虚血モデルにローダミン標識
TEMPO-RNP を頚動脈投与した。再灌流 3 時間
後に断頭し、TEMPO-RNP が血管壁と血管外腔
の中枢神経細胞にどのように集積、局在して
いるかを、蛍光抗体法により評価した。 

 
４．研究成果 
実験１ 
マウス一過性脳虚血モデルに対し、90, 27, 
9, 0.9 mg/kg-BW の異なる濃度の TEMPO-RNP
を頸動脈投与したところ、9mg/kg-BW の濃度
の TEMPO-RNP が最も神経症状が改善し、脳梗
塞を抑制した。その為、9mg/kg-BW の濃度の
TEMPO-RNP を用いることとした 

 



実験２ 
 TEMPO-RNP の脳梗塞抑制効果の検証では、
TEMPO-RNP は PBS に比べて有意に神経症状を
改善し、脳梗塞体積を抑制した。(Fig.1 
C,D,E) 
 
実験３ 
TEMPO-RNP の血液脳関門保護効果の検証では、
TEMPO-RNP は PBS に比べて有意に Evans blue
の漏出量が少なく、一過性脳虚血による決英
気脳関門障害を抑制した。(Fig.1 A,B) 

 
実験４ 
TEMPO-RNP の脳神経血管保護効果に関する検
証では、TEPMPO-RNP は PBS に比べて以下の効
果を示した。、 
 
実験４-１．神経細胞のスーパーオキシドア
ニオンの発現を抑制した。(Fig.3 A,B) 
(Dyhidroethidium) 
 
実験４-２．DNA の酸化ストレス損傷を抑制し
た。(Fig.3 C,D)(8OHdG) 

 
 
実験４-３．神経細胞のアポトーシスを抑制
した。(Fig.4 A,B,C,D)(TUNEL) 
 

 
実験４-４．血管内皮膚障害、及び血液脳関
門を構成している Occludin の障害を抑制し
た。(Fig.5 A,B) (Occludin) 

 
実験５ 
フリーラジカル消去能の評価では、
TEMPO-RNP を投与した脳は PBS に比べて有意
にヒドロキシラジカル(・OH)、ペルオキシラ
ジカル(ROO・)、スーパーオキシド(O2

・-)のフ
リーラジカル消去活性を示した。(Fig. 6) 

 
実験６ 
ローダミン標識TEMPO-RNPを用いた脳梗塞病
巣における TEMPO-RNP の集積の評価では、ロ
ーダミンの蛍光は脳動脈壁に認めた。微量な
ローダミンの検出はAnti-Rhodamin抗体を用
いて検出したところ、TEMPO-RNP は血管壁の



みならず、血管外腔の神経細胞などの中枢神
経細胞の周囲にも認められた。TEMPO-RNP は
一過性脳虚血により開いた、または破綻した
血液脳関門を通過し、血管外腔にも修正記す
ることが明らかとなった。(Fig.2) 

以上より、マウス一過性脳虚血モデルに対
して、TEMPO-RNP の頚動脈投与は、PBS に比
べて有意に神経症状の軽減、脳梗塞の抑制、
血液脳関門障害の抑制効果があることが明
らかとなった。そのメカニズムは、TEMPO-RNP
が、神経細胞のフリーラジカル産生を抑制す
ること、DNA の酸化損傷創外を抑制すること、
神経細胞のアポトーシスを抑制すること、血
管内皮、及び血液脳関門の Occludin の障害
を抑制していることであることを明らかと
した。また、TEMPO-RNP は頸動脈投与後に、
脳梗塞中心部と周辺部において脳動脈壁の
みならず、脳虚血により開いた血液脳関門を
越えて、血管外腔にも集積し、神経細胞など
の中枢神経細胞の周囲にも認められること
が明らかとなった。粒径 40nm の非常に小さ
なナノ粒子である TEMPO-RNP（ミセル）は、
脳虚血部の血液脳関門を通過して、脳血管と
中枢神経細胞からなる脳神経血管ユニット
保護効果を発揮したと考えられた。 
これらの成果は、当研究開始後にランダム
化比較試験で有効性が明らかとなった脳主
幹動脈閉塞症に対する急性期再開通療法に
おいて、脳虚血再灌流障害を軽減し、脳梗塞
を縮小させる新たな治療法として臨床応用
可能な技術である。また、粒径 40nm の世界
最小レベルのナノ粒子（ミセル）が脳虚血領
域において血液脳関門を通過して、血管外腔
の中枢神経細胞周囲にも認められたことは、
TEMPO-RNP が脳梗塞病巣に特異的に効果を発
揮し得る薬剤であることを示唆した。 
今後は、TEMPO-RNP と既存薬エダラボンと
の比較試験、TEMPO-RNP が血液脳関門を越え
て、中枢神経細胞の細胞質内や核内への移行、
また、どのようにフリーラジカルの消去して

いるのか詳細な解析を加える予定である。 
 
これらの成果は、2017 年 5 月 27 日
に”Stroke”誌に受理された。（引用文献④） 
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