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研究成果の概要：脳虚血後の血管反応性の変化に焦点を当て活性酸素種の関与を明らかにし，

エダラボンの修飾作用について検討した。一過性脳虚血再潅流後の血管拡張は虚血早期より約

1 時間後まで継続し，内皮依存性弛緩反応は減弱することがわかった。血管拡張の機序として

活性酸素種が関与しているかどうかは明らかでなかった。内皮依存性弛緩反応減弱の機序につ

いては superoxide や過酸化水素の関与が考えられた。また，エダラボンは一過性脳虚血後の内

皮依存性弛緩反応減弱に効果を示さなかった。 
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１．研究開始当初の背景 

脳の虚血再潅流では，superoxide などの活性

酸素種が生成される。動物実験では，

superoxide は再潅流後早期に生成が始まり，

およそ 2時間持続すると報告されている。再

潅流時の superoxide 生成は脳血管反応性に

も影響を与える。Nelson らは，再潅流早期か

ら脳血管の拡張がおこり，約 2時間継続する

ことを報告している。この血管拡張は

superoxide の生成時間と一致し，同時に存在

する血液脳関門の透過性亢進と相まって，ア

ルブミンなどの血管外への漏出から脳浮腫

や頭蓋内圧亢進につながる可能性を示して
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いる。一方で再潅流後に血管内皮依存性弛緩

反応は減弱するという報告がある。10 分間の

脳虚血再潅流では，アセチルコリンによる血

管拡張反応は抑制される。また，別の報告で

は 15 分間の虚血再潅流後，早期にはアセチ

ルコリンによりむしろ血管収縮反応が起こ

るが，時間経過とともに拡張反応へと変化し

ていくことが示されている。アセチルコリン

への異常な反応の持続時間は superoxide の

生成時間と一致しており，ラジカル除去剤の

前処置によって収縮反応は抑制されること

から，アセチルコリンによる血管反応に活性

酸素種が関与している可能性がある。 

以上のことから，脳虚血再潅流後の血管拡張

および血管内皮機能の障害には，いずれも

superoxide などの活性酸素種の関与が示唆

される。 

一方，フリーラジカル除去剤であるエダラボ

ンは，脳梗塞急性期に作用し，脳浮腫，脳梗

塞，神経症候，遅発性神経細胞死などの虚血

性脳血管障害の発現及び進展（増悪）を抑制

することから臨床でも広く使用されている。

In vitroの研究では血管内皮障害を抑制する

作用もあり，脳虚血再潅流後の血管反応性障

害を軽減できる可能性がある。 

本研究では，脳虚血後の血管反応性の変化に

焦点を当て活性酸素種の関与を明らかにし，

フリーラジカル除去剤であるエダラボンの

修飾作用について検討する。 

 
 
２．研究の目的 

(1) 一過性脳虚血後の脳血流増加と血管反応 

性変化を経時的に検討する。さらに虚血

時間による反応性の違いを明らかにす

る。 

(2) 脳血流増加や血管反応性変化における活

性酸素種の関与を明らかにする。 

(3) エダラボンをはじめとしたフリーラジカ

ル除去剤の血管反応性変化への修飾作用

を検討し，最も効果的な除去剤は何か，

最適な投与時期はいつかを明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 

家兎をセボフルランで麻酔導入し，耳静脈よ

り静脈ルートを確保。チオペンタール投与後

気管挿管し，ベクロニウム投与後，人工呼吸

を開始する。麻酔はイソフルラン 1～1.5％

（吸入酸素濃度 50％）で維持し，動脈血二酸

化炭素分圧が 35～40mmHg となるように呼吸

設定を行う。大腿動脈より血圧測定と動脈血

採取用に，大腿静脈より輸液と薬液投与用に

カテーテルを留置する。家兎をスフィンクス

ポジションとし，頭蓋骨を固定する。頚部に

ネックターニケットを巻いておく。レギチン

を持続投与し，呼気終末陽圧換気を併用しな

がら血圧を 50mmHg 未満に調節する。次にネ

ックターニケットを 20psiで加圧し脳虚血を

作成する。加圧することで血圧が一時的に上

昇するので，レギチンの追加投与で血圧を調

整する。脳虚血状態は，頭部に装着した脳波

計で平坦脳波を観察することで確認する。決

められた時間の虚血後，ターニケットを解除

し再潅流させる。この際，血圧が低下するの

で，フェニレフリン投与で平均血圧を正常化

させる。 

イソフルラン麻酔下に家兎をスフィンクス

ポジションとし，頭蓋骨を固定する。頭部に

切開を加え頭蓋骨を露出し，頭蓋骨に穴（径

1cm）をあける。硬膜を注意深く切除し，レ

ジンを用いてカバーガラスで蓋い窓を設け

る。窓内を人工髄液で満たし，30 分間の定常

状態を保った後に血管を観察する。脳軟膜動

脈を生体顕微鏡とそれに接続したビデオカ

メラシステムを通してモニタに描出する。動

脈径の変化をビデオテープに経時的に記録

したのち，血管径変化を解析することで，血



 

 

管の反応性を検討する。 

プロトコール 

(1） 虚血再潅流後の脳血管拡張を虚血前，再

潅流後（10 分毎に 70 分まで）に検討す

る。虚血時間は 5分と 10 分とする。 

(2） 活性酸素腫除去薬である superoxide 

dismutase（ SOD： superoxide 除去薬

60U/ml），catalase（hydrogen peroxide

除去薬 40U/ml），deferoxamine（hydroxy 

radical 除 去 薬 １ ｍ M ）， ebselen

（peroxynitrite 除去薬 50μM）を虚血

15 分前に窓内に投与し，10 分間の虚血

後の脳血管拡張を虚血前，再潅流後（10

分毎に 70 分まで）に検討する。 

(3） アセチルコリン（10-6M）に対する血管反

応性を虚血前，再潅流後（30 分から 15

分毎，1 時間まで）に検討する。血管反

応性の検討は，窓内へアセチルコリンを

局所投与し血管反応を観察することで

行う。 

(4） 活性酸素腫除去薬である SOD，catalase，

deferoxamine，ebselen を虚血 15 分前も

しくは虚血再潅流直後に窓内投与し，ア

セチルコリン（10-6M）に対する血管反応

性を虚血前，再潅流後（30 分から 15 分

毎，1時間まで）に検討する。 

(5） エダラボンを虚血 15 分前もしくは再潅

流直後から 2mg/kg/h で静脈内持続投与

し，アセチルコリン（10-6M）に対する血

管反応性を虚血前，再潅流後（30 分から

15 分毎，1時間まで）に検討する 

 
 
４．研究成果 

(1） 5 分間の脳虚血で，再潅流 10 分後から虚

血前の 33±4％（平均±標準偏差）の拡

張がみられ，30 分後ピークに達し（46

±４％），1時間後まで持続した。虚血時

間を 10 分に延長しても同様の血管拡張

がみられた，再潅流 10 分後で 48±3％，

30 分後で 62±4％と，虚血時間が長いほ

ど拡張の程度が強い傾向にあった（図１，

２参照）。 

 

 

(2） 脳 虚 血 再 潅 流 後 の 血 管 拡 張 は

superoxide dismutase（SOD），catalase，

deferoxamine の虚血前投与にて抑制さ

れる傾向にあったがいずれも有意な抑

制ではなかった。 

(3） 10 分間の虚血前後でアセチルコリン

（10-6M）を窓内に投与し血管反応を検討

したところ，再潅流後 50 分程度までは

アセチルコリンによる拡張反応は乏し

かった。よって，ほぼ虚血前の血管径に

戻る再潅流後 70 分にアセチルコリンに

よる血管反応の比較を行うこととした。

虚血 70 分後にアセチルコリンによる脳

血管拡張は 15％程度抑制された（図３参

照）。 

(4） SOD および catalase の虚血前窓内投与



 

 

にて再潅流後のアセチルコリンによる

血管拡張反応の減弱は抑制された（図３

参照）。SOD あるいは catalase の単独投

与では抑制効果が乏しく，deferoxamine，

ebselen の虚血前投与では反応に変化は

なかった。 

 

(5） エダラボンの虚血前もしくは虚血再潅

流直後の静脈内持続投与は，再潅流後の

アセチルコリンによる血管拡張反応の

減弱に影響を与えなかった。 

以上のことから，一過性脳虚血再潅流後の血

管拡張は虚血早期より約 1時間後まで継続し，

内皮依存性弛緩反応は減弱することがわか

った。血管拡張の機序として活性酸素種が関

与しているかどうかは明らかでなかった。内

皮依存性弛緩反応減弱の機序については

superoxide や過酸化水素の関与が考えられ

た。また，エダラボンは一過性脳虚血後の内

皮依存性弛緩反応減弱に効果を示さなかっ

た。  
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