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研究成果の概要（和文）：当研究室で用いてきたウサギ一過性脊髄虚血モデルを用いてネクロプトーシス阻害薬
(Necrostatin-1)を投与し運動機能評価・運動神経細胞の組織学的評価で保護効果を明らかにする事を目的に実
験を行った。Necrostatin-1の量は多すぎると心停止または衰弱死したが適量では副作用なく脊髄虚血後の遅発
性対麻痺の予防になると確認出来た。HE 染色で薬剤投与群において虚血後に脊髄前角での運動神経細胞の生存
数が多い事やWestern blot 法にてネクロプトーシス関連蛋白質の発現が減少した事を確認した。これより
Necrostatin-1は遅発性対麻痺のネクロプトーシスを阻害する事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：There were significant differences in physiological function between the 
control and necrostatin-1-injected groups. In the control group, most motor neurons were selectively
 lost at 7 days after reperfusion, but they were preserved in the Necrostatin-1 group. Western blot 
analysis revealed the upregulation of RIP1, RIP3 and cIAP1/2 at 8 hours in the control group, and 
the expression of RIP3 was prolonged for 2 days. In the Necrostatin-1 group, the expression of these
 proteins was not observed. The double-label fluorescent immunocytochemical study revealed the 
induction of RIP3 and cIAP1/2 in the same motor neurons. 
These data suggest that transient ischemia induces necroptosis, a potential factor in delayed motor 
neuron death, and that Necrostatin-1 may inhibit necroptosis.

研究分野：心臓血管外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄虚血による対麻痺（下半身麻痺）は大動脈手術後の重篤な合併症であり患者QOLを著しく損なうものであ
る。術直後は神経合併症なく覚醒するも時間経過と共に発症する遅発性対麻痺というものもあるが、その機序は
いまだ不明な点が多く、そのメカニズム解明は予防法、治療法確立のために重要である。本研究により
Necrostatin-1の有効性を確認できれば大動脈手術を受ける患者の遅発性対麻痺の予防、治療の一助になり術後
QOLに寄与することが出来ると考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 

胸部下行・胸腹部大動脈手術後の対麻痺は重篤な合併症であり発生頻度は 2.9%から

23%と報告されている。その機序として大動脈遮断時の虚血再灌流により脊髄神経細胞

内で大量のフリーラジカルが産生され酸化ストレスによって神経細胞が障害され急性

運動神経細胞死が起こると報告されている。一方、このような酸化ストレスによって

サイトカインが放出される結果、神経細胞のアポトーシスなどによる遅発性運動神経

細胞死が起こり梗塞領域を拡大し遅発性対麻痺を発症すると報告されている。細胞死

としてアポトーシス、オートファジー、ネクローシスの３つの形態が知られているが

TNFα刺激によりネクローシスが誘導される「プログラムされたネクローシス」が報告

され新たな細胞死の形態の一つとしてネクロプトーシスが定義された。ネクロプトー

シスの実行因子である RIPK1 に結合しネクロプトーシスを阻害する Nerostatin-

1(Nec-1)という化合物が多岐にわたる分野で研究が進められており、その有効性が実

証されてきている。 
 
２．研究の目的 

   

脊髄虚血による対麻痺（下半身麻痺）は大動脈手術後の重篤な合併症であ

り患者 QOL を著しく損なうものである。術直後は神経合併症なく覚醒する

も時間経過と共に発症する遅発性対麻痺というものもあるが、その機序は

いまだ不明な点が多く、そのメカニズム解明は予防法、治療法確立のため

に重要である。近年、Death signal によってネクローシス様の細胞死が誘

導される、ネクロプトーシスという細胞死が脳梗塞や心筋梗塞などの虚血

再灌流障害、薬剤性膵炎、炎症性腸疾患、筋萎縮性側索硬化症などの神経

変性疾患、外傷性脊髄損傷などに関与していることが明らかになってき

た。我々の研究室でもウサギ一過性脊髄虚血モデルを用いて単純虚血ではオートファ

ジー実行蛋白質である LC-3、GABARAP、Beclin-1 の発現の亢進、脊髄冷却では

Beclin-1 を阻害する Bcl-2 の発現の亢進を発見し遅発性の運動神経細胞死にオートフ

ァジーシグナルが関与し脊髄冷却によりオートファジーが抑制されることを解明し

た。今回、ウサギ一過性脊髄虚血モデルに対してネクロプトーシス阻害剤である

Nec-1 を投与し、脊髄でのネクロプトーシス関連蛋白の発現を免疫組織学的、生化学

的に測定する。本研究により Nec-1 の有効性を確認できれば大動脈手術を受ける患者

の遅発性対麻痺の予防、治療の一助になり術後 QOL に寄与することが出来ると考

えている。連蛋白の発現を免疫組織学的、生化学的に測定する。本研究により Nec-1

の有効性を確認できれば大動脈手術を受ける患者の遅発性対麻痺の予防、治療の

一助になり術後 QOL に寄与することが出来ると考えている。 
 
２． 研究の方法 
 

  動物実験では、Sakurai（NeurosciLett1999;276:123-6）、Motoyoshi

（JThorac CardiovascSurg 2001;122:351-7） らの報告に基づきモデルを作   

製する(動物種；ウサギ、系統：日本白色家兎、性別：雄、試験時体重：

2.5-3.0 kg)。ウサギの一過性脊髄虚血モデルを用いて、コントロール群、単純虚血

群、脊髄冷却群、Nec-1 投与群に分別し、各群での後肢運動機能を経時的に評価す



る。サンプル取得後、Hematoxylineosin （HE）染色を初めとした組織学的検査を開

始し、Western blot 法にて蛋白質の発現を検討する。 さらに免疫組織染色、蛍光二

重染色といった組織学的検査を追加する。本研究で使用する薬剤投与モデルにおいて

Nec-1 の投与量を 100μg/kg と設定している。しかしながら、これは作用副作用の点

から適宜変更することが必要と思われる。一方、当研究室でのウサギの一過性脊髄虚

血モデルおよび脊髄冷却モデルは確立している。実験系も当研究室でのオートファジ

ーの研究で確立されたものである。すでに我々は脊髄冷却による後肢運動機能保護効

果を確認し現在 Nec-1 投与群の予備実験を開始しており、研究の準備は整っている。 
 
４．研究成果 
 

   当研究室で用いてきたウサギ一過性脊髄虚血モデルを用いてネクロプトーシス阻害薬

(Necrostatin-1)を投与し運動機能評価・運動神経細胞の組織学的評価で保護効果を明

らかにする事を目的に実験を行った。Necrostatin-1 の量は多すぎると心停止または衰

弱死したが適量では副作用なく脊髄虚血後の遅発性対麻痺の予防になると確認出来

た。HE 染色で薬剤投与群において虚血後に脊髄前角での運動神経細胞の生存数が多い

事や Western blot 法にてネクロプトーシス関連蛋白質の発現が減少した事を確認し

た。これより Necrostatin-1 は遅発性対麻痺のネクロプトーシスを阻害する事が示唆

された。 
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