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研究成果の概要（和文）： 

ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬 CV-159 は L 型 Ca
2+チャネルの阻害作用ならびにカルモ

ジュリン阻害作用，ラジカルスカベンジ能があるとされる。その脳保護効果について，リンを観測
核とする核磁気共鳴法を用いて，エネルギー代謝の側面から検討した。CV-159の灌流液への添加
（10 nM－10 μM）による脳虚血－再灌流負荷後のエネルギー代謝の回復には変化が認められなかっ
た。しかし，CV-159腹腔内投与（120 μg/kg）により，脳虚血－再灌流負荷後のエネルギー代謝の回復
は有意に良好であった。 

研究成果の概要（英文）： 

CV-159 is a selective blocker of Ca
2+

/calmodulin and a free radical scavenger. Neuroprotective effects of 

CV-159 on energy metabolism of rat brain were investigated by phosphorous nuclear magnetic 

resonance spectroscopy. CV-159 was added to superfusate (10 nM - 10 μM, in vitro application), or was 

administered intraperitoneally (120 μg/kg) to male Wistar rats 1 hr before decapitation (in vivo 

application). The recovery level of phosphocreatine, energetic buffer of ATP in living cells, 1 h after the 

reperfusion was significantly higher in intraperitoneally CV-159-administered rats than in the control. 

But with in vitro application, no neuroprotective effect was observed when brain slices were superfused 

with ACSF containing CV-159. 
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１．研究開始当初の背景 

脳血管疾患は日本人の死因の第三位である。
昭和 40 年代をピークに減少傾向にあったが
近年は横ばいの傾向がみられ，生活習慣病の
終末像のひとつと位置づけられている。この
ようなリスクをもった人の多い高齢者では，

全身麻酔時に低酸素血症に対する耐性が低
いといわれている。高齢化社会を迎えて，今
後ますます高齢者の手術症例が増加すると
予想されており，術中・術後における低酸素
血症や脳虚血に対する予防法や治療法の開
発は極めて重要な課題である。 

機関番号：17501 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21591976 

研究課題名（和文）  エネルギー代謝とラジカルスカベンジ能からみた CV-159の脳保護作用 

 

研究課題名（英文）  Neuroprotective effects of CV-159 viewed from energy metabolism 

and radical scavenge capacity 

研究代表者 

徳丸 治（TOKUMARU OSAMU） 

大分大学・医学部・准教授 

研究者番号：40360151 

 

 



 

 

虚血による脳障害においては，①フリーラジ
カルの発生，②エネルギー基質の枯渇，およ
び③炎症反応がその病態に多大な影響を与
えるといわれている。このうち，フリーラジ
カルは虚血－再灌流に際して大量に発生し，
生体膜の脂質を過酸化し組織に障害を与え
るとされる。このフリーラジカルを捕捉する
ラジカルスカベンジャーを虚血時，特に再灌
流時に投与すれば，脳組織に対する障害を軽
減することができると考えられる。 

フリーラジカル消去剤 edaravone (3-methyl- 

1-phenyl-2-pyrazolin-5-one，ラジカット®) は
世界で初めて脳保護剤として承認された。
Edaravone は hydroxyl radical 等の有害なフリ
ーラジカルを消去して脂質の過酸化を抑制
し，脳を酸化的障害から保護する抗酸化作用
を薬理作用機序として有するとされる
（Watanabe et al., 1997）。 

CV-159 (1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-(3- 

nitrophenyl)-3,5-pyridinedicarboxylic acid) はわ
が国で開発された 1,4-ジヒドロピリジン系カ
ルシウム拮抗薬である。CV-159 は L 型 Ca

2+

チャネルの阻害作用ならびにカルモジュリ
ン阻害作用が報告されているが，CV-159 自体
にラジカルスカベンジ能があるされている
（矢島ら, 2002）。これまでに，虚血心筋障害
や肝虚血再灌流障害に対する保護作用が報
告されている（Imai et al., 1987; Watanabe et al., 

2008; Kobayashi et al., 2008）。脳虚血に対する
保護作用についても in vivo モデルで報告さ
れているが（Miyazaki et al., 1999），その作用
は L型Ca

2+チャネルの阻害作用ならびにカル
モジュリン阻害作用に因るものとされ，ラジ
カルスカベンジ能については言及されてい
ない。 

 

２．研究の目的 

脳は虚血障害に対し，非常に脆弱である。これ
は，脳組織の高エネルギーリン酸の予備能が限
られており，虚血や低酸素環境における酸化代
謝の障害により，容易にアデノシン三リン酸 

(ATP)が枯渇するからである。 

大分大学 神経生理学講座では，31
P を観測核

種とする核磁気共鳴スペクトロスコピー
（31

P-NMR）により生理的条件下のラットの脳スラ
イス中の高エネルギーリン酸（ATPやクレアチン
リン酸 phosphocreatine, PCr)を測定する実験系
が確立している。我々の実験系では 4分程度の
時間分解能で PCr を連続測定することができ，
細胞内の高エネルギーリン酸を定量するとともに
エネルギー状態を経時的に観測することができ
る。我々はこれまでに灌流液の停止による脳虚
血モデルや高カリウム溶液の灌流による脱分極
性負荷を用いて，種々の条件下でのラットの脳
スライスの虚血ストレスからの回復過程を検討し
てきた。 

本研究では，CV-159の投与により脳虚血負荷

に対する耐性が改善するか否か，31
P -NMRによ

る PCrの測定により検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）31
P-NMRによる脳エネルギー代謝の測定 

① エーテル麻酔下にラットを断頭し，大脳
を摘出した。速やかに脳スライス（400 

μm 厚）を作成し，酸素化した灌流液（10 

mM ブドウ糖加人工脳脊髄液，95% O2 + 

5% CO2で飽和）で灌流した（4 ml/min，
27.5°C，図１）。 

② 脳スライスを十分に回復させた後，NMR

分光装置（DRX-300, Bruker 社）にセッ
トし，31

P の NMR スペクトルを測定した
（図２）。スペクトルの曲線下面積から，
脳スライス中の 31

P を含む高エネルギー
リン酸化合物を定量的に測定した。 

（２）脳虚血－再灌流負荷モデルによる CV-159

による神経保護作用の検討 

脳組織の虚血－再灌流負荷のモデルとして，
灌流を停止することにより脳スライスを虚
血条件下に一定時間（64 分間）置いた後，再
び灌流を行った（128 分間）。虚血－再灌流負
荷の前後に，CV-159 投与群と対照群とで，虚
血に向かう過程および虚血からの回復過程
をエネルギー代謝の側面から比較検討した。
CV-159 の投与は以下の 2 通りの方法で行っ
た。 

① in vitro での投与 

CV-159（10 nM - 10 μM）を灌流液中に加えて，
虚血－再灌流負荷を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 脳スライスの灌流装置 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 31
P-NMR スペクトル 



 

 

② in vivo での投与 

CV-159 (120 μg/kg)を腹腔内投与し，1 時間後
に脳スライスを作成し，虚血－再灌流負荷を
行った。 

（３）神経細胞のエネルギー代謝過程とグリア
細胞の役割 

解糖系を介した脳細胞のエネルギー代謝にグリ
ア細胞が関与していることが示されている。アス
トロサイトに対する選択的毒性をもつフル
オロクエン酸 (fluorocitrate, FC)によりアスト
ロサイトを除去し（neuron-rich スライス），同
様の 31

P-NMR の実験を行うことにより，神経
細胞そのもののエネルギー代謝過程とアス
トロサイトのエネルギー代謝過程における
役割を検討することができる。これにより，
CV-159 の神経保護作用がアストロサイトに
よるピルビン酸／乳酸産生機能を介するか
否かを検討する。 

（４）電子スピン共鳴法(ESR)による CV-159 の
スーパーオキサイド除去能の測定 

灌流液に紫外線を照射して発生させたヒド
ロキシルラジカルの CV-159 によるスカベン
ジ能を，G-CYPMPO をスピントラップ剤とし
て用いた ESR により計測し，CV-159 の EC50

を推定する。 

 
４．研究成果 

（１）脳虚血－再灌流モデルを用いたCV-159に

よる神経保護作用の検討 

① in vitro での投与 

人工脳脊髄液に10 nM～10 μM のCV-159を添

加した群と対照群とで，虚血－再灌流負荷前後

の脳スライス中のPCrの回復を比較した。10 nM

～10 μM のいずれの濃度においても，CV-159

添加によってPCrの回復に変化は認められなか

った（図３）。CV-159は水に難溶性であり，灌流

用チューブや試験管に吸着し易いことから，灌

流液に加えたCV-159の濃度が想定していたより

も低かった可能性が考えられる。 

② in vivo での投与 

上記 in vitro での投与が無効であったため，投

与方法を in vivo に切り替えた。CV-159（120 

μg/kg）腹腔内投与した群（投与群）と対照群と

で，脳スライスに対する虚血－再灌流負荷前後

の脳スライス中のATPおよびPCrの回復を比較し

た。虚血負荷によりPCr，ATPともに検出できない

レベルに減少したが，再灌流により一定のレベ

ルまで回復した。灌流再開1時間後のPCrは，投

与群で虚血負荷前の67.0 ± 5.5%，対照群で50.8 

± 3.6 %に回復していた（図４，p < 0.05）。負荷後

のATPのレベルや虚血負荷中の細胞内pHには

差が認められなかった。 

（２）形態学的検討 

透過型電子顕微鏡により，CV-159添加人工脳

脊髄液（10 μM）中で灌流した脳スライスの海馬

（CA1）および大脳皮質（一次体性感覚野）の超

微細形態を観察した。神経細胞およびグリア細

胞の核，細胞小器官，細胞膜のいずれにも変化

は認められなかった（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 虚血－再灌流負荷に伴うPCrの変化： 

in vitro でのCV-159投与 

いずれの濃度でも脳保護効果は認められなかっ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 虚血－再灌流負荷に伴うPCrの変化： 

in vivo でのCV-159投与 

再灌流1時間後に脳保護効果が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ CV-159添加人工脳脊髄液で灌流したラッ

ト海馬CA1領域 



 

 

（３）今後の展望 

①in vitro での投与におけるCV-159の至適濃度

の決定に当初見込んだ以上の時間を費やしてし

まったために，FCによりアストロサイトを除去した

neuron-richスライスによる実験を完了することが

できなかった。現在，実験を継続してデータ取得

中である。 

②電子スピン共鳴法によるCV-159のラジカルス

カベンジ能の測定 

CV-159は水に難溶性であり容器に付着し易いた

め，ラジカルスカベンジ能の測定には工夫を要し

た。このため，平成23年度中に実験を完了でき

なかったが，現在引き続き，CV-159のhydroxylラ

ジカルスカベンジ能をESRにより測定中である。 

③ルシフェリン／ルシフェラーゼ法によるATPの

測定 

高エネルギーリン酸であるATPは31
P-NMRにより

定量できるが，脳組織中の含有量がPCrと比較し

て少ないため，スペクトルのS/N比が小さく，PCrと

比較して定量が困難である。そこで代替手段とし

てルシフェリン／ルシフェラーゼ法のキットによる

脳スライス中のATPの測定を導入した。健常組織

での測定を行い，妥当性を確認した。CV-159腹

腔内投与群と対照群の間に，虚血再灌流負荷

後の組織中のATPの量の差は認められなかっ

た。 
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