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研究成果の概要（和文）：頭部外傷では受傷後に発生する活性酸素種、酸化ストレスにより神経傷害増悪することが知
られている。本研究ではPACAP38が頭部外傷後の酸化ストレスを制御し神経保護を有するかについて検討をおこなった
。結果、PACAP38は頭部外傷後3時間・24時間後において、頭部外傷前と比較して、抗酸化指標(BAP)/酸化ストレス指標
ROMｓのバランスを有意改善した。また、PACAP38投与群では受傷24時間後の、神経細胞死・酸化ストレスの有意な減少
を認めた。さらに、これらの機序として、PACAP38は受傷3時間後の大脳皮質において有意に抗酸化酵素を増加させ、抗
酸化力を高め神経保護をおこなっていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The production of reactive oxygen species (ROS) and the resulting oxidative 
stress in mice in response to a controlled cortical impact (CCI) are typical exacerbating factors 
associated with traumatic brain injury (TBI).The aim of the present study was to determine whether 
PACAP38 exerts neuroprotective effects by regulating oxidative stress in mice with TBI. PACAP38 was 
administered intravenously immediately following CCI, and immunostaining for the oxidative stress 
indicator nitrotyrosine, and for neuronal death were measured 24 hours later. Western blot experiments to 
determine antioxidant activity in the neocortical region were also performed three hours post-CCI. . 
PACAP38 suppressed the extent of TBI and NT-positive regions 24 hours after CCI, and increased 
antioxidant enzymes in both hemispheres. Taken together, these results suggest that increasing 
antioxidant might activity isbe involving in one of the neuroprotective effect of PACAP38 in mice 
subjected to a CCI.
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１．研究開始当初の背景 
 
重症頭部外傷は未だに救命が困難な疾患の
一つである。その病態には受傷直後におこる
一次性脳損傷とその後に生じる二次性脳損
傷が知られている。この二次性脳損傷の抑制
が患者の予後決定に非常に重要であり，活性
酸素種や酸化ストレスの関与が示唆されて
いる。しかし、未だにこの二次性脳損傷を抑
制する有効な治療法は確立されていない。
我々は前回の研究成果として活性酸素種は
頭部外傷受傷 3時間後から出現し、酸化スト
レス・神経細胞死は 6時間後から出現し、活
性酸素種出現と酸化ストレス・神経細胞死に
は時間的解離があることを報告した。また、
この時間解離の結果から受傷 3時間後のエダ
ラボン投与（抗酸化剤）が最も有効であるこ
と を 報 告 し た 。 Pituitary adenylate 
cyclase-activating polypeptide (PACAP)は
羊から分離されたペプチドで、過去の報告か
ら、脳梗塞・頭部外傷・脊髄損傷などにおい
て神経細胞死を抑制することが報告されて
いる。また、近年 PACA38が酸化ストレスを
抑制すること、体内の抗酸化能の指標である
Biological antioxidative potential (BAP)が
報告されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、PACAP38 がマウス頭部外
傷モデルにおいて酸化ストレスを制御する
ことで神経保護作用を認めるかについて検
討をおこなった。 
 
３．研究の方法 
 
頭部外傷の作成 
C57/BL6J マウス（10-12 週）に全身麻酔をお
こない、ブレグマから右に 3mm、後方に 2mm
の位置に慎重に開頭をおこなった。インパク
ターを用いて脳挫傷し、人工セメントの頭蓋
骨で閉頭した。(Figure1d) 
 
頭部外傷後の体内の抗酸化能{Biological 
antioxidative potential (BAP)}の測定 
頭部外傷後の体内の酸化ストレス指標とし
てReactive oxidative metabolites (ROMs)、
抗酸化指標として BAP を用い、受傷後の酸化
ストレスと抗酸化能の変化を観察した。頭部
外傷前、3時間後、24 時間後に採血をおこな
ROMs, BAP の経時的変化を観察した。またバ
ランスをみる目的にBAP/ROMsの比を求めた。 
(Figure1a) 
 
PACAP38/生理食塩水投与 
PACAP38は頭部外傷直後に5nmol/kgのボーラ
ス投与と、浸透圧ポンプを用いた持続投与
(16pmlo/μl/h)をおこなった。生理食塩水投
与群(コントロール群）では PACAP38 投与群
と同量の生理食塩水投与をおこなった。 
 

頭部外傷 24 時間後の神経細胞死・酸化スト
レスの測定 
マウスに頭部外傷作成後に 2群：PACP38 投与
群, 生理食塩水投与群（コントロール群）に
ランダムに割り付けをおこなった。上記の方
法でPACAP38もしくは生理食塩水の投与をお
こない受傷から24時間後に動物を犠牲にし、
脳を摘出した。摘出した組織を用いて 50μm
毎に標本を作製し、神経細胞死を Fluoro 
JadeB 染色、Nitrotyrosine( O2

-と一酸化窒素
の代謝産物)の免疫染色をおこなった。FJB 陽
性、NT 陽性面積を積分しその体積を 2群で比
較検討した(Figure1b)。 
 
脳組織の抗酸化酵素活性の測定(Western 
Blot Analysis)  
前年度の研究結果から、活性酸素種は頭部外
傷 3時間後から出現した。このため、PACAP38
投与群と生理食塩水投与群（コントロール
群）の 2群を新たに作成した。受傷 3時間後
に動物を犠牲にし、脳を摘出し、損傷側・非
損傷側の大脳皮質を別々にサンプルした
（Figure1c）。これらを用いて、Western 
blotting 法で組織の抗酸化酵素（Cu/Zn-SOD, 
Mn-SOD, GpX-1, Thioredoxine-1, HO-2）を
半定量的に測定した。用いた 1 次抗体・2 次
抗体は以下の表 1,2 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
４．研究成果 
A) 頭部外傷後、ROMs は受傷前より低下し、
24 時間後に受傷前と比較して有意に上
昇していた。BAP は受傷 24時間で有意に
上昇した。BAP/ROMs(抗酸化/酸化ストレ
スの比)では受傷前と比較して、受傷 3
時間、24 時間後で有意に上昇を認めた。



(Figure2) 
 
 
 
 

 
 

 
 
B) PACAP38 投与群では生理食塩水投与群
(コントロール群)と比較して有意に神
経細胞死(FJB 染色陽性)の減少を認めた。
上記からPACAP38による神経細胞死の抑
制が考えられた。(Figure3) 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
C) PACAP38 投与群では生理食塩水投与群
(コントロール群)と比較して、受傷 24
時間後の NT 陽性領域の減少を認めた。
上記から PCAP による酸化ストレスの制
御が考えられた。(Figure4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

D) PACAP38 投与群では生理食塩水投与群
(コントロール群)と比較して、大脳皮質
の抗酸化酵素(SOD-2 and GPx-1 )の発現
を有意に増加させた。(Figure5) 
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