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脳虚血に関する実験的研究

-脳 虚 血 お よ び 血 行 再 開 時 に お け る

prostaglandin-thromboxane系 代 謝 産 物 の 関 与 に つ い て-
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緒 言

脳 血 管関 塞 に対す る外科 的血行 再建 術 は,浅

側頭 動脈-中 大 脳動 脈 吻合 術,頸 部 内頸動 脈 内

膜剥 離術 をは じめ と して種 々の 工夫 が な され,

技術 的 に はほぼ 確 立 されつ つ あ る1).これ らの方

法 は人為 的 血管 閉塞 を行 う前の 脳梗 塞 の予防や

-過 性 脳虚 血発 作 の治 療 を 目的 と して行 われ
,

安全 で有用 で あ るこ とが広 く認 め られ る よ うに

なっ た2).一 方,脳 梗 塞 に対 す る外科 的血行 再建

は発 症 後 の時期 に よ り脳腫 脹,出 血 性梗塞 な ど

の 危険 を伴 う3) 4)ため,急 性期 はこは行 わ れず慢性

期 まで待 って行 われ て きた.し か し,こ の時期

の 血行再 間 で は臨床 症状 を改善 す る効果 は乏 し

く,適 応 とな る症 例 は必 ず しも多 くない5).そ こ

で最 近 発症 後6～8時 間以 内の 起急 性期 の血行

再 開が 試み られは じめ,著 効例 の 報告6～8)がみ ら

れ だ した.し か し一 方 で は重篤 な結 果 を招 く例

が あ るため 否定 的 な見解 を もつ もの も多い9) 10).

この よ うな背景 の も とに,神 経 細胞 が蘇 生能 力

を失 う虚 血 の程 度 と虚 血の持 続 時 間 を確 かめ る

実験 的研 究 が行 わ れ るよ うに な り1)～14),さらに

虚血 に対 す る耐性 を増 した りcritical periodを

延 長 す る ための 脳保 護物 質 の検討 が行 われ て き

た15～17).他方,脳 虚 血 に よってcell damageを

生ず る機 序 の研 究か らは,脳 虚 血 その もの よ り

もむ しろ血行 再 開が 有害 なので は ないか との 見

解 が報 告 され るに至 り18) 19),血行再 開 時の病態 の

研 究 が重 要性 を ま して きた.最 近,脳 虚 血に よ

って 細 胞 膜 よ り 多価 不 飽 和 脂 肪 酸 が 遊 離 さ れ,

血 行 再 開 を行 う と こ れ らの うち の ア ラ キ ドン酸

か ら 強 力 な 生 理 活 性 を 有 す るprostaglandin

(PG)-thromboxane(TX)系 の 代 謝 物 が 生 成 さ

れ,脳 血 行 再 開 後 の 病 態 に 大 き な影 響 を及 ぼ し

て い る可 能 性 が 報 告 され る よ う に な っ た20).そ こ

で 今 回 の 実 験 で は, thromboxaneA2の 合 成 阻 害

剤 で あ るsodium(E)-3-[4-(3-pyridylmethyl)

phenyl]-2-methyl-propenoate(OKY-

158l)21～25)と, cyclooxygenaseを 阻 害 してPG-

TX系 全 体 の 産 生 を抑 制 す るindomethacin26) 27)

を用 い て,脳 虚 血 お よ び 血 行 再 開 後 の 脳 循 環 動

態 に 対 す るPG-TX系 の 関 与 を実 験 的 に 検 索 し

た,

実 験 方 法

1. 実 験 動 物 お よ び 術 前 処 置

実 験 に は 体 重7～14kgの 健 康 な雑 種 成 犬35頭

を使 用 した. ketamine hydrochloride 5～10㎎/

kg, atropine sulfate 0.01～0.02mg/kgを 筋 肉 内

投 与 し た 後,気 管 内 挿 管 を行 い, succinylcholine

 chloride 1mg/kg筋 肉 内 投 与 に て 無 動 化 し, res

pirator(ACOMA, AR300)に て 調 節 呼 吸 を行

っ た.一 側 大 腿 動 ・静 脈 を露 出 し,動 脈 内 に ポ

リエ チ レ ンチ ュ ー ブ を挿 入 した.こ れ を圧 トラ

ン ス デ ュ ー サ ー(日 本 光 電, MP-4)に 接 続 し

て 連 続 的 に 血 圧 測 定 を行 う と岡 時 に,同 動 脈 よ

り適 宜 採 血 し, Radiometer社 製PHM, MK2

に て ガ ス分 析 を行 いPaCO2が35～44mmHgに 維
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持 され るよ うに呼 吸 を調節 した.大 腿静 脈か ら

は ハ ル トマ ン液 を5ml/kg/hrの 速 度 で点滴輸 液

を行 っ た。 また適 宜 直腸 温 を灘定 し36～38℃ に

保 った,

2. 一 側 中大 脳動 脈 お よび前 大脳 動脈 共通 幹 の

同時 閉塞 に よ る脳 虚 血の作 成 お よび開頭

前 述 の術前 準備 につづ き,衣笠28)宮田29)らに よ

り開 発 されたtrapsorbital approachを 用いて手1

術 用顕 微鏡 下 に左 中大 脳動 脈起 始部(M1)お よ

び前大 脳動 脈 共通 幹(A2)を 露出 し,こ れ らを

同時 に閉塞 した.ま ず 犬 を左上側 臥 位 に固定 し,

下 顎 骨筋 突起 を前方へ ず らす ため 口腔 内に ガー

ゼ を挿 入 して大 き く開 口 させ た。 左外 眼角 よ り

〓骨 弓 に沿 っ て皮膚切 開 し,頬 骨 潟,下 顎骨 筋

突起 を切 除 した.咬 筋 を離 断 し,眼 窩 内容 を骨

膜下 に剥 離 して摘 出 した.従 来のM1の みの閉塞

の ため には 眼 窩裂 と視神 経管 の 間 に骨 窓 を作成

して いたが, A2も 閉塞 す るため に この骨窓 をさ

らに吻 側お よび 内側 に拡 火 し視神 経管 を開 放 し

た.硬 膜 を関 けM1を 剥離 したの ち,前 大脳 動脈

(A1)を 末 相 に た どった.犬 ではま視神 経交 叉 直

上 で 反 対 側A1と 合 流 して 前 大 脳 動 脈 共 通 幹

(A2)を 形 成 してお り30),こ れ を剥 離 した.

次 に局所 脳血 流 量測定 のための 開頭 を行 った.

す な わ ち,前 述 の皮切 を頭 頂 に向 け延 長 し側 頭

筋 を 切 除 し た 後,左 頭 蓋 円 蓋 部 に 広 範 な

craniectomyを 行 った.硬 膜 を注 意深 く切 開 し

て左大 脳半球 を露 出 し,生 理 食塩水 で湿 した綿

片 で 覆 って 保 護 し た, M1お よ びA2の 閉 塞 は

Scoville clipに て行 い,閉 塞後2時 間 目にclip

を外す こ とに よ り血行 を再開 させ た.

3. 薬 物投 与法

以上 の よ うに して脳虚 血 を作成 し,さ らに 血

行 を再 開 させ た35頭 を次 の4群 に分 け,以 下 の

実験 を行 っ た(Fig. 1).

1) 対照 群(A群)

8頭 に対 しては薬 物 を投 与せ ず層 黒群 とした.

2) OKY-1581虚 血前1回 投与群(B群)

9頭 に対 して血 管閉塞1時 間前 にOKY-1581

をone shotで 静脈 内に投 与 した. OKY-1581は

生理 食塩 水 に溶解 し75mg/kgを 投 与 した.

3) OKY-1581持 続投 与群(C群)

9頭 に対 し血管閉 塞 と同時 にOKY-1581を100

μg/kg/minで 静脈 内 に投与 しは じめ,血 行 再 開

1時 間後 まで投与 を続け た, OKY-1581は 維持輸

液 で あ るハ ル トマ ン液500ml中 に600mg溶 解 し,

 5ml/kg/hrの 速度 で点 滴 した.

Fig. 1 Experimental protocol demonstrating drug administrations and cerebral blood flow measure

ments

4) Indomethacin虚 血 前1回 投 与群(D群)

9頭 に 対 し血管 閉 塞1時 間 前 にindometh

acin 4mg/kgをone shotで 静脈 内 に投 与 した.
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indomethacinは150mM NaClと6 .6mM Na2

CO3の 混合 液 に溶解 し, 2mg/mlの 濃度 とした も

の を胴 いた.

4. 局所 脳 血流 量測 定 法

局 所脳 血 流量(local cerebral blood flow,

以下1-CBF)測 定 を水 素 ク リア ラ ンス法31)にて

行 っ た.水 素 電極 は,直 径300μ の 白金 電極 の先

端0.5mmに 白金 黒 を付着 させ た もの(エ ニー クメ

デ ィカルUHE-100)を1実 験 はこ3本 用 い,各 々

sigmoid gyrus, coronal gyros,お よびanterior

 sylviang yrusの 皮 質に刺 入 した.不 関電極 は銀/

塩 化銀 電極 を用 い頭皮 下 に挿 入 した. 7%水 素

ガ ス を4分 間 吸 入 させ,電 位 の 変化 をUHメ ー

ター(ユ ニー クメヂ ィ カル, PHG-201)に て増

幅 し,ペ ンレ コー ダー(ナ シ ョナ ル, VR-6541

A)で 記 録 した.ク リア ラ ンスカー ブ の分析 は水

素 ガ ス吸 入停 止 後1分 間 を除 外 した後 のtwo

 minutes initial clearance法32)に よ り行 い, 1-

CBFを 算 出 した,な お,本 実 験 で用 い た脳 虚血

モ デル では 強 い脳虚 血 を生 じ,ク リア ラン スカ

ー ブの減 衰 に長 時 間 を要 す る例 が あっ た
.こ の

ような例 では正確 な1-CBFを 算 出できないため,

 5ml/100g/min以 下 の1-CBFは5ml/100g/

minと して処 理 した,

1-CBF測 定 は脳 血管 閉塞 前,閉 塞直 後, 30分

後, 60分 後, 90分 後,閉 塞解 除 直後, 30分 後,

 60分 後, 90分 後, 120分 後 に各 々行 った.ま た,

血 管閉塞 前 に薬 物 をone shotで 投 与 した2群(B

群, D群)で は,薬 物 投与 直後 と投 与30分 後 に

も1-CBFを 測 定 した(Fig. 1).

5. 血小 板 凝集 能測 定 法

血 小板 凝集 能 測定 に は血小 板凝 集 自動検 査装

置(BIO/I)ATA, PAP-3)を 用 いた.左 内頸

静脈 を露 出 し, 3.8%ク エ ン酸 ナ トリウム1mlの

入 っ たプ ラス テ ィ ックシ リンジに21G針 をつ け

て穿 刺 し,ゆ っ くり9ml採 血 して混合 し全 量 を

10mlと した.プ ラスティ ック試 験管 を用 いて1,000

rpm, 10minの 遠 沈 でplatelet rich plasma

(PRP)を 得 た後, 3,000rpm, 15minでplatelet

 poor plasma(PPP)を 得 た.両 者 を密封 し約

1時 間室 温 にてincubationし たの ち測定 に供 し

た.

Fig. 2 Platelet aggregation curve

血小板凝集惹起物質としてADPを 用いた.

 ADP(Si2ma社)112mgを 生理 食塩 水10mlに 溶解

し2×10-2Mの 溶液 として0.5mlず つ分 注 して凍

結保 存 して お き,使 用 時解凍 したADP液0.1ml

を生 理 食塩 水14mlに 溶解 して200μMの 溶液 とし

た. PRP, PPP各 々0.45mlず つ をtest tubeに

入れ てお き,PRPに200μMのADP溶 液0.05ml

を加 え(終 濃度20μM),そ の前後 のPRPとPPP

の間の透 光度 の差 の変 化 を電子信 号 はこ変換 し増

幅 記録 し凝集 曲線 を得 た。凝 集能 は最 大凝 集率

で評 価 した(Fig. 2).

採 血 は血管 閉塞 の ための 手術操 作前,手 術 操

作 後,血 管 閉室60分 後,閉 塞 解 除60分 後 に行 っ

た.ま た虚 血前 に薬物 を投 与 した2群(B群,

 D群)で は薬 物毅 与30分 後 に も採 血 を加 えた.

6. 剖 検

全 例,血 行再 関120分 後 の1-CBF測 定 を行 っ

た後, KCl飽 穂 溶液10mlを 大腿静 脈 よ り注入 し

て屠殺 した.両 側 総頸 動脈 に ポ リエ チ レンチ ュ

ーブ を挿 入 し
,両側 外 頸静 脈 を切 断開放 した後,

 150cmの 高 さ よ り10%フ ォルマ リン2,000mlで 脳

を灌 流固定 した.全 脳 を摘 出後10%フ ォルマ リ

ンに2週 間浸漬 固定 し, 5mm間 隔 の前額 断 を加

えて脳 切 片 を作 成 し,肉 眼的 に左大脳 半球 の脳

腫 脹 の程度 を観 察 した.視 交叉 を通 る断 面 にお

け る左 右 大脳 半 球 の 最 大 幅 の 差 を4段 階(no

 swelling: 1mm未 満, slight swelling: 3mm未

満, moderate swelling: 5mm未 満, severe

 swelling; 5mm以 上)に 分 け て評 価 した(Fig.

 3).
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7. 統計 学 的検 討

統 計 学 的検討 はt-検 定 に よ り行 い, Cochran-

Cox法 に よる補正 も併用 した.多 資料 の 同時比

較 に はKruskal-Wallis検 定法 を用 い た.ま た本

論文における数値はすべて平均値±標準誤差で

示 した。

1 2

3 4

Fig. 3 Grading of macroscopic cerebral swelling 1: no swelling 2: slight swelling 3: moderate 

 swelling 4: severe swelling

Table 1 Summary of mean arterial blood pressure (mm Hg)
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実 験 結 果

1. 血圧 の変 化

実 験 中の平 均 血圧 の変 化 を各群 ご との平均 値

と してTable 1に 示 した.対 照 群(A群)で は

手術 操 作,水 素 ガス吸 入,脳 血 管 閉塞,閉 塞解

除 に よ る平 均血 圧 の有 意 の変動 は 認め られ なか

った, OKY-1581虚 血 前1回 投 与 群(B群)で は

薬物 投 与 直後 に有 意 に平均 血圧 が低下 した(p<

0.001).し か し血圧 の低 下 は全例-過 性 で, Fig.

 4に 示 す1例 の よ うに数分 間の うちに速や か に

回復 を示 し,薬 物投 与30分 後に は投 与前 の値 に

復 した.ま た,以 後 の脳 虚 血操 作 に よって も変

動 は見 られ なか った. OKY-1581持 続投与 群(D

群)で は対照群 と同様に実験中平均血圧は変動

しなかった,

Fig. 4 Typical blood pressure change in the 
dog administered OKY-1581 75mg/kg i.

 v.

Table 2 Summary of 1-CBF (ml/100g/min) data in group A (control)

2. 1-CBFの 変 化

35例 す べ て の1-CBF値 を 各 群 ご と にTable

 2～5に 示 した.電 極No.はsigmoid gyrusに
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刺 入 した ものをNo. 1と し 以下coronal gyrus,

 anterior sylvian gyrusの もの を それ ぞ れNo.

 2, No. 3と した.各 群 につ い て各 々 の電極 の

位 置 ご との1-CBFを 比較 した ところ,ど の群に

おい て も有意 な差 を認め なか っ たため,以 下 の

分 析 は各群 の す べて の電極 の 測定値 を皮 質 血流

量 として-話 して行 った. Fig. 5に は各群 のす

べ ての電 極 におけ る1-CBFの 平均 値の変化 を示

し, Fig. 6で は血 管 閉塞 お よび薬物 投 与前 の1-

CBFを100%と した, %1-CBFの 平均 値 の変化

を示 した.

Table 3 Summary of 1-CBF (ml/100g/min) data in group B (OKY-1581 75mg/kg)

1) OKY-1581 75mg/kg one shot注 に よる

血管 閉塞前 の1-CBFの 変化

Fig. 7にOKY-1581投 与前,投 与 直後,投 与

30分 後 の個 々 の電極 の,投 与 前 を100%と した%

1-GBFの 変化 を示 した. OKY-1581投 与 直 後に

は1-CBFは 増加,不 変,減 少 と様 々 な変化 を示

したが, 30分 後 には有 意 に減少 し(p<0.002),

平均 では投与 前の85.8%と な った.

2) indomethacin 4mg/kg one shot静 注に

よ る血管 閉塞 前 の1-CBFの 変 化

indornethacinに 対す る反 応 をFig. 8に 同様

に 示 した. indomethacin投 与直 後 に はOKY-

1581投 与時 と同様 に1-CBFは 一定 の変化 を示
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さなか った、しか し, 1-CBFの 変化 の ば らつ き

はOKY-1581投 与 時 に 比 し有 意 に小 さか っ た

(p<0.05)。 またindomethacin投 与30分 後 には

有 意 の減 少 を示 し(p<0.002),平 均 で投与 前の

88.1%と な った.

Table 4 Summary of 1-CBF (ml/100g/min) data in group C (OKY-1581 100ƒÊg/kg/min)

3) 対照 群 におけ るM1, A2閉 塞お よび閉塞 解

除に よ る1-CBFの 変 化

血管 閉塞 前79.9±5.8ml/100g/minで あっ た

平均1-CBFは,閉 塞 直後25.4±3.6ml/100g/

minと 約70%減 少 し,閉 塞 中ほほ一 定 の脳虚 血

が続 いた.血 管 閉塞 を解 除 し血行 を再 開 す る と,

直 ち に1-CBFは72.4±62ml/100g/minと ほ

ぼ 閉塞前値 に復 した.そ の後再 び1-CBFは 減 少

し,血行 再 開90分 後 には49.5±3.5ml/100g/min

(約40%減 少)とpostischemic hypoperfusion

を示 した.

4) 脳 虚血 中の1-CBFに 対す る薬 物 投 与の

影響

OKY-1581虚 血 前1回 投与 群(B群)の 血 管閉

塞30扮 後 お よび90分 後, indomethacin虚 血 前1

回投 与群(D群)の 血 管閉塞 直後 はこお いて,対

照群(A群)に 比 し有意 に低 い1-CBFを 示 した
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(順 にp<0.05, p<0.02,お よ びp<0.05).

5) 血 行 再 開 後 の1-CBFに 対 す る薬 物 投 与

の 影 響

Table 5 Summary of 1-CBF (ml/100g/min) data in group D (indomethacin 4mg/kg)

M1, A2閉 塞 時 の1-CBFは,薬 物投 与群(B,

 C, D群)に お いて対 照群(A群)よ り低 下す る

傾 向 を示 した(Fig. 5, 6). OKY-1581持 続 投

与群(C群)に お い ては血行再 開直 後の1-CBF

は103.6±10.9ml/100g/minと この群の 血管 閉

塞前 値81.5±4-4ml/100g/minに 比 し明 らか な

hyperemiaを 示 し,他 の3群 と比べ て も有 意 に

高 い1-CBF値 で あ った(p<0.05)。 しか し,こ

の群 では血行 再 開 後の時間 経過 とともに1-CBF

は減 少 し続 け,血 行 再 開120憂 で は閉 塞 前値 の

55.7%に まで低 下 した。OKY-1581虚 血 前1回 投

与 群(B群)で は 血 行 再 開 直 後 のhyperemiaは

軽 微 で あ っ たが,血 行 再 開30分 後 よ りhypoper

fusionが 持 続 し た,一 方, indomethacin虚 血 前

1回 投 与 群(D群)に お い て は,血 行 再 開 直 後

の1-CBFは71.6±6.7ml/100g/minと こ の 群

の 閉 塞 前 値69.2±6.7ml/100g/minに ほ ぼ復 し,

 hyperemiaを 認 め な か っ た.さ ら に 血 行 再 開30

分 後 以 降 も有 意 な1-CBFの 低 下 を生 ぜ ず, B群

の 血 行 再 開30勢 後, 60分 後, 120分 後 お よ びC群

の血 行 再 開120分 後 の1-CBFと 比 し有 意 に 高値

で あ っ た(順 にP<0.02, p<0.002, p<0.005,

 p<0.001, p<0,002),
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3. 血小 板凝 集 能 の変化

血 小 板 凝 集 能 を測 定 で き た25頭 のdataを

Table 6に 示 した.手 術 操作 は 各群 で共通 なた

め全例 を平 均 す るとADP 20μMに 対 す る最 大凝

集率 は 手術 前60.7±3.8%で あ っ たが,手 術 後 に

は46.2±4.5%と 有 意に低 下 した(p<0.001).

手術操 作 後 の凝 集率 の値 を基 準 と した ときの 以

後 の凝 集率 の変化(△%aggregation)をFig. 9

に示 した, indomethacin投 与 に よ って凝集 率 が

有意 に低 下 したが(p<0.05), OKY-1581投 与 お

よび脳 虚 血,血 行 再 開 に よって は凝集率 に有 意

の変化 は見 られ なか っ た.

Fig. 5 Time course of the mean 1-CBF values •œ

: group A (control) •›: group B 

(OKY-1581 75mg/kg) •¡: group C 

(OKY-1581 100ƒÊg/kg/min) • : group D 

(indomethacin 4mg/kg)

Fig. 6 Time course of the mean %1-CBF val

ues •œ group A (control) •›: group B 

(OKY -1581 75mg/kg) •¡: group C 

(OKY-1581 100pg/kg/min) •  group D 

(indomethacin 4mg/kg)

4. 剖 検 所 見

Table 7に 脳腫 脹 の程度 を4段 階 に分 け て各

群 ご との頭 数 を示 した.統 計 学的 に は4群 間 の

分 布 に有意 差 は認 め られ なか っ た.な お,出 血

性 変化 を認 め た例 は なか っ た。

考 按

1. 実 験方 法につ いて

1) 脳虚 血作製 法 につ いて

人為 的にfocal cerebral ischemiaを 作製 する

方 法 として, transorbital approachに よる一側

中大脳動 脈起 始部(M1)の 閉塞 が 猿,猫,家 兎,

な どにお いて用 い られて きた33～35).この 方法 は

脳 損傷 が きわめ て少 ないす ぐれ た方法 で あ り,

慢 性実 験に も適 してい る.入 手 しやす く取 扱 い

が 容易 な犬 にお い ては,眼 窩が深 いため この方

法 は難 しい とされ ていたが36),衣笠28)により技術

的 に確 立 された。 しか し,犬 脳動 脈 にお い ては

副 血行 路が発 達 して い るため30)脳血 流量(CBF)

の 減少 は閉塞 前の50%に とどま り37),虚血脳 モデ

ル と しては軽 微 ない し中等 度の虚 血 とされ てい

る38).宮 田29)はさ らに この 方法 を発展 させ, M1
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に加 え て前大 脳動 脈 共通 幹(A2)を も同時 に閉

塞 す るこ とに よ り,さ らに高度 の虚 血 を高頻 度

に得 るこ とに成功 した.す なわ ち, M1閉 塞 のみ

では もっ とも虚 血の強 いanterior sylvian gyrus

にお い て もCBFの 減少 は約50%で あったが, A2

閉塞 を加 え ることによ り約70%のCBFの 減 少が

得 られ た と述 べ て い る.そ こで よ り確 実 なfocal

 cerebral ischemiaの モデル として,今 回 の実 験

で もこの籍 しい方法 を用 い た。

Fig. 7 Effects of OKY-1581 75mg/kg i. v. on 
CBF

Fig. 8 Effects of indomethacin 4mg/kg i. v, on 
CBF

2) 薬 物投 与 法 につ いて

脳 虚血 お よび血行 再 開時 の脳循 環動 態 に及ぼ

すprostaglandin(PG)-thromboxane(TX)系

(ア ラキ ドン酸代 謝 産物)の 関与 を検 索す る 目

的 で,今 回の実 験 で はOKY-1581とindometh

acinの2種 類 の薬 物 を用 いた.ア ラキ ドン酸か

らcycloaxygenaseを 介 して種 々のPG-TX系

の代謝 産物 が生 合成 され る過程 につ い て は多 く

の総 説39) 40～42)に詳 述 され て お り,こ の概 略 と

OKY-1581お よびindomethacinの 作 用 部 位 を

Fig, 10に 示 した. pyridine誘 導体 で あ るOKY

-1581は 特 異 的 で強 力 なTXA
2合成 酵 素 の 阻害

作用 を有 してお り21～25), TXA2過 剩 産生 に よる病

態 の 治 療 や 予 防 へ の 応 用 が 期 待 さ れ て い

る25) 43～45).今回の実 験 では この酵素 阻 害剤 が頭

蓋外 血管 と脳 血管 の いずれ に強 く作用 す るか を

調べ る 目的 で75mg/kgと い う大量1回 投 与 を-群

で行 なった.他 の-群 で は虚 血 中お よび 血行再

開 後 を通 してTXA2の 産 生 を阻害 す る ため100

μg/kg/minで 持続 投与 と した.一 方, indometh

acinは 特 異 的 なcyclooxygenase組 害 剤 で あ

り26) 27),効果 の持 続 も長 い ため46) 47)虚血前 投与 の

み を 行 な っ た.投 与 量 はFurlowお よ び

Hallenbeck48) 49)に 準 じ4mg/kgと した.
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3) 局 所を脳 血 流 測定 法 につ いて

局所 脳 血流 量(1-CBF)測 定 には水 素 ク リア

ランス法31)を用 い た.こ の方法 は組 織血 流量 を同

時 に複数部 位 で絶対 値 で求 め られ る利点 を有 し

てお り,継 時的 変化 の追 跡 も可能 であ る ことよ

り,実 験 的 脳虚 血 の検索 に ひ ろ く用 い られ てい5

0～52).水素 ガ スの 濃度,吸 入 時 間につ い ては

Pasztorら51),田 村 ら52),松 本53)な どの報 告 に基

づ き7%で4分 間 と した,水 素 ガ ス吸入 停止 後

のarterial　recirculationの 影 響 は約40秒 か ら1

分 間 で無 視 で きるとされ てお り51) 52),著者 は水素

ガ ス吸入停 止 後1分 間 を除外 した後のtwo min

utes clearance法32)に よって1-CBFを 算 出 し

た,測 定 に際 して水素 電極 を皮 質 内 に刺 入 す る

が,そ れに よる脳 組織 損傷 はご く軽徽 で, 1-CBF

測定 の上 で 問題 とな らな い ことが既 に示 されて

い る53) 54).

Table 6 Summary of maximum platelet aggregating ratio(%) data in 25 dogs

4) 血小板 凝集 能測 定 につ いて

血小板 凝 集能 測定 法 としてはBarn55)に よって

開発 され た透 光 度法 が広 く利用 され て お り,著

者 もこの方 法 を絹 いた.血 小 板 凝集 惹起 物質 と

してADP,ア ラ キ ドン酸,コ ラーゲ ン, thrombin

な どが あ るが,最 も よ く用い られて いるADP凝

集 を用 いた55～58).得られ た凝 集 曲線の 評価 法に

つ いて は諸説 が あ るが56) 59) 60),犬においては クエ

ン酸加 血10mlよ り1ml程 度のPRPし か得 られな

い ため, 1～2回 の測定 で も評価 が可 能 な最大

凝集 率57) 58)で評価 した.
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Table 7 Grading of macroscopic cerebral swell

 ing in 35 dogs

Fig. 9 Time course of the mean maximum

 platelet aggregating ratio values

 ●： group A(control) ○: group B(OKY-

1581 75mg/kg) ■ group C(OKY-1581

 100μg/kg/min) □: group D(indometh

acin 4mg/kg)

Fig. 10 Schema of transformations of ara

chidonic acid PG: prostaglandin TX: 

thromboxane _??_: inhibition

2. 実 験結 果 につ い て

脳虚 血 に よ り膜 燐脂 質 よ り多価 不飽和 脂肪 酸

が 遊離 され脳 内に蓄積 す るこ とは, Bazfin61)の ラ

ッ トの断頭 に よ る脳虚 血,吉 田 ら17),伊能 ら62)の

gerbil両 側 総頸 動 脈閉塞 による脳 虚 血モデルにお

い て報 告 されて い る,い ずれ の実験 にお いて も,

遊離 脂肪 酸 の 中で もア ラ キ ドン酸 の増 加が 著 明

で あ った とい う。さ らに者 田 ら17),伊能 ら62)の実

験 では,血 流再 開 を行 な うこ とに よ り増加 した

遊 離脂 肪酸 が漸 減 す るが,と りわ けア ラキ ドン

酸 の減 少が 急速 であ る こ とが示 されて い る.血

流 再開 後 のア ラキ ドン酸の 一部 か らは,再 供 給

され た酸 素 の 存在 下 にcyclooxygenaseの 作 用

に よ り一 群 のprostaglandin(PG)-thrombox

ane(TX)系 の代 謝 産物 が生成 され る, Gaudetら

の 一連 の実 験20) 63) 64)による と, gerbilの 両側 総 頸

動 脈閉 塞 に よるcomplete cerebral ischemiaで

は虚血 中svは 脳 内PGsは 増加 しな いが,血 流再

開に よ りPGD2, PGE2, PGF2α お よびTXA2の

代 謝産 物 であ るTXB2の 急速 な増 加 がみ られ,

これらはindomethacinの 前投 与 でほぼ完全 に抑

制 された とい う.ま た,一 側 総頸 勲脈 閉塞 に よ

るincomplete ischemiaで は,酸 素供 給 が完全

には断たれないため虚 血 中にPG生 合 成 が進むこ

とが示 されて い る.一 方,脳 卒 中の臨 床例 に お

いて も髄液 またはま血 漿 中にPGE2, PGF2α, TXB2

な どが増加す ることがCarassoら65), Wolfeら66),

大森 ら67)によ り報 告 されてい る,こ れ ら脳虚 血 お

よび 血流再 開 に伴 って増加 す るPG-TX系 代 謝

産物 の 中で も,と りわけTXA2とPGI2の 脳循 環

への影 響 は大 きい といわれてい る68).主 に血小 板

で生合 成 され るTXA2が 細 動脈 を強 く収縮 させ

るの に比 し,血 管 内皮細 胞 で生合 成 され るPGI2
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には 強 い細動 脈拡 張 作用 が あ り,両 者 のバ ラン

ス に よるvascular tonusの 調 節機 序 が注 目され

でい る69) 70).本研 究 におけ る2時 間の虚 血 後の再

開通 モ デル にお い ては,再 開通 後2時 間 にわ た

っ て著 しいl-CBFの 低 下が認 め られたが,こ の

血 流低 下 の発 現 にTXA2の 関与 す る可能性 が考

えられる.そ こで,回 の実 験では特 異 的なTXA2

合 成 酵 素 組 害 剤 で あ るOKY-158121～25)と

cyclooxygeaase阻 害 剤 で あ るindometha

cin26) 27)を用 い て,脳 虚 血 お よび血 流再 開後 の脳

循 環動 態に及 ぼすPG-TX系 の関 与 を検 索 した.

まず, OKY-1581 75mg/kg静 注 に よ り-過 性の

血 圧 下 降 を示 した が,こ の こ と は全 身血 管 の

vascular tanusの 一 時的 な低下 とす みやか な 回

復 を示 してお り, vascular tonusの 調節 にTXA2

が 関与 して い る もの の,通 常 の状 態 では何 らか

のfeed back機 構 を介 して おそ ら くPGI2の 産生

も抑制 され る こ とで恒 常 性が保 たれ た と考 え ら

れ る.ま た, OKY-1581投 与直 後のl-CBFは 部

位 に よ り増 加,不 変,減 少 とさ まざ まな変 化 を

示 したが,こ れ は脳へ の灌 流圧抵 下 に基づ く脳

血 管tonusの 変化 が 多様 で あ るこ と を示す もの

と思 われ る. OKY-1581投 与30分 後 には血圧が投

与前値 に復 したに もかかわ らず, l-CBFは 約14%

減 少 した.こ の機 序 と してPG endoperoxide

(PGG2, PGH2)か ら他 のPGs生 合 成が促 進 さ

れた39～41),ア ラ キ ドン酸か らlipoxygenaseを

介 してleukotrieneな どのeicosanoidsを 産生す

る系42)が賦 活化 され,そ れ ら全体 の効果 として

CBFが 減 少 した と も考 え られ るが,k詳細 は不明

であ る.

一 方, indomethacinの 投与 に よ って全 身血圧

に変化 を生 じるこ とな くCBFが 減少 す ることは

諸 家 の報告 に見 られ る71～74).本実 験 にお いて も,

投 与30分 後 に は血 圧 の変 動 をみ る こ とな くl-

CBFは 平均 約12%減 少 した,またindomethacin

に はhypercapneaに よ るCBF増 加(CO2

 response)を 抑制 す る作用 が あ り,こ れ は血管

壁 でのcyclooxygenase阻 害 によることを示唆 し

て い る71) 72).

M1, A2の 同時 閉塞 に よ るl-CBFの 減 少 は平

均68.2%で あ り,この方法 で約70%の1-CBFの

減少 が得 られ たとす る宮 田の報告29)とよく一 致 し

た. Gaudetら20) 64), Shohamiら75)が 示 す よ うに

focal incomplete cerebral ischemiaで は 虚 血

中 に もPG-TX生 合 成 が 進 行 し得 る が,水 実 験

で示 され た よ うに 虚 血 中 のl-CBFを 変 化 させ る

程 度 の 影 響 は 有 して い な い. M1, A2断 中 の 脳

血 流 は,薬 物 投 与 群 に お い て対 照 群(A群)よ

り もや や 低 下 す る とい う傾 向 が み ら れ た. OKY

-1581前 処 置 群(B群)の 血 管 閉 塞30分 後 お よ び

90分 後, indomethacin投 与 群(D群)の 血 管 閉

塞 直 後 に お い てA群 に 比 し有 意 に植 いl-CBF

を 示 した が, %l-CBFで はB群 の 閉 塞90分 後

の み がA群 と有 意 差 を示 して お り,脳 虚 血 中 の

l-CBFに 対 す る 薬 物 投 与 の 影 響 は 少 な い もの と

考 え られ る.

こ れ に 対 し,血 行 再 開 後 のl-CBFは 薬 物 投 与

に よ りさ ま ざ ま に 修 飾 さ れ た.こ の こ とは 間 接

的 な が ら血 行 再 関 時 のPG-TX系 の 生 合 成 の 促

進 とそ れ らに よ るCBFへ の 影 響 の 大 き さ を示 し

て い る と言 って よ い で あ ろ う. OKY-1581持 続 投

与 群(C群)に お いて 血 行 再 開 後 明 らか なhypere

miaが 認 め られ た が, D群 で はhyperemiaは 生

じな か っ た. postischemic hyperemiaの 原 因 と

して はlactoacidosisに よ るvasoparalysisが 重

要 視 さ れ て き た が76) 77),本 実 験 の 結 果 か ら は

vasoparalysisだ け で は な くvasoactive PGの 関

与 も重 要 と考 え られ る. postischemic hyperemia

の 意 義 につ い て はHossmannら78)はbrain elec

trical activityの 回 復 の 必 要 条 件 で あ る と し,

 Osburnら79)も 有 益 な もの と考 え て い る が,一 方

で はHeissら80), Mchedlishviliら81)の よ うに 脳

浮 腫 を 強 め 有 害 で あ る と考 え る立 場 もあ り,い

ま だ 確 立 さ れ て い な い82).し た が っ てTXA2の

産 生 を阻 害 しpostischemic hyperemiaを 助 長

す る こ との 意 味 づ け も慎 重 で な け れ ば な ら な い.

A群 に お い てpostischemic hypoperfusionが

認 め られ,血 行 再 関90分 後 に は 閉 塞 前 値 の約40%

のl-CBFの 減 少 が 生 じた.こ れ はNemotoら83),

 Levyら84)の 約50%のCBFの 減 少 が 生 じた とす

る 報 告 に 近 い. Furlowら48), Hallenbeckら49),

 Bouluら85)はindomethacinの 虚 血 前 投 与 に よ

りpostischemic hypoperfusionが 改 善 き れ た と

報 告 して お り,本 実 験 も こ れ ら の 結 果 を支 持 す

る も の で あ っ た.こ の こ と はpostischemic
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hypoperfusionにPG-TX系 代 謝産 物 の 関与 を

示 唆 して お 弓,と りわけTXA2の 影響 が考 え ら

れ る.田伏86)は犬の全脳 虚血8～10分 後 血行再 開

を行 ないTXAZ合 成 酵素 阻害剤 を血行再 開5分

後 よ り投 与 し, postischemic hypoperfusionの

改善 を得 た と報 告 して い る.し か し,一 方 で

Moufarrijら87)は 猫 の 一側 中大脳 動 脈 閉塞4時

間後 の血 行再 開 において, TXA2合 成酵 素 阻害剤

の 前投 与 は脳梗 塞 の大 きさ をむ しろ増大 させ た

と述 べ て い る.本 実 験の結 果 はMoufarrijら に

近 い も の で, OKY-1581はpostischemic hy

poperfusianを む しろ増 強 させ る傾 向 にあった.

 Moufarrijら はTXA2生 合 成の 阻 害 に よ りleu

kotrieneそ の他 のlipoxygenaseを 介する代謝 産

物 の生 合 成 が亢進 す るこ とが脳 組織 損傷 を促 進

す るの では ない か と考 察 してい る.し か し, in

domethacinがhypoperfusianを 改善 した本 実

験の 結果 を考 慮 に入 れ る と, PG endoperoxide

(PGG2, PGH2)自 体や それ らか ら産 生 され るそ

の他 のPGsの 作 用の総 和が よ り重要 では ないか

と推 察 され る,

さて, PG-TX系 は脳血 管径 の変化 だけで な く

血小 板機 龍 に も影響 を与 えてい る,脳 卒 中急性

期 に 血小 板 が賦 活 され形 態変 化 を生 じるこ とが

Gilroyら88), Barnhartら89), Doughertyら90)に

よ り報告 され てお り,動 物実 験 に よる脳虚 血 に

お いて も同様 の結 果が示 されて い る57) 91) 92).血小

板凝 集塊 は 単 に微小 血管 腔 を機 械 的 に閉塞 す る

の み でな く, TXA2な どの放 出に よ り血管 を収縮

啓せ るこ とに よ っで もhypoperfusionに 関無 し

て い る可 能 睦が あ る.血 小板 の賦 活化 に ともな

いin vitroで の血小 板凝 集能 は低 下す る との報

告 が 多 く57) 58) 93),金ら57)はすでに賦 活化 され た血

小板 はin vitroで の反応 性 が低 下 してい るため

と説明 して い る。本 実験 に おい て,手 術操 作 に

よ り血小 板凝 集 能が 有意 に低 下 したの も血 小板

の賦 活化 に よ る もの と理解 され る.し か し,脳

虚血 お よび 血流 再 開後 の血小板 凝 集能 の変 化 は

見 出せ なか っ た.ま た,灌 流固定 した脳 の肉眼

所見 で見 るか ぎ りでは薬 物投 与 の有無 に よ る脳

腫 脹 の程 度 に は有意 差 は認め られ なか った。 こ

の ことより, OKY-1581投 与 によるpostischemic

 hypoperfusionの 増強 は脳 浮腫 の 発生 に伴 っ て

生 じてい るの では な い と考 え られ る.

脳虚 血後 の血 行再 開 に よ り生 合 成 され るPG-

TX系 代 謝 産物 が脳 循環 動 態に大 き な影響 を与

えて い るこ とが本 実験 で確 認 され た. TXA2合 成

阻害 に よ りhyperemiaが 増 強 され る反 面,そ れ

に続 くhypoperfusionが む しろ増 強 され た,こ

れに対 し, PG-TX系 全体 の生合 成 を阻害 す るこ

とによ り, hyperemiaを 生 じるこ とな くhypoper

fusionも 明 らか に改善 され た.こ れ らの結果 は,

脳 血 流量 に関す る限 り, TXA2の みの合 成 を阻 害

す る よ りPG-TX系 全 体 の生合 成 を阻 害す るこ

との 有用性 を示 唆 して い るが,そ れ が生理 学 的

な機 能回復 や脳 梗塞 の軽 減 に結 びつ くか ど うか

は来知 で あ り,今 後 の研 究 が期 待 され る ところ

で あ る.

結 語

雑種 成 犬35頭 を用 い, transorbital approach

に よ り一側 中大 脳動 脈起 始部(M1)お よび前大

脳動 脈共通 幹(A2)を 閉塞 し脳 虚 血 を作 成 した.

虚血 時間 は2時 関 と し,血 行 再 開2時 間 までの

間,継 時 的に大 腫半球 皮 質のl-CBFと 頸静 脈血

の血 小板 凝集能 を測 定 し,脳 腫脹 の程 度 も検討

した,実 験 を4群 に分 け, 8頭 は薬物 を投与せ

ず対 照群(A群)と した. 9頭(B群)に は選

択 的TXA2合 成 阻害 剤 であ るOKY-1581を 虚血

1時 間前 に75mg/kg静 注 した.別 の9頭(C群)

にはOKY-1581を 虚血 開 始 と同 時 に100μg/kg/

minで 点 滴静 注 した.さ らに別 の9頭(D群)

で はcyclooxygenase阻 害 剤 で あ るindometh

acinを 虚 血1時 間 前 に4mg/kg静 注 し た. l-

CBFの 測定 は水素 ク リア ラ ンス法 に よ り,血 小

板凝 集能 の測定 はADP凝 集 で透光 度 法により行

った,

1. OKY-1581 75㎎/kg投 与 に よ り一過 性 の

全 身血圧 の低 竿が 生 じたが,数 分 間 の うちに速

や か に回復 を示 した.　OKY-1581 100μg/kg/min

お よびindomethacin 4mg/kg投 与に よっては全

身血圧 は変動 しなか った.

2. OKY-1581 75mg/kg投 与 に よ 弓,直後 には

l-GSFは 増加,不 変,減 少 と様 々 な反 応 を示 し

たが, 30分 後 に は有意 に減 少 した,

3. indomethacin 4mg/kg投 与 に よって も30
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分 後 にl-CBFは 有 意 に減少 した.

4. A群 で はM1, A2の 同 時 閉 塞 に よ りl-

CBFは 約70%減 少 し,閉 塞 中は ぼ一 定 の虚血 が

続 いた.血 行 再 開に よ りl-CBFは ほぼ 閉塞 前値

に復 した後,再 び約40%減 少 し, postischemic

 hypoperfusionを 示 した.

5. 脳 虚 血 中のl-CBFに 対 す る薬 物投 与 の

影響 は少 なか っ た、

6, 血行再 開 後 のl-CBFは 薬物 投 与 に よ り

大 きく影響 され た, C群 では明 らか なhyperemia

が 認め られ.そ れ に続 くhypoperfusionは む し

ろ増強 され た. D群 ではhyperemiaを 生 ぜず,

 hypoperfusionも 明 らか に改 善 され た.

7. 手術 操作 に よ り血小 板凝 集率 が低 下 した

が,脳 虚血,血 行 再 開に よってはま変化 が見 られ

なか った。indomethacin投 与 はこよ ってADPに

よ る凝 集率 が 有意 に低 下 した.

8. 肉眼的 な脳 腫脹 の程 度 はこは 薬物投 与 の有

無 で差 を認め なか っ た.

以上 の結 果 よ り,脳 虚 血 後の血 行再 開 に よ り

合 成 され るPG-TX系 代 謝産物 が脳 循環 動 態

に大 きな影 響 を与 えて い るこ とが確 認 され た.

血流再 開後 のhypoperfusionを 改善 させ るため

に はTXA2の 選 択 的合 成 阻害 よ りもPG-TX系

全体 の生合 成 を阻害 す るほ うが有 用 であ る こ と

が示 唆 され た.

稿 を終わるに臨み,御 懇篤な る御指導 を賜 わった

恩師,岡 山大学脳神経外科西本 詮教授ならびに本

研究につ き直接御指導 をいただいた香川医科大学脳

神経外科大本秦史教授 に深謝いたします.ま た本案

験に際 し御助言,御協 力いただいた宮 田伊知郎先生,

西垣慎一先生,脇 本秀輝氏 をは じめ教室員各位に感

謝いたします.さ らに小野薬品工業株 式会社の御好

意によ りOKY-1581を 提供 していただいたことを付

記いたします.
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The left middle cerebral artery and the common trunk of the anterior cerebral artery were 

simultaneously occluded via a transorbital approach in 35 dogs. Local cerebral blood flow 

(l-CBF) and platelet aggregability were measured during 2 hours of arterial occlusion followed 

by 2 hours of recirculation. The animals were divided into four groups according to drug 

administration. Eight dogs were control animals. Nine dogs received OKY-1581, a selective 

thromboxane A2 synthetase inhibitor 75mg/kg intravenously 1 hour before cerebral ischemia. 

In another 9 dogs, OKY-1581 was infused intravenously at a rate of 100ƒÊg/kg/min during the 

ischemia and recirculation periods. The remaining 9 dogs received indomethacin, a selective 

cyclooxygenase inhibitor 4mg/kg intravenously 1 hour before occlusion of the vessels. Both 

OKY-1581 75mg/kg and indomethacin 4mg/kg resulted in a slight reduction in mean l-CBF 

before ischemia. In control animals, mean l-CBF decreased by 70% following clipping of the 

arteries. By releasing the clips, mean l-CBF was restored to near the pre-occlusion level, 

followed by another decrease (postischemic hypoperfusion). In animals which received OKY

1581 100ƒÊg/kg/min, hyperemia was apparent in the immediate post-recirculation period, 

followed by aggravation of hypoperfusion. In animals which received indomethacin 4mg/kg, 

neither hyperemia nor hypoperfusion was demonstrated through recirculation period. 

Changes in platelet aggregability induced by ADP was not observed by cerebral ischemia and 

restoration of circulation. The platelet aggregability was reduced only by surgical procedures 

and by administration of indomethacin.

These results suggest that the postischemic recirculation is strongly influenced by ara

chidonic acid degradation products, such as thromboxane A2 and other cyclooxygenase 

products. It seems that the inhibition of cyclooxygenase is more beneficial than that of 

thromboxane A2 synthetase, in the protection of hypoperfusion after recirculation of cerebral 

blood flow.


