
新 しい中大脳動脈血栓 モデルにおけ る各種抗血栓薬 の評 価

梅村 和夫

浜松医科大学薬理学教室

1.は じめに

近年、高齢化社会 と共 に脳梗塞、心筋梗塞 など血栓症疾患の増加 は著 しい。その治療

薬 あるいは予防薬の開発は緊急の課題である。最近、脳虚血 による脳神経細胞障害の機

序が少 しずつ解明され、作用機序の異 なるいろいろな治療薬 ・予防薬の開発が精力的に

行 われている。循環障害 においては、抗血小板薬、抗凝固薬、血栓溶解薬 などが開発 さ
れてお り、神経細胞保護 としてはグルタミン酸の受容体であるNMDAあ るいはAMPA

/kainate受容体拮抗薬や グル タミン酸遊離抑制薬、また抗酸化剤 などが開発 されている。
さらには、新規の作用機序 を持 った薬物 も開発 されている。これらの薬物 はまず動物 レ
ベルで脳梗塞進展 に対 して予防あるいは治療効果が検討 され、 ヒトでの効果が期待で き

るような場合、初めて ヒ トでの試験へ と進むこととなる。そのためには、 ヒトの病態 を

反映 したヒ トの病態 により近い動物モデルが必要 となる。そのモデルでの効果か らヒ ト

での効果を予測す るわけである。現在 まで数多 くの病態モデルが作 られたが、まだまだ

十分満足すべ きものは得 られてはいない。 よく使用 される脳梗塞モデルとしては頚動脈

および椎骨動脈 を結紮 して作成する全脳虚血モデルや局所脳虚血モデルとして中大脳動

脈 を結紮あるいは焼灼 し血流 を遮断 して作成するモデルや、血餅あるいは トロンビンを

頚動脈か ら注入することによる局所脳虚血モデルや頚動脈から中大脳動脈へ塞栓糸 を挿
入 し脳虚血 を作成す るモデルなどが報告 されている。これらのモデルには一長一短があ

り、目的に合わせてモデルを選択する必要がある。現在、脳梗塞の原因としては血栓が

心臓 あるいは頚動脈か ら飛 んで中大脳動脈 に詰 まる脳塞栓症 と動脈硬化などの原 因によ
る脳血栓症 とがある。 しか し、今 までに報告 されているどのモデルにおいて も中大脳動

脈が血栓 にて閉塞 され、脳虚血 を作成す るモデルがない。そこで我々は、光増感反応 を

応用 し、光 を中大脳動脈に照射す ることによ り、血栓 を希望 した部位 に作 ることができ

る、新 しい中大脳動脈血栓モデルの作成 を試みた。

2.血 栓形成の原理

我々の血栓モデルは光増感反応 を応用 したものである。540nmの 波長の緑色光 をロー
ズベ ンガルに照射す ると、ローズベンガルが励起状態 にな り、そのエネルギーを酸素に

移すことで活性酸素種が生成 される。 この生成 された活性酸素種はほ とんどが一重項酸

素である(1,2)。 細胞膜 の脂質中に局在す る高度不飽和脂肪酸 は活性酸素種 によ り過酸

化脂質になり、直接的あるいは間接的に生体膜 に障害 を引 き起 こす。つ まり、 ローズベ
ンガル を静脈内に投与 し、選択的、局所的に緑色光を照射 し、局所の血管内に発生 した

活性酸素種が、血管内皮細胞 を傷害 し、内皮 下組織が露出す ることで血小板が活性化 さ
れ、さらに血小板が傷害 された血管表面に粘着 ・凝集 し、血小板豊富 な血栓が形成 され



る(3,4)。

我 々はこの光増感反応を利用 して作成 した血栓モデルをPIT(photochemicaHyIpdu㏄d

=[hrombosis)モデル と呼んでいる。

3.中 大脳動脈血栓 モデル
1%ハ ロセ ンと約30%酸 素の混合 ガスにて麻酔をし、自発呼吸で実験 を行 った。

ローズベ ンガル を投与するためのカニューレを大腿静脈に挿入 した。左眼窩側縁に沿っ

て皮膚 を切開 し、皮膚 を翻転 し、側頭筋を一部切開 し眼窩外側壁 に沿 って側頭下窩へ進

んだ。手術用顕微鏡下に頭蓋底 を歯科用 ドリルにて約3mmの 楕円形の窓を削開 した。窓

の中に中大脳動脈が硬膜 を通 して観察で きた。中大脳動脈の血流は超音波 ドップラー血

流計にて測定 した。ペ ンタイプのプローベ を硬膜を通 して中大脳動脈の上に置いた。緑

色光 を中大脳動脈 に照射 し、ローズベ ンガル(20mg!kg)を 静脈内に投与 した。投与後数

分で中大脳動脈 は白色血栓 にて完全閉塞 した。組織学的にこの白色血栓は血小板豊富な

血栓 であった。中大脳動脈 閉塞後24時 間に脳 を取 りだ し、1mm厚 の横断ス ライスを作

成 し、 トリフェニールテ トラゾリウムクロライ ド(TTC)に て染色 し、脳梗塞の面積 を測

定 した。

4.抗 血小板薬

抗血小板薬 をローズベ ンガルを投与する前に投与 し、中大脳動脈の血流が停止するま
での時間を指標 として効果 を評価 した。抗血小板薬 として トロンボキサ ン受容体拮抗薬

であるバピプロス ト、ADP凝 集 阻害薬であるクロピドグレルと血小板膜Glycoprotehl

IIb∬IIa受容体阻害薬である蛇毒の トリフラビンを評価 した(5)。 バピプロス トはローズベ

ンガル投与10分 前 に、クロピドグレルは2時 間前に、 トリフラビンは5分 前に静脈内

に投与 した。 どの薬物 において も用量依存 的に中大脳動脈 における血栓形成を延長 した

(Fig.1)。それ らの効果はex-vivoに おける血小板凝集抑制 とほぼ相関 している。 この結果
から、我々のモデルにおいて中大脳動脈血栓形成には トロンボキサンやADPな どの血小

板凝集惹起物質が重要な役割 をしていることが示唆 された。

Fig. 1 Effects of thromboxane A2 receptor antagonist, vapiprost and ADP-induced platelet 

    aggregation inhibitor, clopidogrel on the middle cerebral artery thrombosis. Vapiprost was 
    administered intravenously 10 min before rose bengal injection and clopidogrel was 
    administered intravenously 2 h before rose bengal injection.



5.選 択的 トロンビン阻害薬であるアルガ トロバン

アルガ トロバンは トロンビンと結合す ることでフィブ リノーゲンか らフィブリンへの

変換 を阻害 した り、 トロンビン刺激による血小板凝集 を抑制 したり、その他血管内皮や

平滑筋への作用 を抑制する。まず、中大脳動脈血栓形成への効果を検討 した(5)。 アル
ガ トロバ ンをローズベンガル投与10分 前 より静脈内へ持続投与 した。アルガ トロバ ン

は用量依存 的に閉塞時間を延長 した(Fig.2)。 しか し、ヘパリンをローズベ ンガル投与1

0分 前に静脈 内へ投与 しても閉塞時間は延長 しなかった。我々のモデルにおいては中大

脳動脈 の血栓形成には血小板が大 きな役割をしているが、 この結果か ら、 トロンビンは

血小板凝集を抑制することで閉塞時間を延長 している可能性がある。

Fig.2 Effects of selective thrombin inhibitor, argatroban and heparin on the middle cerebral artery 
    thrombosis. Argatroban was administered intravenously as a contineous infusion, starting 10 

    min before rose bengal injection and heparin was administered intravenously 10 min before 
    rose bengal injection.

6.血 栓 溶解 薬

中大脳動 脈 閉塞後 に血栓 溶解薬 で血栓 を溶解 す る ことが脳梗 塞 の進展 に どの ような影

響 を与 えるか検 討 した(6)。 今 回実験 に使 用 した組織 型 プ ラス ミノゲ ンア クチベ ー ター

(tPA)はSUN9216で 、 これ は天然型tPAか ら、fingerdomainとgrowthfactordomainが 除か
れ、 さらに117番 目糖 鎖 を置換 した構造 を有 してお り、血 中消 失半減期 と活性 は天然型

tPAに 比べ延 長 し、強 くな ってい る。 静脈 内bolus投 与 で も血栓 にて閉塞 した血管 を再 開

通 で きる と報 告 されてい る。

SUN9216を 中大脳 動脈 閉塞後30分 に静脈 内 にbolus投 与 した。SUN9216を 投与 後 に

中大脳 動脈 が再 開通 したか どうか を手術用 顕微鏡 下 に60分 間観察 した。 さ らに24時

間後 に脳 を取 りだ し、脳 梗 塞の面積 を測定 した。 また、 トロ ンボキサ ンの血栓 溶 解 ある



Fig3.Effect of a combination of SUN9216, a modified tissue-type plasminogen activator and 

vapiprost, a thromboxane A2 receptor antagonist.

Fig.4Correlation　 between　 the　time　 to　reopening　 and　 the　size　of　cerebral　 infarction　 in　animals　 treated

　　　　 with　 SUN9216,　 a　modified　 tissue-type　 plasminogen　 activator　 alone　 and　 a　combination　 with

　　　　 vapiprost,　 a　thromboxane　 A2　receptor　 antagonist.



いは血栓溶解後の脳梗塞への影響 を検討す る目的で トロンボキサン拮抗薬であるバピプ

ロス トを血栓溶解薬 と併用 した。

SUN9216は 投与後30分 以内に中大脳動脈 を19例 中6例 再開通 した。24時 間後 の

梗塞面積は観察期 間中に再開通 した6例 では有意に縮小 していたが、再開通で きなかっ

た ものでは梗塞面積は縮小 しなかった(Fig.3)。 さらに、再開通するまでの時間と梗塞

面積 との間にはよい相関が見 られた(Fig.4)。バ ピプロス トを併用 した群では再開通率が

上昇 し、再開通するまでの時間が短縮 した。 しか し、24時 間後の梗塞面積 において

は、観察期 間中に再開通 した ものは縮小 したが、再開通 しなかったもでは縮小 しなかっ

た(Fig.3)。 再開通す るまでの時間 と梗塞面積 はよい相関がみ られたが、suN9216単 独

投与群 とその傾 きは同程度であった(Fig.4)。 つまり、バピプロス ト併用群 は再開通時

間を短縮することで梗塞面積 をよ り縮小できたと考えられる。バピプロス トの併用が中

大脳動脈 を再開通 した ときに、よ り末梢の循環 を改善 して脳梗塞の進展 を抑制すること

はない と思われる。

7.グ ルタミン酸による神経細胞障害に対する保護薬

グルタミン酸 は培養神経細胞において細胞障害 を引 き起こす。グルタミン酸の受容体

は大 きく2つ に分類 され、NMDAとAPMA!kainate受 容体である。NMDA受 容体が刺激 さ

れる とCaの 細胞内への過剰流入がおこり、続いて細胞内でいろいろな反応が始ま り、神

経細胞死 となる。AM聾)kainate受 容体が刺激 されるとNaが 細胞内へ流入 し、引 き続きCa
が流入 し同様な反応が起こると言われている。

今 回実験 に使用 したものはグルタミン酸の遊離抑制薬であるMS-153とAMP理kahlate受

容体拮抗薬であるYM90Kで ある。

我々はマイクロダイヤ リーシス法 を使用 し、脳虚血辺縁部にプローベを挿入 し、グル
タミン酸 を回収 し高速液体 クロマ トグラフで測定 した(7)。 中大脳動脈 を閉塞する と虚

血辺縁部のグルタミン酸濃度 は上昇する。このグル タミン酸濃度の上昇が脳梗塞進展に

おいて重要であるという報告は多い。MS-153を 中大脳動脈閉塞後か ら静脈 内へ持続投与

す ると、グルタミン酸濃度の上昇 を抑制 し、24時 間後の脳梗塞面積 を用量依存的に縮

小 した。 また、中大脳動脈閉塞2時 間後からMS-153を 持続投与 した時で も、24時 間後
の脳梗塞の面積 を縮小 した。このことから、中大脳動脈閉塞2時 間後投与において も脳

梗塞を縮小で きることか ら、虚血後 に速やかに上昇 して くるグルタミン酸の脳梗塞進展
に対する役割が重要でないことが示唆 されるが、今後の課題 と考えている。

NMDA拮 抗薬は培養神経細胞におけるグルタミン酸刺激 に対す る細胞死 を抑制すると
いう多 くの報告がある。一方、AMPA!kainate拮 抗薬 も同様に細胞死 を抑制す る。 しか

し、NMDA拮 抗薬はグルタミン酸 を添加 した直後 に存在 させないと細胞死 を抑制で きな
いが、AMPA!kainate拮 抗薬 は少 し時間がたってから存在 させ ることで細胞死 を抑制でき

る。このことから、 グル タミン酸 による神経細胞死に対する時間的役割が違 うことが示

唆 される。我々は、AMPA/kainate拮 抗薬であるYM90Kを4時 間静脈内持続投与 したが、

その投与開始時点を中大脳動脈 閉塞直後、1時 間、2時 間、3時 間後 といった4群 で

行 った。24時 間後の梗塞面積 は2時 間後か ら始めた群 までは有意に縮小 した。3時 間

後か ら開始 した群において も有意ではないが梗塞面積 を縮小 した。NMDA拮 抗薬 は中大

脳動脈 閉塞直後 に投与 しなければ梗塞を縮小 できないとい う報告がある。今 回の結果
は、invivoに おいてもNMDA受 容体の役割と違いAMPA!kahlate受 容体の役割は脳梗塞超

急性期 とい うより亜急性期 に重要な役割 をしていることが示唆 された。

8.お わ りに
ここ数年、脳梗塞の進展 に関与する因子が徐々に明 らかにな りつつある。今回紹介 し

たものはその うちのごく一部であるが、それぞれの因子が どのように絡み合 って関与 し

ているかが今後興味深い ところである。 しか し、これらを検討 してい くにあたって、 よ



り臨床の病態 に近いモデルでの検討が重要 となって くる。そこで、今後 もよ りよいモデ
ルの開発が望 まれるところである。
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    In this study, the thrombotic occlusion of the middle cerebral artery (MCA) was induced by 

photochemical reaction between Rose Bengal and green light which causes endothelial injury 
followed by platelet adhesion, aggregation and formation of a platelet and fibrin-rich thrombus at 
the site of photochemical reaction. Using this model, we have investigated effects of anti
thrombotic agents, thrombolytic agents and neuroprotective agents. A thromboxane A2 receptor 
antagonist, ADP-induced platelet aggregation inhibitor and a selective thrombin inhibitor-inhibited 
the MCA thrombogenesis, suggesting that platelets play a key role in MCA thrombosis in this 
model. A tissue-type plasminogen activator (tPA), administered intravenously 30 min after the 
MCA occlusion could induce reopening of the thrombotically occluded artery, resulting in reduction 
of cerebral infarction size 24 h after the tPA administration. A glutamate release inhibitor and 
AMPA/kainate receptor antagonist, administered after the MCA occlusion reduced the size of 
cerebral infarction 24 h after the MCA occlusion. Using a microdialysis technique, glutamate 
concentration in the ischaemic border zone was measured and glutamate release was induced 
following cerebral ischaemia. This suggests that an increase in glutamate concentration in ischaemic 
border zone may play a key role in the development of cerebral infarction.


