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1.研究の11的とfT長

1・1.はじめに

!悩は虚 [1[L に対して 11~ も脆必な!版社日であるが、そのjifú; gM'J:の似 JJ主にあるのは分裂

能力のない仲経細胞が虚[fILによってキIIIJI包死におちいるという 'j~夫である。一般化

君主ぷ (nitricoxide， NO)は、その./111*込細胞タビにIJfI与するI1f能性を指摘されている小

分子で、さらに強力な[I[L竹拡張作川によって悩循環の調節すなわち将々の条件下

における脳血流のi科大に関与 している。 したがって、 一般化宅ぷは!怠U[l性神経細

胞死を引き起こす l可能性があるとともに、!日司r.1f:ti[Lにおいて血流明大を介して神経

保護的に働くことが与えられる。本研究は、 111vtvOの)山花UlLにおける一般化窒Aミ

の怠誌をあきらかにするために、;k験['[')J悩雌[1[1ニモデ‘ノレをJlj~、てー阿変化'金泉合成 Illl

'占斉[)および一酸化窒ぷ合成の)J;質で、あるし-arglllllleの投与をおこない、!髭JI[l性脳損

傷に対する影響を検討した。まずこの世では、背景となるj州主血および一般化窒

ぷ介成系に閲する概説をおこなう

卜2.~脳j設 JÍIl.と局所j脳虚 [Íl L

!脳虚[Úlは、全身血圧の低下やm請を栄長する [1[L r:;の I~:)J& ' ~俗などにより、 j附組

織への J![l流が減少することによってノ主じる。 J1ì~J設 tflL におけるや 1 1記長細胞の iill命は 、

そのJ1t.j組織の血流減少の紅皮とその持続[ki'l/:jとによって決定される (Joneset al， 

1981 )。実験的にmヰ虚[U1を作成する場介には、このふたつの肱1(-の』i;tiizの仕)Jに

よって、全!悩虚血1 (global cerebral ischemia)または}"lJ刑制設[[[L (focal cerebral 

ischemia)という 2種類の性怖の見なる夫験系がI1J能である。

全)消極血は、JIi当組織に一線にハノレス状の11);:大11肢の血流低下(すなわちゼロ近く

への[fI1流の低下)を負併するJf験系で、厳IfI1の持続[[!j'II¥Jが長すき、れば動物は死に

短かすぎれば組織防古・は起きないので、組織阿久ij:の発生する!詑[[[[.11.'1'川の|掛値をす

こし腿えるように(系によって、すなわち残イfrllL流祉によってst!;なるが、4分か
ら15分)持続H寺間が設定される。この:A験系に含まれるものとして、心臓を伴
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11てさせた後にfI+保ノ|二をおこなう 心れ11:モデル (DeGaravil/a et al， 1984; Kawai et al， 

1992)や両側頭動脈山本を'1'心としたいわゆる前脳l在IllL(forebrain ischemia)モデ

ノレ (Pulsinelliet al， 1979; Kirino， 1982)などがある。これらの夫!験モデルを使った形

態学fドJ研究からやl'経~:I l/ )I包の i'fIげなによる にぎ j)\的!日立弱f生 ( se lective vulnerability， Brierley 

et al， 1973)や海}，!主 CAI錐体細胞のi出発性細胞死 (delayedneuronal death， Kirino， 

1982)という現象が発凡された。

ゾi、同所j悩虚 líllは 、 )Iì追いJ に r~'，' i)Jf.のl主Ifllから正常l血流までのIf[l流勾配をつくり

だし 、 ある lI!f ll~以降に I~-h1交の!花Ifu.:'ftl分を"，心に神経細胞だけではなく組織全体の

燦死()悩悦選)を形成させるもので、 )1併を地流する主幹!l'Y)脈 (おもに中大J1C4動

脈)を選択的に閉混在させることにより 作成することができる。この夫!検系を使っ

た;・[]:><(生sJ!'(ー的研究によ って、./111経細胞の屯気的所立すjの停止するlill流|品lイl立や、細

胞内外のイオン平衡が倣綻するIfll;;ltl制値が測定され両院111I'iが解離していることが

箔凡された (Branston巴tal， 1977) 0 I Íld'ì; I~.J l~後にこれらの耐|品l値の ' I' Frnの血流11直

を持つ脳組織は 、 電気的街並))は認められないが不 可逆的な |時:I~は受けてなくて生

存を続けることがμI能と与えられ、ischemicpenumbraと名づけられた (Astrup巴tal， 

1981)。この単訴は、その後;立気ノiミJlI!学的な研究分野に111まらずに使われるように

なり、その概念、もt広大された。現住では)"j所m副長Ifllにおける成 lfl1のけJ心部

(ischemic core)に対する概念、として、治療によって秋うことが"f能な、J}五IJllの辺

紘r~域が i schemic penumbraと呼ばれる (Siesjo，1992)。

全J1t近!孟JfJlの特徴は短11寺UfIの!柱dllll.'J'rmであり 、I!ll流の低 |ごはr'，'，1j皮で、j悩全体もし

くはliii脳全体に及ぶ。 ゾJ、)"jJ好)1副主Ifllの特徴は、 l設Ifllの'1'心部のJ，'iJ辺に

penumbraのようにdllUftの低下が'1'等J阜の部分が存イE寸ることであり 、臨床でみら

れる人間の脳使塞の実験モテソレと位 ii円、l けることができる 。 J~j J9r)脱出': I!l l を作成す

るには長t1説内の血管の選択がJな I~.U再が必要なため 、 ~l1リJネコやサノレなどの大動物

でおこなわれていたが、ラッ トにおける二i，f験系が確立してからは (Tamuraet al， 

1981 )大動物は使われなくなった。この研究で5はJIi語版IfILの夫験モデノレとしてラッ

ト の )"j所J1ì~雌JÍllの実験系を平IJ JlJ した。
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ト3.1設IfIL性事l'税調111脳死

lIì請を十件成する細胞のなかで iJ~ も胤 Ifl L に対して脆弱なのはや1'*名刺胞であり、虚血

後に組織全体が主主死におちいるl"llJrlli語版Ifllにおいても、やl'経細胞の生死が組織全

体のill命を.Ir.-1iする一次的な梨附と与えることができる。やIJ経細胞が段If[Lによっ

てキ11111包死に至る機Jrに|刻しては、グノレタミン酸 ・カルシウム説という仮説が現在

多くの研究有の支持をうけている (Choi，1988; Siesjo， 1992;制型{-， 1993; 1立11)。そ

して、 一般化宅点が神経細胞タビの発射に関与しているという議;論も、このグノレタ

ミン椴 ・カノレシウム説の LにJjxり、kっているので、ここでこの仮説について概説

する。

この仮説は、脳内に尚決L良一にイ{{J:する (McGeerand McGeer， 1989) グノレタミン

般の神経存性によってrJ~:ULLによるやl'経細胞死を説明するもので、lW~r5 t'l: 1'1'経伝達

物質であるグノレタミン般は、 ゾjでやl'経細胞に対する存性を持つことが知られて

いる (Olney，1978) 0 1悩に I;!f:.・If[Lが:í~{'なされると動脈血からの円安ぷの供給が停止し、

神経細胞は無酸素性脱分極 (anoxicdepolarization)をひきおこす。ドl'経細胞の脱分

極はやl'経伝達物質の細胞外!陀への放 U:\ をきたし、!悩における主張 tt~WJ1is f'1 神経伝

達物質であるグルタミン般の制1111包外波及ーは上外する。 Lt.~;;~のや IJK.~伝述物質の放出

と異なり ATPに依存性の細胞内へのクソレタミン円安の取り込みは折I:lillされるので、

細胞外グノレタミン般濃度は災前に UIーする。次:際に、 m司!友IfILにおいて細胞外グル
タミン酸濃度ーが虚血とともに 1'，列することが、微小透析I法Lをjパ1Iハし、た縦H干「的内なd淑測j!卵川!I町lリ定定. 

によって維認されている (Benvenisteet al， 1991)。

この高濃度のグノレタミン再生がや1'*王手IJJII包死をひきおこす機I(は、グノレタミン円安受

界体を介して細胞内の Ca2+品2皮の 1:外もしくは Ca2+濃度の訓rm機桃の附宮がお

こるためと考えられている。グ/レタミン般の受符体には、その作動員長によって分

瀕された NMDA型もしくは non-NMDA)\~ (M在PA/kainate)\~)というイオン

チャンネノレを布するもの(ionotropic)と、G蛍 JLJとJ佐役した metabotropic)担とが
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ある。

NMDA )型受然体は Ca2+ チャンネノレをもつので、伝達物質や作tf9J~の結合とと

もに 11'[十五 Ca2+ を細胞内に流入させる。この支:キヤ{，f;:のfJfザ[~である MK-801 は、局

JJrJ脱出:血に対してはj悩f}:l語体制を~Ífi'i小させる似'J-*をイ干していた ( Park et al， 1988) 

が、全II~ )主1Í11に対してはìl"U交のがj決を |徐けばやl'経細胞の保護全力決はほとんど認め

られなかった (Buchanet al， 1990)。したがって、NMDA)\~受岩手{本の活性化によ

る Ca2+の流入は penumbraのような比'10主的程度の怪い虚Ifllにおけるやl'経細胞死に

はWJ'Jーしているが、令:間近J設IfIlのようなI"J皮の!をljllでは関与していないり能性があ

る。

もうひとつの ionotropic)'I!グノレタミン椴受符体であるAMPAJ\~受作体は、受年字

体n体はCa2+の透過↑'1，をもたないが、Na+の流入と11英の脱分仰を起こすことに

よって|間接的に屯位依存型 Ca2+チャンネルや 3Na+/Ca2+ antiporterの逆流によ

る Ca2+濃度の上51ーをひきおこすと巧えられている。この受作体のui抗楽である

NBQXは、全JJ自)$:[I[lにおいても保護効果を示すことが報作されている (Sheardown

el al， 1990) 0 metabotropic別受作体にmJしては、作!sIE終の紡介によって細胞内に

l什Ji:まされた Ca2+を動L.lしやはり Ca2+ 濃度の上外をきたすといわれるが 、 II~虚血

における13、義ははっきりしていない。

細胞肢をiJJi過する Ca2+キレート月'1である BAPTA-AMは、細胞内 Ca2+濃度を

低下させ)nlr!rJ附 rif~ I fI l後のJJì近も~);ピの大きさを前 i小させた (Tymiansk i et al， 1993)。こ

のことは 、細胞内 Ca2+濃度 の 1-.jlがやIJ経細胞死 の 1れなる |泊作現象

(epiphenomenon)ではなく 細胞死をひきおこす1，1般的な原肱|であるというこの仮

説を支持している。 細胞内 Ca2+濃度の上好は、 Ca2+によって制御されている酔

ぷの活性化をきたす。たとえば、:tffILIや11行質の分MMぷの爪t'lニ化はI，'(j長r'r'Jに細胞

の桃ii:工倣撲をもたらし、xanthineoxidaseや cyclooxygenaseなどの freeradical分子を

発ノ|エする両手ぷの所性化はラジカノレ反応による細胞の破撲をひきおこす。J段[fll性-I'IJ

j毛細胞死にラ ジカノレ反応が j)~1 1 j.していることを示唆する実験車内米ーは多く、 free

radical scavenger作)rJをイ-1ーする aminosteroidは!柱Ifllに対し脳保護作川をイlし (Hallet 
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al， 1988)、内閃性の radicalscavengerである superoxidedismutaseを過剰発現する

transge01c mouseではl設Ifll判中l'税制IIJI'el死が111511こできると報侍されている (Kinouchi

et al， 1991)。 一般化窒ぷは 日eeradical分 子であり 、この分了ーがやl'終和11脳死の発現

に|長l与しているというよ議論は、グノレタミン椴 ・カノレシウム仮説のこの段附で格場

してくるのである。

1-4. -円安化宅ぷ合成系

一円安化窒ぷは大気汚染のbi〔休|でもあり ''.1'，濃度で毒性をイ'fする後ぷ同変化物の一極

で 、 生体内では- !"i変化~ ，{ミ介成M ，k~ (NO synthase)によってアミノ 般である L-

argmmeから合成される (1立12)。 一般化君主ぷは、小分 (-111の気体なので・椴ぷや二

円変化炭ぷのように牛体内で細胞肢を1'1山に通過して拡散 し、I峻ぷのイr=白下て"Iij'j般

イオン(N03-)、班lij'i般イオン(N02-)へと代謝され、|三減WIはわずか数秒といわ

れている (Nathan， 1992)。また、 ー円安化'¥¥ぷは、M:外軌道にイ二;長]'，'[j;rを持つ free

radicalであり 、他の freeradical分 子や金以イオンと非常によく反応する。例えば、

一般化室奈は合成されたのち細胞1mを拡散 し、 標的細胞内の "f持i・性 guanylate

cyclaseのへム基の欽と結合してこの階ぷを活性化 し、cyclicGMPの介成を促す。

また、 一般化窒素は、superoxideanion (02一)と反応 し、peroxynitriteanion (ONOO-) 

や hydroxylradical (OH)とし、う ，:1t'l:の強いフリーラジカノレを川:ノ|ミする (Beckmanet 

al， 1990)。

一酸化窒素を合成する一般化宅ぷ合成両手ぷは代RIY]には 1J¥-<J，から 3J問の 3種類

が匁1られている (Forstennannet al， 1991) 0 1型は細胞質にイバ1:する品完成型

(constitutive type) の両手ぷで NADPH 、 t etrahydrobiopterin を制ìM ，k~ として必~ーとし

Ca2+/calmodulinによってr.r，性が訓imされている。JI尚に分-(Iiするので-1'1'経細IJI包型

(neuronal type) とも呼ばれ、細胞11¥1の↑Ji報伝達、特に河泌l庁仇fトμ，1応l

p仰ot陀en山t，a仰tion (Schuman e杭ta剖1，1円991け)や小l脳悩における lon略g含ド-(附e町『日rmde叩p'陀es鈴ωs剖'0加n (ωShib加ukiet t 

al， 1991)などのシナフスの"f炉i-1ttに関与するといわれる。ノ制j'iやl'純系でのイr={_正も

併「認されており、 JI射?の筋附11¥1'1'1'終段の non-adrenergicnon-cholinergic -1'1'経や
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(Bult et al， 1 990) 、 liJ1必内の I flL 1~; }liJllHの MlI交感朴経系の 1[ll11;拡必f'l亦l'経繊*;fJ~など

にイバ1:が認められている (Nozakiet al， 1993)。

2 )¥'/は、エンドトキシンゃある利のサイトカインの刺激によってマクロファー

ジ、 JIF細胞、 血竹内皮細胞、 IfrL作、1̂i1't筋細胞、1己状細胞 (astrocyte)、マイクログ

リア (microglia)などに誘導される (inducibletype)防ぷである。 この隣ぷは

Ca2+による;I¥IJ街lを受けておらず、他のふたつの桃}J，炉型M，kJに比べて大i止の一般化

宅ぷを j土 J~J1m合成し続ける。こうして介成された 一般化宅ぷがマクロファージの

殺凶作JIJなどを担っているという (Marlettaet al， 1988)。

3)問は、 1 )型と同じく Ca2+/calmodulin依存性の構成型の酔ぷで、 IUln;内皮細胞

に存イ1:するのでいl皮細胞)¥リ (endothelialtype)と呼ばれる。ミリスチン般によって

11t;i成分に結合して存イlごし、{¥-}JX された判長化室素は血~.\;、 IZiH筋細胞の ， 'r m:性

guanylate cyclaseをr.刊1=化し cGMPのJ.<i'1加を{起すことによってIfrl1'¥;を拡仮させる。

1980年に、 Furchgottらによってアセチノレコリン (Ach)によって分泌される内皮

UI米の血管拡張因子 (endothelium-derivedrelaxing factor， EDRF)として報告された

物質 (Furchgottet al， 1980)の本態がこの静ぷによって合成される ー円安化宅素であ

る。

ト5.-同変化宅よのやl'経，¥1f'I:

このように一酸化宅ぷは、ノ1:体戸、lでやl'経系、免疫系、術探訪日系において取嬰な

生sJ!的活性を布することが知lられている。 しかしながらさらにその卜ーに、府長仲

経細胞におけるグルタミン般のやl'経，lH'1:が、 同変化~ぷによって発現している l可

能性が報告された (Dawsonet al， 1991)。これは、 1 )仲経細胞の防長液に一円安

化宝ぷ合成田平井ミの阻害斉11を加えると NMDAの神経毒性が低ドし、 L-arginineを加

えることによって毒性が1"1復すること、 2)-1'1'経細胞の防長波から一般化雪在来の

1，~1'íである しargmme を除くと NMDA の仲K&，¥Jj'lーがYI'i1とすること、3)一円安化宝

来を放11¥する sodiumnitroprussideが川沿依存'1'1ーに神経細胞タEをおこすこと 、![)

一般化窒J~ と結合してその泌J3!'を低 F させる hemoglobin が、 NMDAのやl'経ぷ性
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と sodiumnitroprussideのやl'統 ，¥Ji'l:をともに消失させうること、などによってぷさ

れた。

liH:iiliのグノレタミン円安・カルシウム説に法づいて!友IflL性の判l経剤11脳死がグルタミ

ン般の-1Ij'経fZ性によって発現 していると 巧えると 、 一般化宅ぷがj松IfIL性やl'経細胞

タヒのi止終1'，りなl原因物質である II[能i"I:が巧えられる。 f'l'経細胞仰の れ変化窒ぷ合成

防ぷは Ca2+で調uIiを受けているので、 J;!t:IJILによるおU}I包内の Ca2+ìl;~}ß.・の上 !il~{こと

もなって活性化 される ，，[能刊がある。 ー 円安化 'Il J~合成両手ぷの免疫染色性をイ1 する

神経細胞は小m近、l映県則j脳悩に多く大j脳悩l皮1支Ct質立や行糊j正ιI}，I応l

ぎない(但Br悶ed出tet a剖lし，1円990ω)が、この細胞は広範な分校を:Uして州|射の-1Ij'経細胞と

俊触 を 持 っており JI~全体に j;与 す中 を 及ぼすことが可能だという ( Dawson et al， 

1992)。またこれ らの細胞併は、NADPHdiaphoras巴染色にIIJWI:の創1111包併 と全く |百l

ーのもので (Dawsonet al， 1991)、厳IflLや.00怒性アミノ般の神経 ，]fii'!1:に対 して耐

性を持っていることが知 られていた細胞併であった (Uemuraet al， 1990)。した

がってこれらの細胞はそれn休は何 らかの即1'11で成IftLに低抗性があり 、}，'iJl1l:iのやl
'

経細胞の細胞死を引き起こしているのではないかという仮説が立てられた

(Dawson et al， 1992)。

}If近段IULにおいて一般化>11ぷがやl'絡に対 してぷ性を発押 しているという似説を文

持するデータとして 、 Malinski らは一般化*J~ に感受性を持つl也似でJ1ì~ 内 の濃度

を l立接ðlll 定しんj所}Ii通!詮 IftL後 30 分以内にl比大数 μM まで l二対一しその後 1 11年lI \1 f'~ )Jt

の ' 1 " 減 WI で低下し 、 I flLW の 11~IJH iuiによって 111:び |二列することを搬介 している

(Malinski et al， 1993)。また、 4 円安化'~J~の代謝l宝物である "山iì'í円安イ オン

(N02-)が虚血後数分で山道内で l二外 し、cGMPの脳内 iI1i J~がl長 IÍLL後 1 0分から60

分のあいだ徐々 に明加することが鰍行されている (Kaderet al， 1993)。

神経細胞内に存イ王する椛j求担 (constitutive)防ぷに111)jぐする ー円安化飛ぶ以外にも、

成11凡後比較的早期iにl花IftL組織に以前|する 1'1)f11球に存伝する ー円安化常ぷ介成同宇井;や、

L$: 1I止後マイクログリ アや足状細胞に誘~ーさ れる誘導但 (indu cibl e) MJ~に よ って合

成される一酸化2差点も，jE:'，;:vI'!:!
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ト6. -再変化宅ぷによる!尚 I fl L 流，~'jîm

岨同変化宅ぷはIfIL竹;j}L:'J長物質であり、 m V 1VO で JiIL管内皮より合成されてボH'íIÍlL~J

およびm迫1(11行の緊仮 (vascularIOne) に'，;;:;IL'j'影響を与えている。このことは、 ー般

化窒ぷ介JJX酵素阻古:斉IJの全身投 1jーによってぷHi血管J抵抗がW:)JIIしてIIlL)Eが |二対ーす

ること (Gardineret al， 1989) 、JI尚IIIL1~; 低抗が i曽川l し JI尚 IJl1流は減少すること

(Tanalくaet al， 1991; Prado et al， 1992)から知ることができる。

また一般化宅ぷは、 mV1VOでいくつかのJ1T4IIIll'干の拡仮反応とそれによるI!ll流の

刑)JJIに関与 していると )}えられている。たとえば、神経細胞が賦活されて代謝の

L'iI)JIIがおこったときにIH到する脳Ifll.if，cのWI)JII反応(日ow/metabolismcoupling)は、

!唆化宝在来合成両手ぷ151.1.'，'1斉IJの微小透析1t.による組織内へのti二人で光全にれ11:1¥IJされ、

しargmmeを同H与に注入することによって1"1復 した (Nol1hingtonet al， 1992)。こ

のことから、仲経細胞のJI武所がいl時に-1'{変化宅ぷ合成静ぷをイ了する神経細胞の一

般化窒ぷの合成を促して、その部分のJI尚組織へのIfllif，Eをl判)JIIさせていると与えら

れる。

高炭酸ガスlhl症 (hypercapnia)にともなうJliiiIfl1流の地)Jlll又応においても、 PaC02

が 50ないし 60mmHg程度に附加する場合の脳血流の以比、は一般化宅ぷ合成醇ぷ

IlJl';ljーがIJによって完全に芥11;1，IJされた(ladecola，1992)。 しカか、しながらさらに1¥'
l炭災同般変ガス分圧に対する反j応ぷは、 円安化当主 k~合成を Il1l.'， I:' しても完全には抑制 されな

いことがわかっている (ladecolaand Zhang， 1994)。このように機)'(は不明ではあ

るが、 1¥五炭椴ガス血症に対するj尚lfllif，cの反応にも部分的に一般化宅ぷが|長J1]ーをし

ていると与えられる。

ゾJ、低円安来 (Pa02=33mmト19 ) によるJ1ì~IfIlif，eの11"1))111泊よ;は一般化宅ぷ介成15ll

';I'~:ガ IJの投与A後も認められており (Kozniewska et al， 1 992) 、この以応には-~変化準

ぷはl長JI子していないらしい。また、 IflLJ巨の変化に対して脳Ifll.iJfcを -iiに保持する

111 1.流i' lflt訓節能 (autoregu l ation ) にIJrJ しては 、 一酸化宅ぷ介成I~H~ ドl L'，i i斉IJ の投与

によって 1'1律調節能のはたらく lfn.JEの ド|坂に安化はなく一般化宅k~の |刻 与はない
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とする報併と (Wanget al， 1992) 、1'1flt訓節能の範litI内でIi1lWJ抵抗の』捌官↑1に変化

を必めるので部分的に関与をしているとする報作 (Tanakaet al， 1993)がある。

};;l所j悩政Ifuの penumbrafW成における脳 I fll.;f，E はJ1ì~ぷの l吻介 Iflln; (Ieptomeningeal 

anastomosis)を介したfJllII，¥IIIIlI.行 (collateralcirculation)によって剥i持される。この

1fl1流の維持に一般化窒ぷがどのねl立のJ;~~~をもっているのかはまだ不IYI であるが、

ノt )lIUI'~ft flow/metabolism couplingにおいて代謝の昂進 したj悩組織に1111;(，EのIlI:分自己

がおこるように脳虚If1lのJl'if去にWIJJIIする 円安化宝来が penumbra飢j戒のfWi!，¥11血行を

附加させている 1可能性が巧えられる。 また、内皮由来のーl暖化当~;{-g はI!Jl! 1、板の凝

集や(IlfIl 球のいJ1支への接J?を-1111制するので (Radomskiet al， 1987;Kubes et al， 

1991)、penumbra領域へのIflLif，eの出HJ.'i'に役、Eっていると与えられる。

同IYi'Jj尚J設llllの penumbra官ilI或では spreadingdepression係の DCpotentialの変化が

観察され、これが虚rfll1''1:の神経細胞附';1;，:の発射に|具l与しているとの説がIUえられ

ている (Iijimaet al， 1992)。一般化策妥結は spreadingdepressionにともなう脳血流の

別川l反応を拘っている (Goadsbyet al， 1992)ので、penumbra領械での DCpotential 

の変化にf下った血流の地川lにも関与していることが与えられる。

また、頭蓋内曲l符J司凶 をメtれする t~ü'!!u 1.i-/l I'経節山来の血行拡仮性神経車;U:1I~の

なかに一酸化窒素を伝達物質とするものがあり (Nozakiet al， 1993; Toda et al， 

1993)、これらの神経線維が}"lJ!fr脳出::Ifrl後の{到来体制lこ;』診料をらえることも矢11ら

れている (Kanoet al， 1991)。

以上のように一般化窓ぷはやI'経細胞死をひきおこす 可能性があるばかりでなく 、

脳血流のJ!;rUJl1を介して脳保護的に働くことも巧えられる。このような刊j止を断ま

えて、 m V1VQの局所脳虚血においてー円安化窒ぷがi止終的にどのような影響をJ1i近に

対して与えているのかを検討するために以下の実験をおこなった。
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11. )jiJi :ラットの}"llflJ悩I;j{1111モデノレ

11-1. )f!験のセットアップ

この市では、この研究の'1'核をなすラットの}，;11芳郎副設I.IllJ;;!，険のセットアッフと 、

結決として得られるj脳似似の評{dliの)jit.について包す。各:k:験で!!，，'f)JlJft ， j-lえがな

い場介は、 F記のようなセットア ッフで実験をおとなった(1立13)。

)f験に使われたラットはりiJlJのti"jff本に倣人されたものを夫験の、引 1:，1ミ.験室に

Jlliび、夫!放のl直前までnUIに水分とMを与えた。まず、3%のハロセンを吸入さ

せて麻併の導入をおこない、 liii額制の政府に小切IJHをおいて気1Yを11'1悦 Fに凡な

がら PE-240ホリエチレンチューブを使って気管内挿信:をおこなった。このチュー

ブを小)T;H"YJ物用人工呼吸l.fi(Harvard Apparatlls)に接続し、70%笑父、 30 %酸素

および 1%ハロセンを使って34験'1'の麻酔の維持をおこなった。

ゐ;I~ " 、て、ラットの右大JIJ!! [YJJU~ にカテーテノレ (PE-50 ホリエチレンチューブ)を

姉人して持続的に動脈陀をモニターし (Gould)、さらにこのカテーテルから一回

当たり動脈血 0.2mlを採取し pH、IIlL液ガス、ヘマトクリット、 lilL118111'[をiJllJA:した。

)f験'1'、 l呼吸掠の条件を調節することによって動脈血の 1[;;片民円安ガス分)J~を品If持

した。フロトコールによって、，'，'ft脈l人Ji't射が必要で、あればイiの大腿川崎氏にも同じ

カテーテルを舟人した。

実験'1'は、体混コントロー/レユニットに後続したr1I1L皮フロープを11'[j場内に挿入

して動物のl山場組をモニターし、コントロールユニットにI!li[YJした保i/"l川のマツ

トおよびランフにて体制を 370C(こ縦十字した (HomeothermiccontroJ lInit、Harvard

Apparatlls)。

下術操作終 n去に麻酔を切り、(1発H、rl.放を充分にイ確認してから341T'内チューブ

を抜去した。抗生物質をj)t与し (cefazolin50 mg， i m )、ケージにjぶして(1111に飲

食をIJj.IJHさせた。
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11-2. '1' 大Jli通勤JV~閃去

ラットにおける)IlJ 所J1ì~J 伝 IrJlの:k験系 l士、 1 98 1 年に Tamura らによって倣'なされた

(Tamllra et al， 1 98 1 ) 。このモデルは、大Jlf司法低抜への穿@Æ支，E)j JV~が分岐する部分

よりも近 (，'L で' '\-'大)悩!F)JJUi\を 凶コにするそデルで、大JI尚 )，~Jま核の外側 ;'(-1 1分とそれに依

する大脳皮質のー部に1¥，'11交のJJ五1111.がれ}られ、大脳皮質のさらにi''f1JllJの前大脳動脈

および後大JI必動脈の文配飢JyXに近い部分は1JUII~11血行によりあるわl皮の Úll.流が保た

れる。この実験系は近付悦1 '\' 大j悩 fliJ J脈 1~ j);1;モデノレと 呼ばれる。

その後、穿@枝豆iJ JU~の分岐部よりも~{I)の部分で '}，大mヰ動脈の I~.D与をおこなう

ことにより 、手術操作を(本ぶから浅く年半必にした)j法が44tiりされた。このような

i剖心部の，~，大脳動脈の|別本では I IJl.ìfrEの低ドは大脳皮質に líb!)，，) し 、 しかも多くの場

合組織防~l ~: の閥11立以ドに úl l. ìfréがドがらない。したがって、鎖l'[ilで町l動脈を同 11;\' に

関本させてさらに血流をさげることが必裂になる (Chenet al、1986: srint et al、

1988)。このよ うな実験系が、Qijイ立;{iI'l'大JIi昇進)j脈問本モデルと呼ばれる。

この研究では、近位!~I I?l J 1}f;である Tamura のモデル、 i剖虫剤II~'J本である ßrint の

モデルおよびChenのモデルの3つのモデ‘ノレを使川した (1ヌ111)。

A. Tamlll'aのモデル

liijIisのごとく麻酔の導入 ・維持をおこない、足fiJJzをri'i，la:nsし、イ[の.Lj介と外

11民裂とのあいだに約 1.5cm のまっすぐな法問切IJH をおき、 11l'J以筋を切 lJiH圭 1J~帥，'l' I'J'

から剥離して前万に牽rJ l しドllUl lÎJ1 i(Y， を以;: 1\ させた。 il~ 利川 l ドリノレを{克 ってノ1~， gl1食

取水で冷ゃしながら卵PI孔のl削JllIに絡がJ3 mmの小千しをあけ、似J[皮の ドに'1'大J1i;q

fYJJV~の近位部分を確認した。 (I)l!肢は 2 1 ゲージの注射針にて | 一寸:に切 IJH した。 q-'大

JJ自動脈の 1~-J 1，1Jiは、 1 )双幅1・U: ~l凝 1 ，'~1i:~ (bipolar coagulator) にて JI'(J必首公縦 1~，1 をし

てその部分で切断するか、または、 2)まず、10-0ナイロンにてがi然後に、屯気

凝|川をして切断した。後_r，-の)iが1111流がJlA断されているので、1111.作が凝1，';1されるま

での11年間が短い傾向があった。し吋ぷれの場介 も、ill)jJUi¥が|県沖'l(olfactory tract)の

内IlllJ&ゑを償切る部分で切断した。 筋舵jとIxJ市を縫合して手術操作は終 fした。
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B， Bl'intのモデル

麻酔の後、 Tamuraのモデノレと 1，;1じ;'fll{¥/:(こやや短めの皮J値切IJHをおき、 1JlIJ以筋を

切IjlJilし側liJl'i'，'ullJiliiを政11¥させた。j.苅刈切切rけ'1'什"

m'叩mη1の小4孔Lをあけl中|ドj大!脳尚l動t似助釧)jJ脈脈のi必4必!イイh佼、古ι1:剖部lをi臨』品ぷ制』託引t訂11川1¥させた。 五i)!!1英を 21ゲージの注射針に

て l't:に切IJ目した後、まず 4-0品ii糸によるイI総頚動脈の結主主をおこない、統し、て

rhinal fissure を繊切る部分でお '1' 入:Jlì通 ~UJ脈を 11'[後電気凝l川し鉄にて切断した。 頭部

と'Jli'1ifflの京IJを縫合して下vlザ操作は終 fした。

C. Chcnのモデル

ßrint のモデルと同じくイ Jの ihlイ \/:;'fll'I' 大脳!fr)JJllK を í~ UJ後、 rhinal fissureを繊切る部

分で 10-0ナイロン糸を使って ".l.rd:.'i然しマイクロの鉄にて切断した。続いて金属

クリッフにて両側l総会'iill}j脈を1}i.IJ正し、 45分後にクリッフをはずすことによって再

開通させた。 同1ll1! 総長百 ~UJ脈を閉);If.; 'I' も麻酔を占fU守し頭部のれ11を鎚介した。 クリッ

フ除去後に頭部の訟11を縫合し、手術操作を終 fした。

これらの虚血モデルは、 1ロl じラットの系統でも搬入されたH寺!~I 、 ラットの週齢、

血作1}i.I'Jlf;の方法、実験条件のわずかの主によって使主体初がJ;診特を受けることが

h[lされるので、各実験シリーズは、|叶時期lに搬入されたラットを使って、 |口lー

の術-riにより、同一の夫験ステーションを使って、コントロールJrsと公正に行な

われた。使用したラットの系統は、 Tamuraのモデノレでは Sprague-Dawleyラット

(280-350 g) 、srintのモデルではJ'l然発症，o，':ilfILJfラット (260-320g) 、Chenの

モデ‘ノレで、は Long-Evansラット (250-320g) を{吏川した。

11-3，も!!1&体肢の評イIIJI

q所j悩!設IflL後の組織|咋'h・の!.'f1{，IJIは、 i必死組織の体続すなわち脳{従来体4tiをd[ll定

することによりおこなった。 2，3，5司triphenyltetrazoliumchloride l11onohydrate (TTC) 

はミトコンドリアの防ぷ1f.1'1:のある;'fll位をぷ色に染めるので、染色主れないffll分
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はすなわち波死組織をあらわす (1立15) 0 }"li!Jr脳虚血後 24ないし 4811年11¥1の)1両に

おいて、この染色されないf部分の体加が hematoxilinand eosinによって測定された

)Jì~悦誕の体制とよく 相関することがボされている (Bederson JB， et al， 1986)。

Ull竹'J;ID足後、 24または 4811年1111 (後Ij'Gのフロトコーノレによる)ラットをノ|二イ'+さ

せたのち、pentobarbital(65 mg/kg， i.p.)にてH証附hし|車li'lIJ1した。!IJjお'，'1より JJi請をとり

だして、氷で冷したとl~mÝJ 食品，(JKfこ 1 0 分 1111入れた後、大脳をブレインスライサー

を使って、2mmの184さの 7枚のliij制|析の切Jtとした。それらの切nを、 2%の
TTC (5igma， 51. Louis， MO， U5A)縦波にilit光して室iMで 30分IIl1iメーした。各!悩切

)IのjJJ<が同じ程度に染まるように途，'，切)iーを反"忌させた。染色後 10% formal川

にーl此以上つけて保存 し、"II.夫験シリース、の使塞体制の詳{JUiはできるかぎりま

とめておこなった。

.sl!Ji母体的の計算は、 personalcomputerに妓統した videocameraで'1lhi像をとりこみ、

データを阿像解析プログラム (8旧quantI V image analysis system)で処叫することに

よりおこなった。すなわち、染色消みの各切片を尾fJllI而をヒにして波ベて video

cameraで保彩し、その許可像を personalcomputelのそニター lで凡ながらA、色に染

色されない使本部分を7 ウスにてトレースし、その面的を測定した。さらに、そ

れらの!稲積値を積分することによりf.V主体械を計算した (Kanoet al， 1991)。

8rintとChenのモデノレて、は大脳皮質に脱水が|恨んjするが、Tamuraのモデルでは

大脳皮質と大)I~)i~底核にまたがった仮本が認められるので、後イ「のUl介は大)J[近 Ix

質と大!悩)J;).ま核の.sl!2副本初を分けて分析した。

11-4.統計

独立 2ln間の比"疫には unpairedt検定、従以 2j洋'11'の比般には pairedt検定、 3

i作間の比"疫には一元配位分散分析 (oneway ANOVA)と Tukey'stest 、 3lr~'11Iの繰

り返しのデータの比l般には repeatedmeasures ANOVAおよび Fisher'sleasl signi日cant

difference testをもちいた。 p11むが 0.05未満の場介に統計 (1')にイl立と判断した。
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1Il. 一般化宅ぷ介)Jx llll '， i市11 の )"jmJlì~)MIhLへの影特

日ト1. ー般化宅ョ伝子千成Illl'，i;斉11

このfFでは、 一般化宅ぷ介)A:llJl'，1消11の投1jeがラットの}"j)grJli託収Ifnにおいて!悩保

護作JTJを示しうるかを検討するためにおこなったLI4!験を紹介し、 Jサ誌を)JIIえる。

一般化季(#のよE質である L-arginineのguanidinonitrogen にメチノレ)，~やニトロ基を

つけた NG-monomethyl-L-arginine(しNMMA)や NG-nitroーL-arginine(しNA)、さらに

後有の methylester (L-NAME)などの L-arginineのアナログは(凶6)、 円安化室

生~fì)J主を一般に競合的に Illl'， i )'することが知られている (Rees et al， 1990)。それぞれ

の一般化窒ぷ合成Il1Uf剤は、 L-arginineの細胞肢の transpo円 systemに刻する作用

(Bogle et al， 1 992 ) 、 ムスカリン受然体への籾和性のイ'T1!l~ (Buxton et al， 1993)、

誘導}\~と構成型一般化窒ぷ合)JxMぷに対する特災性 (Gross et al， 1990)などに差

はあるものの 、 どれも 3 積類の再平井~}担のうちのひとつの選択的なIll1'占:斉1) で、はない。

また しNMMAは mVIVOで代謝されてしcitrullineとなり、さらに戸円安化当在来の基

質である L-arginineに変換されて しまう (Heckeret al， 1990)。

この実験では、文献上故初Hこマウスの)"j所脳虚IflLでj悩保護効果が報作された L-

NA (Nowickietal， 1991)および統し、てラットの)nj)Jr虚Ifl1で、効果が縦(11された し

NAME (Buisson et al， 1992)を文献と|バ|じフロトコーノレで‘投与し、結果のPPQf'l:を

検討した。また同じ動物で、 → 同変化窓:，+J介 )J.主的，+~のjJ:jlil， l) の-1"，1皮をド 11Gの ζ とく評

価した。

111-2 )j法:一円安化宅ぷ介)J見解，+Jl!i1"I:のn{I)Aiニ.

L-arginineのアナログの投ワーによってrl'収;/11'経系における 刊変化策ぷの合成がど

の程度抑制されているかを検討するために、ラットのI*'r以IL'jに小脳を探取し Bredt

ら (Bredtand Snyder， 1990)の)jit:.に従い一般化宅来合)JxM'+J活1"1を exV1VOで訓1)

:;jごした。

ラットの断頭後とり だした小脳を 2mlの総y.!l:(50 mM HEPES， 1 mM EDT A， pH 
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74) '1'でホモジェナイスし、 3500rpmで5分1111述沈 した。 上iii-25μlを反応治波

(50 mM HEPES， 1 mM EDTA， 1 mM NADPH， 1 mM Ca2+， pH 74) 100 fllおよび 100

nM L-[3H]arginine (1 mCi/ml， NEN/Dupont， Boston MA， USA) 25μ!と泌介 し宅机で1

0分1m反応させた。反応は、'i'II:i谷被 (20mM HEPES， 2 I叫¥ilEDTA， pH 55) 2 ml 

に混合することにより終 fさせた。il-.¥介被および恭陪水 2mlをDowexAG50WX-8 

(Na+ form， Bio-Rad， Ricon， CA， USA)のコラムに通しし[3H]arginineはl汲，(iさせ、コ

ラムを通過する [3H]Citrullineのみを-::;-んだ添液の放射線活性を液体シンチレー

ションカウンターでi¥[lJ)Eし、ノl、j悩qt{立iHはあたりのデータを|日1I1年にillIJi.どしたlビ;常

小lIi誌の1111:に去、jする%であらわした。

f引ii尖験として Sprague-Dwleyラットをもちいて、 1 )しNAME10 mg/kgの 1

1"1版11空内投与後の大JJ尚、r-球 ーl唆化梨ぷ介jぷ防ぷ所性のI1キl:nJ'J')経過、 2)しNAME

119:1股内投与 21L'flltJ後の大脳、1'0球 際化o1"ik介成防ぷ活性における}I)I，(対必IJ-*性、

3) r， íl投与ー後の血圧における川地対ダ~*性を検討した。

日Iふ )jY_去:実験プロトコーノレ

薬剤投ワーフロトコール、!悩もV)日!と命liの時IliIは、Nowickiら (1991)、suissonら

( 1 992) の報告に基づいて，~Æ した。 !投 IÍllモデノレとして、大脳皮質にのみも~J誕の

得られる述{立部 'l'大JJì:í!li)JIUW-P;'正の Chen のモデル、大脳皮質および大JJì迫)，~JA核にも~

;年の符られる近位部1，!FJ2注モデノレの Tamuraのそデノレを，fll)IJした。

実験 1L-NAプロ トコール

L-NA (Sigma)を生理食品，(;1<.に治:11J!f.して 1mg/mlとし、しNA1 l11g/kgを'1'.kJli持動

脈|泊選5分、 3時11¥1、611与11:11去の31"111反11空内投17し、2 Ll II年 1:\1後のj術品~)&体制お

よび小脳における 一酸化~ぷ介j戊M;i号所t'l: を測定'した。対!!(u作にはいI終日のやJ)Jl

食材I水を同 じタイミングで投与 した。 Tamuraのモデル()f験 la)とChenのモデ

ル (X験 Ib)を使って、独立にふたつの尖験をおこなった。
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~験 2 L-NAMEプロトコーノレ

レNAME(Sigma)をノ|三日11食J;¥，(;Kに終的'して 3mg/mlとし、 レNAME3 mg/kgをJf且

作 I~日正 5 分、 31 1年 11\1、 611年 1::1 、 2 1\ IL'fI:il、 36時間後の 5[111腹腔内投与し、1[8 

H、'fl l\I{去の }J尚も~J色体積およひ、小脳における ー同変化主主来合)Jxl'i!f，tJ百17ftを測定した。)rJ

!日1併にはIriJ年半世の/上J!U食胤水をI，ilじタイミングで投与ーした。L-NAブロトコー/レと

I'IIじく、 Tamuraのモデル(尖験 2a) とChenのモデル(実験 2b)とのふたつの実

験を独なにおこなった。後-fi"の次ー!験では、ハロセンでなく chloralhydrateにて麻酔

をし、動脈カテーテルの何人および成IflLliiiの採linを省略した。 したがって、体拍11

のみをモニターして実験をおこなった。

日1-4.結果

予備:k験

1 )腹腔内に L-NAME10 mg/kgを 11"1投与すると、大Jli過半球の一般化Z在来合成

隣，{Wi-f'lこは 211寺間後に肢も低下し、コントロール併の 34%となった。-&り後 48 

時rmで正銘・に回復した (1立17)。

2)しNAMEJI.¥IJI空内投与 211年1m後の大}Ii近、|主球の一般化家ぷ介!皮肉干ぷf1if'lニは腿18

のごとく JTJ'，1依存的に低ドした。3mg/kgではコントロール併の 69%、30mg/kg 
では 9%まで低下した。

3)基礎実験 2)における投与後 211年1mのあいだのIIlLU二はlヌ19のごとくで}IJI，t 

依存性のfI.圧効果を示した。 1.3mg/kgの投与では 20-120分後にふ13mmHg、10-

30 mg/kgの投与では 10-120分後に 14-341111叶 I呂、 100mg/kgの投 'jーでは 10分後に

57 mmHg、20-120分後に 42-55111mHgの1!1L}_tの仁外を必めた(以19)。

~験 1 L-NAプロトコーノレ

生.I1g学的ノ、ラメータ一 夫験 laおよび 1bのふたつの夫験において、比般し

た併の|川に!花血導入riiiのIfll}玉、 動脈Ifllガス、Ifll私.'ffl立、 ヘマトクリット、 体制の牛

耳日午:的ノ¥ラメーターにWJしてi_2は認められなかった(友 1)。
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般化宅ぷ合成形ぷ(，1i-性 Tamuraのモデル(実験 Ja)では、しNA投与併で

[);治コントローノレの46%とイf，むな小Jjì~ -円安化宅素合成醇ぷr，r，t1j:の低ドを認めた。

刈!!(!となった生肉食品li水投 1j.j作では '1' 大J1ì~動脈 I.!/-J ;Jí足後も、小)仰の円手ぷl!î'I'lーにイIZZ

な変化は凡られなかった。

Chenのモデル(尖験 Jb)では、 レNA投 1j-jrtで正常コントローノレの 73%と、

!日lじフロ卜コーノレの Tamuraのモデルに比べて小さし、が小j悩一般化宅ぷ介成田字表情

性の低下傾向を認、めた(ぷ 2) 。この迎いは、 Chen のモデノレでは<1'大脳!fØJJV~ I.!H~匡

とI，ijll寺にL) 5 分1mの阿HUJ内匁l動脈 1~-J Ji曜を )JII えるため、楽i'illの 31 'J I&I] のうち最初

の投与分がJI出循環系にはイf5<JJに分布しなかった可能性がJ5-えられた。

sI!本体積 Tamuraのモデル(夫験 Ja)では しNA投与併の)jがコントロー/レ

Jfi'より大脳皮質において 96%のも~本体制の的川1 ( pく005 ) 、 大l悩)，~底核では 7%

のJ\'1 }JU を認めた。般!~量全体の体f~lでは、 しNA 投 与鮮の}jで 67 %のもl!);~i本秘の別

}JUを認めた。 Chenのモデル(夫験 Ib)でも しNA投与鮮の}jtJ¥68 %の使2主体積

のW/}mを認めた(表 2)。

)f験2L-NAMEプロ トコーノレ

生理学的ハラメーター 測定されたl左血liiiの生息学的ハラメーターにWIして、

レNAME投与群と対照併との11:1にのifiは認められなかった(ぷ 3)。

ー円安化室長~合成防，(g刊lTamura のモデノレ(実験 2a) では 42 %、 Chenのそ

デノレC.A験 2b)では45%と、|山i)Jの:k験で L-NAME 投与併においてのぷに円H~

活性の低 Fを認めた。この しNAル伍 フロトコー/レではIII'Iモデノレの1m(こ階ぷ活性の

抑制の程度に差は凡られなかった(ぷL))。

型生生組 Tamuraのモデノレ (X験 2a)では、しNAME投 Ij-jrtにおいて大!脱

皮質で 28%、大JI削左底核で 2% のも~J正体肢の別加を認めたが、統11 1 ・ 'f:(内にイf立で

はなかった。 使塞全体の体制でも 21% の附加を認めたがイ「立ではなかった。

Chenのモデノレでは、投与併とコン トローノレ仰のあいだにぷをl認めなかった(ぷ

L))。
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川-5.A号祭 )11)所JJf迫J;hllfILと 椴化宅ぷ介成151l'，1f行IJ

以上の実験の紡*は、j( 1!ikに 1*~ !1 されている結洪を 1 !IJ)i.できなかった。 すなわ

ち、:k験 1では L-NA1 mg/kg を )，it~IfIL後 21111午11¥1に 31"1投与することによって小脳

の 円安化宅ぷ介成田平ぷr，r，.t'U土コントローノレの 46-73%まで低ドしたが、大脳皮質

のfJ!J;¥'i(1s:，ftfは有志lこ的大した。また:k験 2では、 しNAME3 mg/kgを庇Dll後118 

H寺1mに5Ji'I投勺することによって小脳のj，ilI'Wぷ活性は 40%台まで低ドしたが、使

Z正体:fl'iは変化を受けなし、か_{'ir-~科大する似II古l にあった。

文献に報侍された Nowickiらおよび Buissonらの実験はともにn発呼吸でおこ

なっており、 IÍl1液ガスデータは論文に ， i'~ 11配されていないが実験'1'に，:':ii災椴ガス l飢

痕になっていることが抑制IJ された。したがって向炭駿ガス血Jil~の状態で、のみ保護

効果があらわれる可能性をJfえ、放立に PaCU2を上げて尖験をおこなったがやは

り結果は|百|係に使審のげ!大を認めた。これらの結果は脳彪Ifll後 L-NAや しNAJ¥圧

を使って脳の一般化Z在来合)J)(: !'W ;{-l r，r，-t'l:をイiーなに抑制l しでも似品~J)正体制は縮小せず

むしろ大きくなる傾向にあることを示している。

この実験で得られた防ぷRit'l:は断日m時のものなので薬剤のM:終投りのII!iIIiJの影
響を受ける。 したがって、フロトコールの'A¥なる実験 !と夫!検2とを比べるのは

不適、可であるが 、 2 つの夫!検のなかでは尖!験 2 の}jがM ;{-~ r，r，. t'l:の抑制が大きいの

に対しても~2匡明大効県は小さかった。この原休|は~升IJの迎いによる ，，[能t' l :が ，'，白山、

が、脳主~定評価のH刊[jのだによることも巧えられる。 すなわち、 同変化宅ぷの介

fJX: 1511}iがも~2量刑大効果のみを持つのではなく、投 17-のタイミング(例えば 6 11年 I I \ J

以降の投与)によっては脳保護効米をイIしている n[能性もありうる。 しかしなが

ら、 L-NAや しNAJ¥圧 をf*ってこの保護効米の分析をおこなうのは|本|雌だと思わ
れた

tn V1 VO の川所印刷並 lfll において - 1'\変化'，\q~の介)J)(:1511';1市IJ を試みたその後の他の文

献 1- の 17i洪 もさまざまで、メミ!験 1 の ñ:-11f%のように法化 したとするものからも~誕体

械が紛小したとするものまで認められる。ラットの虚Ifllモデルに|絞ってブロ 卜
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コーノレを検討してみると、:出化したとするw併は、しNAME15 mg/kg， (Kuluz et al， 
1993)、L-NAME10 mg/kg/h x Ih (Zhang and ladecola， 1993)、レNAルa2.4 

mg/kg/h x 1 h (Yama1l1oto et al， 1992)、不公とする報告が しNA30 1l1g/kg x2 

(Dawson et al， 1992)であり、もI!);'ピが品li'l小したとするものは しNAME3 mg/kg x5 

(Buisson et al， 1992)、L-NA1 1l1g/kg x5 (Nagafuji et al， 1992)、しNAME0.6 

mg/kg/h x 5h (Ashwal et al， 1993)である。これらの結果を総合して、 1)比較的

少:;tの投与で、 2) J在lUl後比較的長い11寺川にわたって投与ーしている場介にも1!2;¥:iの

縮小傾II'IiJ清志められるが、はっきりしたものではない。

!j- I" Iの :141倹のデータからは、 )"jJ刑制約fl lの急性!~Jには ー般化策ぷの合成を抑 :111J

すると結決1'1']に抵I!;t巨体制がWI大することがぶされた。すなわち、 円変化~ぷはttr:

lIll急性WJには全体としては:jIjJ終保必的に付ニ川していると与えられ、 t-lt・IUlll.'fOコ一般

化窒ぷの I([l流用大作月lによるタ'1*で、ある "f能性が考えられた。~);、 j悩脱出Lの念、

性WJ以降には一酸化窒妥結がやl'経.JWI:を発事liしている可能性も推測された。文献上

のw併を凡ても一酸化窒ぷは神経保護作川と神経毒性をあわせ持っていることが
Jfえられる。
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IV. L-ar'gInIncの}，，)J刑制救1(llへの版科

IV-1. L-argInIne 

L-argmmeは}!f(，{ミサイク/レを構成する、1"必須のアミノ椴 (VisekWJ， 1986)で、

1988{1こに 一般化窒ぷがこのアミノ般から介成されることが報告された (Palmeret 

a1， 1988)。しかしながら、 同変化zh:ぷの介J点経路およびノU'I!J'I(_jf，刊1:が知られる以

liiiに、 L-argmmeが neuroblastomacellの，，[総性 guany1atecyc1aseをf，1;.t'l:化し cGI¥伊

を合成させる内閃性の物質であること (Deguchiet al， 1982)、活性化したマクロ

ファージのJ，~II) ll の環境に しargmme 泌伎の低下 ・ 欠乏状態がおきること (Currie et 

a1， 1979)などが観察されていた。また しargmmeは、成長ホルモン、フロラクチ

ン、 インスリン、グノレカゴンの分泌をHJlli放することが知lられ、 臨床的にはl悩 F豆一

体前柴の機能検査一のための王~Ni試験に使われてきた (Rako庁 et a1， 1973)。

しArginineが一般化窒ぷ合成防ぷーの)，C質と報(与されてからは、数多くの!.isJfI!学的

実験で L-arginineのアナロク‘の競合的ttMぷ[lll存効果を確認するために月]いられた。

また、 mVIVOにおける しargmmeの投1].もおこなわれ、Hishikawaらは、ホルモン

t(Ji，試験に使われる 500mg/kgの!日'tYi:で、，¥':;lilL)王i洋およびIE;;;¥'I(IL) J:jtfの阿有にお

いてイ1.12な血圧の低|ごを認め、この現象をぶti'iI ÍIl 1~;系における 利変化宅ぷの介成

のkili隼による血宇:;拡d長によるものと符えている (Hishikawaet a1， 1991)。この市で

は、ラットの}，.)所})尚雌IIlLモデルにおいて しargmllleの投与をおこないsl!)晶体制の変

化を検討した実験を紺介しJf訴さをJJllえる (Morikawaet al， 1992)。

IV-2. JJ71三 実験プロトコール

!在 líll モテソレとして、大脳皮質にのみ抱~J.\i のねられるìÆ f立;百1 '1 ' 大脳動脈 I~-l本の

Brint のモデル、大脳皮質および大J1ì~)，ç}え核にも~本の科られる近{川市山本の Tamura

のモデルを利用 した。 n然発Fふ'::ilIlL)1:ラッ トをもちいた Brintのモデルでは、Chen
のモデルに比べてデータのばらつきが少なかったが、，¥':iUIL)Eが L-arginineの効来に

;;草寺中をりえる可能性も考えられたので、 Sprague-Dawleyラッ トを使った 丁目muraの
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モデルで正常lill正の動物における効民を係z認した。

メ:験3aJ友1[ILi百l治療プロ トコール(，¥':jI[IL) 1:ラット)

L-Arginine hydrochloride (S i gllla) をぷ仰木に総WI~ して 300 Illg/mlとし、 300mg/kg 

を1[IL'FrJIJ;r;;の 1611年r:¥lliIi、 311!HlHliIi、 5分後、 211年11¥1後の4川JI反"明快J投 Ijし、 2 

<1 11与 I ltI t表の月商品~1\i(，js:績をdlili.Iニーした。対!慣例には|司容はの生Jlll食品K水をj，i)じタイミ

ングで投与した。 L-arginineの作川の光学見性的な特異性 (enantiolller-specificity)

を縦認するため D-argininehydrochloride (Sigma)も同j日立・ JTJitにて投ワーした。 n
然発iJ'J~ ，:':jlíILFE ラットを JIJ し、て Brint モデルでおこなった。

)f験 3bJ;ffi:1Ul後治療(5min)プロ トコーノレ(，'::j1[IL!T:ラット)

上記同級に調製した L-arginineをJIJいて、まず 300Illg/kg を '[，大JIì近!fihJU~ 1刻家 5 分

後から 10分間かけて，';'{，nし、続いて 11時間後に同fiiをl出|空内に投IJ-し、 2411!i 

rm後に!悩便京体積を;j判定した。対照併にはい!終日の生J!1l食l;tt水をj，ilじタイミング

で投与した。効果の!Il[止依イd'i:(dose-response) をE制べるために、 30Illg/kgの し

arginineでも検討をおこなった。これも、1'1然発症高血圧ラットをJIIし、た Brintの

モデ、/レで、おこなった。

x験 4a庶I[IL後治療(5min)プロ トコーノレ
正常Ifll圧である Sprague-DawleyラットをJllv、て Tamuraのモデルで夫ー!段をおこ

なった。 ヒ記の実験 3bと1，，1じ5分後の虚lilL後治療フロトコーノレで 300mg/kgを2

1り|投与し、 24 時IHH去に脳抵~フ巨体泌を ðl'以iご した。 対照併には|百l 辛子 ~ Il の生J!I\食品7L水

を|百lじタイミングで投与ーした。

x験 4b取1[11後治療(1h)プロ トコーノレ
:k験 4aと同じ実験モデノレで、治療lJil/.ihを実験 4aよりも III;'HI¥Iil!くした。すな
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わち 300mg/kgを'i]大)Ji村山脈凶器]11年川後から 10分rlnかけて，'，J>i'i:.し、あい、て 2

IL')'川後にlil)虫をJJ反l陀r-Iに投与し、 211 11!l'II:jf走にm追使'J，if;体制を測定した。点、J!照併に

は川作祉の生児食胤;)くを1，，)じタイミングでj1):']ーした。

IV-3.紡J長

ノlosU学的ノ、ラメータ-: IJI11Î; I !./-U~lìíTに L-arginine の投与をおこなった夫験 3a

において、投薬による虚JJ]1導入liiTのIJII)1:、動脈血ガス、へマトクリ ット 、体出の

変化は認められなかった。 Jill相，1[111'(は、 D-arginine投与併で低い傾向が凡られたがこ

れも統計学的に作意ではなかった。 L-arginine投与群でも血糖値に変化はなかった。

これは、インスリン、グ/ルレカゴン、 h成Jt長ホ/ルレモンのJ!I岬a

が中M相I日|げ1殺支されたものと考えられた。(ぷ 5)。

i!11符閉塞後に L-arginineの投与を開始した実験 3b，4a ，4bにおいて、虚血導入前

の生)lg学的ハラメーターにjrf. n:1 の ìf~は認められなかった(去5) 。

宜主些些 BrintのモデルにてIfJl作閉塞IIIiに L-arginineの投与を開始した14!放

3aでは 31%のイT立な!悩悦本mの紛小を認めた (p<O05)0 1日J:止の D-arginineでは
使本縮小効果は認められなかった。 IfIt作閉幕5分後にL-arginineの投与を開始した

実験 3bにおいてもイflJ:な 28%の脳.sl!本mのt縮小を認めた (P<O05)0 1，.]じフロト
コールで、 30mg/kgのL-arginineではイIぽな岐本体加の減少はねられなかった。

JE'f:î ÚllFEのSprague-Dawley ラットを JIJ し、て I fJ lr~;凶器 5 分後に しargll1l11e の投与を

開始した実験 4aでは、大脳皮質で 31% (pく0_05)、大J悩1，!;)1工紋で 52% (p<0_05)の

統計学的に布怠な)]単位選体制の紛i小を泌めた。 L-arginineの投1]・を'1'大脳動脈I!./-J2&

後 l時nn に IJ似合した実験 4b では、大脳皮質、大m司法底核ともにも~活体制のイIなな

減少は認めなかった(表6)。

IV-4. )5-終 局所)J自雌IIIlとL-arginine

これらの実験結果は、 1) L-arginineの鹿IJlll泊および位後の投 Ijによって)，，)所))i迫
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1'Ìi:Úll後のJl尚も~本体秘がイ11Uーに縮小すること、 2 )その効果は D-arginineには認め

られず、光学児性的に特民的なJ.J，I.象であること、3)ー1"1投与!止で、 30mglkgと

300 mglkgのあいだに効民のゆ1(11'(があること 、L1) L-arginine の効米:は、 I\'~JIIL)王

ラットおよびIE'i;¥' J!IL} 1:ラッ トの1，I，j.{r-にて必められること、 5)投 114 を 1i111~;[:n塞 1

H、'1'11¥11去に開始すると有効で、ないこと、をぷしている。

レar引Illneが悦]E;{.本磁を減少させることは、既に心臓のIkJ!ll・6dn流モデノレで、報

倍されている (Nakanishiet al， 1992)が、 JliヰI:ffi:l但に関しては、 8iIM I輸の SHRSP

(stroke-prone spontaneously hypertensive rat)に経口的に L-arginineの投与をおこない

14週齢にi主したH年点でのJli司IflL~r~; Ili;i'，1 i の発住宅を検討し L-arginine の投与~~ß で符千

発生ょ存の減少する似 1"1 がみられるが統，tI的にの-立ではないとする ':~I ~'i のみである

(Stier et al， 1991)。

この::k験で芯められた L-arginineの効処の機J(として、一般化'!.j';:ぷの介!ぷ促進以

外には L-arginineによって分泌が刺激されるインスリンの虚J!1l}悩への作川も与えら

れる。インスリンは虚li[L}悩に対して保護的に作川するという桜台があり、この作

用はUJl紡値の|年 Fによるアシドーシスのt降減によるのではなく 、j脳への11'(接的乙

作用だとされる (VolIet al， 1991)。しかしながら、argmmeのインスリン分泌刺激

作JlIは光学兵性的に特~'MÝ.Jではなく D-arginine にも認められているので (Girerd et 

al， 1990)、今同の L-arginineのタJ米がインスリンを介してあらわれたとは符えら

れない。

4同変化窒ぷは潜イE的にや1'$そ，ii:i'lザをイfする物質であるので、その)，C't'lである し

argmmeの投与が神経細胞に対しである柿の刺激となってストレス蛍1'1";可zの発引を

誘導し、やl'~{細川包を!主 Ihtに対して耐性 ( Kitagawa et al， 1990; Kirino et al， 1991)に

している I可能性も巧えられた。しかしながら、雌Ifllliijの投与のみでなく雌Iflll)fl始

l立後の投与でも同級な L-ar白川neの効瓜がみられたので、成Ifll，IMH'I，の』誘導が今川の

効果を説明する機Frとは与えられなし、。L-arginineの腹腔内投IJ-i去に大脳皮質の c-

fos 蛋 I~I および hsp 70の発似を免泌染色で検討したところ、 c-fosは I1時川後にIU

硯し 2t1 11、'j'r:n i去には消火ーしており、 hsp70の発現は全く比られなかった
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(unpublished observation， Nozaki et al， 1992)。

さらに近年、 A酸化宅ぷ一1'1体が mV1VOて、は組織!JiJ:itの般化足立λ;町立状態 (redox

state)によっては NMDA受作体のl!iYIこを羽iJ:HIJして神経保護的に仰Iくことも14111干さ

れた (Liptonet al， 1993)。したがって、L-arginineが 般化祭ぷーを介してIIT般的に

グノレタミン般のやl'経ぷ性を州IiHIJして判l料保護作JTJを与さしている IIf能性も巧えられ

る。そこで L-argmme の投りによるもg本体制の紛小が 、 一般化~ぶの合成を促進さ

せてj悩IIll流を哨)JOさせたことによる効決なのかを調べるために、 penumbra領域の

IIll械が しargmmeの投 Ijーによってどのような彩粋を受けているのかを検討した。
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V.J;/i:IIIlの pcnumbraにおける)n'J所H肉I(IL流

V-1. );lt : Laser-Doppler i.去による 1(II.ifrWIAi:

JJì~I(ll流 (cerebral blood日ow，CsF)のdlllAi:には種々 の);法があるが、 1，;1 の動物

で1，;1じ;'fll{立の);:;jr'JfJlf当IIIL流 (regionalCsF， rCsF)の変化を経IL'j.(J'JIこれi.{llliするために、

Laser-Ooppler 法による組織I(IL流dlllAi:i.去をヰ1)川した。その原問は、飢餓にあてられ

たレーザー光が微小術保系の亦 IfJL球にあたるとその速度に比例した}，'il波数変調

(ドッフラー効果)を'豆けてJパってくることを利)11したもの (Stern，1975) で、

1) JJf制IL流が絶対値としてはねられない、 2)悲11紘一の友而に11'(1災フロープをあて

る必裂がある、という欠点があるが、ラットの局所j脳虚血モデノレにおいて持続的

に)，，)JJTJ悩IflL流の変化を記録するにはイT川である ことがすでに示されている

(Dirnagl et al， 1989)。

srintのモデルにおける IfJl~'ì;開策後の局所 11尚 I([L 流のj脳内分布は既に

autoradiography i};;によってしらべられているので(Jacewitzet al， 1990) 、レザー

ドッフラー1111流計のフロープを penumbraとなるであろう部分の脳ぷにあてておく

ことによって、 penumbra 領域の);，)J~r脳血流の l(lLt'ì;I!i I')ii; IÌÎí 後の終lI!f的な変化および

L-arginineによる局所1IT4nllifreへの;形料を検討で、きる (Morikawaet al， 1 992a， 1994)。

V-2. );法 実験のセッ トアップとプロトコー/レ

実験 5a 用金依存性 ・光学y~ t' I:J'ドJ特 y~ t'I:

lìíïl~íで L-argi nine のタ11*を認めた夫験 3b と 1 ， ;1 じ実験モデノレ、すなわち n然発症

向 IÍl L圧ラットにおけるイ7件'J 'líÜ動脈 ・ ')，大j悩 ÝVI脈 l.v-j)~ (srintのモデル)、を使って

同じタイミングで薬剤の投与をおこなった。ハロセン琳酔 1"にラットの副部を定

位|同定装置 (Oavid-Kopの にし司定 し、 ~H立;司1 ')-' 大 11尚動 JU~ をbM /l\するための IJfl lÏ;'i を

おこなった。さらにレーザードッフラー1(11流，11(sPM 403A， TSI Inc)のフローブ

(筏 0.8mm， P-433)設問のために、IUI'からイi{JlI)へ 4mmから 6mm、bregmaの 2

mm}副JlI)から 1mm l吻似11の k)j Jf~の部分のむi益什を街科川ドリルにて 1 1 '( 1ごのj悩よーの
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IIll '11;が比えるまで祢く j'í'l った。 この部分の JI'I 卜の大脳皮質 -tf外側 ;~ilは、このJ:li: LÍlL

モデルにおいてnll1~;I~J)長後に JI尚 I fl l 流が 25 %以下に減少することが矢11られている

(Jacewitz et al， 1990)。ホーノレダーに|川:J::したフロープを太いIfIL1:;を避けるよう

に必く残った'1';'の上からこのJ1i迫ぷに，[1;11'( (こ接触させ、フロープの111Fの体制 1

111m3芯1良一の)悩組織のrIll流値をd[ll:J::した。

生Jljl学的ハラメークーがLi二'，;;~; j或でみ.' :J::した状態で、)"jF!Jr脳 I Íl l 流の)，~i'{I; fll'i を測定し

た後、そのまま脳血流をι似しながら、まずh主主JJに総頚動脈をあらかじめかけて
おいた snareligatureにて山本させ、あい、てイpJf"クリッフ (Zenc1ip， Ohwa Tsusho) 

にてìhl位剖1 '1'大lIj;q ili}j JU~を |刻家した。 lìÎp戸のス験 3b の投薬フロトコーノレと全く同級

に、 IUlî~; /~:I塞 5 分後よ り 的IU~カ テーテノレをもとって しarginine (3，30，300 mglkg)ま

たはD-arginine (300 mglkg)またはI1二Jli!食瓜水の注入を開始し 10分11¥1で全仇を

r(1げ1:した。!悩I!llifrEの記録をIfllYm-J)，ι後 211!HHj続けて実験を終 fした。:A験'11、血

圧、体ntlは持続的に記録し、!fUJIU~thlガス分析、 Úll結値の ð!ll :J:: もおこなった。

脳血流のデータは IÚ1 W/JJ 'J.if; rÌÎi の)，~准 fll'[に対する%で衣わし (Dirnagl et al， 1989) 、

投薬前の血流値は血管閉塞2分後と 5分後の値で-代品えさせ、投主!i後のIfllIlfefll'[は投

薬終n去の 15分毎の値で代ぷさせた。

;た験5bpentobarbital 麻酔

L-arginine の効果がハロセンH州'jt~に ~.'J')'MI'0な反応ではないことを fi'(Ji ，l!c)するために 、

pentobarbital麻酔 (50mglkg ip)を使って夫験 5aとliilじフロトコーノレで 300mglkg 

のL-arginineを投与し)，ω:frJJf近IIllifitをd!ll)j:じした。

V-3.結果

生理学(YJノ、ラメーター

比較した併のf/¥Iにおいて、IIll川、動脈血ガス分析、山私n仙、イ本i/"lに有立たは認

められなかった。 各i洋の雌 IJll /J fj 始前とJ1ì~ l fll流の測定終( II~ の、ハラメーターにWI

しでも作なな変動は凡られなかった(ぷ7)。
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以盟也主並

iI然発疾，\百 LÍlL)上ラットの大脳皮質-，'~外 fJlllfli\における同所l悩 IÍIL流は、総fIi動脈お

よびld!位fftlrlJ大JI肉動脈の山本後に Ifl L竹山本 lìÍîの約 20% にまで低下した。 Iflll~;IJj;{.¥'i 

5分後から'1ミ里li食品KA<を抗争nしたコントローノレlifでは記録をおこなった 211，'1'川の

あいだこの}1~rÍll流仙 に変化は必められなかった。 300 mg/kgの L-arginineを，';'(，注し

た併では投薬終 f後より}，，1I!li'1Ii:近IIlLi1fCはイf.むに I :.f~ し 、 この傾向はì!llはご した 2 11年 1m

のあいだ持続した (pく0.01，repeated measures ANOVAおよび Fisher'sleast significant 

di仔erencetest、凶 10) 0 I，i]l，(の D-arginineはコントローノレm:より ρi~、傾向がみら

れたが、千fなな変化て、はなかった。

当li斉I1投与 rïri の局所JIì迫lÍlli.市の、|とj制むと投~{去の同所JIì~Jill.i.氏の が均値を比較すると 、

30 mglkgの L-arginineの投与で、は げ:t5%から 31:t8%へ l二舛し (n=6，p<0.05)、

300 mglkgのL-argmmeの投与では 22:t3%から 33:t4%へとイT立のJf:)JIIが認めら

れた (n=12，p<O.OI) 0 3 mglkgの L-arginine (18士9%から 21:t3%， n=4)および

300 mg/kgの D-arginine (21:t4 %から 25:t4%， n=6) またはノ|主食 (20:t5 %から

18:t5 %， n=6)ではこの効果はみられなかった(友8、凶 11 )。

レargmmeの効果は pentobarbital1#r'I'，\でもイ l 立に認められ、ハロセン琳門~~{こ特異

的な現象ではないことが併し認された (29:t6%から 44:t8%， n=4， p<0.05)。

v・4.考祭 pellumbraにおける脳IflL流と L-剖 gillille

'1'大脳動脈 I~H選後 2 時 11\1 のj悩 lfr1流の推移は、 300 mg/kgの しarginine& 'J-l洋にお

いて生理食風水投与併に比べてイl立に刈く、 D-arginine投与併ではノlミsI!食時，(!K投与

i洋と差がなかった。これらの災験結栄は、 30および 300mglkgの しarg'l1Ineを鹿

血の5分後に投与すると penumbraf~jJ或においてJlì~LfrL流が投 Ij 後にイ1.iJ、にW/)JIIする

ことを示している。この l fr1 if，êの附)JII は光学 5'~tfl: 体で、ある D-arginine では，認められ

なかった。 局所脳虚Ifllにおいて11商品g本に陥るr!llifre 1品|値はJ左縫仙の 30%ね皮と報告

されており (Jacewiczet al， 1 992) 、今 |μIlfl L流のì![llíiをおこなった官íV或は IfllW I.!/J ;f，~

i去の IfLL流が約 20% なのでそのままの Ifl L流であれば脳使去に|焔ると考え られる JI~組
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織である。この部分のm迫IflLi片付， L-arginineの投与後に平均 30%以上lこまで l二対ーし

たことは、 L-a rgJnlne のもt本紛小タ~~ーを 1I 'I: j広 l下Jに反映している n[能性がある。 脳抱t

決の紡ノl、効果における しargininell(の1:，州市1'[(300 mg!kg)と!1MIfll IJftJ'I'l )JII作川におけ

る|品IIJl1(30 mg!kg)とが見なるが、後ィ;では子ふ性期1(211、.'jll¥1lの以比、しかみてい

ないために閥IJI'[が低くなっていると J'似される。

L-argmmeの投与が./11]経細胞の代s耐をl此i!iし、 2次的に脳血流のJ!i'/)JUをきたした

れ[能性も巧えられるが、この実験セットアッフでj悩lill流の;¥111ii::'flI (u:の皮質屯位

(ECoG)を11'(接泊録したところ、 Ihl竹山本によって紛小した ECoGの版刷が血流

のi付加lに引き続いて1
"
1復するのがよ五められ、ECoGの1"/復が先行することはな

かった (Dalkaraet al， 1994)。したがってこの実験で比られた脳Ifllificの附JJIH士、し

argmme の lι接的な lílL l~;への竹 )IJ によ るものと巧え られる。

m VIVO における脳 I fllWの反応性を ， i).'~ベた尖!放で、 Ro senblum らは しargmme の外

1則。lからの投 Ij で径 30-50 μm の脳ぶーのk~1ぱVJ]U~ :ó ') IJ 拡依存的に拡張することを示し

(10-5 Mの L-arginineで 6%の伐のi?1刈1)、その反応が内皮に依存t'loで D-arginine

や他の し 型アミノ般には，認められないこと、それ(i体では収紛をおこさないごく

少屯の しm仏4Aによって反応がJljl;JjIJされることなどから、 ー円安化宅ぷーを介した

効果だと)}然している (Rosenblumet al， 1990) 0 1J;'l'iである しarginine1'1体が m

V1VOにおけるIlll1'l;内政の一般化'宅ぷの介成を促進させ、 その!lVJ脈を鋭、'JJえさせるこ

とから、今回の実験においてj州設Ifllでみられた!I尚IfllifieのJ't:JJIIも 般化飛ぶの介成

を介した効果で、ある rrf能性が |分巧えられる。

M:近投 II・後に一般化窓妥結を放IUする sodiumnitroprusside (SNP)や 3-morpholino-

sydnonimine (S刑ー1)を額動脈内に注入し、}I-}.l斉11でIIlL}l~ を維持することによって 、

川所脳虚IIllにおける脳血流がW/}JIIし、 }Ii迫観i1，¥;(.本紛が縮小寸一ることが搬iりされてい

る (Zhanget al， 1994)。この鰍行はより 11'[桜的に、厳IIllの急性別における 4円安化

窒ぷのjlì~líILì!ÍEを介したJ1ì品保護完1)%を示している。また、 しargunme は・般化牢:タ伝子干

!戊MJJの基質なので、 SNP や SIN-I と S~ なり投 1') 後 円安化'4:iぷが介成されるため

には一般化君主ぷ合成静ぷが1.1-:~~;~. な機能を保っていることが必裂である。このこと
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が、薬剤としての therapeuticwindowを狭めて欠点となるのか、あるいは一般化窒

素を必要としている)$:ÚIL組織への1，~11の補充をおこなうという点で他の部位への

J;巴特が少なく利点となるのかは今後の検討が必*ーである。
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VI.全体のJf然

ノト1"1の夫験によって以卜のことがぶされた。

1) }，~j所脳!在血において L-NA および L-NAME を投与することによって脳の J

R変化宅ぷ介成静ぷの活性はイT立に抑制されたが、/1(ヰ校本体制はノ|三Jlll食胤水を投与

したJt'fと比べて布怠に似;大したかもしくは小変であった。

2) 局所}Iìヰ虚 Lfl1 においてー円安化'令ぷ介成のよ~í'fである L-arg川ne を投 IJーすると、

生JlI!食府[;1<を投勺した併に比べて似品~本が桁i小した。この効果は戚 IJll l ìíi投勺のみ

でなく、 5分後投りでも l泌められたが、 111年11¥1後に投与ーを開始するとが1)%はな

かった。D-arginineで、は雌JilllIIi投与をしても生Jll!食駈水を投与した併と使容体制に

差はみられなかった。

3)同所JI巡虚血において L-arginine (>30 mg!kg， iv) を投りすると、取I[ll辺紋部

におけるl悩11fl流が投与IIIiに比べてイfなにWIJJI1した。生月!食品I[水や 300mg!kgの D-

a rgmme では効采は認められなかった。 IhL 1~;1別選後 211寺1mのあいだの}Ii迫Ifll流は、 L-

arginine 投与併においてノl二則食品i水投勺併と比較してイ~~，{!:な !Î~)Jl1が認められた。

文献的に一酸化宅ぷ合成門事ぷのIlll'，I;'主!iを}"jJ:frJJr司!主liIUI:'fに投 1]した;た験の結果は、

山 -5 に記すごとく今 1"1の車li% と 1 ， ;1級品~去の刷大をみたものと、逆にも~誕の紡小を

得たものとが、|主々である。このように、一般化宅素介成Mぷ111J.'h剤の 10VIVOの脳

!在Ifrlにおける効果は-12していない。これらのお'i栄のjJ;l凶は、J)，!.u:使われている

一般化宅ぷ合成陽系1111'J消11 が-1'1 '絞創II}I包J担 と 1[111'1;内皮 J~~の 1 ， 1，î)jの合成併ぷを 1111';1;=す

るために、各実験においてそれぞれの階ぷのjl1l制限度が見なることによるものと

推ijllJされる。すなわち、 'fi変化本:ぷはI~叫止においてやl'経 tli 判:を発事1 1 しているが、

R椴安化雪室主云ぷ+長:の合j成JJ(史を事折抑11川1;川;リ|

7スクされて逆に使フ本正体干有積t点iωカが、j附判大寸るものとJ巧tえられる。

- fi変化~;{号が m VIVOのj悩I;$:I ftlにおいてやl'経，Z性を発J'rll していることをノl吋-~IE拠

として、I泣近次の二つの論文が発ぶされた。ひとつは、-1'1'縦訓111印刷の介IJ2Mぷを

選択的に抑制する一円安化笠井;合成1111';'，斉'1(7-nitroindazole， Moore et al， 1993) を不11
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JTJし、この薬剤の投与によってラットの)"j!TrJJi副主Ifll後の)術品E)話が縮小することを

示したもので (Yoshidaet al， 1994)、この薬剤n体は 酸化宅ぷ介成防妥結抑制作

川が比較的弱く 、効果の持続も剣いので、今後さらに強)Jtj:選択i'1'Jt'i'経細胞型防

ぷの1111'，1$斉1)のIJfJ?eが望まれる。
もうひとつは、神経細11)印刷 円安化令ぷ介成両手ぷの泣伝子のノックアウトマウス

において、局所))i造成，血後のJIì~岐本体f!iがコントローノレのマウスに比べて小さいこ

とをぶした論文で、この結果も神経細胞111*の一般化窒ぷが);，j所))尚段IhLlI!j'に細胞

!il;'('占十'1:に働いていることをtJミl唆している (Huanget al， 1994)。

興味深いことに、このt'l '経細胞l間 ε内変化宅ぷ合!攻防止~ì.!主伝子のノックアウトマ

ウスをもちいてがjl!JrJli.近!設lillをつくり、 L-NAの投'jーをすると今1"1の151験にみられた

ようにl悩佼誕のi科大が認められた (Huanget al， 1994)。したがって、これらのマ

ウスにおいても血竹内l文相の防ぷの抑制がJIì~IÍ[l流の減少すなわちJJ尚点 1[ll の芯化を

きたしたものと考えられる。

以 1-.のような考察から、 10 VIVQのぬ1!Ji'))白磁IIJlにおいて一般化管ぷはlJu.ifreに対す

る影響を介した良い而と、ftI'経細胞に対する 11'(接作川としての:i!.\~¥ I(!iとをあわせ

持っていると考えられる。このような|山i)jの作川を絞式的に|立112に夫線で示し

た。したがって、脳ullifreWiJJIIを11的として しargmmeや他の一般化策ぷのドナーを

投与する場介においても、 判長化'宅ぷがや1'$毛細胞に虫、lして|山i)JII'1の作JIIをもって

おり、大日ではt'l'経JH'I:をイfしている "1能村も考慮されなければならない。

j悩の仲経剤11胞~および líl l竹内 J克明の刊変化'3，l，kg介1&1'1%ぷ以外 lこ、 ))ì近 I ÍJl~~;JliJ VI'Iに

も神緩和11))包I型合成防長信がイr:化し、さらに、マイクログリアやアストロサイトなど

にも誘導砲の一般化窒ぷ合成形ぷが発現される。これらの両手ぷ111米の 般化Z在来

も脳厳 1[llの病態に関与している "1能性がある。 lì~.fí-は構成J FjQのM，kJ でJIì~I.Ii: IÍJ Ll I.\'に

おけるfJll)日l)lfIt符の拡張にl}t)'j.している"1能性があり、後1'iは))i当1:!i:1[ll後の'IE色、性jりi

に}¥:i止の一般化宅素をfil点して1'1'税制11)/包，JH'tを発到している "f能性がある。

また、やl'経出rl!)泡別の 一般化'4f，k~が 11'(桜)lì~ l fLL ìfré を W/JJII させ脳保，;並 (1')に仰jし、ている

"T能性も今1"1の実験結よいからは何Aできない。やl'経細胞で、合成されたー般化宅ぷ
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がNMDA受左手(本のI;T;t1を抑制して11'(伎やl'経保護的に作川するという説も長fllll¥され

ているが (Liptonet al， 1 993) 、このようなJ1ì~líll流を介さない ー般化策ぷのp'(接的

な-1'1'終保護作JIJの 10VIVOの系での妥、'H'I:にWIしてはさらに検討が必民である。こ

れらの今後検討されるべきー般化前ぷの作川機l宇を、凶 12に点線で示した。

今後、 .I"i変化窒ぷ介JJX階ぷの各 isoformのより良い選択的IILl'，Ii斉11のIJ日発と、各

isoformのitI伝千のノックアウトマウスの府1mなどによって、 m副主IIIlにおける一般
化宅ぷ合成系の広義の洋釧がさらにあきらかになることに期待したい。
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VII. *8ii@ 

ー般化'~，k~ は千'1'終和11)印刷生を持つ "J能性があり、さらに脳 líll Í，片山河川作川を布す

ることが与えられる。本iVI究は 111V1VOの)，，)I!lr)IMtlUfllにおいて一般化窒ぷ合成酵素

の阻害斉11が)Jf量級i2&イノド般を明大させること、 一般化窒ぷのl&i'Iである L-arginineがもg

業体積を縮小させること、さらに、 L-arginineが主主血辺紘;'(ilのj悩Illl流を急性J1J1に噌

川Iさせること、を示した。これらの夫験結果は、 一般化2在来の!Iì~Jill)¥;系に対する

効果を反映しているものと与えられる。したがって、虚血lの急性労|に 酸化窒素

の合成を~i~lやしl主 líllill紘部における !lM J!lI.iJÍê を地加させるこ とによって局所虚血に

よる脳民似を経滅することが"J能と与えられ、また、 一酸化室奈の神経細胞毒性

を減らすことにより)~)r'rrm迫虚 [íllにおいて)Jf追保護効栄をねるには、神経細胞型の一

酸化窒素合成防素に特民的な[51l?部11を使mすることが必要と考えられた。
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|民11 グノレタミン自主 ・カノレシウム{bi説
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桐'J!f，1993の校式図をもとに作成した。
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|戸12 般化君主ぷ合成系
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図4 ニつのがj所l悩虚血モテソレの I fIL ~~; I!i J)医古11位

Tamuraモテ、ノレ Brintモデル Chenモデ、/レ

CCA， ACA， MCA， LSAはそれぞれ総頚動脈、前大脳動脈、中大脳動町
レンズ核線条体動脈を表わす。

・ 永久閉塞 口 一時的閉塞
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図5 TTC染色によるl断使本の5判
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凶6 同変化~ぷ合成I lJl'';;:斉11の flYi hlよ

NH 
L-Arg HzNノ大N COzH 

H 
恥1Hz

N-NOz 

L-NA H z N~N - COzH 

H NHz 

N-NOz 

L-NAME H z N人 N ~ '1 COZCH3 
H NHz 
N-CI-h 

L-NMMA HzN/九N COzH 

H NHz 

5 t1 



[;)(17 L-NAME 10 mg!kg投与ー後のA脳、|ι球 1¥変化-q;:，{ミ介成防ぷr，引

120 

~ 100 

〉町

-1-' 

; 80 
-1-' 
に3

国 60

'" o :z 
ro 40 
」

iコ
'" 
包 20一
三3

。
2 4 24 48 

Time after iv (hr) 

5 5 



凶8 L-NA九1E投与 211!J'川後の大JW近、1¥Ii:R 内全化後ぷ介!Jxi'i!f;{ミi1lt'l
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l刈9 レNAME投与後の、|王必)!f9J脈JI:の変化
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表1 Liif. IÍU. lìíiの ノ I~. βI!学的ハ ラ メター C:k;験 1 ) 

Expt Group n MAsP P(、02 P()? pH sS Hct sT 

(mmH日) (mmHg) (mmト1且) (mg!dl) (%) (oc) 

la salinc 7 108土 1 3リ"'1 143土7 7.42土 139土5 43土 l 37.0土0.1

0.01 

L-NA 8 109土2 36士2 138土 日 74H 133土4 43土 l 36.9'" 0.1 

0.01 

Ib salInc 9 98土4 33土 l 171土6 7.41土 141会 2 37土2 36.7刊 d
0.01 

L司NA 9 105土3 33土 l 178'" 4 744土 140土3 40土 l 36.7% 0.1 

0.01 

1直は平均値土日:準誤走。
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ぷ2L-NA  投与による)1尚似本体制および小脳 NOS所性への;i例年

Expcnmcnt Group NOS aClivit， Infarct ¥'olumc 

n % n Cortcx (111m.)) % dif SlrialUIll (1111n.)) % dif 

la salinc 5 95010 9 7 57土30 。 27土 7 。
L-NA 6 46土11* 8 112土23* +96 29土8 +7 

Ib salinc 8 98土9 9 6601013 。
L-NA 6 73土16 9 111土21 +68 

値は、I~均111 '( :1:: 際司g ;誤差、* は Pく0 . 05 をぷす。

NOS 円安化宅ぷ合成M，k~
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表3 )柱[fn_[jijの化旦[!'下的ハラメーター (夫験2)

Expl Group n MABP P(，02 Pm  pH BS Hct BT 

(1l1Il1Hg) (111 111 Hg) (Il1mH且) (mg/d[) (%) (oc) 

2a salinc [ 2 り6，"2 ~o，" [ [ 85土6 H[土 [~2土 2 39，" [ 376，" 0 [ 

o.O[ 

L-NA [[ 97土3 ~ [土 l [88土6 7.39土 [34土4 39土 l 37.6士0.[

0.0[ 

2b salinc 7 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 36.8土011

L-NA 6 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 36.3，" 0.2 

{直は平均官II(土標準誤差。

N/Aはデータを測定せず。
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表 A レNAME 投り によるJI[追使本体制お よび、小Jlì~ NOS r，刊1:への;;与すキ

Expenmcllt group NOS activII¥' InfarCl volulIlc 

n % n Cortcx (IllJl1J) % dif StriaLUI11 (111I11J) % dif 

2a salillc 10 97土 7 11 

L-NAME 11 42土5キ 12 

2b saline 6 90" .j 6 

L-NAME 7 .j5土 8* 7 

It立は平均111'[:t標準誤差、*は P<O.05を〆Iミオ。

NOS -'1唆化'今:ぷ合成問手ぷ

6 1 

109土22 。 -17土7 。

1-10土17 +28 斗8土 5 +2 

109土22 。

109土19 士。
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ぷ5 J;!i:lfll.liiiのノ|二)11¥乍1'1')ノ¥ラ メーター Ck験3、il) 

EXpl Group n MABP Proフ Poヲ pH BS HCI BT 

(1ll1llH且) (1llIllHg) (IIImHg) (lllgldl) (%) (OC) 

3a salinc 10 138:t 5 36:t 1 1.j6:t7 7.¥1:t0.01 126 :t6 .1 l:t 1 37.3 :t 

0.1 

L-argininc 19 13H3 37土l 1.11土.1 7.39土0.01 12.1土4 .¥1土l 37.3，，0.1 

D-argininc 10 131土斗 36土l 133土8 7.¥0土0.01 109，，8 .11土l 37.2土0.1

3b salinc 12 1320102 38土l 135，，7 7.10土0.01 13H5 .jH I 37.20100.1 

L-arginine 10 13H2 3HI 130土6 7.39土0.01 I.jH6 .1.1土l 37.3土0.1

300 

L-argininc 10 1.¥1土3 37土l 133土6 7.1 1土0.01 1，)，)土5 .15土l 37.1土0.1

30 

.ja salinc 17 8.1，，2 .10土l 165土5 7.¥0，，0.01 150土5 37土l 36.HO.1 

L-argininc 1.1 87土4 39土l 160土6 7..¥0土0.01 1.19土6 38，，1 36.8土0.2

)I1l1I1 

.jb salinc 12 9.1土2 3HI 16.1土7 7.36土0.01 165土6 38，，1 36.HO.2 

L-argininc 16 9H3 3H I 157土5 7.38土0.01 153".1 39土l 36.7土0.2

60min 

(直は平均値::!::t:i准誤差。
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表6 L-arginine投ワーによるJJi通悦本体積への;形料

E.xpl Prolocol Group Dosc InrarCl volulllc 

n COrlCX (1111113) % dif Slrialul11 (1111113) % dif 

Ja prc salinc control 10 I~H I2 。
L-argininc 300 19 101士9本 -31 

D-an!Ininc 300 10 16H I~ +14 

3b コ111111 salinc comrol 12 15~土 9 。
L-argininc 300 10 111士12* -28 

L-argIllinc 30 10 14H I4 -6 

~a コIl1IIl salinc cOl1lrol 17 180土13 。 52土2 。
L-ar且II1IIlC 300 I~ 125土11' -31 25土6' -52 

4b 60l11in salinc conlrol 12 15HII 。 ~3土 5 。
L-argininc 300 16 128土10 -16 49'" ~ + I~ 

[直は、手均値±標準誤差、*は Pく0.05を示す。
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ぷ7 }悩Ifn.iifE測定実験の'tJlI!学的ノ¥ラメーター(実験 5)

EXpl Group n MABP P('O? P02 pH BS BT 

(m日1H臼) (mm Hg) (mm Hg) (mgldl) (OC) 

5a Salinc 6 

虚血前 107土7 36010 1 1-13土5 7 -11土0.01 138010 -1 37010 0.1 

終 (11寺 100010 3 37土 l 151士5 7.-10士0.01 133土8 370100.1 

L-arg 3 mglkg 4 

虚血前 106土4 39土 l 1-1-1土11 7.37土000 1-10土6 37010 0.2 

終 (11寺 102土2 39土 l 150土10 7.39土0.01 1-12土5 370100.1 

L-arg 30 mダkg 6 

!五Ii[l前 102土6 38010 1 151土5 7.37土0.02 138土18 37土0.2

終 (11寺 102010-1 37土 l 160士12 7.37010 0.02 126土11 37土0.2

L-arg 300 m引くg 12 

虚血前 102土4 36010 1 15H6 7.-10土0.01 132010 5 370100.1 

終了時 10H -1 37土 l 158士5 7.3-1土0.01 128土6 37土0.1

D-arg 300 mglkg 6 

L佐血前 109010 3 39土 l 13H7 7.36010001 129010 5 37土0.1

終(R寺 98土4 37010 1 153土5 7.36土0.01 12-1土3 37010 01 

5b L-arg 300 m凶氾 4 

r.Ji~Jj[ 前 117土11 37010 1 81010 3 7.37土0.01 13H22 37土0.2

終 (11寺 1120106 360100.2 81土2 7.32土0.01 13801027 1370100.1 

[111は、!と均11立±係学f.I'誤差。
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表8 投与前後の平均局所l脳血流の変化

Expenmcnt Group Dosc 11 rCBF(%) 

(mglkg) bcforc iv aftcr iv 

コa Salinc control 6 200105 18士5

L-arginlllc 3、 4 18土9 21土3

L-argJJ1I11C 30 6 17土5 31土8キ

L-argininc 300 12 220103 33土4t

D-ar芦川II1C 300 6 21土4 25土4

5b L-argJOIIlC 300 4 29土6 44土8*

本と十はそれぞれ p<O.05とp<O.Olを示す。
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図10 penumbraにおける局所脳血流のIL'il/¥l経過
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|苅 11 投!¥sliij後の)"j'Jr)脳Ifn.流の比')[j;:
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。
sa I i ne LA3 LA30 LA300 DA300 

Treatment protocol 

LA3、LA30、LA300、DA300は各々 しarginine3、30、300mg/kg、D-arginine300 

mglkg投与併を表わす。 半、 +はそれぞれ投与liijの仙 と比1険して p<0.05および

p<O 01。
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|立112 )"lliJrJl内政)(11における一般化笠井Z合成系の豆、主主
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