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1	 概要 

くも膜下出血（subarachnoid hemorrhage: SAH）は、死亡率が高い病態であり、救命されて

も重篤な後遺症を残すことがある。SAH 後 72 時間以内に生じる頭蓋内圧亢進を主体とした

早期脳損傷（early brain injury: EBI）は、予後規定因子である可能性とともに新たな治療タ

ーゲットとしても注目されている。スルホニルウレア受容体 1（sulfonylurea receptor 1: SUR1）

は脳損傷の早期より神経細胞、グリア細胞および血管内皮細胞に発現を認めることが報告

されている。SUR1 の発現はイオンチャンネルを介した Na イオンおよび Ca イオンの細胞内

流入を促進させ、細胞の膨化、脱分極に引き続き細胞死を引き起こすことが知られている。

また、詳細な機序は解明されていないものの SUR1 の過剰発現は炎症性反応を惹起すること

が報告されている。グリベンクラミドは世界各国で使用されている糖尿病治療薬であり、

膵臓のβ細胞の SUR1 に作用することで強力な血糖降下作用を発現する。さらにグリベンク

ラミドは、middle cerebral artery occlusion（MCAO）モデルを用いた脳虚血の基礎研究におい

て、脳浮腫の軽減と死亡率の低下が報告されている。しかし、SAH による EBI に対するグ

リベンクラミドの効果は十分に解明されていない。そこで本研究では、ラットの SAH モデ

ルを用いて、グリベンクラミドによる EBI の抑制効果を検討した。

雄 Sprague-Dawley（SD）ラット 19 頭を用いて Sham 群（n=3）、SAH-コントロール群（n=8）、

SAH-グリベンクラミド群（n=8）を作製した。グリベンクラミドの溶解剤として用いた

dimethyl sulfoxide （DMSO）のみを投与した群を SAH-コントロール群とした。SAH 直後か

ら皮下に埋め込み型浸透圧ポンプを留置し、薬剤の持続投与を行った。24 時間後に脳を摘

出した。Dry-wet 法を用いて脳の水分含有量を測定した。また脳の冠状断切片を作製し、皮

質、被殻および海馬の 3 つの部位に分け、炎症性サイトカインの発現を polymerase chain 

reaction （PCR）法で評価した。また、SD ラット 9 頭を用いて同様の 3 群（各々n=3）を作

製し、脳内の免疫細胞であるマイクログリアの評価を免疫組織学的に行った。

脳浮腫の指標である脳の水分含有量は、SAH-コントロール群と比較して SAH-グリベンク

ラミド群で有意に低下した。SAH により大脳皮質では interleukin-1beta（IL-1β）、tumor necrosis

factor alpha（TNFα）、nuclear factor-kappa B（NF-κB）の有意な上昇を認めた。SAH-コント

ロール群と比較して、SAH-グリベンクラミド群では皮質における IL-1βと TNFαの有意な低

下を認めた。また matrix metalloproteinase-9（MMP-9）と NF-κB も同様にグリベンクラミド

投与により低下傾向を示したが、有意な差は認めなかった。SAH により脳に広範囲なマイ

クログリアの活性化が起こることが、免疫組織学的染色で確認された。SAH によるマイク

ログリアの活性化はグリベンクラミドの投与により抑制されていた。

SAH 後の EBI においては、大脳皮質で SUR1 の ATP and Ca2+ - sensitive nonselective cation

（NCCa-ATP）チャンネルが過剰発現し、細胞内に Na と水分の過剰流入を引き起こすことで

細胞毒性浮腫および血管原性浮腫が起こり、さらには細胞死が引き起こされる。本研究の

SAH モデルにおいて、グリベンクラミドの投与は SAH に引き続く EBI の原因となる脳浮腫

の抑制だけでなく、マイクログリアの活性化および炎症性サイトカインの分泌亢進を抑制
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することが示された。本研究の発展により、グリベンクラミドによる SAH 後の EBI の抑制

が治療法として確立されれば、機能予後の改善に大きく寄与できるものと期待される。
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2	 略語表 

ATP: adenosine triphosphate 

BA: basilar artery 

BBB: blood-brain barrier 

CBF: cerebral blood flow 

CCA: common carotid artery 

cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

EBI: early brain injury 

ECA: external carotid artery 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

ICA: internal carotid artery 

ICP: intracranial pressure 

IL-1β: interleukin-1beta 

MCA: middle cerebral artery 

MCAO: middle cerebral artery occlusion 

MMP-9: matrix metalloproteinase-9 

mRNA: messenger ribonucleic acid  

NF-κB: nuclear factor-kappa B 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

rt-PA: recombinant tissue plasminogen activator 

SAH: subarachnoid hemorrhage 

SUR1: sulfonylurea receptor 1  

TNFα: tumor necrosis factor alpha 

TTC: 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride 
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3	 緒言 

	 くも膜下出血 (subarachnoid hemorrhage: SAH)の発症率には地域差があり、全世界では人

口 10 万対約 9 人/年とされているが、日本やフィンランドに多いとされ人口 10 万対約 20 人

/年と推計されている 1,2。性差については世界的には一定の傾向がみられないという報告か

ら女性に多いという報告があるが、わが国では女性に多い傾向にある 3。SAH の発症原因の

約 85%が脳動脈瘤の破裂であり、全脳卒中の 6-10%を占める 4。SAH の死亡率は全脳卒中の

中で最も高く、また生存しても大きな後遺症を残し、日常生活に介助が必要となる患者が

多い。SAH 全体での死亡率は 10-67%と報告されており、要介助の転帰不良例は約 40%と考

えられている 4,5,6,7。SAH の転帰を悪化させる因子としては再出血や遅発性脳血管攣縮があ

るが、特に急性期に多い再出血は高い死亡率と不良な転帰の原因となっている。そのため

脳動脈瘤の再破裂を予防する目的で、急性期に開頭クリッピング術やコイル塞栓術などの

治療が行われている。 

	 脳動脈瘤の再破裂予防としての外科療法に引き続き、SAH 発症後に続発する合併症に対

する治療が行われる。代表的な合併症に遅発性脳血管攣縮と水頭症がある。水頭症に対し

ては、シャント手術という標準治療が確立している。しかし脳血管攣縮に関しては確実な

予防薬や治療法はなく、これまでに以下に記すような様々な研究がなされてきた。 

	 SAH 後の脳血管攣縮には、動脈瘤破裂直後（48 時間以内）に一過性に生じる早期攣縮と、

SAH 発症から 5-7 日かけて生じ、長期間（約 1-2 週間）続く遅発性攣縮がある。早期攣縮は

SAH 患者の約 10%に認められているが、予後への影響は明確となっていない。この早期攣

縮は、3 ヶ月後の予後不良因子とされる報告もあるが、遅発性攣縮との関係はなく、予後と

の関係は不明との報告もある 8。遅発性攣縮は、症状出現の有無にかかわらず脳血管撮影を

行うと SAH 患者の約 30-70%に確認される 9。このうち虚血症状を呈する頻度は 20-30%程度

とされ、約 15%の患者は予後不良の転帰をとる。現在日本国内で認可されている脳血管攣

縮予防薬に、Rho キナーゼ阻害剤である塩酸ファスジル、トロンボキサン A2 合成酵素阻害

薬であるオザグレルナトリウムがある。さらに、現在も遅発性脳血管攣縮を治療対象とし

た様々な薬剤の有効性が、臨床治験によって検証されている。しかし多数の臨床研究の結

果を統合したメタ解析の結果からは、治療薬によって脳血管撮影上の脳血管攣縮を減少す

ることができたとしても、脳血管攣縮の改善だけでは予後を改善するまでには至らないこ

とを示しており、近年では脳血管攣縮に代わる新たな治療の対象となる病態を検討する必

要性が指摘されている 10。そこで SAH による予後悪化の病態として「早期脳損傷（early brain 

injury: EBI）」という概念が提唱されてきた 11。 

	 近年の動物実験および臨床研究などの結果から、SAH 直後から脳損傷は始まっており、

その損傷は約 72 時間かけて進行することが明らかとなってきた 11。この EBI と呼ばれる病

態は、SAH 後の転帰不良と強く関係する因子と考えられており、SAH における新たな治療

対象として注目されている。SAH 後の EBI の病態機序は以下のように考えられている。図

1 に示すように、脳動脈瘤の破裂による広範な脳血流低下、脳組織の物理的圧迫および頭蓋
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内圧亢進などの SAH 特有の要因が複合し、炎症性反応、脳浮腫および神経細胞死などが引

き起こされ、結果的に神経脱落症候の出現や死亡などの転帰不良となることが考えられる。

現在 EBI を改善する様々な薬剤が基礎研究を中心に検証されている。 

	 グリベンクラミドは糖尿病の治療薬として臨床で広く使用されており、スルホニルウレ

ア受容体 1（sulfonylurea receptor 1: SUR1）を介するインスリンの分泌促進による血糖降下

作用を有している。SUR1 は図 2 に示すように、サブユニットを形成しており、ATP and Ca2+ 

-sensitive nonselective cation（NCCa-ATP）チャンネルと ATP-sensitive K+（KATP）チャンネルか

ら構成されている。血液中のブドウ糖濃度が上昇すると膵臓 β細胞上のグルコーストラン

スポーター2 から細胞内に糖がとりこまれ、adenosine triphosphate（ATP）が産生されるため

細胞内 ATP 濃度が上昇する。細胞内 ATP の上昇により、SUR1 サブユニットの KATP チャ

ンネルが閉鎖し、細胞内外の K 濃度勾配が脱分極を誘発する。すると NCCa-ATP チャンネル

が活性され、細胞内にカルシウムイオンが流入し、インスリン分泌顆粒に作用する事でイ

ンスリンが分泌される。グリベンクラミドは KATP チャンネルに作用し、このチャンネルを

閉鎖することによりインスリン分泌を促進する。近年の研究では、この血糖降下作用以外

にも虚血後の脳腫脹改善作用が示されている。虚血後には脳内の全てのタイプの細胞で

SUR1 の発現が増強し、過剰に NCCa-ATP チャンネルが機能することで細胞内への Na と水分

の流入を引き起こし、細胞の膨化、さらには細胞死を引き起こすと考えられている。この

ように、虚血後の SUR1 の発現はその後に起こる細胞毒性浮腫に重要な働きをすることが in 

vitro、in vivo の両方の研究から証明されている 12。グリベンクラミドは NCCa-ATP チャンネル

を選択的に拮抗し、虚血後に起こる脳細胞の脱分極や細胞膨化を抑制することが報告され

ており、Simard らによるラット脳梗塞モデルを用いた研究では、グリベンクラミドの投与

により梗塞後の脳腫脹の軽減や死亡率の低下が示された 13。 

	 SAH モデルを用いた SUR1 発現に関する最初の研究結果が、Simard らにより 2009 年に報

告された 14。この報告では SUR1 とその encode mRNA である Abcc8 の発現を大脳皮質と脳

血管で観察している。この結果により、SAH 後の皮質領域における血液脳関門（blood-brain 

barrier: BBB）の透過性亢進に SUR1 が関与していると考えられている。ラットの SAH モデ

ルにおける EBI は、虚血や低酸素といった単一要因だけでなく、BBB の透過性亢進や炎症

性反応による SUR1 の発現が関与しているのではないかと考察している。 
	 過去の研究では、グリベンクラミドの投与による SAH 後の EBI に対する有効性は検証

されていない。そこで、本研究ではラットの SAH モデルを用いて、グリベンクラミド投与

が EBI の主要因である脳浮腫や炎症性反応を軽減できるかどうか検討した。



 6 

4	 材料と方法 

4-1	 くも膜下出血モデル 

	 SAH モデルには 281-341 g の雄 Sprague-Dawley（SD）ラットを使用した。グリベンクラ

ミド（G0639-5G: Sigma-Aldrich Japan, JAPAN）は dimethyl sulfoxide（DMSO）（043-07216: Wako, 

JAPAN）に溶解したため、対照薬としても DMSO を用いた。ラットは表 1 のごとく内頸動

脈の結紮のみを行った Sham 群（n=6）、SAH 後に DMSO を投与した SAH-コントロール群

（n=11）、SAH 後にグリベンクラミドを投与した SAH-グリベンクラミド群（n=11）の 3

群に無作為に振り分けた。 

	 SAH モデルについては、血管穿刺モデルとくも膜下腔自家血注入モデルの二つが主に用

いられている 15,16,17,18。本研究で使用した血管穿刺モデルは、死亡率が高く、血腫量がコン

トロールできないために重症度にばらつきがあることが問題であるが、頭蓋内圧上昇や脳

血流低下などの生理的変化が大きく、臨床の EBI をよく再現するモデルとされている。く

も膜下腔自家血注入モデルは、血腫量のコントロールが可能のため重症度にばらつきが少

ないという利点はあるが、頭蓋内圧上昇・脳血流低下などの変化が小さいため、EBI が軽度

であり、本研究には不適と考えられた。 

	 モデル作成にあたって、ラットの麻酔はイソフルレン 4%で導入し、2%で維持した。十分

な麻酔深度が得られたのち、ラットを手術台に背臥位に固定した。体温測定プローブを直

腸内に挿入し、体温調整パッドで術中の体温を 37 度に維持した。鎮痛のために切開部に 1%

キシロカインを 0.5 mL 投与した。頸部正中皮膚切開を行い、鈍的に右総頚動脈を露出し近

位部で結紮した。右外頚動脈、内頚動脈、後頭動脈を同定した。外頚動脈を近位部で結紮

し、後頭動脈を結紮切離した。頚動脈分岐部を穿刺し、4-0 ナイロンを頭蓋内に 25 mm 挿入

しすぐに引き抜いた（図 3）。モデル作成直後に、薬剤を充填した浸透圧ポンプ（Alzet 2001: 

Alzet, USA）を、ラットの腹部皮下に留置し、1.0 µL/h で 24 時間持続投与した。投与濃度は

先行研究を参考にして 3.3 mM の濃度で使用した。この濃度では 24 時間での総投与量は

39.52 µg となる。血糖値を 70 mg/dL 以下に低下させる量は 396 µg/day と報告されているの

で、その 1/10 量に相当する 19。皮膚を縫合した後、温室内でラットを覚醒させた。給餌に

関しては不断給餌とし、実験動物用固形飼料 MF（オリエンタル酵母工業株式会社）を自由

摂取させた。このモデルの成功率は 53.3%、死亡率は 16.7%であった。 
	 まず、polymerase chain reaction（PCR）用の脳と Dry-wet 法用の脳の検体は、24 時間後に

致死量のペントバルビタールを腹腔内投与し深麻酔した。次に、経心臓的に 200 mL の生理

食塩水で脱血後に断頭して脳を摘出した。脳を摘出後 2 mm 間隔に薄切し、穿刺部対側の皮

質、被殻、海馬の 3 部位に分けて、PCR 用として採取した。さらに、組織をメスで小さく

破砕後に直接 RNALater（AM7024: Thermo Fisher Scientific, USA）内に保存した。皮質の一

部は Dry-wet 法用として採取した。組織染色用の検体採取には、致死量のペントバルビター

ルを腹腔内投与し深麻酔した。経心臓的に 200 mL の生理食塩水で脱血後、200 mL の 4%パ

ラホルムアルデヒドで灌流固定した後に脳を摘出した。同様の固定液で後固定を 24 時間し
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た後、10%、20%、30%のショ糖加 phosphate buffered saline（PBS）溶液内で各々24 時間ず

つ段階的に漬けてクライオプロテクションを施した。その後液体窒素で瞬間凍結して組織

を保存した。 

 

4-2	 血糖測定 

	 手術施行直前と手術施行 24 時間後にラットの血液を採取し血糖値を測定した。血液は麻

酔下に頸部皮下静脈叢より採取した。測定には全血を用い、解析には Glucose Pilot（GP-01: 

Iwai, JAPAN）を用いた。 

 

4-3	 くも膜下出血の grade 評価 

	 脳摘出時に Sugawaraらの SAH グレード評価スケールを用いて重症度を評価した 20。まず、

摘出した脳の頭蓋底部を写真に撮影した。区域を 6 ヶ所に分け、くも膜下腔の血腫量を 0-3

点で評価し、その合計点（0-18 点）で grade 評価を行った（図 4）。0 点は SAH がない状態

であり、18 点は最も重症の SAH である。 

 

4-4	 脳水分含有量測定 

	 Dry-wet 法を用いて脳水分含有量を測定した 21,22。脳を摘出後、その湿重量を測定した。

その後脳をオーブンに入れ、80 度で 48 時間処理し、脳の乾燥重量を測定した。脳の水分含

有量は、[(湿重量－乾燥重量)/湿重量]×100 (%)で算出した。 

 

4-5	 PCR による炎症性変化の解析 

	 脳組織を RNALater からとりだした。そして messenger ribonucleic acid（mRNA）精製には

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（74804: Quiagen, GERMANY）を使用した。RNA 濃度測定には

分光光度計（NanoDrop Lite: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いた。また、complementary 

deoxyribonucleic acid（cDNA）作成には SuperScript Ⅳ Reverse Transcriptase Kit（18090010: 

Thermo Fisher Scientific, USA）を用いた。PCR は Platium Taq（10966-034: Thermo Fisher 

Scientific, USA）を用い、サーマルサイクラー（T100 Thermal Cycler: Bio-Rad, USA）で行っ

た。プライマーと PCR の条件は表 2 に記載した。プライマーは National Center for 

Biotechnology Information の Basic Local Alignment Search Tool を用いて設計した。泳動は Gel 

Red（41003: Biotium, USA）添加 2%アガロースゲルで行った。検出器 (ChemiDoc XRS: 

Bio-Rad, USA)でバンドを検出した。DNA マーカーとして Tracklt 50 bp DNA Ladder

（10488043: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いた。内部コントロールとして

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を用いた。 

 

4-6	 免疫組織学的評価 

	 パラホルムアルデヒドで灌流固定した標本を用いた。凍結脳をクライオスタットを用い
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て 20 µm 厚に薄切し、500 µm 毎に切片を採取した。組織を PBS 溶液中に浮遊させた状態で

免疫染色した。まず切片を 3%過酸化水素に浸し内因性ペルオキシダーゼを除去した。2%

ウマ血清を用いてブロッキングしたのち、一次抗体（anti-Iba-1 polyclonal antibody; 019-19741: 

Wako, JAPAN）反応を 4 度で over night で行った。二次抗体反応からジアミノベンジジン

（3,3’-Diaminobenzidine: DAB）発色までは VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit（PK-6101, 6102: 

Vector Laboratories, USA）を用いた。アルコールとキシレンを用いて脱水、透徹しカバース

リップした。 

 

4-7	 統計解析 

	 血糖値のデータ解析には二元配置分散分析を用いた。他のデータの解析には一元配置分

散分析を用いた。分散が等しくないデータに対してはイプシロンで自由度を調整した。分

散分析で要因に有意差が認められた場合のみ、その後の検定を行った。その後の検定には

Tukey 法を用いた。すべて両側検定を行い、p 値 0.05 以下を有意とした。結果は、平均値±

標準偏差で表記した。統計解析には SPSS Statistics（version21: IBM, USA）を使用した。 
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5	 動物取り扱いおよび実験における倫理的配慮 

	 本研究は日本大学動物実験委員会の審査を通過したのちに開始した。動物の取り扱いお

よび実験は、日本大学動物実験マニュアルを順守して行われた。動物は気温 22-23 度、湿度

50-60%の室内で 12 時間ごとの明暗サイクルのもとで飼育した。飼料、水分は自由アクセス

とした。過侵襲と判断された場合の人道的エンドポイントの設定を行ったうえで研究を行

った。研究者は上記委員会が制定する年一回の講習会を受講している。 
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6	 結果 

6-1	 血糖値の変化 

	 術前の血糖値は、Sham 群で 159.3±9.0 mg/dL、SAH-コントロール群で 170.3±39.9 mg/dL、

SAH-グリベンクラミド群で 167.8±16.7 mg/dL であり、術後 24 時間の血糖値は、Sham 群で

161.3±12.7 mg/dL、SAH-コントロール群で 150.3±40.6 mg/dL、SAH-グリベンクラミド群で

131.4±35.7 mg/dL であった。SAH-グリベンクラミド群では有意な低下を認めたが（p=0.035）、

異常低値とはならなかった（図 5）。 

 

6-2	 くも膜下出血の grade  

	 SAH の血腫 grade によって軽症（SAH grade: 0-7）と重症（SAH grade: 8-18）の２群に分

類した 20,21。SAH-コントロール群は軽症が 6 頭（SAH grade 平均値: 3.5）、重症が 2 頭（SAH 

grade 8 及び 14）であり、SAH-グリベンクラミド群では軽症が 4 頭（SAH grade 平均値: 4.25）、

重症が 4 頭（SAH grade 平均値: 14）であった。SAH-グリベンクラミド群でより重症が多い

傾向にあったが、両群間に有意な差は認めなかった（表 3）。 

 

6-3	 脳水分量含有量 

	 脳浮腫の指標である脳水分含有量を図 6 に示した。Sham 群の脳水分含有量は 70±10%で

あった。SAH-コントロール群では 90±19%と増加したが（p=0.014）、SAH-グリベンクラ

ミド群では 69±9%と低下した。グリベンクラミド投与による有意な抑制効果が認められた

（p<0.001）。  

 

6-4	 炎症性サイトカイン 

	 炎症性サイトカインとして interleukin-1beta（IL-1β）と tumor necrosis factor alpha（TNFα）

を、また炎症の総合的な指標として nuclear factor-kappa B（NF-κB）を評価した。また組織

損傷の指標として matrix metalloproteinase-9（MMP-9）を測定した。 

	 大脳皮質において、Sham 群では IL-1β、TNFα、NF-κB ともに低値であった（図 7）。こ

れらは SAH-コントロール群では大きく上昇したが、グリベンクラミド投与群ではコントロ

ール群に比較して低下した。IL-1βは SAH により有意に上昇し（p=0.003）、グリベンクラ

ミドの投与により有意に減少した（p=0.033）。TNFαも同様に SAH-コントロール群では Sham

群と比較して有意に上昇した（p<0.001）。この TNFαの値はグリベンクラミドの投与によ

り有意に抑制された（p<0.001）。NF-κB は SAH により有意に上昇した（p=0.016）。グリ

ベンクラミドの投与により NF-κB は低下したが、統計学的に有意な差は認めなかった。

MMP-9 は SAH により上昇を認めたが、統計学的に有意な変化ではなく、またグリベンクラ

ミドの投与による有意な変化も認められなかった。 

	 図 8 に示すように、被殻においても 4 つのサイトカインの変化は大脳皮質と同様の傾向

を示したが、有意な差は認めなかった。 
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	 海馬においては、図 9 に示すように、IL-1βがグリベンクラミドの投与群において有意に

上昇していた（p=0.031）。他のサイトカイン、炎症性マーカーは SAH の影響も薬物の影響

も認められなかった。 

 

6-5	 マイクログリアの免疫染色 

	 Sham ラットの脳切片を抗 Iba-1 抗体を用いて免疫染色を行ったところ、大脳皮質、被殻、

海馬を含む脳全体に陽性細胞が確認された（図 10）。これらの陽性細胞は小さな胞体と多

数の樹状突起を有しており、静止型の ramified 型のマイクログリアと考えられた。 

	 次に SAH-コントロール群の抗 Iba-1 抗体染色切片を観察した（図 11）。大脳皮質、被殻、

海馬を含む脳全体に Sham 群と同様に陽性細胞を認めた。弱拡大での観察では、Sham 群に

比較して細胞数の増加がみられた。これらの陽性細胞を強拡大で観察すると、マイクログ

リアの胞体が肥大化しており、突起の乏しい、活性型の ameboid 型であった。 

	 図 12 に示すように、SAH-グリベンクラミド群の脳切片を抗 Iba-1 抗体で免疫染色し観察

した。脳全体にわたって陽性細胞が観察された。Iba-1 陽性細胞数は SAH-コントロール群の

ように増加しておらず、Sham 群の細胞数と近似していた。強拡大で観察すると、SAH-コン

トロール群と比較して SAH-グリベンクラミド群では、ameboid 型マイクログリアが少なく、

ramified 型のマイクログリアが多く認められた。特に海馬では多くのマイクログリアが

ramified 型を呈していた。
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7	 考察 

7-1	 くも膜下出血後の早期脳損傷 

	 SAH 後の早期脳損傷により、神経細胞死と脳腫脹が起こり、最終的に機能予後に影響を

与える。この神経細胞死と脳腫脹の生じる機序には、脳内の BBB の透過性亢進と炎症性反

応が関与する 11,23。SAH 後早期に BBB の透過性亢進が生じ、それに伴い蛋白の血管外漏出

がおきて血管原性浮腫が引き起こされることが知られている。また、蛋白の血管外漏出は

浮腫だけでなく炎症性反応も惹起される。 

	 過去の SAH と SUR1 の研究では、SAH 後に血管内皮細胞と神経細胞に SUR1 が発現して

いると報告されている。また、この研究では免疫染色で SUR1 の発現している細胞に一致し

て炎症性変化が生じ、BBB の破綻、その後におきる血管原性浮腫の発生に SUR1 の発現が

関与していることが示唆された。血管原性浮腫は形態的な変化だけでなく機能的にも大き

な変化をきたす。血漿や血漿の成分が脳内に流入することにより脳浮腫の悪化や、炎症性

サイトカインが惹起され、核内 DNA の断片化、ネクローシスおよびアポトーシスが引き起

こされ、マイクログリアや好中球浸潤の原因となることが知られている 24,25。本研究におい

て、グリベンクラミド投与により SAH 後の脳水分含有量は有意に抑制された。SAH におい

ては頭蓋内圧亢進による広範な脳血流量の低下により SUR1 が神経細胞、血管内皮細胞で

upregulate されている 14。SAH では、血管内皮細胞に SUR1 が発現することで BBB の透過

性が亢進して血管原性浮腫が引き起こされたと考えられる。図 13 に示すように虚血や損傷

により ATP の低下が起こり、これによる細胞の脱分極や細胞膨化を介して脳浮腫が出現す

る。SUR1 サブユニットの NCCa-ATP チャンネルがこの機序に関係しており、このチャンネ

ルをグリベンクラミドが選択的に阻害することにより、BBB の透過性亢進の抑制に効果的

に作用して、脳浮腫の改善をきたしたと考えられる。これまでの報告においても、ラット

脳梗塞モデルを用いた基礎研究において、グリベンクラミドは梗塞後の脳腫脹や死亡率を

低下させることが報告されている 13。また臨床研究では、グリベンクラミドの投与により脳

虚血後の虚血巣の体積を減少させ、死亡率の低下や神経学的な予後を改善させることが報

告されている 26,27。また遺伝子組み換え組織型プラスミノゲン•アクチベータ（recombinant 

tissue plasminogen activator: rt-PA）使用後の脳浮腫の改善の報告もなされている 28。本研究

においても、SAH 後にグリベンクラミド投与による脳浮腫の改善が示された。SAH 後の EBI

の抑制にグリベンクラミドが寄与していることを示唆している。 
	 SAH 後の EBI における炎症性反応は、前述の BBB の透過性亢進と強い因果関係が知られ

ている。SAH 後には脳内の様々な細胞で炎症性反応の誘導が惹起される。血管原性浮腫に

より、血液由来の物質が脳実質に蓄積され、マイクログリアやアストロサイトの活性化を

引き起こし、炎症性サイトカイン分泌を誘導する。最終的に炎症性反応の増強により、さ

らに浮腫が増悪することが知られている 24,25。また、炎症性サイトカインの中でも特に TNFα

に関しては、培養血管内皮細胞を TNFαに暴露することで SUR1 とその encode mRNA であ

る Abcc8 を発現させることが報告されている 14。これは Abcc8、SUR1 の発現と SAH の炎
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症性反応の関連性を示唆する。本研究では、グリベンクラミド投与により SAH 後の大脳皮

質における炎症性サイトカイン IL-1βと TNFαの発現は有意に抑制された。NF-κB と MMP-9

についても有意な差は認めなかったものの同様の傾向が認められた。被殻も同様に、有意

な差は認めなかったが同様の傾向を認めた。過去の報告では SUR1 の発現には虚血や低酸素

が大きく関与しているが、SAH モデルでの SUR1 の発現は虚血や低酸素といった単一の要

因ではなく、その発現には炎症性変化が大きく関与しているのではないかと考えられてい

る。グリベンクラミドによる SUR1 選択的阻害により、直接的抗炎症作用ではないが、炎症

性サイトカインの上昇を抑制する結果を示すことができた。また、炎症性反応に関連する

マイクログリアの活性化を抑制する効果もグリベンクラミドは有していることが示された。 
 
7-2	 本研究の限界 
	 被殻や海馬においては、大脳皮質の様にグリベンクラミドによる炎症性サイトカインの

有意な抑制効果は得られなかった。これには血管穿刺モデルの特性を考慮する必要がある。

穿刺による虚血の影響に関しては過去の報告で、SAH の血管穿刺モデルでは大脳皮質に脳

梗塞はきたさないと結論付けている 29。実際、血管穿刺モデルの脳を TTC 染色で確認した

ところ、図 14 に示すように、大脳皮質に脳梗塞の所見は認めなかった。そのため本研究で

用いた血管穿刺モデルの大脳皮質は、SAH による EBI の影響を正確に調べることが可能な

モデルであると考えられる。さらに本研究では、従来よりもさらに穿刺による影響を少な

くするために穿刺側と対側である左側の脳を検体として利用している。しかしながら血管

穿刺モデルによる被殻や海馬への影響に関する報告はない。血管穿刺により脳梗塞を合併

した場合は、純粋に SAH による影響のみの炎症性サイトカインを正確に評価できないこと

が推測された。また、ラットの痙攣重積モデルを使用した報告では、海馬における SUR1

は他の部位と比較してはるかに多く upregulate されていることが示されている 30。これが

SAH モデルでも同様の変化が起こるのであれば、今回使用した low dose のグリベンクラミ

ドでは、海馬の SUR1 の活性を十分に抑制できなかった可能性も示唆される。このように部

位による SUR1 の upregulate の違いが、炎症性反応の抑制に影響を与えた可能性も考えられ

る。 

	 血管穿刺モデルは、前述したように重症度にばらつきが出やすい欠点がある。SAH の重

症度によって、脳浮腫の程度や炎症性サイトカインの発現に差が生じることが考えられ、

本研究結果にも影響を与えている可能性が示唆される。本研究では、SAH-コントロール群

と SAH-グリベンクラミド群の各々で軽症例と重症例を含んでいたが、その割合は統計学上

で両群間に有意な差を認めなかった。このため、両群間の重症度のばらつきが本研究結果

に与える影響は少ないと考えている。 

	 本モデルでは神経学的評価が困難であり、グリベンクラミド投与による神経学的機能改

善の有無が評価しにくいため、EBI によって起こり得る神経脱落症状の抑制効果を判断する

ことが難しい点が挙げられる。 
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7-3	 今後の展望 

	 今回、グリベンクラミドを用いて SAH 後の EBI に対する抑制効果を炎症性反応の側面か

ら検討してみた。しかしながら SAH 後の SUR1 の発現にはまだ明らかとなっていないこと

が多い。本研究においてもグリベンクラミド投与により炎症性サイトカインの抑制やマイ

クログリアの活性化を抑制できたが、SUR1 発現と炎症性反応の直接的な機序に関しては解

明できていない。また、SAH 後の SUR1 発現の経時的変化や部位による差についても解明

できていない。今後の研究課題として、1）SUR1 発現と炎症性反応の機序、2）SUR1 発現

の部位による違いとグリベンクラミドの投与濃度による影響の解明がある。この機序の解

明は、グリベンクラミドの EBI 抑制効果だけでなく、EBI 抑制を介した SAH 後の機能予後

改善の可能性を提示しうるものと考えられる。 
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8	 結論 

	 SUR1 受容体の選択的拮抗薬であるグリベンクラミドの投与により、SAH 後の EBI に伴

う脳浮腫を軽減した。また、マイクログリア活性化の抑制、サイトカインの分泌抑制とい

った炎症性反応の抑制が認められた。SUR1 の発現と脳浮腫に関しては明確な機序が解明さ

れているが、SUR1 発現と炎症性反応の直接的な機序に関しては、未だ不明な点が多い。今

後の更なる研究により、SAH 後の EBI と SUR1 発現の関連性を明確にする事で臨床におい

てグリベンクラミドが SAH 後の機能改善の一助になる事を期待する。
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10Ā ŝѲ  

ŝ 1Ā EBI Uσɶ  
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ŝ 2Ā SUR1 U|oÍ¼  
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ŝ 3Ā ѯРИġÀ¨ÇU|oÍ¼  
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ŝ 4Ā SAH ѯѓ grade ΞſΊ  
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3 Ϊὰѯѓ;ŻšD×ɕīь;ЉҒP<S6  
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ŝ 5Ā ĐÅ¦©UѯЧā  
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ŝ 6Ā яUΆĚŌˑӇ  

 

 

 

SAH TadяΒѓ;ůɠFd;0vÆ·ÊuÅ½ªTacIe;ˑɴTɾĠCed1  

*ὰ Pά 0.05 

***ὰ Pά 0.001 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.00 

0.20 

0.40 

0.60 

0.80 

1.00 

1.20 

Sham SAH+Control SAH+Glibenclamide 

Pe
rc

en
t�

������

***�*�



 23 

ŝ 7Ā ŴяόҠT9?dΩτӕҰŚźU PCR 

 
SAH-yÊ©ÉÍÇпV Sham пac IL-1�0 TNF�9aX NF-�B UˑɴSůĨhҒ^J1 [

J SAH-vÆ·ÊuÅ½ª пV SAH-yÊ©ÉÍÇ пT΄ZO0 IL-1�Q TNF�;ˑɴTòÑ

DJ 1 MMP-9 Q NF-�B P_Ŋ̤UćŋhЌDJ;0ˑɴSǾVҒ^S:MJ1  
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ŝ 8Ā ѳʹT9?dΩτӕҰŚźU PCR 
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ŝ 9Ā Γ៛T9?dΩτӕҰŚźU PCR 
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図 10	 Sham 群の脳の Iba-1 染色 
 

  

  

  
 

びまん性に Iba-1 陽性のマイクログリアを認める（A、C、E）。強拡大ではマイクログリア

は長い突起を伸ばしており静止している ramified 型である（B、D、F）。 

A：皮質 150 倍、B：皮質 300 倍、C：被殻 150 倍、D：被殻 300 倍、E：海馬 150 倍、F：海

馬 300 倍 
  

A B 

C D 

E F 
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図 11	 SAH-コントロール群の脳の Iba-1 染色 

 

  

  

  
  
びまん性に Iba-1 陽性のマイクログリアを認める（A、C、E）。強拡大ではマイクログリア

は突起を縮め胞体が肥大化した活性型の ameboid 型である（B、D、F）。 

A：皮質 150 倍、B：皮質 300 倍、C：被殻 150 倍、D：被殻 300 倍、E：海馬 150 倍、F：海

馬 300 倍 

A B 

C D 

E F 
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図 12	 SAH-グリベンクラミド群の脳の Iba-1 染色 

 

  

  

  
 
びまん性に Iba-1 陽性のマイクログリアを認める（A、C、E）。強拡大ではマイクログリア

は活性型の ameboid 型より静止型の ramified 型を多く認める（B、D、F）。 

A：皮質 150 倍、B：皮質 300 倍、C：被殻 150 倍、D：被殻 300 倍、E：海馬 150 倍、F：海

馬 300 倍 

A B 

C D 

E F 
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図 13	 脳浮腫の病態 

 

 
 

脳虚血により細胞内の ATP 減少が起こり、NCCa-ATP チャンネルが過剰に発現し、細胞内へ

のナトリウムと水分の流入を引き起こすことにより、細胞の膨化や脳浮腫を引き起こす。 

ATP: adenosine triphosphate 

NCCa-ATP : ATP and Ca2+ -sensitive nonselective cation 

SUR1: sulfonylurea receptor 1  

Ischemia 

ATP depletion 

Upregulated  NCCa-ATP channel (Sur1-NCCa-ATP) 

Influx of Ca2+ and Na+ into cells 

Complete 
depolarization 

Secondary movements 
of Cl- and H2O 

Ion pump failure Cell blebbing 

�Brain edema 
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図 14	 血管穿刺モデルの脳冠状断切片の TTC 染色 

 

 
 

大脳皮質に明らかな梗塞巣は認めない。脳底槽に SAH を認める。 

TTC: 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride 
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表 1	 本研究に使用した SAH モデルの内訳 

 

組織染色	 

Sham 群 n=3 

SAH-コントロール群 n=3 

SAH-グリベンクラミド群 n=3 

PCR 用 

Sham 群 n=3 

SAH-コントロール群 n=8 

SAH-グリベンクラミド群 n=8 
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表 2	 本研究に使用したプライマーとその条件 

 

 
Forward Reverse AT Cy 

IL-1β GGATGATGACGACCTGC CTTGTTGGCTTATGTTCTG 54 32 

TNFα CTTATCTACTCCCAGGTTCTCTTCAA GAGACTCCTCCCAGGTACATGG 57 31 

NF-kB ACGATCTGTTTCCCCTCATC TGCTTCTCTCCCCAGGAATA 55 31 

MMP-9 GATCCCCAGAGCGTTACTCG GTTGTGGAAACTCACACGCC 63 31 

GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 63 23 

 AT：アニリング温度	 	 Cy：サイクル数 
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表 3	 SAH の血腫 grade 

 

 軽症（SAH grade: 0-7） 重症（SAH grade: 8-18） 

SAH-コントロール群 n=6, 平均値: 3.5   n=2, 値: 8 及び 14 

SAH-グリベンクラミド群  n=4, 平均値: 4.25 n=4, 平均値: 14 

 

両群間に有意な差を認めない。
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