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1. 概要 

 頭部外傷は、外力が直接脳細胞に伝わることにより生じる一次性脳損傷と、その後に生じ

る虚血や脳浮腫、サイトカインの大量放出などの炎症反応によって生じる二次性脳損傷が

あり、これらが総じて脳細胞を障害することが知られている。外傷直後に細胞外液中に大量

に放出されるグリア伝達物質である adenosine triphosphateの刺激により外傷部位周囲のマイ

クログリアは非活性型から活性型のマイクログリアに形態変化する。活性型マイクログリ

アは、遊走、貪食能を有しており、健常時には脳内のゴミの除去にあたると考えられている。

しかし外傷などによる強度の刺激下では大量のサイトカインを放出し、過剰炎症反応によ

りかえって脳の二次性脳損傷を助長する。ただし、外傷後急性期の大量のサイトカインは有

害に働くとの報告が多い一方で、慢性期にはサイトカインによる脳保護効果を証明した研

究も多い。クロドロン酸リポソーム（clodronate-encapsulated liposome: CL）は、生体内のマ

クロファージを一時的に枯渇させる作用があり、脳内のマイクログリアにも効果があると

報告されている。本研究では、ラット脳挫傷モデルを用いて、CLを超急性期に単回投与す

ることによりマイクログリアによる炎症反応を抑制し、組織保護効果が得られるかを検討

した。 

 外傷モデルとして、cortical contusion injury（CCI）モデルを用いた。外傷直後に大腿静脈

内に CLを投与した群（CCI-CL群）、外傷直後に control liposomeを投与した群（CCI-Control

群）、外傷を与えずに CLを投与した Sham-CL群を作製し、正常対照群である Naïve群と比

較した。CLの効果を評価するためにマイクログリアに対する免疫組織染色と、その発現量

を定量するためのWestern blottingを行った。また組織炎症の指標である protein kinase C delta

（PKCδ）を Western blotting を用いて定量し、さらに炎症関連サイトカインの messenger 

ribonucleic acidの発現を観察するために Polymerase chain reactionを行った。炎症性サイトカ

インとして、interleukin-1 beta（IL-1β）、interleukin-4（IL-4）、interleukin-6（IL-6）、tumor necrosis 

factor alpha（TNFα）を測定した。最終的に脳組織保護効果の評価のため、組織破壊の指標で

ある matrix metallopeptidase-9（MMP-9）の発現を観察し、さらには残存脳体積の測定を行っ

た。 

 抗 Iba-1 抗体を用いた免疫組織染色では、Naïve 群では大脳皮質、海馬をはじめ脳全体に

Iba-1 陽性細胞を認めた。これらは形態学的に非活性型の ramified 型マイクログリアであっ

た。CCI-Control群では外傷 1日後から Iba-1陽性細胞の密度は明らかに高くなり、陽性細胞

は全て活性型の amoeboid 型マイクログリアであった。CCI-CL 群では陽性細胞の密度は

Naïve 群と比較しても同等で、形態学的にはそのほとんどが ramified 型であり amoeboid 型

のマイクログリアは極めて少なかった。これらの陽性細胞を定量化するために Western 

blotting を行った。脳挫傷周囲皮質におけるマイクログリアの発現を定量した。抗体には
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ramified型と amoeboid型の両方を認識する抗 CD11b抗体と、amoeboid型のみを標識する抗

Galectin-3抗体を用いた。外傷 1日後には、CCI-Control群の CD11b発現量は Naïve群と比

較し有意に上昇したが（p＜0.001）、CCI-CL群では CLの投与により CCI-Control群と比較

し有意に発現の抑制を認めた（p＜0.001）。同様に Galectin-3の発現量は外傷 1日後には CCI-

Control群で Naïve群と比較し有意に上昇したが（p＜0.001）、CCI-CL群では CLの投与によ

り有意に抑制された（p＜0.001）。しかし外傷 3日後にはCCI-Control群、CCI-CL群のCD11b、

Galectin-3の発現はともに上昇し Naïve群と比較し有意に高い値を示した。 

 組織炎症の指標である PKCδは、脳挫傷周囲皮質において外傷 1日後には CCI-Control群

で Naïve 群と比較し有意に上昇したが（p=0.008）、CCI-CL 群では CL の投与により CCI-

Control群と比較して有意に発現の抑制を認めた（p=0.01）。しかし、外傷 3日後には CCI-CL

群の PKCδ の発現は上昇し、CCI-Control群との有意差は消失した。また脳挫傷周囲皮質に

おける炎症関連サイトカインの発現は、外傷 1日後では、IL-6の発現は CCI-Control群にお

いて、Naïve群と比較し有意に上昇したが（p=0.036）、CCI-CL群では Naïve群と有意な差を

認めなかった。外傷 3日後には、CCI-CL群の IL-4の発現は CCI- Control群と比較し有意に

抑制された（p=0.04）。また TNFαの発現は、CCI-Control群の値が Naïve群に比較して有意

に上昇したが（p=0.009）、CCI-CL群ではCCI-Control群に比較し有意に抑制された（p<0.001）。

さらに外傷側海馬においては、外傷 1 日後に CCI-CL群の IL-4 の発現が Naïve 群と比較し

有意に抑制された（p=0.019）。また IL-6の発現は、CCI-CL群の値が CCI-Control群に比較

し有意に抑制された（p=0.037）。外傷 3日後には、CCI-Control群で Naïve群と比較し、IL-

1β（P=0.013）と TNFα（p=0.024）が有意に上昇した。そのうち TNFαの発現は、CCI-CL群

では CCI-Control群と比較し有意に抑制された（p=0.002）。また IL-4の発現は、Naïve群よ

り CCI-CL群（p=0.004）、CCI-Control群より CCI-CL群（p=0.002）がいずれも有意に抑制さ

れた。 

 組織破壊の指標であるMMP-9は、外傷 1日後には 3群間で有意な差を認めなかった。し

かし 3日後には CCI-Control群では Naïve群と比較し有意に上昇し（p=0.006）、CLの投与に

より CCI-CL群では CCI-Control群に比較し有意に抑制された（p=0.001）。 

 外傷 28日後に残存脳体積の比較を行った。CCI-Control群の脳体積は Naïve群と比較して

有意に減少したが（p=0.004）、CCI-CL群の脳体積は CCI-Control群と比較して有意に回復し

た（p=0.029）。 

 本研究により、外傷後にクロドロン酸リポソームの全身投与を行うと、脳内のマイクロ

グリアが抑制され、抗炎症作用を発揮することがわかった。クロドロン酸リポソームの投

与は脳挫傷後の二次性脳損傷の主体である過剰な炎症反応を抑制し、有効な治療法となり

うる可能性が考えられた。  
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2. 略語集 

ANOVA: analysis of variance 

ATP: adenosine triphosphate 

CCI: cortical contusion injury 

CL: clodronate-encapsulated liposome 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

IL-1β: interleukin-1 beta 

IL-4: interleukin-4 

IL-6: interleukin-6 

MMP-9: matrix metallopeptidase-9 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

PBS: phosphate buffer saline 

PCR: polymerase chain reaction 

PKCδ: protein kinase C delta 

TNFα: tumor necrosis factor alpha 
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3. 緒言 

 重症頭部外傷の患者は転機不良であることが多い。臨床的に治療の主体は、脳の二次性

脳損傷に対するものとなる。二次性脳損傷を来す因子として、虚血や脳浮腫、頭蓋内圧亢

進、活性酸素による障害など、過剰炎症反応によるサイトカインの大量放出が生じ、それ

により脳細胞が障害を受けることはよく知られている[1-5]。 

 頭部外傷における抗炎症治療は古くから行われており、基礎研究レベルでは一定の成果

を上げている。炎症を抑制する方法として、消炎鎮痛薬の使用の他には、サイトカインの

拮抗[6]、炎症励起経路の非活性化[7, 8]、オートファジーの抑制[9, 10]、漢方薬[11]やスタ

チン[12]の投与、神経幹細胞の移植[13]、高圧酸素療法[14]、脳深部刺激療法[15]など様々

な手法が研究されている。また臨床レベルでも種々の interleukinや tumor necrosis factor 

alpha（TNFα）、C反応性蛋白などの炎症関連因子は頭部外傷においてバイオマーカーとし

ての性質を持ち、その程度は予後と相関することが示されている[16]。さらにはサイトカ

インの発現は頭部外傷後の双極性障害に関係するとの報告もある[17]。こうしたサイトカ

インをはじめとした抗炎症物質の有害性を報告した多くの研究がある一方で、少なくとも

頭部外傷後の慢性期にはサイトカインは有益に働くとの報告もある[18]。 

 本研究では前述のような、既存の炎症を抑制する手法ではなく、脳内の免疫担当細胞で

あるマイクログリア自体を拮抗することで抗炎症効果を得られないかを検討した。近年、

骨粗鬆症[19-21]やパジェット病[22]、慢性関節リウマチ[23]など炎症性疾患におけるクロド

ロン酸リポソーム（clodronate-encapsulated liposome: CL）の有用性が報告されており、欧米

では既承認医薬品として用いられている。CLは生体内に投与すると、単球やマクロファ

ージによって貪食され、その 90%以上をアポトーシスに導き、一時的に枯渇させる作用を

有する。いわゆるマクロファージを自殺させる技術として知られている[24-27]。CLは血

液脳関門を通過しないとされており薬剤の半減期は 17時間とされている[28]。CLを全身

投与し単球やマクロファージを枯渇させると、脳内へ浸潤するマクロファージも減少し

[29]、さらには脳内のマイクログリアをも抑制することが報告されている[28]。 

 本研究では、ラットの脳挫傷後超急性期に CLを投与し、マクロファージとマイクログ

リアを制御することにより過剰な炎症反応を抑制し、二次性脳損傷が抑制可能かを検討し

た。 
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4. 材料と方法 

4-1 脳挫傷モデル 

 外傷モデルには、270-330 gの雄性 Sprague-Dawleyラットを使用し、cortical contusion 

injury（CCI）を用いた。イソフルレン 4%の吸入麻酔で導入し、イヤーバーを用いて定位

脳手術台に固定した。吸入麻酔の維持は、イソフルレン 2%で行った。体温測定プローブ

を直腸内に挿入し、術中は保温パッドで体温を 37℃に維持した。ポピドンヨードとエタノ

ールで皮膚切開部を消毒し、10万倍エピネフリン入りの 1％キシロカインで局所麻酔を行

った。頭皮正中部を頭側から尾側方向に約 20 mm切開し、骨膜も同様に切開した後に骨膜

を剥離した。骨膜は左右に観音開きに翻転させて頭蓋骨を露出した。Bregmaから 3 mm尾

側、3.5 mm左側方を中心に半径 2 mmの骨窓を設けた。その中心に専用のインパクターで

等強度の脳挫傷を作製した。CCIの条件は、速度：3.50 m/s、深さ：2 mm、接触時間 100 

msec、インパクターの直径：2 mmとした。Goodmanらの報告では、この強度は海馬への

直接打撃を来さないが、皮質の脳挫傷及び海馬への二次性脳損傷を来す外傷の強度とされ

ている[30]。表 1 のようにラットをランダムに群分けした。外科的処置を行っていない

Naïve群、外傷コントロールとして CCI直後に大腿静脈内に control liposome

（170828AG06: Encapsula NanoSciences LLC, USA）を投与した CCI-Control群、CCI後に 5 

mg/mLの liposomal clodronate（170913SP03: Encapsula NanoSciences LLC, USA、分子量: 

288.9-359.9）を大腿静脈内に投与した CCI-CL群、および外傷を与えずに CLを静脈内投与

した Sham-CL群に群分けした。術創の骨膜、皮膚を密に縫合して閉創し、イヤーバーを外

した後に仰臥位に体位変換し、同様に大腿部を消毒、局所麻酔を行った。右側腹部から正

中方向に約 20 mmの皮膚切開を行い、大腿動静脈、大腿神経を同定し、大腿静脈を剥離し

た。大腿静脈を挙上し、ハミルトンシリンジ（4015-11001: GL Sciences, JAPAN）を用いて

各々の薬剤を 5 μL投与した。投与量と投与方法は CLを In vivoモデルに用いた先行研究

を参照した[31, 32]。穿刺部は、双極電気メスで焼灼した。皮下組織、皮膚を縫合して閉創

した。閉創後に維持麻酔を終了し、37℃の室温内で覚醒させた。CCIから 1日、3日後に

5％イソフルランで深麻酔をかけ、断頭後に Polymerase chain reaction（PCR）、Western 

blotting用の検体を摘出した。脳を摘出した後に 2 mm間隔に薄切し、脳挫傷組織、脳挫傷

周囲皮質、脳挫傷から遠い同側の皮質、外傷側海馬、対側皮質、対側海馬の 6部位に分け

て摘出した。PCR用の検体は、摘出後すぐに細断し RNALater（AM7024: Thermo Fisher 

Scientific, USA）内に保存した。Western blotting用の検体は、摘出した後に凍結乾燥機

（FDU-12AS: AS ONE, JAPAN）で真空乾燥し乾燥重量を測定、その 4倍量の超純水を加え

た。氷上で超音波破砕機を用いて組織を破砕した。その後、毎分 15,000回転で 15分間遠

心し、上清を-80度で保存した。 
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 組織染色用の検体採取には、270-330 gの雄性 Sprague-Dawleyラットを使用し、CCIか

ら 1、3、28日後に塩酸メデトミジン 0.15 mg/kg、ミダゾラム 2 mg/kg、酒石酸ブトルファ

ノール 2.5 mg/kgの三種混合薬を腹腔内投与して深麻酔した。疼痛刺激に反応がなくなっ

たのを確認し、開胸した。左心室に留置針を留置し、200 mLの生理食塩水で脱血した後

に、200 mLの 4％パラホルムアルデヒドで灌流固定し脳を摘出した。同様の固定液で 24

時間後固定し、10、20、30％のショ糖加 phosphate buffer saline（PBS）溶液内で 24時間ず

つ段階的にクライオプロテクションした。その後液体窒素で瞬間凍結し組織を-80℃内に保

存した。 

 

4-2 免疫組織染色 

 免疫染色用の組織はクライオスタットで 20 μmに薄切した。500 μmごとに切片を採取

し、PBS溶液中に組織を浮遊させた状態で染色を行った。はじめに 3%過酸化水素水を用

いて内因性ペルオキシダーゼを除去した。次に 2%ウマ血清を用いてブロッキングを行っ

た。一次抗体は、抗 Iba-1抗体（019-19741: Wako Pure Chemical Industry, JAPAN）を使用

し、一次抗体感作は 4℃内で 24時間行った。二次抗体反応および ABC法は、

VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit（PK-6101: Vector Laboratories, USA）を用いた。発色は、

ジアミノベンジジンで行った後、組織をスライドガラスにマウントし、脱水、透徹後にカ

バースリップした。 

 

4-3 組織 Nissl染色 

 Nissl染色（クレシルバイオレット染色）の組織は、免疫組織染色と同様に凍結状態のま

まクライオスタットで 20 μmに薄切した。組織採取は、500 μmごとにスライドガラスに切

片を採取した。染色には、前処理（蒸留水 5分）、エタノールおよびキシレンで脱脂を行

い、水洗した後に 0.2%クレシルバイオレット溶液で染色した。分別は、2.5%酢酸加 90%

エタノール溶液で行い、その都度鏡検しながら染色具合を確認した。脱水、透徹後カバー

スリップした。 

 

4-4 Western blotting 

 CCIから 1、3日後の脳挫傷周囲組織、脳挫傷と同側海馬の検体を 20倍に希釈し、RC 

DC Protein assay Kit（5000122JA: Bio-Rad, USA）を用いて総タンパク濃度を測定した。濃

度の測定には、吸光度計（Model 680: Bio-Rad, USA）を用い、吸光度を元に Laemmli 

sample buffer（1610737: Bio-Rad, USA）と beta-mercaptoethanol（1610710: Bio-Rad, USA）を

用いてサンプルを調製した。1ウェルあたり総タンパクとして 15 μgの検体をローディン



 - 7 - 

グした。タンパク分離は、ポリアクリルアミド電気泳動で行い、4-20%の濃度勾配ゲル

（567-1095: Bio-Rad, USA）を用いて、120 V、400 mAで 70分間泳動した。分子量マーカ

ーには、プレシジョンプラスプロテイン 2色スタンダード（1610374: Bio-Rad, USA）を使

用した。ゲルの転写は乾燥法である iBlotシステム（IB1001: Thermo Fisher Scientific, 

USA）を用い、メンブレンはポリビニデンジフルオロライド膜（IB401001: Thermo Fisher 

Scientific, USA）を使用した。一次抗体反応は、500倍希釈の抗 CD11b抗体（bs-1014R: 

Bioss, USA）、1,000倍希釈の抗 Galectin-3抗体（ARP54779: Aviva System Biology, USA）お

よび 1,000倍希釈の抗 protein kinase C delta（PKCδ）抗体（PA5-17552: Thermo Fisher 

Scientific, USA）を使用した。抗 CD11b抗体感作は 4℃内で 48時間、抗 Galectin-3抗体感

作は 4℃内で 24時間、抗 PKCδ抗体感作は室温で 24時間反応させた。二次抗体反応は、

抗ウサギ IgG抗体（AP182P: Millipore, USA）を用い、室温で 2時間感作させた。発色は、

enhanced chemi luminescence法で行い（WP20005: Thermo Fisher Scientific, USA）、検出器

（ChemiDoc XRS: Bio-Rad, USA）にてバンドを検出した。総タンパク質量の測定には

SyproRuby染色を行った。まず 7%酢酸加 10%メタノールで 15分反応させ、超純水で洗浄

した後に SyproRuby（170-3127: Bio-rad, USA）で 15分反応させた。検出器（ChemiDoc 

XRS: Bio-Rad, USA）にてバンドを検出し、Image Labソフトウェア（version 6.0: Bio-Rad, 

USA）を用いて測定した。 

 

4-5 Polymerase chain reaction 

 組織を RNALater内から摘出し、RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（74804: Quiagen, 

GERMANY）を用いて messenger ribonucleic acid（mRNA）を精製した。精製した RNA量

は超微量分光光度計（NanoDrop Lite: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて定量した。

SuperScript Ⅳ Reverse Transcriptase Kit（18090010: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて

逆転写し、complementary deoxyribonucleic acidを作製した。PCRは、Platinum Taq（10966-

034: Thermo Fisher Scientific, USA）を用い、プライマーは表 2のように設計して、サーマ

ルサイクラー（T100 Thermal Cycler: Bio-Rad, USA）で行った。泳動は GelRed（41003: 

Biotium, USA）添加 2%アガロースゲルを用い、120 V、400 mAで 38分間行った。バンド

検出は、検出器（ChemiDoc XRS: Bio-Rad, USA） 

を用いて行った。インターナルコントロールとして、glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase（GAPDH）を用いた。 

 

4-6 残存脳体積の測定 
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 Nissl染色した標本を用い、Bregmaを基準に AP +1 mmから-6 mmまで 1 mm ごとの 8

切片を ImageJ（version1.52a: National Institutes of Health, USA）ソフトウェアを用いて解析

した。両側大脳半球をトレースし各切片の面積を測定し、その値を積分して脳体積を求め

た。 

 

4-7 統計解析 

 各種データの統計解析には、SPSS Statistics（version 21: IBM, USA）を使用した。多群間

の比較には one way analysis of variance（ANOVA）を使用し、ANOVAの要因に有意差があ

った場合のみ post-hoc検定を Tukeyの方法を使用して行った。分散が等しくないデータに

関しては、イプシロンにより自由度を補正した。全ての検定で p値が 0.05未満を有意とし

た。データはすべて、平均±標準偏差で示した。 
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5. 動物取扱及び実験における倫理的配慮 

 実験動物の取扱及び実験手技は、日本大学医学部実験指針を遵守して行い、日本大学動

物実験委員会が制定する日本大学動物実験マニュアルに準じて行った。実験動物が苦痛を

感じないような最大限の配慮を行った。飼育は上記で認定された施設で行った。飼育環境

は、室温 22-23℃、湿度 50-60%の室内であり、飼育室の明暗設定は、8時から 20時を明

期、20時から 8時を暗期として 12時間ごとの明暗サイクルを設けた。実験中は、食事、

水分を自由に摂取させ、経過中に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

を行った上で研究を行った。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 マイクログリアの免疫組織染色 

 外傷 1日後の脳切片を抗 Iba-1抗体で染色したところ、Naïve群（図 1 A、図 2 A）、

Sham-CL群（図 1 B、図 2 B）では大脳皮質、海馬を含めた脳全体に抗 Iba-1抗体の陽性細

胞を認めた。これらの陽性細胞の大きさは、約 20 μmであり、細胞体が小さく多くの突起

を有していることから、非活性型の ramified型マイクログリアであった。CCI-Control群に

おいても脳全体に陽性細胞を認めたが、Naïve群と比較すると ramified型マイクログリア

はほとんど無く、細胞体が肥大化し突起を有さない活性型の amoeboid型マイクログリアが

多く認められた（図 1 C、図 2 C）。CCI-CL群では、脳全体に ramified型マイクログリア及

び amoeboid型マイクログリアを認めたが、CCI-Control群と比較すると明らかに細胞密度

は低く、特に amoeboid型のマイクログリアは少なかった（図 1 D、図 2 D）。外傷側海馬に

ついても同様の所見が観察された（図 3、図 4）。 

 

6-2 CD11bの定量 

 マイクログリアの発現を定量化するために、脳挫傷周囲皮質を検体としてマイクログリ

アの表面マーカーである抗 CD11b抗体を用いたWestern blottingを行った。 

 Naïve群の値は、15.1±2.5であり、外傷を与えず、CLのみ投与した Sham-CL群は、

12.7±2.6であった（図 5）。外傷 1日後に CCI-Control群では、Naïve群および Sham-CL群

と比較して 72.7±2.6と有意に CD11bの発現は上昇した（p＜0.001）。しかし CCI-CL群で

は CLの投与により CCI-Control群と比較すると 20.9±8.8と有意な発現の抑制を認めた（p

＜0.001）。外傷 3日後では、CCI-Control群では、60.5±11.2と高い値を維持し、Naïve群お

よび Sham-CL群と比較して有意な発現の上昇を認めた（p＜0.001）（図 6）。CCI-CL群では

76.7±17.7と Naïve群（p＜0.001）および Sham-CL群（p＜0.001）、CCI-Control群

（p=0.027）と比較して有意な発現の上昇を認めた。 

 

6-3 Galectin-3の定量 

 脳挫傷周囲皮質を検体として、活性型マイクログリアの指標である抗 Galectin-3抗体を

用いたWestern blottingを行った。 

 Naïve群の値は 80.1±1.9であり、外傷を与えず、CLのみ投与した Sham-CL群は、82.6

±2.1であった（図 7）。外傷 1日後には CCI-Control群では、349.3±185.3と Naïve群およ

び Sham-CL群と比較して Galectin-3の発現は有意に上昇し（p＜0.001）、CCI-CL群では CL

の投与により 138.5±25.2と CCI-Control群と比較し有意な抑制を認めた（p＜0.001）。外傷

3日後には、CCI-control群は 387.8±7.5と高値を維持し、Naïve群および Sham-CL群と比
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較して有意な発現の上昇を認めた（p＜0.001）（図 8）。また、CCI-CL群では発現が上昇

し、624.8±12.4といずれの群と比較しても有意に高い値を示した（p＜0.001）。 

 

6-4 PKCδの定量 

 組織炎症の指標である PKCδを定量化するために脳挫傷周囲皮質を検体として抗 PKCδ

抗体を用いてWestern blottingを行った。 

 Naïve群の値は、49.7±4.9であった（図 9）。外傷 1日後には CCI-Control群では Naïve

群と比較して 99.9±33.1と有意に PKCδの発現の上昇（p=0.008）を認め、CCI-CL群では

CLの投与により 51.8±27.8と有意な発現の抑制を認めた（p=0.01）。外傷 3日後には、

CCI-Control群では 104.8±33.1と引き続き高値を示し、Naïve群と比較して有意な発現の上

昇（p=0.01）を認めた（図 10）。CCI-CL群では、85.2±27.8と CCI-Control群と比較して有

意差は認めなかったが発現の抑制を認めた。 

 

6-5 炎症性サイトカインの測定 

 炎症性サイトカインとして、interleukin-1 beta（IL-1β）、interleukin-4（IL-4）、interleukin-

6（IL-6）、TNFαの mRNAの発現を測定した。 

 脳挫傷周囲皮質では、外傷 1日後に、IL-6の発現が CCI-Control群で Naïve群と比較し

有意に上昇した（p=0.036）（図 11）。外傷 3日後では、IL-4が CCI-CL群で薬剤投与により

有意に発現が抑制された（p=0.04）。TNFαは、CCI-Control群で外傷により有意な上昇が認

められ（p=0.009）、CLの投与により CCI-CL群では有意に発現が抑制された（p＜0.001）。 

 脳挫傷と同側海馬では、外傷 1日後に、IL-4は Naïve群と比較すると CCI-CL群で CL

投与により有意な発現の抑制を示した（p=0.019）（図 12）。また IL-6は、CCI-CL群が

CCI-Control群と比較し有意な抑制を認めた（p=0.037）。外傷 3日後には、CCI-Control群の

IL-1β（p=0.013）、TNFα（p=0.024）は、外傷により有意な上昇を認めた。IL-4は、CCI-CL

群で Naïve群（p=0.004）や CCI-Control群（p=0.002）と比較するといずれも有意に抑制さ

れた。TNFαは、CLの投与により抑制され、CCI-CL群では CCI-Control群と比較し有意に

抑制された（p=0.002）。 

 

6-6 MMP-9の測定 

 組織損傷の指標として matrix metallopeptidase-9（MMP-9）の mRNAの発現を測定した。 

 脳挫傷周囲皮質では、外傷 1日後において、MMP-9の発現は、3群間で有意差を認めな

かった（図 13）。しかし外傷 3日後には CCI-Control群では Naïve群に比較し有意に上昇し

た（p=0.006）。CCI-CL群では、CLの投与により有意な抑制を認めた（p=0.001）。 
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 脳挫傷と同側海馬では、外傷 1日後にMMP-9の発現は、3群間で有意な差を認めなかっ

た（図 14）。外傷 3日後には、CCI-CL群で CCI-Control群と比較して CLの投与による有

意な発現の抑制を認めた（p=0.001）。 

 

6-7 残存脳体積の測定 

 脳挫傷の体積を比較するために、正常側と外傷側の脳体積を比較した。 

 正常側の 379.6±22.1 mm3に比較して CCI-Control群では 322.1±4.4 mm3と外傷側脳体積

の有意な減少を認めた（p=0.004）（図 15）。CCI-CL群は、362.8±22.3 mm3と CCI-Control

群と比較すると CLの投与により脳体積は有意に回復した（p=0.029）。 
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7. 考察 

7-1 頭部外傷に対するクロドロン酸リポソームの効果 

 CLは、破骨細胞の活動を阻害するビスフォスホネートであり骨粗鬆症や悪性腫瘍に対

する治療薬として用いられている[33, 34]。細胞内で ATP類似体として作用し、ATP代謝

を阻害することで破骨細胞を抑制する効果がある[35, 36]。CLを全身投与すると、全身の

マクロファージをアポトーシスへ導き、枯渇させることが報告されている[24]。中枢神経

疾患においてもその効果が報告されている。Maらは、マウスの中大脳動脈閉塞モデルに

CLを全身投与すると、脳虚血後の脱髄、マイクログリアの活性化を抑制することで、脳

萎縮を抑制し最終的に神経機能予後を改善したと報告している[37]。脳卒中モデルを用い

て CLの同様の効果を検討した報告はほかにも多数存在する[38-40]。Waltlらはマウスウィ

ルス脳炎モデルに CLを全身投与すると、脳炎由来のてんかんを有意に抑制できたと報告

している[29]。また Dehghaniらは、海馬スライスモデルを用いて CLのサイトカイン抑制

効果を報告している。リポポリサッカライドなどで傷害した海馬スライスに CLを投与す

ると、マイクログリアの活性化が抑制され、それに伴い TNFα、IL-1β、IL-6などの炎症性

サイトカインの分泌も減少したと報告している[41]。これまで脳挫傷モデルを用いて CLの

効果を検討した報告は存在しないため、本研究では CCIモデルを作製し CLの効果を検討

した。本研究における CLの効果はこれまで他のモデルで報告されているものと同様で、

マイクログリアの活性化を抑制し、炎症性サイトカインの分泌を抑制させた。しかし本研

究ではさらに詳細に CLによる抗炎症効果を検討するため組織炎症の指標である PKCδを

測定した。CL投与により PKCδも有意に抑制されたことから、やはり CLは強い抗炎症効

果を有するものと考えられた。PKCδは、数十種類のアイソザイムから構成されるタンパ

ク質ファミリーの一つで、細胞の増殖や分化、細胞死に関わるシグナル伝達に関わってい

ることが報告されている。パーキンソン病モデルにおいて、PKCδはアポトーシスを導く

重要なメディエーターであり、PKCδ阻害剤を用いることで神経保護効果を得られると報

告されている[42]。さらに近年の報告では、アポトーシス性細胞死の実行因子として知ら

れているカスパーゼシグナル伝達経路の活性化は、PKCδの経路を介してマイクログリア

の活性化と関連していることが示された。これらの経路を抑制すると結果的に神経毒性が

低下し、神経保護を図ることができると報告されている[43]。さらに本研究では CLの投与

によりMMP-9の発現や脳挫傷体積が減少したことから、CLにより組織に対する損傷が抑

制されたものと考えられ、何らかの治療効果を有する可能性が示唆された。これまでの

CLを使用した研究の多くは、カスパーゼ活性の解析を中心としたアポトーシスの関与に

注目している[39]。しかし、CLにより挫傷体積が有意に減少したという本研究の結果は、

脳挫傷腔の形成に大きく関与するネクローシス[44]にも抗炎症作用を介して関与した可能
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性がある。CLの治療効果について結論するためには行動試験を行う必要があり、これは

今後の課題である。 

 本研究では、マイクログリアの発現と炎症性サイトカインの分泌に時期的な乖離が認め

られた。さらに CCI-CL群のマイクログリアの発現量は、外傷 3日後には CCI-Control群と

比較してむしろ増えていた。本研究では CLを単回投与しており、半減期を考慮すると外

傷 3日後には CLの効果が消失しているものと考えられた。マイクログリアの活性化や炎

症性サイトカイン分泌のピーク、および薬効が消失した際の細胞の活動性を考慮して投与

量や投与期間を検討する必要があると考えられた。つまり外傷 3日後には炎症性サイトカ

イン、PKCδの発現が抑制されたものの、マイクログリアの発現は上昇していることから 3

日後以降に炎症反応が励起されている可能性がある。挫傷腔が完成されるとされている外

傷 28日後に測定した脳挫傷体積が減少していることは、CLが組織保護効果を有すること

を示しているが、投与期間の調整により更なる効果が得られる可能性があると考えられ

た。頭部外傷後のサイトカインの分泌については、様々な検討がなされている。動物外傷

モデルを用いた報告では、サイトカインの分泌は外傷直後にピークに達するというものや

[45]、外傷 24時間後にピーク[46]を迎えるなど様々である。これは外傷のモデルや強度、

測定するサイトカインの種類により異なると考えられ、頭部外傷の複雑さを反映している

と考えられる。さらに一部のサイトカインは頭部外傷後に脳保護的に働くとの報告や、時

期によって脳保護性にまたは障害性に作用すると報告されており[18, 47]、今後は実臨床症

例での解析も含めて検討する必要があると考えられた。 

 脳損傷時の CLの作用機序については大きく二つの説が存在する。マクロファージは脳

損傷時に脳内に浸潤していくといわれており、この浸潤するマクロファージが CLにより

減少するという説と、外傷や虚血により血液脳関門が破綻すると CLが脳内に漏出し、脳

内の免疫担当細胞であるマイクログリアが減少するというものである[28, 29, 48-50]。本研

究では用いた抗体の関係でどちらの機序が主に貢献しているか不明である。これも今後の

研究課題の一つである。ただし、Naïve群と Sham-CL群を比較しても細胞形態や細胞数に

変化がみられないことから、CLは正常に機能する血液脳関門は通過しないというこれま

での報告は正しいものと考えられた。 

 

7-2 マイクログリアの最近の動向 

 脳挫傷や脳虚血において、マイクログリアが活性化し、機能的、形態的に変化して様々

な炎症関連物質を分泌することは周知の事実である[51]。しかしこれまで考えられていた

以上に複雑な機序が明らかになってきた。マクロファージの機能には、相反する障害性

（炎症性）と保護性（抗炎症性）があることが解明されていたが[52, 53]、脳の炎症に関わ



 - 15 - 

るマイクログリアにも同様に極性があり、活性型マイクログリアには障害性に働くM1型

と保護性に働くM2型があると考えられ、注目されている[54, 55]。また活性型マイクログ

リアから分泌されるサイトカインにも、IL-1β、TNFαなどの障害性サイトカインと IL-4な

どの保護性サイトカインがある[56, 57]。Perez-Poloらは、ラットの外傷モデルにおいて、

IL-1β受容体拮抗薬や TNFα阻害剤が外傷後に生じる神経細胞死を抑制し、機能予後を改善

したと報告している[58]。またマウスの外傷モデルにおいて、IL-1β中和抗体の投与が機能

予後を改善したとの報告など[59]、サイトカインの分泌を抑制することの有効性を示す報

告は多い。その一方で、単にサイトカインを拮抗すれば抗炎症効果を得られるのではない

との報告や[60]、サイトカインは外傷後の時期により予後の改善、悪化のいずれにも寄与

するとの報告もされている[18]。本研究では急性期に、すべての型のマクロファージやマ

イクログリアを抑制した。現時点でM1型とM2型を別々に制御することは手技的に困難

であるが、今後は抗炎症療法を行う時期とも併せて詳細に検討していく必要があると考え

られた。 
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8. 結論 

 ラット脳挫傷モデルにおいて、クロドロン酸リポソームの全身投与は、炎症を抑制し、

脳の二次性脳損傷治療に貢献できる可能性があると考えられた。 
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10. 図表 

図 1 脳挫傷周囲皮質における Iba-1染色 弱拡大 

 

脳挫傷側の弱拡大組織標本。いずれも 15倍。 

Naïve群（A）、Sham-CL群（B）、CCI-Control群（C）、CCI-CL群（D）。 

Naïve群と CCI-Control群を比較すると、Iba-1陽性の細胞数は外傷により増加している。

CCI-CL群では、CLの投与により明らかに陽性細胞の密度は減少している。 
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図 2 脳挫傷周囲皮質における Iba-1染色 強拡大 

 

脳挫傷側の強拡大組織標本。いずれも 300倍。 

Naïve群（A）、Sham-CL群（B）、CCI-Control群（C）、CCI-CL群（D）。 

Naïve群と Sham-CL群では、非活性型である ramified型マイクログリアが多く観察され

る。CCI-Control群では、外傷により活性型である amoeboid型マイクログリアが多く観察

される。CCI-CL群では、CLの投与により ramified型、amoeboid型マイクログリアはとも

に減少している。 

矢印：ramified型マイクログリア 

矢頭：amoeboid型マイクログリア 
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図 3 脳挫傷と同側海馬における Iba-1染色 弱拡大 

 

脳挫傷と同側海馬の弱拡大組織標本。いずれも 75倍。 

Naïve群（A）、Sham-CL群（B）、CCI-Control群（C）、CCI-CL群（D）。 

海馬においても、Naïve群と CCI-Control群を比較すると、Iba-1陽性の細胞数は外傷によ

り増加している。CCI-CL群では、CLの投与により明らかに陽性細胞の密度は減少してい

る。 
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図 4 脳挫傷と同側海馬における Iba-1染色 強拡大 

 

脳挫傷と同側海馬の強拡大組織標本。いずれも 300倍。 

Naïve群（A）、Sham-CL群（B）、CCI-Control群（C）、CCI-CL群（D）。 

Naïve群と Sham-CL群は、非活性型である ramified型マイクログリアが多く観察される。

CCI-Control群では、外傷により活性型である amoeboid型マイクログリアが多数観察され

る。CCI-CL群では、CLの投与により ramified型、amoeboid型マイクログリアはともに減

少している。 

矢印：ramified型マイクログリア 

矢頭：amoeboid型マイクログリア 
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図 5 外傷 1日後の脳挫傷周囲皮質における抗 CD11b抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、CD11bの発現は Naïve群、Sham-CL群と比較して有意な上昇を認め

た。CCI-CL群では CLの投与により CCI-Control群と比較して有意な発現の抑制を認め

た。 

***: p＜0.001 
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図 6 外傷 3日後の脳挫傷周囲皮質における抗 CD11b抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、CD11bの発現は Naïve群、Sham-CL群と比較して有意な上昇を認め

た。CCI-CL群では、いずれの群と比較しても有意な発現の上昇を認めた。 

*: p＜0.05、***: p＜0.001 
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図 7 外傷 1日後の脳挫傷周囲皮質における抗 Galectin-3抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、Galectin-3の発現は Naïve群、Sham-CL群と比較して有意な上昇を認

めた。CCI-CL群では CLの投与により CCI-Control群と比較して有意な発現の抑制を認め

た。 

**: p＜0.01、***: p＜0.001 
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図 8 外傷 3日後の脳挫傷周囲皮質における抗 Galectin-3抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、Galectin-3の発現は Naïve群、Sham-CL群と比較して有意な上昇を認

めた。CCI-CL群では、いずれの群と比較しても有意な発現の上昇を認めた。 

***: p＜0.001 
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図 9 外傷 1日後の脳挫傷周囲皮質における抗 PKCδ抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、PKCδの発現は Naïve群と比較して有意な上昇を認めた。CCI-CL群で

は、CCI-Control群と比較すると有意な発現の抑制を認めた。 

*: p＜0.05、**: p＜0.01 
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図 10 外傷 3日後の脳挫傷周囲皮質における抗 PKCδ抗体を用いたWestern blotting 

 

CCI-Control群では、PKCδの発現は Naïve群と比較して有意な上昇を認めた。CCI-CL群で

は、CCI-Control群と比較すると有意差は認めなかったが発現の抑制を認めた。 

*: p＜0.05 
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図 11 脳挫傷周囲皮質における各サイトカインの PCR 

 

*: p＜0.05、**: p＜0.01 

 

外傷 3日後には、TNFαの発現は CCI-Control群において Naïve群と比較し、外傷により有

意に上昇した。IL-4と TNFαの発現は、CCI-CL群において CCI-Control群と比較すると

CLの投与により有意な抑制を認めた。 
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図 12 脳挫傷と同側海馬における各サイトカインの PCR 

 

*: p＜0.05、**: p＜0.01 

 

外傷 1日後には、IL-4の発現は CCI-CL群において Naïve群と比較し CLの投与により有

意な抑制を認めた。IL-6の発現は CCI-CL群において CCI-Control群と比較して CLの投与

により有意な抑制を認めた。外傷 3日後には、IL-4の発現は CCI-CL群においていずれの

群と比較しても有意な抑制を認めた。TNFαの発現は CCI-Control群において Naïve群と比

較すると有意に上昇し、CCI-CL群では CCI-Control群と比較して CLの投与により有意な

抑制を認めた。 
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図 13 脳挫傷周囲皮質におけるMMP-9の PCR 

 

**: p＜0.01、***: p＜0.001 

 

外傷 3日後には、MMP-9の発現は CCI-Control群において Naïve群と比較し、外傷により

有意に上昇した。CCI-CL群において CCI-Control群と比較すると CLの投与により有意な

抑制を認めた。 
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図 14 脳挫傷と同側海馬におけるMMP-9の PCR 

 

**: p＜0.01 

 

外傷 3日後には、MMP-9の発現は CCI-CL群において CCI-Control群と比較すると CLの

投与により有意な抑制を認めた。 
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図 15 残存脳体積の測定 

 

正常側（Contralateral）に比較して CCI-Control群の外傷側の体積は有意に減少した。CCI-

CL群の外傷側では、CCI-Control群の外傷側と比較すると CLの投与により有意な脳体積

の増加を認めた。 

*: p＜0.05、**: p＜0.01 
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表 1 本研究に使用した外傷モデルの内訳 

  組織染色用 
Western blotting、 

PCR用 

Naïve群 n=2 n=2 

Sham-CL群 n=3 n=3 

 1日モデル 3日モデル 28日モデル 1日モデル 3日モデル 

CCI-Control群 n=2 n=2 n=4 n=6 n=6 

CCI-CL群 n=2 n=2 n=6 n=6 n=6 
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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 

IL-4 CAGACGTCCTTACGGCAACA AGACCGCTGACACCTCTACA 58 35 

IL-6 AAGTCGGAGGCTTAATTACACATGT AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 62 32 

TNFα CTTATCTACTCCCAGGTTCTCTTCAA GAGACTCCTCCCAGGTACATGG 57 31 

MMP-9 GATCCCCAGAGCGTTACTCG GTTGTGGAAACTCACACGCC 63 31 

GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 63 23 

AT: Annealing temperature、Cy: Cycle。 
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