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1 概要 

 一過性脳虚血発作は軽症の脳虚血性疾患と一般的には捉えられており、「局所的な脳、脊髄、

網膜の虚血によって発症したものの新鮮な梗塞を有さない一過性の神経症状」と定義される。患

者、医師共に啓蒙が十分とは言えず、他の脳卒中疾患より軽症と考えられる傾向にあるが、近年

脳虚血発作後に認知機能の低下や疲労感、生活水準の低下などを起こすことが報告され、今後ど

のような対応が必要か注目されている。つまり一過性脳虚血発作後に迅速かつ適切な治療が行わ

れれば、続発する脳梗塞の発症を大幅に抑制できる。脳卒中後に全身性の合併症を伴うことは臨

床上頻繁におきることであり、前述の報告は一過性脳虚血発作においても全身性の合併症を伴う

可能性を示している。一過性脳虚血発作は従来考えられているより人体にとって重要な反応を引

き起こしている可能性がある。今回敗血症における致死性に関するメディエーターとして報告さ

れた damage associated molecular patterns の一種である high mobility group box-1（HMGB1）に注目

した。虚血モデルにおいて HMGB1 の全身臓器での発現が観察されている。今回きわめて軽度の

虚血負荷を加えた一過性脳虚血モデルで同様に HMGB1 の全身性の発現が起こるかを観察した。

さらにこのモデルで脳内にどのような変化が起こっているかを観察した。 

 マイクロ血管クリップによる一過性の総頸動脈遮断を行い、ラット一過性脳虚血モデルを作製

した。片側遮断群と両側遮断群を作製し、3日後に脳、心臓、肺、肝臓、脾臓、大腸、小腸を摘出

した。正常対象群として皮膚切開のみを行った Sham 群を作製した。免疫染色で脳及び全身臓器

の HMGB1 発現を観察した。また一過性脳虚血後の脳内の細胞応答を観察した。アストロサイト

の発現定量のために glial fibrillary acidic protein（GFAP）、炎症細胞であるマイクログリアの発現

定量のために CD11b を Western blotting で定量した。Polymerase chain reaction にて組織炎症の指標

である protein kinase Cδ (PKCδ）、組織破壊の指標である matrix metalloproteinase-9（MMP-9）を測

定した。 

 全身臓器の免疫染色において、心臓、腎臓以外の臓器で HMGB1 陽性を示す細胞を認めた。肺胞

腔の細胞、肝細胞、脾臓リンパ球、大腸粘膜固有層細胞、小腸の粘膜固有層細胞が HMGB1 陽性



 

  2 

を示した。肺、肝臓、脾臓、大腸、小腸では、Sham群や片側遮断群に比べ、両側遮断群で HMGB1陽

性細胞の増加が見られた。また、脳組織中にも両側遮断群で HMGB1 陽性細胞を認めた。GFAP の

発現量は大脳皮質において両側遮断群では Sham 群に比べ有意に高い値を示した。CD11b の発現

量も大脳皮質において両側遮断群で Sham群に比べ有意に高い値を示した。PKCδ、MMP-9 の発現

も遮断群は Sham群に比べ高い傾向にあった。 

 軽微な脳虚血モデルであるラット一過性脳虚血モデルにおいて、脳内の神経障害と炎症反応が

生じるだけでなく、全身臓器でも炎症反応が引き起こされることがわかった。今後、一過性脳虚

血発作と全身臓器の障害との関連を解明するにあたり重要な結果と考えられた。 
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2 略語集 

DAMPs: damage associated molecular patterns 

DIC: disseminated intravascular coagulation 

DWI: diffusion weighted image 

FLAIR: fluid attenuated inversion recovery 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HMGB1: high mobility group box-1 

IL-1β: interleukin-1β 

MRI: magnetic resonance imaging 

MMP-9: matrix metalloproteinase -9 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

PCR: polymerase chain reaction 

PKCδ: protein kinase Cδ 

RAGE: receptor of advanced glycation end product 

TLR-4: toll like receptor-4 

TNFα: tumor necrosis factor α  
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3 緒言 

 一過性脳虚血発作は軽症の脳虚血性疾患とされ、かつては「24時間以内に神経学的所見が消失

する血管の病変が疑われるもの」と定義されていた。しかし画像検査の進歩に伴い前述の定義で

一過性脳虚血と診断された患者の約半数に magnetic resonance imaging（MRI）の diffusion weighted 

image（DWI）にて新鮮な梗塞巣を認めることがわかり定義が変更された。米国心臓協会、米国脳

卒中協会の発表を引用すれば、「局所的な脳、脊髄、網膜の虚血によって発症したものの新鮮な

梗塞を有さない一過性の神経症と定義された [1]。従来、一過性脳虚血発作は脳梗塞、くも膜下出

血、脳出血などと比べ軽症と考えられており、患者、医師共に重症疾患と考えられない傾向にあ

る。しかし、近年一過性脳虚血発作後の悪影響の報告が相次いでおり、2018 年に Bivard らは一過

性脳虚血後に脳萎縮、高次機能障害を引き起こすことを報告している [2]。しかし前述の通り、一

過性脳虚血が及ぼす悪影響に比して患者の関心は高いとは言えない。一過性脳虚血発作を起こし

た患者の 3割は 24時間以内に医療機関を受診しないという報告もあり、これは医療機関、患者と

もに適切な啓蒙がされていないためと考えられる [3]。 

 一過性脳虚血発作と脳梗塞を同一の概念でとらえるべきとの観点より、Uchiyama らは急性脳血

管症候群（acute cerebrovascular syndrome）という概念を提案した [4]。一過性脳虚血発作を疑えば、

発症機序の確定とその後の脳梗塞発症予防のための抗血小板薬をはじめとした速やかな治療の開

始が望まれる [5]。Rothwell らは報告によれば、脳梗塞患者の発症当日に 17％、前日に 9％、7日

以内に 43％の患者が一過性脳虚血発作を発症した [6]。一過性脳虚血後脳梗塞を発症した患者の

半数は2日以内に発症していた。Johnstonらは一過性脳虚血の脳梗塞発症リスク評価としてABCD2

スコアを提唱した [7]。ABCD2 スコアは年齢（Age: 60 歳以上）、血圧（Blood pressure: 収縮期

140mmHg、拡張期 90mmHg以上）、臨床症状（Clinical feature: 片麻痺または呂律障害）、症状持

続時間（Duration of symptoms）、糖尿病（Diabetes）の各項目を点数化したものである。ABCD2ス

コアは 48時間以内の脳梗塞の発症を予測し、0-3点で 1.0%、4-5点で 4.1%、6-7点では 8.1%に及

ぶと報告された。一過性脳虚血発作の多くは抗血小板薬で加療されるが、短期のうちに脳梗塞を



 

  5 

発症するリスクがあるため、一過性脳虚血は症状が消失していても速やかに精査と治療を開始す

るべきであると考えられる。また、Rothwell らは Early Use of Existing Preventing Strategies for Stroke

研究で一過性脳虚血患者の迅速な診断と治療を行うことで脳梗塞の発症を有意に抑制できると報

告した [8]。Coutts は一過性脳虚血発作に対し緊急の治療が開始できれば、その後の脳梗塞の発症

を 8割軽減できると報告している [9]。 

 Simmatis らによると一過性脳虚血の繰り返しにより脳機能の低下、異常行動が発症することが

報告されている [10] [11]。また、画像検査においては臨床現場では DWI での高信号の有無が重

要視されているが、一過性脳虚血発作後 24時間以内のDWIで責任病変が検出されない場合でも、

30日後の MRI の fluid attenuated inversion recovery（FLAIR）画像で症状を説明しうる病変が検出

される場合があると報告されている [12]。また、一過性脳虚血発作において FLAIR で異常信号の

見られない場合であっても functional MRI で神経回路の断裂、局所的な脳皮質の崩壊が見られう

るという [13]。脳波検査においても一過性脳虚血発作後局所的徐波を認め、脳磁図でも一過性脳

虚血発作の責任病変と考えられた部位に徐波や β波を認めたという報告もある [14] [15]。これは

一過性脳虚血において何らかの病理学的変化を示唆していると考えられる [16]。また、一過性脳

虚血の患者は疲労を感じていることが多い  [17]。さらに一過性脳虚血患者の 26％に 90 日後の

modified Rankin Scale の低下が見られたと報告されている [18]。これらの報告は一過性脳虚血が

全身性の何らかの反応を引き起こしている可能性を示唆している。 

 脳卒中や脳外傷直後に全身の合併症を生じることは臨床の場でよく見かける事象であり、代表

的なものはタコつぼ型心筋症 [19]と神経原性肺水腫である [20]。これらは脳への損傷のみで頻繁

に観察される全身合併症である。脳卒中は我が国で死因の上位を占めている。脳卒中は死因とし

て悪性新生物、心疾患、肺炎に次ぎ第 4位であり、その多くを脳虚血性疾患が占めている。また、

脳卒中は患者の日常生活動作を大幅に低下させ、その社会的損失は計り知れない。脳卒中の危険

因子として年齢、男性、高血圧、糖尿病、脂質異常、喫煙、心房細動、大量飲酒などがあり、一

次、二次予防が重要である。しかし急性期虚血性疾患の投薬治療は限られており、新規の治療の
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開発が望まれている。脳虚血による細胞壊死で炎症が惹起されることが知られており、細胞が障

害に反応して放出する物質を damage associated molecular patterns（DAMPs）と呼ぶ [21]。High 

mobility group box-1（HMGB1）は DAMPs の一つであり、様々な炎症性疾患に関与している。HMGB1

は警報の役割を持つ alarmin 分子として細胞より放出された後 receptor of advanced glycation end 

product（RAGE）、toll like receptor-4（TLR-4）などの受容体を経て炎症性サイトカインである

interleukin-1β（IL-1β）や tumor necrosis factor α（TNFα）などの放出を促し、炎症を引き起こす[22] 

[23]。HMGB1 は局所的には自然炎症、自然免疫などに寄与し、全身性に発現するとショックや播

種性血管内凝固症候群 disseminated intravascular coagulation（DIC）を引き起こす。また、局所的で

あっても慢性的な作用により関節リウマチ、急性呼吸窮迫症候群、間質性肺炎、再灌流障害、動

脈硬化などに関与すると報告されている [24] [25] [26] [27]。もともと HMGB1 は全ての有核細

胞に存在する非ヒストン核タンパク質であり、様々な転写因子の活性の間接的な調節に関係する

ことが知られていた [28] [29]。しかし、Wang らにより HMGB1 が敗血症においてエンドトキシ

ン血症の死亡率に関わっていることが報告されて以降、種々な炎症性疾患への関与が報告されて

いる [30]。その後の報告により様々な細胞から細胞障害性の刺激で HMGB1 が放出されることが

わかってきた。脳虚血性疾患においても HMGB1 の放出は中枢神経の炎症に関与している可能性

が報告されており、臨床的な治療の標的として期待されている [31]。 

 軽症な脳虚血と考えられている一過性脳虚血において全身性の炎症反応が惹起されている可能

性を示す報告は限られている[32]。本研究ではラットにきわめて軽度の虚血負荷を加えた総頸動

脈一過性遮断モデルを作製し [33]、全身性の炎症反応が起きるかを観察した。特に全身性の炎症

に関係していると考えられている HMGB1 の全身臓器における発現に注目した[30]。HMGB1 は脳

梗塞において血中濃度が上昇することが報告されている[32]。また脳内の細胞反応に着目し、ア

ストロサイトの発現定量のために glial fibrillary acidic protein（GFAP）、炎症細胞であるマイクロ

グリアの発現定量のために CD11b を Western blotting で定量した。さらに脳組織炎症や脳組織破壊

が起こっているかを確認するために、組織炎症の指標である protein kinase Cδ (PKCδ）、組織破壊
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の指標である matrix metalloproteinase-9（MMP-9）を測定した。本研究の仮説は「一過性脳虚血発

作においても全身性の炎症反応が惹起される」である。 
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4 材料と方法 

4.1 一過性脳虚血モデル 

一過性脳虚血モデルには 250-300グラムの雄性 Sprague-Dawleyラットを使用し、マイクロ血管ク

リップを用いた総頚動脈一過性遮断モデルを作製した。ラット一過性脳虚血モデルとしては Ejaz

らが報告している開頭下でのマイクロ血管クリップによる遠位中大脳動脈の 15 分遮断モデル 

[34]、Fan らの報告している縫合糸による中大脳動脈遮断モデル[35]などがある。またラット両総

頸動脈の永久遮断モデルが慢性の脳の低灌流モデルとして用いられており[36]、今回用いた総頸

動脈一過性遮断モデルは、後方循環系から前方循環系への血流が保たれている点で前述の中大脳

動脈遮断モデルより軽症な脳虚血モデルである。まずラットをイソフルレン 4%で吸入麻酔を導入

し、十分な深度の麻酔を確認し、仰臥位で保温パッドに留置した。術中はイソフルレン 1%で維持

麻酔した。直腸内に体温測定プローブを挿入し、術中は保温パッドで体温を 37度に維持した。エ

タノールを用いて皮膚切開部を消毒した。局所麻酔には 10万倍エピネフリン入り 1%キシロカイ

ンを用いた。頸部皮膚正中を頭尾方向に約 30 mm 切開し、軟部組織を展開後、甲状腺を損傷しな

いように上方に展開した。顎二腹筋と胸鎖乳突筋の間を展開し総頸動脈、総頸静脈を同定、剥離

した。総頸動脈から迷走神経を十分に剥離した後マイクロ血管クリップで総頸動脈を遮断した。

片側遮断群の場合は左側のみ、両側遮断群の場合は両側の総頸動脈を露出した後同時に、正確に

30 分の血流遮断を行った。遮断解除後に皮膚を縫合した。ラットをランダムに表 1 のように群分

けした。麻酔導入後頸部の皮膚に切開を加え、30 分後に縫合した Sham群、片側遮断群、両側遮

断群の 3群を作製した。 

Western blotting 用および polymerase chain reaction（PCR）用の脳検体は、それぞれの群で血流遮断

から 3日後に 5%イソフルレンを用いて深麻酔を行い、断頭後に脳を摘出した。脳を摘出後氷冷の

まま 2 mm間隔に薄切し、皮質と海馬を分離した。凍結乾燥機（FDU-12AS: AS ONE, JAPAN）で

Western blotting 用の脳検体を真空乾燥させた。乾燥重量の 4倍量の超純水を加え、氷上で超音波

破砕機を用いて組織を破砕し毎分 15,000 回転で 15 分間遠心分離した。上清を採取し-80度で保存
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した。同時に採取した PCR用の脳検体はメスで細断し、RNALater（AM7024: Thermo Fisher Scientific, 

USA）内に同様に-80度で保存した。 

モデル作製 3 日後に組織染色用の脳検体採取を行った。深麻酔には塩酸メデトジン 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 の三種混合薬を用いた。疼痛刺激への反

応がなくなったことを確認した後開胸を行い、左心室内に留置針を留置した。200 mL の生理食塩

水を用いて脱血し、4%パラホルムアルデヒドで灌流固定し臓器検体を摘出した。灌流液と同じ 4%

パラホルムアルデヒドで 24時間固定した後、脳以外の臓器検体はそのまま 4%パラホルムアルデ

ヒド内に保存した。脳検体に関しては 10%、20%、30%のスクロース加リン酸緩衝溶液でそれぞれ

24 時間ずつ段階的にクライオプロテクションした。液体窒素で瞬間凍結し組織を-80 度内に保存

した。当研究チームの報告において脳虚血ラットで 3日目に最も HMGB 血中濃度が高く、それぞ

れの検体については 3日後群を選択した。 
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4.2 脳組織染色 

 採取した脳を凍結状態のままクライオスタットで 20 μm に薄切した。リン酸緩衝液中に組織切

片を浮遊させた状態で免疫染色を行った。3%過酸化水素水を用いて内因性ペルオキシダーゼの除

去を行い、2%ウマ血清を用いてブロッキングを行った。一次抗体として 100倍希釈のウサギ抗ラ

ット HBGB1抗体（ab18256：abcam, UK）、100倍希釈のウサギ坑ラット MMP-9抗体（ab38898: 

abcam, UK）を使用し、4 度内で 24 時間感作した。二次抗体反応には、EnVison+（K4002: Dako, 

USA）を使用した。発色はジアミノベンジジン（D426: SIGMA, USA）で行った。発色後に組織を

スライドガラス上にマウントし、脱水、透徹後にカバースリップした。 

 

4.3 全身臓器の組織染色 

 ラットを 4%パラホルムアルデヒドで灌流固定し、採取した心臓、肺、腎臓、脾臓、小腸、大腸

をパラフィン包理した。マイクロトームで 4 μm の切片を成作した。キシレンを用いて脱パラフィ

ンし 3%過酸化水素溶液用いて内因性ペルオキシダーゼの阻害を行った。リン酸緩衝液で洗浄した

後 1％ウシアルブミン加リン酸緩衝液（011-15144: FUJIFILM Wako Pure Chemical, JAPAN）を用い

て室温で 1時間のブロッキングを行った。その後一次抗体に 100倍希釈のウサギ抗ラット HBGB1

抗体（ab18256: abcam, UK）を用い、4度内で 24時間感作した。リン酸緩衝液で切片を洗浄し、二

次抗体として EnVison+（K4002: Dako, USA）を用い室温で 1時間反応させた。リン酸緩衝液で洗

浄しジアミノベンジジン（D426: SIGMA, USA）で発色させた。スライドを脱水、透徹後にカバー

スリップした。 
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4.4 Western blotting 

 20倍に希釈した上清検体を用い、RC DC Protein assay Kit（5000122JA: Bio-Rad, USA）を用いて

総タンパク量の測定を行った。吸光度計（Model680: Bio-Rad, USA）を使用しタンパク濃度を測定

した。Laemmli sample buffer（1610737: Bio-Rad, USA）と beta-mercaptoethanol（1610710: Bio-Rad, 

USA）を用いてサンプルを溶解し、1ウェルあたり 15 ug のタンパク質を注入した。4-20%濃度勾

配ゲル（567-1095: Bio-Rad, USA）を用いて、120 V、400 mA で 70 分間泳動しタンパク分離を行っ

た。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）を分子量マーカ

ーに使用した。iBlotシステム（IB401001: Thermo Fisher Scientific, USA）を使用し、転写を行った。

一次抗体反応は抗 CD11b抗体（bs-1014R: Bioss, USA）を 500倍希釈で、抗 GFAP抗体（ab7260: 

abcam, UK）を 20,000 倍希釈で、internal control として抗 beta-Actin 抗体（GTX109639: GeneTex, 

USA）を 20,000倍希釈で使用した。一次抗体の感作に関しては、抗 CD11b抗体は 4度内で 48時

間、抗 GFAP抗体は 4度内で 24時間、抗 beta-Actin抗体は 4度内で 24時間行った。二次抗体反

応には抗ウサギ IgG抗体（AP182P: Millipore, USA）を使用し、室温で 2時間感作させた。ECL 法

（WP20005: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて発色させ、検出器（ChemiDocXRS: Bio-Rad, 

USA）でバンドの検出を行った。Image Labソフトウェア（version 6.0: Bio-Rad, USA）を使用し測

定を行った。全てのゲルに同一脳から精製した陽性コントロールサンプルを多段階濃度（25%、

50%希釈）でのせた。ゲル間の染色性の補正を行い、バンドの濃淡は internal control に対する比と

して表示した。結果は目的タンパク濃度/beta-Actin濃度として表示した。 
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4.5 Polymerase chain reaction 

 RNALater から脳検体組織を取り出し、RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（74804: Quiagen, GERMANY）

を用いて messenger ribonucleic acid（mRNA）を精製した。RNA 量の測定には超微量分光光度計

（NanoDrop Lite: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いた。SuperScript Ⅳ Reverse Transcriptase Kit

（18090010: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて逆転写を行い、complementary deoxyribonucleic 

acid を作製した。PCR には Platinum Taq（10966-034: Thermo Fisher Scientific, USA）を用いた。各

プライマーを表 2 のように設計し、サーマルサイクラー（T100 Thermal Cycler: Bio-Rad, USA）で

増幅した。GelRed（41003: Biotium, USA）添加 2%アガロースゲルを使用し、120 V、400 mA で 38

分間の電気泳動を行った。バンド検出には検出器（ChemiDoc XRS: Bio-Rad, USA）を用いた。

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を internal control に使用した。 

 

4.6 統計解析 

 SPSS statistics（version 21: IBM, USA）を使用し統計解析を行った。多群間の比較には one way 

analysis of variance を使用し、要因に有意差があった場合のみ post-hoc検定として Tukey の方法を

使用した。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、Games-Howell

の方法を用いて解析した。すべての検定で p 値が 0.05 未満を有意とし、すべてのデータは平均±

標準偏差で示した。 
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5 動物取り扱い及び実験における倫理的配慮 

 実験動物の取り扱い及び実験は日本大学医学部実験指針を遵守して行い、日本大学動物実験マ

ニュアルに準じた（承認番号: AP19MED36-1）。実験動物の苦痛を最小限にするため最大限の配慮

を行った。実験動物の飼育は上記で認定された施設で行った。飼育環境は、気温 22-23 度、湿度

50-60%の室内で、飼育室の明暗設定は午前 8時から午後 8時を明期、午後 8時から午前 8時を暗

期として 12時間毎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た。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 1 回の講習会を受講している。	  
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6 結果 

6.1 各臓器の組織染色 

 両側遮断群の心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓、大腸、小腸を抗 HMGB1抗体で染色した（図 1）。

心臓では、全群で HMGB1の発現を認めなかった。肺では、Sham群、片側遮断群では HMGB1の発

現を認めず、両側遮断群で HMGB1 陽性を示す細胞を認めた。肝臓では、Sham 群、片側遮断群では

HMGB1 の発現を認めず、両側遮断群で HMGB1 陽性を示す細胞を認めた。脾臓では、全群で

HMGB1陽性細胞を認めた。Sham群、片側遮断群と比べ、両側遮断群でHMGB1陽性を示す細胞の著

名な増加を認めた。腎臓では、全群で HMGB1 の発現を認めなかった。大腸では、全群で HMGB1

陽性細胞を認めた。Sham 群、片側遮断群と比べ、両側遮断群で HMGB1 陽性を示す細胞の著名な増

加を認めた。小腸では、全群でHMGB1の発現を認めた。Sham群、片側遮断群と比べ、両側遮断群で

HMGB1の発現を示す細胞の著名な増加を認めた。 

 

 

6.2 脳組織染色  

 脳の両側遮断群切片を抗 HMGB1抗体、抗 MMP-9抗体を用いて染色した（図 2）。大脳皮質、

白質に 160倍視野に 12ヶ所程度の HMGB1陽性細胞が観察された。抗MMP-9抗体を用いた免疫

染色も行い、同様に大脳皮質、白質に 160倍で 1視野に 10ヶ所程度の MMP-9陽性細胞が認めら

れた。Sham群ではいずれも陽性細胞を認めなかった。 

 

6.3 GFAP の定量 

 アストロサイトの発現を定量化するため、大脳皮質および海馬を検体として抗 GFAP 抗体を用

いた Western blotting を行った（図 3）。大脳皮質の Sham群の値は 1.08±0.31 であった。片側群左

脳、片側群右脳、両側群はそれぞれ 1.24±0.31、1.40±0.36、1.88±0.62 であった。両側群は Sham群

と比べ有意な差を持って高い値を示した（p<0.05）。片側群と Sham群間には有意差は認めなかっ

た。海馬の Sham群の値は 1.32±0.63 であった（図 4）。片側群左脳、片側群右脳、両側群はそれ
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ぞれ 1.29±0.44、1.07±0.52、1.46±0.37 であった。片側、両側遮断群共に Sham 群と比べ有意な差

を認めなかった。 

 

6.4 CD11b の定量 

 マイクログリアの発現を定量化するため、大脳皮質および海馬を検体として抗 CD11b抗体を用

いた Western blotting を行った（図 5）。大脳皮質の Sham群の値は 0.87±0.56 であった。片側群左

脳、片側群右脳、両側群はそれぞれ 0.81±0.55、0.99±0.64、1.77±0.72 であった。両側群は Sham群

と比べ、有意に高い値を示した（p<0.001）。片側群と Sham群間には有意差は認めなかった。海

馬の Sham 群の値は 0.82±0.65 であった（図 6）。片側群左脳、片側群右脳、両側群はそれぞれ

1.25±0.54、1.05±0.50、1.28±0.77 であった。片側、両側遮断群共に Sham群と比べ有意な差を認め

なかった。 

 

6.5 MMP-9 の測定 

大脳皮質および海馬検体を用いての組織損傷の指標である MMP-9 の mRNA の発現を観察した

（図 7）。大脳皮質、海馬の両検体において片側群、両側群で MMP-9 の発現上昇を認めた。MMP-

9 は遮断を行った全群において Sham群と比べより多く発現する傾向が認められた。 

 

 

6.6 PKCδ の測定 

組織炎症の指標として、大脳皮質および海馬の PKCδ の mRNA の発現を観察した（図 8）。大脳

皮質、海馬の両検体において片側群、両側群で PKCδ の発現を認めた。遮断を行った全群におい

て Sham群と比べより多く発現する傾向が認められた。 
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7 考察 

7.1 軽微な脳虚血発作と頭蓋内環境 

 一過性脳虚血は比較的軽症の脳虚血性疾患と考えられており、その研究は重症脳卒中である脳

梗塞、脳出血、くも膜下出血などに比べ少ない傾向にある[37]。くも膜下出血など重症脳卒中で全

身の合併症を生じることは珍しいことではなく、臨床的によく見る現象である。中枢神経系疾患

による全身性合併症に関しては、脳血管障害、頭部外傷などの経過中に肺水腫が認められること

が良く知られ、神経原性肺水腫と呼ばれている [20]。神経原性肺水腫の原因は詳細には明らかに

されていないが、交感神経の緊張によるカテコールアミンの放出に続く血管収縮による肺への負

荷の増強や、肺血管内皮障害による透過性の亢進が作用していると考えられている [38]。これま

での報告にあるように神経原性肺水腫を合併したくも膜下出血は重症度の高い症例に多く、本来

重症の中枢神経疾患で全身の炎症シグナルの伝達が起きることが示唆される[39]。 

 一方、脳では細胞虚血に伴う壊死による炎症は DAMPs により惹起される [40]。虚血壊死に陥

った細胞から DAMPs の一つとして知られる HBGB1 が放出されると、血液脳関門を破綻させ、脳

内へ免疫細胞の浸潤を促す。実際に脳梗塞患者の血清中 HMGB1 濃度が高いことが報告されてい

る [41]。HMGB1 のシグナルは RAGE を代表とする pattern recognition receptors を介して伝達され

る [42]。続いてマイクログリア、マクロファージなどの免疫細胞が脳梗塞内で炎症因子を産生し

梗塞を拡大させ [43]、脳内に浸潤した好中球やマクロファージは IL-1β や TNFα などの炎症性サ

イトカインを放出することで炎症が惹起される。脳梗塞でグリオーシスが起きることはよく知ら

れた事項である。脳損傷の急性期に観察される GFAP の発現が反応性グリア細胞の増加を反映し

ていると考えられており、本研究でもアストロサイトのマーカーである GFAP の増加が認められ

たことから軽微な脳虚血単独でも脳細胞の変化を起こしうることを示している[44]。また、脳内

唯一の免疫細胞であるマイクログリアのマーカーである CD11b の増加もみられ[45]、脳内の炎症

反応が惹起されていることも示された[46]。実際に脳検体の PCR では組織障害指標である MMP-

9、炎症の指標であるPKCδの発現が確認され、脳内に炎症反応が惹起していることを示している。
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これは従来考えられているよりも一過性脳虚血は脳細胞に多大な影響を与える病態であることを

示している。今回両側遮断モデルでのみアストロサイト、マイクログリアに有意差が見られた原

因は片側のみの遮断では対側からの血流が担保されており今回のモデルでは脳細胞は虚血に至ら

なかったものと考えられた。また、大脳皮質にのみ差が見られ、海馬では見られなかった理由と

しては、海馬では前方循環からの血流が遮断されても後方循環系からの血流供給のみで、虚血に

到らないためと推察される。PCR において海馬も大脳皮質と同様に炎症所見に上昇が見られた理

由は今後検討が必要である。 

 

7.2 一過性脳虚血と全身性の炎症反応 

 HMGB1 は前述のように非ヒストンタンパク質であり全ての有核細胞に存在している。HMGB1

は核内ではデオキシリボ核酸と結合し転写因子の調節を行う [28] [29]。また、癌細胞の浸潤、転

移などにも関わっていることが報告されている [47] [48] [49]。一方、1999 年に Wang らが HMGB1

を敗血症における死のメディエーターとして報告すると全身の炎症に関与する物質として

HMGB1 が注目された。敗血症のエンドトキシンショックで死亡した患者では HMGB1 が血中で

増加することが報告されている [30]。Lipopolysaccharide をはじめとし、IL-1β や TNFα なども

HMGB1 の発現を増加させる [50]。細胞外に放出された HMGB1 は好中球、単球の遊走を促し、

炎症を惹起する [51]。また、HMGB1 は RAGE、TLR-4 などへの刺激を介して免疫細胞からの炎

症性サイトカインの産生を促進する [29]。HMGB1 と DIC score の相関が認められたとの報告も

あり、HMGB1 が全身性の炎症に深く関与していることがわかる [52]。 

 本研究で示された重要な事項は軽微な脳虚血と考えられる一過性脳虚血発作においても全身の

炎症反応を惹起しうるということである。脳内で観察された HMGB1 が全身臓器において発現の

増加を示したということは血流によってその炎症のシグナルが全身に伝達されたことを意味する。

これは従来考えられているより一過性脳虚血発作は全身に影響を及ぼす反応を引き起こす重篤な

疾患であることを示している。死のメディエーターと言われたほど重症患者で発見されたHMGB1
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が軽症脳虚血性疾患と考えられている一過性脳虚血発作でその全身性の分布が観察された事は非

常に興味深い。また近年、一過性脳虚血発作により二次性神経変性を生じた結果遅延性の脳萎縮

を生じ、認知機能の低下につながることが報告されている[2]。これは従来考えられているより一

過性脳虚血発作の影響は長期間に渡って持続することを示唆している。HMGB1 は慢性疾患であ

る関節リウマチなどでもその関与が報告されており、一過性脳虚血発作では脳内のみならず

HMGB1 の全身性の分布による慢性の炎症性疾患に関わっている可能性を意味する。昨今各種疾

患において HMGB1 を治療対象とした臨床応用について注目されている。一過性脳虚血でもその

全身への影響が明らかにされたことで、従来と比べより厳格な治療が必要であり、また全身性の

影響に注目した治療により軽症脳虚血発作の予後をより改善しうることを示唆している。動物実

験ではHMGB1の拮抗により様々な臓器で炎症を抑制できることが報告されている [53] [54] [55]。

また、全身性の炎症が起きているとすればステロイド療法による炎症の抑制も効果的である可能

性がある。今後も本研究の結果を踏まえた一過性脳虚血発作の病態の詳細な解明、今後の臨床へ

の応用が望まれる。 

 

当研究の限界としては免疫染色において脳内の陽性細胞の 2 重染色を行っておらず、HMGB1、 

MMP9陽性細胞の種類が特定できていないこと、PCR 結果の定量ができていないこと、今回のモ

デルにおいて脳梗塞が起きていないことを確認していないことが挙げられる。本研究の結論の証

拠は、全身の臓器の HMGB1 の免疫染色のみであり、その結果も全ての細胞に発現するはずの

HMGB1 が陽性にならない臓器があるというものであった。また、HMGB1 の客観的定量、下流の

炎症性サイトカインの発現、分布の検討も行っておらず、今後の検証が必要である。 
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8 結論 

 ラット一過性脳虚血モデルでは、脳内の細胞障害と炎症反応に加えて、全身性の炎症反応が生

じていることが示唆された。今後さらなる研究により、一過性脳虚血発作と全身臓器の障害との

関連を解明することで、臨床における一過性脳虚血発作の治療成績の向上に寄与することができ

ると考える。 
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10 図表 

図 1 HMGB1 の全身臓器における発現 

1-1心臓 

 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

全群で HMGB1の発現を認めなかった。 

 

1-2肺 

 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB陽性を示した肺胞腔の細胞を示す。Sham群、片側遮断群では HMGB1の発現を認め

ず、両側遮断群で HMGB1陽性を示す細胞を認めた。 

  

A B C 

B C A 
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1-3肝臓 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB1陽性を示した肝細胞を示す。Sham群、片側遮断群では HMGB1の発現を認めず、両

側遮断群で HMGB1陽性を示す細胞を認めた。 

 

1-4脾臓 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 20 μm 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB1陽性を認めたリンパ球を示す。全群で HMGB1陽性細胞を認めた。Sham群、片側遮断

群と比べ、両側遮断群で HMGB1陽性を示す細胞の著名な増加を認めた。 

 

 

 

  

A B C 

A B C 
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1-5腎臓 

 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

全群で HMGB1の発現を認めなかった。 

 

1-6大腸 

 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB1の発現を示した粘膜固有層の細胞を示す。全群で HMGB1陽性細胞 

を認めた。Sham群、片側遮断群と比べ、両側遮断群で HMGB1陽性を示す細胞の著名な増加を認め

た。 

 

  

AA 

A B C 

A B C 
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1-7小腸 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、片側遮断群（B）、両側遮断群（C）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB1の発現を認めた粘膜固有層の細胞を示す。全群で HMGB1の発現を認めた。Sham

群、片側遮断群と比べ、両側遮断群で HMGB1の発現を示す細胞の著名な増加を認めた。 

 

 

1-8臓器染色のまとめ 
 心臓 肺  肝臓 脾臓 腎臓 大腸 小腸 

Sham 群 - - - + - + + 

片側群 - - - + - + + 

両側群 - + + +++ - ++ +++ 

 

 

A B C 
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図 2 脳検体の免疫染色による HMGB1、 MMP-9 発現細胞の観察 

2-1 HMGB1 

 
 
 
 
 
  
 
 
スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、両側遮断群（B）。いずれも 160倍。 

矢印は HMGB1陽性細胞を示す。Sham群では HMGB1 の発現を認めなかった。陽性細胞は脳全

体に分布していた。 

 

2-2 MMP-9 

 
 
 
 
 
 
 
 
スケールバーは 25 μm 

Sham群（A）、両側遮断群（B）。いずれも 160倍。矢印は MMP-9陽性を示した細胞。Sham群

では HMGB1 の発現を認めなかった。 

  

A B 

A B 
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図 3 Western blotting による大脳皮質 GFAP の定量 

 

           UL: 片側群左脳 UR: 片側群右脳 B: 両側群 C: コントロール群（Sham群） 

群名の横の数字はコントロールの値を１としたときの値を表す。 

両側群と片側群左脳（p<0.001）、両側群と片側群右脳（p=0.001）、両側群とコントロール群

（p<0.001）の間に有意差を認めた。 

**: p<0.01、***:p<0.001  

GFAP: glial fibrillary acidic protein  
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図 4 Western blotting による海馬 GFAP の定量 

 
UL: 片側群左脳 UR: 片側群右脳 B: 両側群 C: コントロール群（Sham群） 

群名の横の数字はコントロールの値を１としたときの値を表す。 

どの群間にも有意な差を認めなかった。 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 
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図 5 Western blotting による大脳皮質 CD11b の定量 

 
UL: 片側群左脳 UR: 片側群右脳 B: 両側群 C: コントロール群（Sham群） 

群名の横の数字はコントロールの値を１としたときの値を表す。 

両側群と片側群左脳（p<0.001）、両側群と片側群右脳（p<0.001）、両側群とコントロール群

（p<0.001）の間に有意差を認めた。 

**: p<0.01、***:p<0.001  
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図 6 Western blotting による海馬 CD11b の定量 

 

UL: 片側群左脳 UR: 片側群右脳 B: 両側群 C: コントロール群（Sham群） 

群名の横の数字はコントロールの値を１としたときの値を表す。 

どの群間にも有意な差を認めなかった。 
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図 7 PCR による MMP-9 の発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

遮断を行った全群で Sham群と比べより多く発現する傾向が見られた。 

MMP-9: matrix metalloproteinase-9 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

遮断を行った全群で Sham群と比べより多く発現する傾向が見られた。 
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図 8 PCR による PKCδ の発現 

 

 

 

 

 

 

  

 

遮断を行った全群で Sham群と比べより多く発現する傾向が見られた。 

PKCδ: Protein kinase C delta 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

遮断を行った全群で Sham群と比べより多く発現する傾向が見られた。 

 

  

PKCδ  

GAPDH 

Sham
群

 

片
側
群
左
脳
 

両
側
群
 

PKCδ cortex 

片
側
群
右
脳
 

PKCδ  

GAPDH 

Sha
m
群

 

片
側
群
左
脳
 

両
側
群
 

PKCδ hippocampus 

片
側
群
右
脳
 



 

  32 

表 1 本研究に使用した一過性脳虚血モデルの内訳 

  組織染色用 Western blotting、PCR 用 

Sham群 n=3 n=6 

片側遮断群 n=3 n=6 

両側遮断群 n=3 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 

MMP-9 GATCCCCAGAGGCGTTACTCG GTTGTGGAAACTCACACGCC 63 31 

PKCδ TGAGATCATCTGCGGACTGC AGGACTCTAGGGGCGATGTA 55 35 

GAPDH AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 63 23 

 

AT: Annealing temperature 

Cy: Cycle 

MMP-9: matrix metalloproteinase-9 

PKCδ: Protein kinase C delta 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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