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1 要約 

 脳挫傷は外力による直接的な機械的損傷である一次性脳損傷と虚血、代謝障害、炎

症、髄液循環障害、シナプス機能障害などによる二次性脳損傷により構成される(1-5)。こ

の中で、二次性脳損傷には様々な病態が合わさって起こるとされている。グルタミン酸に

よる細胞障害(6-9)、酸化ストレスの放出(10)、活性化マイクログリアによる炎症性サイト

カインの放出(11, 12)などが報告されている。二次性脳損傷の治療はそれぞれの病態に応じ

て様々な研究がされてきた。炎症性サイトカインは正確にどのように作用しているのかに

ついては完全にはわかっていないが、虚血や外傷などの刺激によって細胞障害性に働くと

の報告が散見される(11, 13)。炎症性サイトカインの放出が脳浮腫などの原因となるためこ

れをいかに抑えるかが二次性脳損傷の治療とされてきた。そこでグルタミン酸や酸化スト

レスの放出に関係しているとされる protein kinase C-delta（PKC-δ）に注目した。 

 PKC は本邦で発見されたモノマー型のタンパクセリン/スレオニン・キナーゼである(13, 

14)。これはカルシウムイオンとジアセルグリセロールあるいはホスファチジルイノシトー

ル-4,5-二リン酸などのリン脂質によって活性化され、細胞増殖、遺伝子発現の調整、イオン

チャネルの活性など様々な細胞機能に関するシグナル伝達に関わる重要な酵素である。そ

の中で PKC-δ は虚血及び再灌流の過程で活性化され炎症、酸化ストレス、アポトーシスに

関与するとされている(14)。この病態としては虚血によるグルタミン酸の放出が細胞内カル

シウム濃度の上昇を引き起こし、ホスホリパーゼ C が活性化される。この活性化したホス

ホリパーゼ Cと上昇したフリーラジカルが PKC-δを活性化する。活性化した PKC-δがシト

クロム C の放出しカスパーゼの活性化を促し細胞のアポトーシスを促進すると考えられて

いる(14)。何らかの刺激が臓器の細胞に加わると前述のような過程を経て細胞のアポトーシ

スを引き起こす。逆に PKC-δは細胞生存シグナル伝達に関与する protein kinase B（Akt）の

活性を阻害する(14)。Rottlerinは PKC-δの阻害剤であり、かつアストロサイトを損傷や炎症

から保護し細胞の増殖を促進することが知られている(15, 16)。アストロサイトでは PKC-δ

の活性化によって過剰な炎症を励起する matrix Metalloproteinase-9 （MMP-9）が放出される

ことが報告されている(17)。このように何らかの刺激による PKC-δの活性化はアストロサイ

トにおいて炎症の励起を起こし最終的にアポトーシスを誘導する原因の一つとして考えら

れる。 

本研究ではラットの脳挫傷モデルを用いて PKC-δ阻害薬 Rottlerinを投与し PKC-δの活性

化を抑制し脳挫傷後に起こる炎症反応の励起を抑制することによって、二次性脳損傷を軽

減できるか検討した。 
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脳挫傷モデルとしてラットの cortical contusion injury（CCI）モデルを用いた。CCI直後か

ら腹腔内に浸透圧ポンプを留置して薬剤の全身投与を行った。Rottlerinを dimethyl sulfoxide

（DMSO）に溶解して投与した群（Rottlerin 投与群）、コントロールとして生理食塩水と

DMSOを投与した群（CCI群）、正常対照群として処置を行っていない群（Sham群）との比

較を行った。一般組織染色及び PKC-δ に対する免疫染色を行った。PKC-δ の発現量を定量

するために western blotting を行った。また、PKC-δ、MMP-9 の発現をみるために real-time 

quantitative reverse transcriptional Polymerase chain reaction（Real-time qRT-PCR）を行った。 

 統計解析には SPSS statistics（version 21: IBM, USA）を使用した。2群間の比較はまず正規

分布に従うかついて Shapiro-Wilk 検定を行った。正規分布に従うデータは 2 群間の平均の

検定はパラメトリックとして t 検定を行った。正規分布に従わないデータの 2 群間の検定

はノンパラメトリックとして Mann-Whitney U test を行った。3群間の比較は正規分布に従

わなかったためノンパラメトリックとしてクラスカルウォリス検定を行い、各群の差につ

いては Post-hoc検定を行った。各検定は p < 0.05 を有意差ありとした。Western blotting、挫

傷面積データは平均±標準偏差で示した。Real-time qRT-PCR データについては平均±標準

誤差で示した。 

 アポトーシスの程度を可視化する目的に外傷後 3日後の脳検体を用いて Tunel染色を行

った。CCI群の挫傷側の大脳皮質では、TdTの反応によりアポトーシスを起こしている細

胞が多く観察された。一方で、Rottlerin投与群の挫傷側の皮質においては、辺縁にわずか

にアポトーシスを起こしている細胞は観察されるものの、CCI群と比較するとアポトーシ

スは少なかった。 

 PKC-δの発現を確認する目的で、3日後の脳皮質検体を用いて抗 PKC-δ抗体を使用し免

疫染色を行った。CCI群の挫傷側の皮質においては、PKC-δ陽性細胞が多く観察された。

一方で Rottlerin投与群の挫傷側の皮質においては非投与群と比較すると陽性細胞は減少し

ていた。Sham群では陽性細胞は確認されているが、挫傷を与えた CCI群、Rottlerin投与

群と比較するとわずかであった。健常側皮質でも CCI群、Rottlerin投与群共に PKC-δ陽性

細胞は発現したが、差異は認めなかった。 

 PKC-δの発現を定量化するために、大脳皮質を検体として抗 PKC-δ抗体を用いて

western blottingを行った。挫傷側大脳皮質の外傷後 3日の抗 PKC-δ抗体の値は CCI群

47.08±13.11、Rottlerin投与群 13.40±17.10、Sham群 21.42±3.49であった。CCI群は Sham

群と比較し有意に高値を示した（p<0.05）。Rottlerin投与群は CCI群と比較して有意に低値

を示した（p<0.05）。また外傷後 7日の挫傷側大脳皮質の抗 PKC-δ抗体の値は CCI群 52.50
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±42.54、Rottlerin投与群 20.60±31.40、Sham群 10.57±8.03であった。Rottlerin投与群は

CCI群と比較して有意に低値を示した（p<0.05）。 

健側大脳皮質の外傷後 3日の抗 PKC-δ抗体の値は CCI群 30.09±17.61、Rottlerin投与群

18.89±12.23、Sham群 23.34±7.22であった。Rottlerin投与群は CCI群と比較して有意差

は認めなかった。また外傷後 7日の挫傷側大脳皮質の抗 PKC-δ抗体の値は CCI群 24.31±

14.43、Rottlerin投与群 8.91±5.09、Sham群 10.57±8.03であった。Rottlerin投与群は CCI

群と比較して有意に低値を示した（p<0.05）。 

 外傷後 3日後の外傷側皮質を用いて PKC-δの mRNAの発現定量を行った。CCI群と比較

して Rottlerin投与群では発現量が少なく測定値のバラつきが大きいために、0.24±0.61と減

少を認めたが有意差は認めなかった。PKC-δ発現に反応性に放出されるMMP-9についても

mRNA の発現定量を行った。こちらも同様に CCI 群と比較すると大脳皮質おいて Rottlerin

投与群では 0.61±1.3とMMP-9の減少が認められたが有意差はみられなかった。 

外傷直下前後の 2切片の面積の合計を測定し比較を行った。外傷後 3日の面積は

102651.86±3548.41mm2（CCI群）と 100848.95±2736.29mm2（Rottlerin投与群）と近似値

であった。また外傷後 7日の面積も 85223.05±6570.22mm2（CCI群）と 91251.86±

12198.55mm2（Rottlerin投与群）と近似値であった。外傷後 3日と 7日の両群とも統計学的

な有意差はみられなかった。 

 PKC-δ阻害薬はいくつか in vivoモデルを用いた研究が報告されている。PKC-δの特異的

な阻害薬としては δV1-1と Rottlerinが主に使用されている。 

Rottlerinは大コンダクタンスカルシウム（BKCa++）チャネル開口薬として発見され、1994

年に novel PKC inhibiter として報告された(15)。Rottlerin は心筋虚血での研究での効果がみ

られた。心筋細胞のミトコンドリア内膜にある BKCa++チャネルを活性化させ、心筋還流を

改善させるといったものであった(18, 19)。つまりミトコンドリアにおけるカルシウムの流

入を制限し、カリウムの濃度を増加させることによって脱分極を低減しミトコンドリア損

傷を防ぐことによってアポトーシスを減少するものとされている(20, 21)。それ以外にも抗

酸化作用や細胞生存シグナル伝達に関与する Akt を活性化するなどの作用が報告されてい

る(22-24)。ただ肝心な PKC-δ 阻害としては意見が割れている。PKC-δ 自体は心筋において

虚血及び再灌流障害後の心機能低下やアポト－シスに関連しているとされてきた(25, 26)。

Rottlerin が PKC-δ に特異的な阻害薬かということに関しては疑問が呈されている。それは

前述のようなミトコンドリア内の電解質を調整し脱分極を低減する作用から、結果的に細

胞障害を抑制できたのではないかという考えである(27, 28)。しかし Rottlerinの PKC-δ選択
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的阻害薬としての働きに疑問がもたれた後も様々な領域で PKC-δ 選択的阻害薬として

Rottlerin が研究されているのも事実である。特にアストロサイトに関連する分野では

Rottlerinを PKC-δ選択的阻害薬として投与し、PKC経路を抑制した報告がみられる。In vitro

ではあるがアストロサイトにおいて Rottlerin投与により PKC-δ を抑制し、結果的に MMP-

9 の発現を減少させたと報告している。またパーキンソン病において PKC-δ は酸化ストレ

ス感受性キナーゼでありアポトーシスに関与する重要なメディエーターとされていたが

(29)、PKC-δ を標的とした Rottlerin投与により神経保護効果があったとしている(30)。これ

らのアストロサイトで PKC 経路を抑制している研究報告から本研究では δV1-1 ではなく

Rottlerinを投与することとした。 

 本研究ではWestern blottingで Rottlerin投与群は外傷後 3日、7日モデルともに PKC-δの

有意な低下を認めた。これが PKC-δを選択的に抑制していたのかは判断が難しい。実際、

PKC-δの活性によって抑制されることが想定されたMMP-9は real-time qRT-PCRにおいて

Rottlerin投与群で有意な低下はみられなかった。MMP-9の活性経路には PKC-δ以外の細胞

膜上に存在する別のアイソザイムの PKCとの関連(31)、また IL-6など炎症性サイトカイン

との関連など報告されており、選択的な PKC-δの抑制ではMMP-9の抑制はできなかった

可能性が考えられた(32)。しかし Rottlerinは別の炎症の悪化因子である PKC経路に含まれ

るホスホリパーゼ A2の活性化を低下させたとされ(33)、炎症抑制効果が部分的には期待さ

れる。 

本研究では Rottlerin投与により挫傷周囲脳のアポトーシスの減少が期待された。Tunel

染色では Rottlerin投与群は CCI群と比較して染色された細胞は観察上では少なかったが、

脳面積を測定したところ有意な差はみられなかった。Rottlerin投与は他の炎症性サイトカ

インや酸化ストレスなどの影響を受けるため脳残存面積の改善には効果がみられなかった

と考えられた。脳挫傷による二次性脳損傷は血管損傷による出血、虚血、低酸素など様々

な病態が相互に作用しながら複雑な病態を形成するため、脳血管障害と比較し 1つの病態

における経路の抑制だけで治療効果を得るのは困難であると推察された。 

ラット脳挫傷モデルで PKC-δの発現を観察した。外傷側脳に PKC-δの発現が認められ

た。PKC-δ阻害薬 Rottlerin投与は PKC-δの発現を抑制し、アポトーシス部位を減少させ

た。本研究の結果から炎症を励起するマイクログリアや酸化ストレスなどほかの病態への

治療と組み合わせることによって Rottlerinが二次性脳損傷の治療の 1つとして効果を示す

可能性があると考える。 
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