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第 1 章 緒言 
第 1 節 頭部外傷後高次脳機能障害 

頭部外傷は外傷の中でも後遺障害が社会生活に及ぼす影響の大きい病態であ

る。頭部外傷の罹患者は報告によりその数は異なるが、あるメタ解析では 349

人/10 万人・年と推計される(1) 。頭部外傷患者のうち後遺症として高次脳機能

障害を生ずるのは 5-8 人/10 万人・年と考えられ (2) 、労働人口にあたる 18 歳～

65 歳の年齢層では約 7 万人と推計されている (3) 。高次脳機能障害は患者本人

の社会復帰を困難にすると同時に、介護者にも大きな負担を強いることから社

会に多大な損失をもたらす (4) 。 

高次脳機能障害は「運動麻痺、感覚障害、認知症などで説明できない中枢神

経の障害による言語、認知、動作の障害」と定義され、注意障害、記憶障害、

遂行機能障害、情動障害・社会的行動障害 (攻撃性、脱抑制、性格変化など) を

4 主徴とする (3) 。これら高次脳機能障害の症状の中では記憶障害の頻度が 88%

と最も高く、注意障害 71%、遂行機能障害 71%、社会的行動障害 64%と続くと

報告されている (5) 。 

高次脳機能障害の発症には、外力によって生じる機械的な神経ネットワーク

の破断 (一次性脳損傷) のみならず、酸化ストレスや神経炎症等、二次性脳損傷

によるグリア細胞や神経細胞への傷害 (後述) が深く関与しており (6,7) 、受傷後

急性期から慢性期にかけて進行性の経過をたどるとされている (8,9) 。高次脳機

能障害は重症頭部外傷のみならず、軽症や中等症頭部外傷であっても生じ得る

ことから、高次脳機能障害発症プロセスにおける二次性脳損傷の重要性が示唆

される (10) 。そのため頭部外傷後の二次性脳損傷への早期治療介入は高次脳機

能障害の発症を予防しうると考えられるものの、未だ有効な急性期治療は確立

しておらず、現在の治療はリハビリテーションを中心とした対症療法に限られ
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ている (11) 。しかし、病態確立後の慢性期治療は回復までに長期間を要する上、

しばしば永続的な障害が残存する (12) 。我々は急性期治療による発症予防は頭

部外傷後高次脳機能障害に対する有効な治療戦略となりうると考え、本研究を

計画した。 

 

第 2 節 頭部外傷後高次脳機能障害とグリア細胞 

頭部外傷後高次脳機能障害の発症にはグリア細胞が深く関与していることが

報告されている。脳に分布するグリア細胞は主にアストロサイト、ミクログリ

ア、オリゴデンドロサイトであるが、中でも頭部外傷後の病態増悪に能動的に

関与するのはアストロサイトとミクログリアと考えられている (13-15) 。アスト

ロサイトは脳の構造的な構成要素としてのみならず、神経伝達物質や電解質の

調整による恒常性維持、血液脳関門 (Blood-Brain Barrier: BBB) の機能維持の役

割を担っており、さらに神経ネットワークや記憶形成にも関与することが近年

明らかになりつつある (16,17) 。ミクログリアは主に中枢神経系の免疫細胞とし

ての役割を持ち、損傷部位での炎症カスケードを惹起する。さらに健常時のミ

クログリアは学習や記憶の際のシナプス可塑性制御に重要な役割を果たすこと

が報告されている (18-20) 。このようにグリア細胞の正常な活動は高次脳機能の

維持に欠かせないものと考えられている。 

一方、脳損傷時にもグリア細胞は極めて重要な役割を果たすことが知られて

いる。頭部外傷後、傷害を受けた細胞からのシグナルを受けてアストロサイト、

ミクログリアは活性化状態へと変化し、炎症性サイトカインや神経成長因子の

放出など、健常時とは異なる働きを示す (13) 。この神経炎症反応は脳損傷を最

小限に抑え、神経機能回復を促進するために必要不可欠な機能であると考えら

れているが、グリア細胞の活性制御機構に破綻が生じることで慢性的な活性化
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状態の持続、すなわち神経炎症の遷延化が起こる (14,15) 。その結果、グリア細

胞の正常機能が失われることに加え、慢性炎症が神経細胞変性を招き、記憶障

害などの高次脳機能障害につながることが報告されている (21-23) 。 

以上より、グリア細胞の過剰な活性化を制御することは脳損傷後の高次脳機

能障害予防の重要な治療ターゲットとなりうると考えられている。 

 

第 3 節 頭部外傷によるアストロサイトの機能不全と活性酸素種  

アストロサイトの過剰な活性化には活性酸素種 (Reactive Oxygen Species: 

ROS) 、活性窒素種 (Reactive Nitrogen Species: RNS) が深く関与することが報告

されている (24) 。ROS とは酸素フリーラジカルを含む酸素分子由来の分子種で、

ミトコンドリア内での電子伝達系の代謝副産物として生成される･O2-、･OH (ヒ

ドロキシラジカル) 、H2O2 を指す。また、･O2- は NO と反応して、RNS である

ONOO- (ペルオキシナイトライト) を生成する (25) 。･OH とONOO- はROS / RNS

の中でも特に反応性が高く、細胞傷害性が強いと言われている。生体内には、

スーパーオキシドディスムターゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、カタラー

ゼといった抗酸化酵素が備わっているが、過剰な ROS / RNS が生体の抗酸化力

を上回ると酸化ストレスを生じる (26) 。酸化ストレスは頭部外傷に伴う二次性

脳損傷の主要因の一つとされ、以下の機序でアストロサイトの機能障害に関与

すると考えられている。脳が外傷性損傷を受けると、まず初期にエネルギーの

枯渇と細胞内カルシウムイオンの増加が生じる。増加したカルシウムイオンは

ミトコンドリアでの取り込み亢進により代償されるが、その際にミトコンドリ

アでは ROS が産生される。産生された ROS は DNA、タンパク質、脂質の過酸

化により細胞を傷害し、アポトーシスを誘導する。さらに、ROS はミトコンド

リア自体をも傷害し機能不全に至らしめる (27-29) 。ミトコンドリアが機能不全



4 
 

に陥るとカルシウムイオンの緩衝作用が失われ、さらなるカルシウムイオンの

急増を招くことになる。グリア伝達においてカルシウムイオンは重要な役割を

担っており、カルシウムイオンの恒常性破綻は、グリア―グリア間、グリア―

神経細胞間でのシグナル伝達障害の一因となり、グリア細胞活性制御機構破綻

を引き起こすこととなる (13) 。さらにアストロサイトは脳の抗酸化作用におい

ても中心的な役割を果たしており、アストロサイトの機能障害は酸化ストレス

を助長する一因となる (30) 。酸化ストレスによるアストロサイトの機能障害は

頭部外傷後高次脳機能障害の主要因のひとつであると考えられている (31-33) 。 

 

第 4 節 水素ガスの薬理作用と頭部外傷に対する治療的効果 

 水素ガス (H2) は元来不活性ガスと考えられてきた。しかし、水素ガスは生体

内で･OHと反応して還元作用を示す抗酸化物質である事が明らかになり、さら

に2007年に脳虚血再灌流ラットモデルに対して水素ガス吸入が劇的な脳保護効

果を示したことが報告されて以降、神経細胞障害の治療として水素ガスに関す

る研究が盛んに行われるようになった (34) 。水素ガスは、適度な抗酸化作用を

有し、かつ高い組織移行性を示す点が他の抗酸化物質にはない特長である。水

素ガスの還元力は、代表的な抗酸化物質であるビタミンCと比較すると低いに

もかかわらず、ROS / RNSの中でも酸化反応性・細胞傷害作用ともに強いとさ

れる･OHおよびONOO-と選択的に反応し中和する。その一方で、H2O2やNOな

ど生理的な役割を持つROS / RNSには影響を与えないとされている (35) 。さら

に代謝生成物が水のみであり、代謝産物による副作用の懸念もないことから、

きわめて安全性が高いと考えられる (35) 。また、水素ガスは地球上でもっとも

密度の小さい分子であるため拡散力が高く、親水性・疎水性を問わず標的臓器

に速やかに到達する。抗酸化物質による治療が最大限の有効性を発揮するには
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酸化ストレスが極大となるタイミングで、十分量の抗酸化物質が存在している

ことが重要である (36) 。頭部外傷によるROS / RNSの産生が最も大きいのは受

傷直後と考えられており (37) 、この高い組織移行性は治療薬としての水素ガス

の大きな利点といえる。 

水素ガスの主要な作用は ROS / RNS に対する抗酸化作用だが、ミクログリア

活性制御や炎症性サイトカインの抑制といった多面的な効果も報告されており、

これらが直接的・間接的に作用し、薬理作用を形成すると考えられている (38) 。

水素ガスは頭部外傷分野においても、認知機能、神経機能の改善 (39-41) 、頭部

爆傷後のうつ様症状、社会性障害の改善 (42) などの効果が報告されている。し

かし、これまでの頭部外傷に対する水素治療の有効性に関する報告は急性期 (7

日以内) の評価に限られており、慢性期 (28 日以降) での高次脳機能障害に対す

る効果を評価した報告はない。 

 

第 5 節 Controlled Cortical Impact モデル 

 本研究で用いる Controlled Cortical Impact (CCI) モデルは、主に局所性脳損傷

を再現する代表的な頭部外傷動物モデルであり、手技にはインパクターとコン

トロールパネルからなる装置を用いる (43) 。速度、損傷の深さ、留置時間を設

定すると、電動式インパクターのピストン運動によりインパクター先端のチッ

プが対象に衝突して損傷を与える。CCI の特長としては設定を調整することで、

軽症から重症まで様々な重症度のモデルを均一に作成可能な点が挙げられる 

(43) 。 

本研究では高次脳機能障害と組織学的な海馬の構造的変化の関連を中心に検

討した。これは CCI のような局所性脳損傷モデルにおける高次脳機能障害、特

に記憶障害や情動障害・社会的行動障害には海馬の構造的・機能的障害が関与
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しているとされるためである (44,45) 。海馬の中でも CA3 領域は腹側にあるた

め CCI による一次性脳損傷の影響を受けづらい。また、海馬の下位領域の中で

も特に頭部外傷に伴う二次性脳損傷に脆弱であることが報告されていることか

ら (46) 、本研究において海馬 CA3 領域を組織学的評価の対象とした。 

 

第 6 節 本研究の目的 

高次脳機能障害の予防・治療は頭部外傷分野における重要な研究課題である。

水素ガスはその特性から急性期治療に適した治療薬であると考える。これまで

頭部外傷後に水素ガス吸入を行うことで、急性期の障害を減らすことができる

とする報告は散見されるものの、亜急性期～慢性期の高次脳機能障害発症を抑

制できるか否かに関する報告は渉猟しえた限り見当たらなかった。本研究では

中等症 CCI モデルマウスを用いて、頭部外傷後亜急性期～慢性期に出現する高

次脳機能障害に対する急性期水素ガス吸入の予防効果を明らかにすることを目

的とした。 

急性期水素ガス治療効果の判定として脳浮腫の評価を行い、それに引き続く

グリア細胞の活性化および神経細胞への影響を組織学的に評価した。そして、

海馬 CA3 傷害に関わる高次脳機能障害とされる、記憶障害や情動障害・社会的

行動障害の評価を亜急性期～慢性期に行い最終的な効果判定とした。 
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第 2 章 対象と方法 

第 1 節 実験動物 

全ての動物実験は防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認を得て行った 

(承認番号 19015) 。実験の全過程において、動物の苦痛と不快を除くべく細心

の注意を払った。 

 対象動物として雄性 C57BL/6 マウス、6-7 週齢 (日本エスエルシー、静岡) を

合計 120 匹使用した。動物は 20-25℃の室温下に 12 時間ごとの明暗サイクルの

もとで、自由に食餌および飲水が可能な環境で予備飼育したのち実験を行った。 

 

第 2 節 マウス中等症頭部外傷モデル作成と水素ガス吸入療法 

中等症頭部外傷は Glasgow Coma Scale (GCS) で 9-12 点のものと定義されるが 

(47) 、動物モデルへそのまま適用することはできないため、過去の文献を参考

に「受傷後明らかな神経脱落症状を認めるものの、それらの症状が 1 週間以内

に消失するもの」を中等症と定義し (48) 、それに相当する傷害を与えることが

できる CCI 装置の設定を見出し (3mm flat tip、速度 6.0m/s、損傷の深さ 1.5mm、

留置時間 0.1 秒) 、本実験ではそれを適用した。 

マウスを無作為に外傷＋非治療群 (TBI 群) 、外傷＋水素治療群 (TBI＋H2群) 、

偽手術群 (sham 群) の 3 群に同数ずつ (n=40) 振り分けたのちに、中等症頭部外傷

モデルを以下のごとく作成した。 

3%イソフルランの 3 分間吸入による麻酔導入後、ブプレノルフィン

0.01mg/kg を腹腔内に投与した。手術中は 1.5-2%イソフルランで麻酔を維持し

た。TBI 群と TBI＋H2 群に対しては頭皮正中切開後、穿頭器を用いて左頭頂部 

(bregma と lambda の中点、正中から 2mm 外側を中心とする) に 5mm 大の骨窓を

設け、骨窓の中心に CCI 装置 (ImpactOne, Leica Microsystems, Inc., IL, USA) を用
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い、上記設定で脳挫傷を加えた。 

外傷を加えてから 5 分後、マウスを動物実験用気密チャンバー (P-5100、バロ

テックハニュウダ、東京) に搬入し、TBI＋H2群に対しては 1.3%水素ガス (水素

1.3%、酸素 21%、窒素 77.7%) を、TBI 群に対しては同チャンバー内で対照ガス 

(酸素 21%、窒素 79%) をそれぞれ 90 分間投与した。ガスは 2ml/h の流量でチャ

ンバー内を灌流した。その後マウスをホームケージに戻し、通常条件下 (20-

25℃、明暗 12 時間、自由飲食) で飼育した。sham 群に対しては頭部外傷を除き、

TBI 群と同一の処置を施した。 

 

第 3 節 評価 

第 1 項 行動実験 

 頭部外傷後 7、14、28 日目に下記の行動実験を行った (各日各群 n=8) 。行動

実験を繰り返すことによる学習の影響を排除するため、各回ごと異なる動物グ

ループを使用した。オープンフィールド試験、高架十字迷路試験では、記録し

た映像を行動解析ソフト (TopScan, Clever System inc., VA, USA) を用いて解析し

た。Y 迷路試験では記録者は各マウスが属する群を秘匿された状態で観察を行

い、盲検性を維持した。 

 

(1) オープンフィールド試験 

 マウスの全般行動、不安行動を観察する目的でオープンフィールド試験を行

った (49) 。検査室は防音を施し、室内照明は 50-70 ルクス (照明を落とした明る

さ) とした。マウスを 50×50×50cm のアリーナ中央に静置し、アリーナ全体が

撮影できるよう懸架したビデオカメラでマウスの行動を 10 分間記録した。記録

者はマウスをアリーナに移した後、直ちにマウスの視界に入らない場所へ移動
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した。指標として総移動距離、アリーナ中央での滞在時間／移動距離、無動時

間、探索行動、警戒行動、排泄回数を記録した。 

 

(2) 高架十字迷路試験 

 マウスの不安行動を観察するため高架十字迷路試験を行った (50) 。検査室の

条件はオープンフィールド試験と同一とした。25×7cm の 4 本のアームと中央

7cm 四方の正方形の板からなる十字迷路を床から 50cm の高さに設置した。4 本

のアームのうち 2 本には高さ 15cm の不透明な壁を設けクローズドアームとし

た。マウス逃走防止のため迷路周囲に仕切りを設置した。鼻先をオープンアー

ムに向けた状態で、マウスを中央に静置し、オープンフィールド試験同様マウ

スの行動をビデオカメラで 10 分間記録した。指標として総移動距離、各アーム

への侵入回数、クローズドアーム／オープンアームでの滞在時間、クローズド

アーム／オープンアームへの侵入回数を記録した。アームへの侵入は尻尾を除

くマウスの体全体が入った状態と定義した。 

 

(3) Y 迷路試験 

 マウスの作業記憶を評価する目的で Y 迷路試験を行った (50) 。検査室の条件

はオープンフィールド試験と同一とした。高さ 10cmの斜壁面を有する 40×7cm

の 3本のアーム (A, B, C) と正三角形の中央部分からなる Y字迷路を床から 50cm

の高さに設置した。観察者はマウスを中央部分に静置した後、観察可能な範囲

で極力マウスの視界に入らない位置へ移動し、8 分間各アームへの侵入順序を

記録した。アームへの侵入は尻尾を除くマウスの体全体が入った状態と定義し

た。前回と異なるアームに侵入した場合を正解 (A→B→C と移動した場合は 2

回正解、A→B→A と移動した場合は 1 回正解) と定義し、Alteration index ＝正解
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数／総侵入回数を指標として用いた。 

 

第 2 項 神経機能評価 

受傷後 1、3、7、14、28 日目に麻痺や感覚障害などの神経機能評価を行った 

(各日各群 n=8) 。検査室の条件はオープンフィールド試験と同一とした。評価

には modified Neurological Severity Score (mNSS) を用いた (48) 。テストは表 2 に

示す 10 項目で構成され、課題を失敗した場合に 1 点を付与した (正常 0 点～最

重症 10 点) 。神経機能評価では記録者は各マウスが属する群を秘匿された状態

で観察を行い、盲検性を維持した。 

 

第 3 項 脳浮腫評価 

脳浮腫の評価を行うため、受傷後 1 日目に乾燥重量法を用いた脳水分含有量

(Brain Water Content: BWC) を測定した (51)  (各群 n=8) 。マウスに 5 %イソフル

ランを 5 分間吸入させ、頸椎脱臼したのち、ただちに氷上で脳を摘出した。摘

出脳を半割し、左右大脳半球の重量を測定し湿潤重量とした。その後、100℃

のオーブンで 48 時間熱乾燥処理後に再度重量を測定し乾燥重量とした。以下

の式より BWC を算出した。 

BWC (%) = (湿潤重量－乾燥重量) ／湿潤重量 ×100 

 

第 4 項 組織学的評価 

二種混合麻酔薬 (塩酸ケタミン＋塩酸キシラジン) の腹腔内投与によりマウス

に麻酔を施し、氷冷した 4%パラホルムアルデヒドで経心灌流固定を行った。

摘出した脳を同固定液に一晩浸漬した。その後、脳を Bregma から尾側 2mm の

位置で冠状切片に切り出し、70%エタノールに浸漬した。パラフィン包埋処理
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後、厚さ 2µm の標本として作製し、後述する各種組織染色を行った。 

標本の観察・撮影は蛍光顕微鏡 (BZ-710、キーエンス株式会社、大阪)を用い

て行い、画像の解析は顕微鏡付属のアプリケーションを用いた。観察・解析は

各マウスが属する群を秘匿された 2 人の観察者によって行い、その平均値をパ

ラメータとして用いた。 

 

(1) 血液脳関門 (Blood Brain Barrier: BBB) 損傷評価 

BBB 損傷を評価するため、受傷後 1 日目にアルブミン免疫染色を行った (各

群 n=8) 。アルブミンは分子量約 66,000と血清タンパク質の中では比較的小さい

が、通常 BBB 透過性はなく、損傷箇所でのみ血管外に漏出するため BBB 損傷

の良い指標となる (52) 。 

95℃で 15 分間加熱法にて抗原賦活化を行い、4℃で 1 晩一次抗体 rabbit 

polyclonal anti-albumin (proteintech, 16475-1-AP; 1:1000) を反応させたのち、室温

で 1時間二次抗体Alexa-647-conjugated donkey anti- rabbit (Abcam, ab150075; 1:500) 

を反応させた。染色後、脳全体を撮影し、陽性部分の面積と脳全体面積を計測

した。アルブミン漏出率 (%) ＝陽性部分面積／全体面積×100 を指標として用

いた。 

 

(2) グリア細胞活性評価 

海馬 CA3 領域でのアストロサイト活性とミクログリア活性を評価するため、

受傷後 1、3、7、14、28 日目にそれぞれ glial fibrillary acidic protein (GFAP) と

Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-1) による免疫染色を行った (各日各

群 n=8) 。GFAP はアストロサイト特異的な中間系フィラメントタンパク質のひ

とつであり、アストロサイトの活性を反映して発現が増強する (53) 。Iba-1 は中



12 
 

枢神経系ではミクログリアに特異的に発現するため、マーカーとして頻用され

る (23)。ミクログリア活性が上昇すると、数の増加に加え amoeboid 様の形態変

化がみられ発現が増強することから、Iba-1 発現量はミクログリア活性の指標と

なる。 

手技はアルブミン染色と同様の工程で行った。用いた抗体は以下の通りであ

る。一次抗体：① chicken polyclonal anti-GFAP (Abcam, ab4674; 1:1000) 、② rabbit 

polyclonal anti-Iba-1 (Abcam, ab178846 1:500) 、二次抗体：① Alexa-488-conjugated 

goat anti-chicken (Abcam, ab150173; 1:500) 、② Alexa-647-conjugated donkey anti- 

rabbit (Abcam, ab150075; 1:500) 。染色後、受傷側海馬 CA3 領域を 400 倍で写真

撮影し、範囲内における陽性部分の面積を指標として用いた。 

上記に加え、急性期における神経炎症を評価するため受傷後 3 日目に GFAP

と S100B の蛍光二重染色を行った (各群 n=8) 。S100B はアストロサイトにより

分泌され、細胞外空間や血中に拡散するカルシウム結合タンパクで、脳損傷に

伴う神経炎症に関与する因子である。S100B の血清濃度は重症度を反映するこ

とが知られ、神経疾患の一次的な診断材料として利用される (13) 。手技はアル

ブミン染色と同様の工程で行った。用いた抗体は以下の通りである。一次抗

体：① chicken polyclonal anti-GFAP (Abcam, ab4674; 1:1000) 、② rabbit polyclonal 

anti-S100B (GeneTex, GTX129573; 1:3000) 、二次抗体：① Alexa-488-conjugated 

goat anti-chicken (Abcam, ab150173; 1:500) 、② Alexa-647-conjugated donkey anti-

rabbit (Abcam, ab150075; 1:500) 。染色後、受傷側海馬 CA3 領域を 400 倍で写真

撮影し、範囲内における陽性部分の面積を指標として用いた。 

 

(3) 神経錐体細胞損傷評価 

海馬 CA3 での神経錐体細胞損傷の評価のため、受傷後 7、28 日目に Nissl 染
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色を行った (52)  (各日各群 n=8) 。1%クレシルバイオレット溶液 (Sigma Aldrich, 

USA) に 20 分間浸漬したのち、95%エタノールで脱色した。受傷側および非受

傷側の海馬 CA3 領域を 400 倍で写真撮影し、範囲内の非損傷神経錐体細胞をカ

ウントした。核凝縮や形態変化を認めるものを損傷神経錐体細胞とし除外した 

(図 12) 。神経錐体細胞損傷の指標は海馬 CA3 領域における受傷側と非受傷側の

錐体細胞数の比率で評価した。なお、左右の側脳室の大きさが 20%以上異なる

標本は左右非対称のため評価に適さないとして除外し、最終的に各日各群 n=5-

7 で評価を行った。 

 

第 4 節 統計学的解析 

全ての統計学的解析は Graphpad Prism 8.4.3 (Graphpad Software Inc., CA, USA)

を用いて行った。データの 3 群間比較は one–way analysis of variance (ANOVA) を

用い、事後の多重比較は Tukey’s honestly significant difference test (HSD) の方法を

用いて行った。有意水準は 0.05 とした。数値は平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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第 3 章 結果 

第 1 節 行動実験 

第 1 項 オープンフィールド試験 

 受傷後 7 日目には 3 群間で総移動距離に有意差を認めなかったが、14 日目に

は、TBI 群において TBI＋H2 群、sham 群と比較し有意に総移動距離の延長が認

められた (それぞれ p<0.05、p<0.01) 。また、同様に 28 日目にも TBI 群で TBI＋

H2 群、sham 群と比較し有意に総移動距離の延長を認めた (それぞれ p<0.05、

p<0.01)  (図 3) 。その他のすべての指標では全観察期間で 3 群間に有意差は認め

られなかった。 

 

第 2 項 高架十字迷路試験 

 受傷後 7 日目において、TBI 群では sham 群と比較し有意にクローズドアーム

への侵入頻度が低かった (p<0.05) 。滞在時間には有意差は認められなかった。

一方、TBI＋H2群ではクローズドアームへの侵入頻度、滞在時間ともに sham 群

と有意差は認めなかった。受傷後 14 日目では 7 日目同様、TBI 群で sham 群と

比較し有意にクローズドアームへの侵入頻度が低かった (p<0.05) が、やはり滞

在時間に有意差は見られなかった。TBI＋H2 群ではクローズドアームへの侵入

頻度、滞在時間ともに sham 群と有意差は認めなかった。28 日目では TBI 群で

は TBI＋H2 群、sham 群と比較し有意にクローズドアームへの侵入頻度が低く 

(それぞれ p<0.05、p<0.01) 、また、クローズドアームでの滞在時間も有意に少

なかった (それぞれ p<0.05、p<0.05) (図 4A,B) 。総移動距離、総侵入回数は TBI

群で多い傾向が認められたものの統計学的な有意差は得られなかった。 

 

第 3 項 Y 迷路試験 
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 受傷後 7 日目では 3 群間に有意差は認めなかったが、受傷後 14 日目では TBI

群は sham 群と比較し、有意に alteration index の低下を認めた (p<0.05) 。TBI 群

と TBI＋H2群、TBI＋H2群と sham 群の間に有意差は認められなかった。受傷後

28 日目には TBI 群では TBI＋H2群、sham 群と比較し、有意に alteration index の

低下を認めた(それぞれ p<0.05、p<0.05) (図 5)。 

 

第 2 節 神経機能評価 

 mNSS を用いて評価した神経機能スコアは、受傷後 1、3 日目において TBI 群、

TBI+H2 群では sham 群と比較して有意に高い値を示した。両日とも TBI 群と

TBI+H2 群間で有意差は認められなかった。受傷後 7、14、28 日目においては

TBI 群、TBI+H2群の神経機能スコアは改善し、sham 群を含む 3 群間で有意差を

認めなかった (図 6)。 

 

第 3 節 脳浮腫評価 

 受傷後 1 日目に評価した BWC は受傷側において TBI 群 79.5±0.1 %、TBI+H2

群 79.1±0.1 %、sham 群 78.8±0.1%であり、TBI 群では TBI＋H2 群、sham 群に

対して有意に高値であった (それぞれ p<0.05、p=0.0005) (図 7A) 。非受傷側では

TBI 群 79.0±0.1 %、TBI+H2群 78.7±0.1 %、sham 群 78.6±0.1%であり、TBI 群

では sham群に対して有意に高値であった (p<0.05) (図 7B)。受傷側、非受傷側と

もに TBI＋H2群と sham 群の間に有意差は認められなかった。 

 

第 4 節 組織学的評価 

第 1 項 血液脳関門損傷評価 (アルブミン染色) 

 受傷後 1日目での BBB損傷の指標としてアルブミン漏出率を評価した。sham
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群ではアルブミン漏出はほとんど見られなかったのに対し、TBI＋H2 群では受

傷部位周囲に漏出像がみられ、TBI 群では受傷部位のみならず、神経線維束に

沿って受傷側皮質下、そして脳梁を介して対側に至る広範な漏出像が観察され

た (図 8A) 。定量的評価ではアルブミン漏出率はそれぞれ TBI 群 16.9±1.5%、

TBI+H2群 8.0±2.0 %、sham 群 1.5±0.2%であり、TBI＋H2群でも sham 群と比較

して有意に高値であったものの (p<0.05) 、TBI 群では TBI＋H2群、sham 群に対

して有意にアルブミン漏出率は高かった (それぞれ p=0.0008、p<0.0001) (図 8B)。 

 

第 2 項 グリア細胞活性評価 

(1) ミクログリア活性評価 (Iba-1 染色) 

 ミクログリア活性は TBI 群、TBI＋H2 群において受傷後 1 日目から上昇傾向

を認めたが統計学的有意差は認められなかった。TBI 群においては受傷後 7 日

目に活性のピークが認められ、時間経過とともに活性低下傾向を示すも、受傷

後 28 日目においても TBI＋H2 群、sham 群と比較し有意に活性が高く、炎症の

遷延が示唆された。一方 TBI＋H2 群では受傷後 3 日目に活性のピークを認め、

徐々に活性は低下し、受傷後 7 日目以降 sham 群と有意差は認められなかった 

(図 9) 。 

 

(2) アストロサイト活性評価 (GFAP 染色) 

 GFAP 染色でみたアストロサイト活性は TBI 群では sham 群と比較し、受傷後

1 日目から 28 日目までのすべての時期で有意に高かった。さらに TBI 群と TBI

＋H2群を比較した場合でもやはり受傷後 1日目から 28日目までのすべての時期

で有意に高かった。TBI＋H2 群では sham 群と比較し、受傷後 3 日目、7 日目で

有意に高い活性が確認されたが、14日目以降、sham群と有意差は認められなか



17 
 

った。TBI群、TBI＋H2群どちらの群も 3日目にアストロサイト活性のピークが

認められた (図 10) 。 

 

(3) 急性期における神経炎症評価 (S100B 染色) 

 急性期における神経炎症の指標として、受傷後 3 日目での S100B を免疫染色

で評価した。S100B 陽性範囲は GFAP 染色陽性となったアストロサイトの細胞

体とほぼ一致していた (図 11A) 。S100B 陽性範囲の面積は TBI 群 3168.2±445.7、

TBI＋H2群 1274.8±159.2、sham 群 204±34.9 であり、TBI＋H2 群は sham 群より

有意に高値であったが (p<0.05) 、TBI 群では TBI＋H2群、sham 群と比較し有意

に高値であった (それぞれ p<0.001、p<0.0001) (図 11B) 。 

 

第 3 項 神経錐体細胞損傷評価 (Nissl 染色) 

 受傷後 7日目では TBI群で TBI＋H2群、sham群と比較し、有意に海馬 CA3領

域の錐体細胞数減少が認められた (それぞれ p<0.05、p<0.01) 。TBI＋H2 群と

sham 群の間に有意差は認められなかった。受傷後 28 日目では TBI 群で TBI＋

H2 群、sham 群と比較し、有意に海馬 CA3 領域の錐体細胞数減少が認められた 

(それぞれ p<0.05、p<0.0001) 。TBI＋H2群においても sham 群と比較し、錐体細

胞減少が認められた (p<0.05) (図 12) 。 
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第 4 章 考察 

第 1 節 高次脳機能障害に関する考察  

本研究では受傷後 7 日目以降、TBI 群でオープンフィールド試験での総移動

距離の延長、高架十字迷路でのオープンアームへの侵入回数／滞在時間増加、

Y 迷路試験での作業記憶障害を認めた。神経機能評価では 7 日目以降は明らか

な神経学的異常所見を認めておらず、行動実験で見られた行動変容は高次脳機

能障害を反映しているものと考えられた。各試験で特に 28日目に TBI群での行

動変容が顕著に認められ、進行性の病態であることが示唆された。 

オープンフィールド試験における過活動は頭頂部 CCI 損傷後に見られる典型

的な症状の一つであり、嗅球‐海馬‐嗅内野皮質経路の障害と考えられている 

(54) 。さらに、古典的にはオープンフィールドでの高い活動性は不安がより少

ないことを反映しているとされており、高架十字迷路で得られた抗不安様行動

の結果とも整合性がとれる。記憶や学習に関して海馬が中心的な役割を担うこ

とは意見が一致しており (44,45) 、Y 迷路試験での作業記憶障害は海馬障害とし

て了解可能である。本実験で見られた行動異常は、頭頂部 CCI モデルを用いた

過去の報告と矛盾せず (49) 、主に海馬損傷に起因する高次脳機能障害を反映し

たものであったと考える。海馬は神経新生が活発な部位であることから、脳組

織の中でも特に二次性脳損傷の影響を受けやすいと言われており (55) 、本研究

で受傷後 7 日目には麻痺や感覚障害など粗大な神経機能が回復したにもかかわ

らず海馬の機能障害が持続したのもそれが理由のひとつであると考える。 

頭部外傷後にしばしばみられる不安の表出とされる行動 (オープンフィール

ド試験での中央領域回避、高架十字迷路試験でのクローズドアーム嗜好性) (50) 

は、本実験では認められなかった。報告により行動実験の結果に差異がある点

には注意が必要であるが、モデルや重症度の違いにより高次脳機能障害の表現
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型が異なることが報告されており (56) 、今回のモデルは頭部外傷後の不安を評

価する上では不適当であった可能性がある。症状特異的な治療薬の効果を見る

うえではモデル選択も重要であることが示唆された。    

 

第 2 節 高次脳機能障害に対する水素ガス吸入の効果 

本研究ではマウス中等症 CCI モデルにおいて、急性期水素ガス吸入により受

傷後亜急性期 (14 日目) から慢性期 (28 日目) における行動変容が抑制されたこ

とを示した。水素ガス吸入による上記効果の報告は本研究が初である。 

 

第 1 項 脳浮腫に対する効果 

本研究ではまず、受傷後 1 日目での脳浮腫、BBB 障害の抑制効果が確認され

た。この結果は頭部外傷に対する水素治療の効果を見たこれまでの報告と一致

する (51,57) 。頭部外傷後の脳浮腫、BBB障害は受傷後早期にみられる二次性変

化の代表的なものであり、脳浮腫による頭蓋内圧亢進、微小循環の悪化は神経

炎症など、より慢性期にみられる障害の増悪因子となりうる (58) 。脳浮腫には

受傷直後の代謝異常に起因する細胞毒性浮腫 (cytotoxic edema) と BBB 破綻に伴

う血管原生浮腫 (vasogenic edema) の 2 つのフェイズがあるとされる (59) 。ROS 

/ RNS は BBB 破綻を引き起こすことが報告されており (59) 、本研究の結果から

は水素ガスが抗酸化作用を介して vasogenic edema を抑制した可能性が示唆され

た。受傷後超急性期における脳浮腫の抑制は以後の神経炎症などに対し抑制的

に作用することも報告されており (60) 、高次脳機能障害発症予防に寄与した可

能性がある。 

 

第 2 項 神経炎症に対する効果 
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本研究では水素ガス吸入の神経炎症に対する効果に関して 2 つの知見を得た。

ひとつが受傷後亜急性期～慢性期における海馬でのアストロサイト、ミクログ

リアの活性遷延化抑制効果であり、もうひとつが受傷後急性期における S100B

発現抑制効果である。 

S100B は中枢神経ではアストロサイトに特異的に発現するカルシウム結合タ

ンパク質で炎症性メディエーターの一つであると考えられている。作用は濃度

依存性と考えられており、低濃度では神経保護的に作用する一方、高濃度では

神経傷害性を示すとされる (61) 。高濃度の S100B はアストロサイト、ミクログ

リアの活性化を誘導することが報告されており、神経炎症の遷延化を引き起こ

す一因と考えられている (62) 。遷延性神経炎症は神経細胞死を誘導することが

知られており、高次脳機能障害との関連が指摘されている (63) 。水素ガスはく

も膜下出血モデルにおいて S100B の発現を抑制したとする報告があり (64) 、本

研究の結果と一致する。本研究におけるアストロサイト、ミクログリアの活性

遷延化抑制には、水素ガス吸入による急性期での S100B の抑制が寄与したと考

えられた。これは急性期の神経炎症の抑制が亜急性期～慢性期における神経炎

症の遷延化の予防につながる可能性があることを示唆している。 

 

第 3 項 神経錐体細胞に対する効果 

 本研究では受傷後 7 日目、28 日目での海馬錐体細胞の減少抑制効果が確認

された。神経細胞は ROS の主要な発生源であり (29) 、かつ神経細胞自体の抗酸

化機構は脆弱であることから (65) 、酸化ストレスが神経細胞死に深く関与して

いることが報告されている。神経細胞死には、ROS / RNS による直接的な細胞

損傷に加え、上記 BBB 障害、脳浮腫、神経炎症すべてが増悪因子として関与す

ると報告されている (6) 。本研究は主に頭部外傷後高次脳機能障害と海馬の構
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造的変化との関連を見たものであり、どの要因が、どの程度高次脳機能障害抑

制に寄与したのかは明らかにできていない。分子生物学的機序の解明について

は今後の課題としたい。 

 

第 3 節 水素ガス治療プロトコールに関する考察 

本研究では 1.3%水素ガスを受傷 5 分後から 90 分間投与する治療プロトコー

ルを採用した。水素ガスは空気と混合した場合、約 4-75%の広い範囲で爆発性

を有するため、臨床応用を考えた場合、水素濃度の上限は 4%である。虚血再

灌流モデルに対して水素ガス吸入の効果を濃度別に見た研究 (34) では、その治

療効果は 1%＜4%≦2%の順に高かったと報告されており、治療効果は必ずしも

濃度依存的でないことが示唆されている。これは水素ガス吸入時の脳組織中水

素濃度は 2%と 4%水素ガス吸入時で差がなく、2%水素ガス吸入で組織濃度が飽

和するという報告と一致する (66) 。一方で、同実験で 1%水素ガスでは十分な

脳組織中の水素濃度は得られなかったともされている。本研究含め、1.3%水素

ガス吸入で治療効果が認められたとする報告は多いが (52,64) 、2%水素ガスを

用いた場合さらなる改善効果が得られる可能性はある。しかしながら、1.3%と

いう濃度が、高圧ガス保安法で定められる水素・空気混合ガスボンベ形態での

水素ガスの最高濃度であり、外傷後早期での水素ガス治療の臨床応用を考えた

場合、この利用形態がもっとも実用性が高いと考え、本研究ではそれを用いた。 

また、水素ガスによる治療開始タイミングの検討を行った研究では「虚血時

から再灌流後 30 分まで」、「再灌流 5 分前から再灌流後 30 分まで」、「再灌流開

始の 5 分前まで」の 3 通りの治療タイミングが検討され、このうち、虚血時か

ら再灌流後 30 分まで水素ガス吸入を行った群での治療効果が有意に高かった一

方、再灌流前に投与を終了した群では治療効果が見られなかったことが報告さ
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れている (34)。虚血再灌流モデルにおいては再灌流時に ROS 発生が最大となる

ため、この結果は「治療効果を得るためには十分量の H2が標的臓器に存在して

いる必要があること」、さらに「水素ガスは投与中止後、比較的早期に体内か

ら消失すること」を示唆している。頭部外傷では受傷前からの水素ガス投与は

臨床にそぐわないため、本研究では受傷直後を開始タイミングとした。治療期

間に関しては、本研究では 1 回のみ 90 分間の水素ガス投与を行ったが、頭部外

傷モデルに対し水素ガスを用いた過去の報告では、受傷直後から 1 週間 1 日 2

回、1 時間ずつ投与するもの (41) 、1 回 6 時間ずつとするもの (42) 、など治療期

間は報告により異なっている。ROS の発生様式からは本研究での受傷後早期の

タイミングが投与時期として最も重要であると判断したが、ROS は外傷後も一

定期間発生しているとする報告もあることを考慮すると (29) 、一定期間治療を

行うことで治療効果が高まる可能性があると推察される。現時点で明確な根拠

となる報告はないため、水素ガス治療の開始時期および治療期間に関しては、

今後の研究課題と考える。 

 

第 4 節 水素治療の可能性 

 現時点で頭部外傷後高次脳機能障害に対して臨床で使用できるエビデンスの

高い急性期治療薬はない。頭部外傷は神経炎症、脳浮腫、酸化ストレス、神経

興奮毒性など種々の因子が様々な程度で作用しあう非常に不均一な病態である

ためか、動物実験で効果が確認された治療薬も、臨床試験で思うような結果が

得られていない現状にある。このことは、神経炎症も生理的範囲であれば神経

保護的に作用するため、強い抗炎症作用を持つ薬剤が症例によってはむしろ逆

効果となったり、あるいは治療薬自体の副作用が効果を打ち消してしまってい

ることが原因かもしれない (10) 。本研究で用いた水素ガスは、細胞傷害性 ROS 
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/ RNS のみに作用する特徴から生理的作用を阻害することなく、代謝産物によ

る副作用の懸念もない。また、取り扱いも容易かつ安価なため、頭部外傷後急

性期に全症例に投与するといった運用も不可能ではない。さらに、その組織移

行性の高さから分子状水素は水素ガス吸入に限らず、水素水の飲用や点滴での

投与など投与経路を問わず効果を発揮するといわれている点も臨床応用に適し

ていると考える (35) 。COVID-19 の影響で中止されてしまったが、心停止後症

候群に対する水素ガス吸入治療が先進医療の枠組みで実臨床において行われ、

良好な結果が報告されたこと (67) からも、頭部外傷に対する水素治療の臨床応

用実現への期待感がもてる。以上から水素治療は頭部外傷に対する次世代の治

療戦略として実現可能性の高いものであると期待する。一方で、水素治療をは

じめとする急性期治療は、治療開始タイミングの遅れにより治療効果が減弱す

る可能性があることには留意しなければならない。今後、臨床応用できるよう

検討を重ねていきたいと考える。 
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第 5 章 結論 

 頭部外傷後、急性期の水素ガス吸入は受傷後 14日～28日目での高次脳機能障

害を抑制した。頭部外傷後慢性期における水素ガス吸入の治療効果をみた報告

は本研究が初であり、その作用は脳浮腫抑制、海馬におけるグリア細胞活性制

御など複合的な要素によってもたらされたものであることが示唆された。急性

期水素ガス吸入療法が頭部外傷後高次脳機能障害に対する新たな治療手段とな

る可能性がある。 
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略語一覧 

 ANOVA analysis of variance 分散分析 

BBB Blood-Brain Barrier 血液脳関門 

BWC Brain Water Content 脳水分含有量  

 CCI Controlled Cortical Impact 制御皮質衝撃 

DAMPs Damaged-Associated Molecule Pattern 損傷関連分子パターン 

 GCS Glasgow Coma Scale  グラスゴーコーマスケール 

GFAP glial fibrillary acidic protein グリア線維性酸性蛋白質 

Iba-1 Ionized calcium-binding adapter molecule 1 イオン化カルシウム結合 

アダプター因子 1 

mNSS modified Neurological Severity Score  改定神経学的重症度スコア 

 RNS Reactive Nitrogen Species 活性窒素種 

 ROS Reactive Oxygen Species 活性酸素種 
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図表 

 

 

 

表1: 評価項目 

評価項目を表に示す。行動実験を受傷後7、14、28日目に行い高次脳機能障

害の指標とした。神経学的評価は受傷後1、3、7、14、28日目に行った。脳浮

腫評価目的でのBWC測定、BBB破綻評価目的でのアルブミン染色を受傷後1日

目に行った。グリア細胞活性評価目的でGFAP染色、Iba-1染色を受傷後1、3、

7、14、28日目に行い、GFAP活性が最も高かった3日目にS100B発現量を評価し

た。神経錐体細胞評価目的でNissl染色を受傷後7、28 日目に評価した。組織学

的評価はアルブミン染色を除きすべて受傷側海馬CA3領域を対象とした。 
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表2：神経機能評価法 (49) 

上記10項目について評価し、点数の合計を神経機能スコアとした (0-10点) 
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図 1：実験動物の振り分け 

6-7 週齢の雄性 C57BL/6 マウス計 120 匹を TBI 群、TBI＋H2群、sham 群の 3
群に無作為に振り分けた。すべての群に対し頭皮正中切開後、左頭頂部に開頭

を設けた。TBI 群、TBI+H2群に対してはその後 CCI による脳挫傷を加えた。閉

創から 5 分後にマウスを気密チャンバーに搬入し、sham 群と TBI 群に対しては

大気ガスを、TBI＋H2群に対しては 1.3%水素ガスを 90 分間投与した。 
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図2：Controlled Cortical Impactモデル作成 

a：左頭頂部に径5mmの開頭を設けたところ 

b：Controlled Cortical Impact装置 

c：動物実験用気密チャンバー 

d：CCI装置による脳挫傷を加えた後。受傷部の脳が盛り上がっている。 

e：CCI後1日目に摘出した脳。受傷部が陥凹している。 
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図3：オープンフィールド試験の結果 (各日各群 n=8) 

 オープンフィールドアリーナ内での 10 分間の総移動距離を示す。 

受傷後 7 日目には 3 群間で総移動距離に有意差を認めなかった。14 日目には、

TBI＋H2群、sham 群と比較し TBI 群で有意に総移動距離が長かった。同様に 28

日目にも TBI 群で TBI＋H2群、sham 群と比較し有意に総移動距離が長かった。 

**: p<0.01 TBI 群 vs. sham 群 

#: p<0.05  TBI 群 vs. TBI＋H2群 
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図4：高架十字迷路試験の結果 (各日各群 n=8) 

10分間の観察期間中におけるクローズドアームへの侵入頻度 (A) とクローズ

ドアームでの滞在時間の割合 (B) を示す。 

受傷後7日目にTBI群ではsham群と比較し有意にクローズドアームへの侵入頻

度が低かった。滞在時間に有意差は認められなかった。14日目ではTBI群で

sham群と比較し有意にクローズドアームへの侵入頻度が低かったが、滞在時間

に有意差は見られなかった。28日目ではTBI群ではTBI＋H2群、sham群と比較し

有意にクローズドアームへの侵入頻度が低く、かつクローズドアームでの滞在

時間も有意に少なかった。全期間を通してTBI＋H2群はsham群と類似した傾向

を示した。 

*: p<0.05, **: p<0.01 TBI群 vs. sham群 

#: p<0.05           TBI群 vs. TBI＋H2群 
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図5：Y迷路試験の結果 (各日各群 n=8) 

受傷後7日目では3群間に有意差は認めなかった。受傷後14日目にTBI群は

sham群と比較し有意にalteration indexの低下を認めた。受傷後28日目にTBI群で

はTBI＋H2群、sham群と比較し、有意にalteration indexの低下を認めた。 

*: p<0.05 TBI群 vs. sham群 

#: p<0.05 TBI群 vs. TBI＋H2群 
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図6：神経機能評価 (各日各群 n=8) 

 受傷後 1、3 日目において TBI 群、TBI+H2群では sham 群と比較して有意に高

い値を示した。両日ともTBI群とTBI+H2群間で有意差は認められなかった。受

傷後 7、14、28 日目において 3 群間で有意差を認めなかった。 

**: p<0.01, ***: p<0.001 TBI群 vs. sham群 

#: p<0.05, ###: p<0.001  TBI群 vs. TBI＋H2群 
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図7：脳浮腫評価 (各群 n=8) 

 受傷側 (A) 、非受傷側 (B) の脳水分含有量 (Brain Water Content: BWC) を示

す。TBI群では受傷側、非受傷側ともに脳浮腫を認めた。TBI＋H2群では脳浮腫

は抑制され、sham群と有意差を認めなかった。 

*: p<0.05, ***: p<0.001 
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図8：血液脳関門損傷評価  

A：TBI群 (a)、TBI＋H2群 (b)、sham群 (c)のアルブミン染色像 

TBI群では広範なアルブミン血管外漏出像が認められた一方、TBI+H2群では

受傷部位周囲に留まった。スケールバー＝1㎜ 

B：アルブミン漏出率 (各群 n=8) 

TBI＋H2群ではTBI群と比較し、有意にアルブミン漏出率は低く、BBB破綻が

抑制されたことが示唆された。アルブミン漏出率 (%) ＝陽性部分面積／全体面

積×100    

*: p<0.05, ***: p<0.001, ****: p<0.0001 
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図9：Iba-1染色によるミクログリア活性評価 

A：受傷側海馬CA3領域におけるミクログリア活性の経時的変化を示す。 

黒スケールバー＝1㎜、白スケールバー＝100µm 

B：受傷側海馬CA3領域におけるIba-1陽性面積の定量的評価 (各日各群 n=8) 

 TBI群でのみ受傷後28日目までのIba-1活性遷延を認めた。Iba-1活性はTBI群

では受傷後7日目、TBI＋H2群では受傷後3日目に最高値を示した。 

*: p<0.05, **: p<0.01     TBI群 vs. sham群 

#: p<0.05          TBI群 vs. TBI＋H2群 
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図10：GFAP染色によるアストロサイト活性評価 

A：受傷側海馬CA3領域におけるアストロサイト活性の経時的変化を示す。 

黒スケールバー＝1㎜、白スケールバー＝100µm 

B：受傷側海馬CA3領域におけるGFAP陽性面積の定量的評価 (各日各群 n=8) 

 TBI群でのみ受傷後28日目までのGFAP活性遷延を認めた。GFAP活性はTBI

群、TBI＋H2群両群で受傷後3日目に最高値を示した。 

*: p<0.05, ***: p<0.001, ****: p<0.0001 TBI群 vs. sham群 

#: p<0.05, ##: p<0.01, ###: p<0.001   TBI群 vs. TBI＋H2群 

 $: p<0.05, $$: p<0.01         TBI＋H2群 vs. sham群 
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図11：GFAPとS100Bの二重染色によるアストロサイト機能評価 

A：受傷後3日目での受傷側海馬CA3領域におけるGFAPとS100Bの二重染色像 

 S100Bはアストロサイトの細胞体と一致して発現が認められる。TBI群では

GFAPの発現増強のみならず、S100B発現も増強している。 

黒スケールバー＝1㎜、白スケールバー＝100µm、黄スケールバー＝25µm 

B：受傷側海馬CA3領域におけるS100B発現の定量的評価 (各群 n=8) 

 S100B陽性範囲の面積はTBI群で有意に高値であった。 

*: p<0.05, ***: p<0.001, ****: p<0.0001 
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図12：神経錐体細胞損傷評価 

A：受傷後7日目、28日目のNissl染色による海馬CA3領域の観察 

黄矢頭は核の凝集を認める変性神経細胞である。 

白スケールバー＝100µm、黒スケールバー＝25µm 

B：受傷後7日目(a)と28日目(b)の受傷側海馬における神経錐体細胞の割合 (各日

各群 n=5-7) 

受傷後7日目、28日目どちらにおいてもTBI＋H2群ではTBI群と比較し、海馬

CA3領域での生存神経細胞の割合は有意に多かった。 

*: p<0.05, **: p<0.01, ****: p<0.0001 
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図13：頭部外傷後高次脳機能障害発症の機序 

黄色背景は本研究で確認した機序、青背景は推定される機序である。

頭部外傷後の損傷細胞からのカルシウムの細胞外への流出、エネルギーの枯

渇はミトコンドリア障害を引き起こしROSが発生する。ROS / RNSは脂質過酸

化の機序で神経細胞変性の原因となることに加え、BBBの破綻を招き、脳浮腫

を増悪させる。さらに、ミトコンドリア障害を助長し、さらなるエネルギーの

枯渇、カルシウム負荷を惹起する。カルシウム負荷はミトコンドリア障害のみ

ならず、グリア間シグナル伝達障害の要因となり、グリア調整機構の破綻の一

因となる。グリア活性調節はカルシウムのみでなく、種々のサイトカイン・ケ

モカインを介してグリア間で複雑に調整されている。グリア調整機構の破綻は

遷延性神経炎症の直接的な要因となり、グリア細胞機能不全、神経細胞変性に

至り高次脳機能障害につながる。
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