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１章 研究背景と目的 

1-1. くも膜下出血 (SAH) の臨床経過と治療成績 

 破裂脳動脈瘤によるくも膜下出血 (subarachnoid hemorrhage: SAH) は本邦では

10 万人に対し 20 ~ 25 人の割合で発症すると推測される。また、そのうち 8%は

治療前に、また無治療の場合、39%の患者は発症 1 ヶ月以内に死亡すると推測さ

れる 1)。SAH 患者の予後を予測する重要な因子として発症時の意識障害があり、

国際脳神経外科学会連合 (World Federation of Neurosurgical Societies: WFNS) 

は意識レベルに基づいた重症度分類を提唱し、多くの施設で治療適応の指針と

なっている 2) (表 1)。この重症度分類において、特に Grade ⅣおよびⅤは重症と

され、治療に関わらず 20 ~ 30%の患者が死亡し、生存した患者も約半数が不良

な転帰を辿る 3,4)。重症 SAH の適切な治療戦略は確立されておらず、外科的手

技の進歩にも関わらず、治療成績は改善していないのが現状である 5-9)。 

 

1-2. 脳血管攣縮 

SAH の生命および機能予後に関連する重要な合併症として再出血、脳血管攣

縮、水頭症が広く知られており、そのうち再出血の予防や水頭症への対処は 外

科的治療の進歩により改善している。一方で、脳血管攣縮に関しては治療の進歩

に伴い、以前と比較し発生頻度は減少傾向にあるものの、治療成績は大きくは改

善していない 10 - 12)。 

脳血管攣縮は、出血後 24 時間以内に出現する早期攣縮と、第 4 ~ 14 病日に発

生頻度がピークを迎える遅発性脳血管攣縮に大別され、特に後者が患者の生命、

機能予後にとって重要となる。脳血管撮影の所見として血管の狭窄が認められ

る angiographic vasospasm の発生頻度は約 40 ~ 60%とされ、そのうち神経症状の

悪化を来す症候性脳血管攣縮 (symptomatic vasospasm) が 20 ~ 55%の頻度で出現

すると報告されている 13,14)。symptomatic vasospasm は一度発生すると、病態の

改善は困難であり、かつ永続的な後遺症が残存してしまうため、くも膜下出血の

術後管理において脳血管攣縮の予防は非常に重要であることが知られている 13)。 

脳血管攣縮の主な要因には、血管平滑筋内のカルシウムイオン (Ca) 濃度の上

昇、protein kinase C (PKC) を介するミオシン脱リン酸化酵素の阻害、および血管

拡張能の阻害などが関わるとされる 15)。血管平滑筋の収縮は細胞内 Ca と
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calmodulin の結合体が myosin light chain kinase を活性化し、その結果リン酸化し

た myosin light chain が actin に働きかけることで起こる。SAH では血管平滑筋内

の Ca 濃度が上昇することで持続的な収縮が発生する。この細胞内 Ca 濃度の上

昇には、内因性の血管収縮物質や血管外に漏出したオキシヘモグロビンの刺激

による、Ca イオンチャネルを介した細胞外 Ca の流入が関わる。オキシヘモグ

ロビンはまた、活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS) を産生し、酸化傷害を

介して diacylglycerol を活性化する。この結果 PKC は持続的に活性化し、    

myosin phosphatase を阻害するため、myosin のリン酸化は継続し、血管のさらな

る収縮をもたらす 18, 19)。さらにオキシヘモグロビンは、PKC の調節能を有する

一酸化窒素 (NO) を阻害し、血管拡張能を阻害する (図 1)。 

 

1-3. 遅発性脳虚血 (DCI) と脳血管攣縮 

動脈瘤の処置等、SAH の初期治療後遅発性に、かつ虚血に由来する神経脱落

症状が出現することがあり、遅発性脳虚血 (delayed cerebral ischemia: DCI) と呼

ばれる 20, 21)。長年に渡って、脳血管攣縮による脳血流量の低下こそが DCI の原

因と考えられ、脳主幹動脈の血管攣縮抑制に主眼を置いた研究がなされてきた。

その結果遅発性脳血管攣縮の頻度は減少したものの、後述するように SAH の予

後改善には至っていない 11, 12, 20, 21)。また、血管撮影上は攣縮が認められない脳

血管の支配領域に、虚血症状や脳梗塞が出現することが知られており、近年は

DCI を引き起こす脳血管攣縮以外の病態に注視した研究が進められている。 

脳主幹動脈の血管攣縮以外で DCI を引き起こす病態として、後述する    

early brain injury (EBI) の他、遅発性脳血管攣縮と同時期に出現する微小血管の

狭小化による局所の微小循環障害の可能性が示唆されている 22, 23)。また、炎症

反応の結果、微小血管の血管透過性亢進や血栓が形成されることも報告されて

いる 24)。その他、SAH 発症第 10 病日頃まで観察されることの多い、大脳皮質の

神経細胞が過剰興奮した後の電気的抑制状態が同側の大脳皮質を拡散してゆく

cortical spreading depression と呼ばれる現象に引き続き、局所の脳血流が低下す

る cortical spreading ischemia と呼ばれる特異的な病態が、DCI の発症と同時期に

頻回に観察されたことも報告され、近年注目を集めている 25,26)。 
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1-4. 遅発性脳血管攣縮に対する治療の現状 

遅発性脳血管攣縮が SAH の重大な合併症として知られ、DCI の主原因とされ

てきたが、現在は、脳血管攣縮の改善が必ずしも患者の機能予後の改善にはつな

る訳ではないことが知られている。endothelin 受容体拮抗薬である clazosentan の

静注療法、Ca 受容体拮抗薬である nicardipine の脳槽内灌流、phosphodiesterase 阻

害薬である milrinone の髄注投与などが試みられたが、いずれにおいても、脳血

管攣縮の抑制はし得たものの予後の改善は認めなかった、と結論づけられてい

る 27-30)。nicardipine と同様の Ca 受容体拮抗薬である nimodipine の経口投与には

脳血管攣縮の予防効果はないものの、脳梗塞の発症頻度の減少と予後不良例の

減少が認められた。しかし、nimodipine は本邦では現在も未承認である 31)。この

ように、本邦における脳血管攣縮および DCI に対する標準的な治療はいまだ確

立していない 32, 33)。 

 

1-5. マグネシウムによる脳血管攣縮の抑制と問題点 

マグネシウム  (Mg) は Ca 受容体の拮抗的作用による血管拡張作用と、 

NMDA 受容体の活性阻害による興奮性アミノ酸の放出抑制、細胞内 ATP 貯蓄増

加作用を介した神経保護作用を有するため、SAH の治療薬として期待された薬

剤である 35,36)。 

SAH 患者の半数以上で低 Mg 血症が発生しており、予後不良の因子になると

の報告以降、SAH に対する Mg 投与の研究が開始された 34)。しかし、2010 年に

実施された Mg の静注療法を用いた大規模試験 IMASH (Intravenous magnesium 

sulphate for aneurysmal subarachnoid hemorrhage) では、患者の機能予後の改善を

示せず、むしろ体循環への悪影響の可能性が示唆された 37)。同じく Mg の静注 

療法を用いた MASH-2 (Magnesium for aneurysmal subarachnoid hemorrhage) 、お

よび他の臨床試験を含めたメタ解析結果からも、Mg 静注療法には DCI の抑制

や予後の改善効果はない、と結論づけられた 38, 39)。この原因として、Mg は血液

脳関門 (blood-brain barrier: BBB) を通過し難いため、静脈投与では髄液中の Mg

濃度が有効域に到達せず、Mg の血中濃度が上昇したことによる血圧低下や不整

脈等の副作用が出現した可能性が示唆された。 

そこで 2016 年に Yamamoto らにより Mg の脳槽内投与を用いた脳血管攣縮の
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予防効果に関する臨床試験が行われた 40)。Mg を脳槽内投与することにより、 

血中 Mg 濃度は大きく上昇することなく、髄液中 Mg は有効濃度まで上昇し、脳

血管攣縮は抑制された。しかし患者の転帰は有意に改善せず、Mg による脳血管

攣縮の抑制のみでは、DCIの抑制や予後の改善には不十分であると考えられた。 

 

1-6. EBI の概念と酸化ストレス 

EBI は SAH 発症後 72 時間以内に出現する病態であり、DCI を引き起こす遅発

性脳血管攣縮以外の要因として、近年注目されている。 

SAH発症後、最も早期に起こり得る変化は頭蓋内圧 (intracranial pressure: ICP) の

急激な上昇であり、その結果、一過性の全脳虚血や急性脳腫脹が引き起こされる 
41)。ICP は急激に上昇した後に下降するものの、依然として SAH 発症前より高

いまま推移する 42 - 45)。この頭蓋内環境の変化により発生する、様々な脳損傷を

総じて EBI と呼ぶ (図 2)。EBI の機序として、脳虚血が原因となって細胞毒性

浮腫 (cytotoxic edema) が引き起こされる他、血管内皮細胞のアポトーシスや

タイトジャンクションの分解の結果、BBB が破綻し、血管原性浮腫 (vasogenic 
edema) が引き起こされることが考えられている 46)。この際、ROS や炎症性サ

イトカインの産生が起こり、相互作用しつつ、最終的には主にアポトーシスの機

序を介して神経細胞死がもたらされるのが EBI の主病態とされている 47-56)。血

管内皮細胞のアポトーシス誘導物質として MMP-9、 Caspase-3 や、NFκB が

報告されている 50,56,70)。ROS はこれらアポトーシス誘導物質の活性化や、酸化

ストレスによる神経細胞の傷害に関わっていることが示唆され、EBI における

酸化ストレスの重要性が近年注目されている。 

 

1-7. フリーラジカルと ROS、酸化ストレス 

フリーラジカルとは分子の最外殻電子が単独の電子 (不対電子) となってい

る独立した種である。単純なものとして水素原子 (H・) がある他、活性酸素種で

あるスーパーオキシド (O2
・-) やヒドロキシラジカル (・OH) 、また NO もフリ

ーラジカルとして生体内に存在している。 

ROS とは酸素フリーラジカルを含む酸素分子 (O2) 由来の分子種で、生体内
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では O2
・-や過酸化水素 (H2O2) が、食細胞による殺菌の際に使われる。NO は ROS

や酸素と反応して様々な化合物を生成し、ROS に対して NO やその派生物を活

性窒素種 (reactive nitrogen species: RNS) と呼ぶ 57,58)。 

生体内において ROS は、ミトコンドリア内での電子伝達等の代謝系の副産物

として生成される。1 つの O2 は計 4 つの電子を受け取り、水 (H2O)となるが、

その過程で電子を一つ受け取る (還元される) ごとに O2
・-、H2O2、

・OH、そして

H2O となる。この中で・OH は反応性が高く、細胞傷害性が非常に強い。また    

O2
・- は NO と反応して、傷害性の強いペルオキシナイトライト (ONOO-) を生成

する 59)。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、ROS の酸化力が

抗酸化力を上回ると、細胞傷害性や癌化の原因物質となり得る。ROS が酸化作

用によって生体を傷害する刺激を酸化ストレスと呼ぶ 58)。 

SAH においては、全脳虚血の際にミトコンドリア破綻によって O2
・-が発生す

る。また髄液中に漏出したヘモグロビンが自動酸化する際に、O2
・-や H2O2 が生

成され、H2O2 は鉄 (Fe) や銅 (Cu) イオンと反応し、・OH となる 60,61)。 

ROS は脂質過酸化による細胞膜破壊、細胞内タンパクの変性、核やミトコン

ドリア内の DNA 損傷などの酸化的傷害を引き起こす。また、caspase-3 の活性

化による血管内皮細胞のアポトーシス誘導や、MMP-9 の活性化によるタイトジ

ャンクションの分解を誘導し、BBB の破綻を引き起こす。このため ROS によ

る酸化的傷害は EBI の重大な因子として注目されている 62,63) (図 3)。 

 

1-8. 水素の薬理作用と EBI 抑制への期待 

水素は強力な抗酸化作用を有しており、2007 年に Ohsawa らはラット脳虚血

モデルの虚血再灌流障害を軽減することを報告した 64)。水素の特徴の一つは、

傷害性が強い・OH と ONOO-の酸化作用を特異的に除去することである。一方で、

O2
・-や H2O2、NO といった、傷害性が弱い ROS や RNS に対する作用は弱く、免

疫能や血圧、微小循環の観点から有利であるとされる 64,65)。 

また水素は、細胞膜に対する酸化ストレスの結果生じる、遺伝子変化の発現を

制御することが報告されている 66)。水素による遺伝子発現の制御は、主に NFAT
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と呼ばれる転写因子の活性低下によってもたらされると報告されているが、こ

の効果はフリーラジカル連鎖反応が亢進している時に発揮されるため、水素は

過度な ROS の消去や炎症反応の抑制をしないことが示唆されている。 

水素のほかの重要な特徴として、密度が小さいため拡散速度が非常に速い点

が挙げられる。生体内では水溶性、脂溶性を問わずに素早く拡散し、あらゆる組

織内に容易に、かつ速やかに到達する。脳に対しても例外ではなく、経静脈投与

や経口投与、吸入といった投与方法の違いに関わらず、水素分子の脳組織への高

い移行性が報告されている 67)。 

水素の持つ、強い抗酸化作用と速い組織移行性は、SAH 発症直後から出現す

る EBI や、脳血管攣縮の抑制に効果的であるとする基礎実験の報告もある 68-73)。 

 

1-9. 動物モデルを用いた SAH 研究の課題 

動物を用いた SAH の研究において、代表的な SAH モデルの作成方法として

monofilament perforation model や blood injection model がある。blood injection model

は、脳槽内に自己血を注入することで SAH と類似した環境を動物に引き起こさ

せる 74-78)。しかしこのモデルの問題点として、脳損傷や血管攣縮の程度が比較

的軽微であることが挙げられ、原因として脳血管を直接損傷していないことが

示唆されている。一方の monofilament perforation model は重症化しやすく、より

ヒトの SAH に近い病態を再現することが知られている 79-85)。ただし、重症度が

高い故に生存率・生存期間が極めて低く、大型や高価な動物には適さないという

欠点もある。 

また、SAH 動物モデルは作成方法に関わらず、動物ごとの重症度にばらつき

が生じやすいことが知られている。そのため、血腫量の評価を統一化し、ばらつ

きを修正するのが一般的である。特に monofilament perforation model を用いた研

究では、血腫量を他覚的に評価する grading system が Sugawara らによって提唱

され、広く用いられている 86)。しかし脳の摘出後に評価を行う点や、断頭前の

灌流処置による血腫量の増減の可能性といった欠点も危惧される。このため、

EBI 等の重症 SAH における病態を研究するためには、断頭前に予め重症度を分

類できる手段の重要性が示唆された。 
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1-10. 研究の目的 

本研究は Mg 脳槽内投与による遅発性脳血管攣縮の抑制効果に、水素投与に

よる EBI の抑制効果を加えることで DCI を抑制し、SAH、特に重症例の予後を

改善し得るかについて、動物実験モデルを用いて検討したものである。前述のよ

うに、SAH 動物モデルは重症度のばらつきが生じやすい欠点があるが、本研究

は治療効果の検討を主眼のひとつとしているため、病態の把握や効果の比較を

正確に行う必要があった。 

そのため、実験を以下のように 2 段階に分けて行った。 

実験 1: ラットを用いて重症 SAH の研究に適したモデルの作成方法と重症度の                      

評価方法、また EBI の程度についての検討を行った (2 章)。 

実験 2: 上記の実験で得られた結果を元に、最適と考える SAH モデルを用いて

Mg と水素の治療効果についての検討を行った (3 章)。 
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2 章 実験 1: 重症 SAH モデルの作成法についての検討 

2-1. SAH モデルの作成方法と頭蓋内圧に着目した重症度の選別方法 

先述のように、SAH 動物モデルは作成方法に関わらず、重症度の個体差が大

きいため、病態の把握や治療効果の検討を正確に行うためには、EBI の病態を十

分に再現する重症 SAH モデルの作成方法につき検討する必要があった。 

そこで SAH 発症直後の ICP の上昇に着目し、SAH 発症時の ICP と生命・機能

予後、および EBI の病態に関する検討を行った。SAH の作成には、より重症化

する頻度が高いとされる monofilament perforation model を選択し、また生存率や

脳の組織所見を検討項目とするため、動物種としてラットを用いることとした。 

ラットを用いた monofilament perforation model においては、24 ~ 48 時間後に 

神経細胞死やアポトーシス誘導物質等のEBIに関する所見を認めることが多く、

24 時間後に各種の比較や組織学的評価を行うこととした 68~71)。 

 

2-2. 実験 1 方法 

2-2-1. 実験動物 

実験 1 、および実験 2 において、すべ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同じ動物種を用いて行った (承認番号 14006)。 

対象動物は雄性 Sprague - Dawley ラット、8 ~ 11 週齢、280 ~ 350 g (日本エス

エルシー、静岡) を合計 105 匹使用した。動物は 20 ~ 25 ℃の室温下に 12 時間

毎の明暗サイクル下で食餌および水が自由に摂取できる環境下で予備飼育した

のちに実験を行った。実験の全行程において、動物の苦痛と不快を最大限取り除

くべく細心の注意を払った。 

 

2-2-2. ラット SAH モデルの作成 

過去の文献を参考に SAH モデルを以下の如く作成した 79,86)。 

ブプレノルフィン 0.01 mg / kg 腹腔内投与、および 3% イソフルラン 5 分間吸

入による基礎麻酔の後に気管挿管し、全身麻酔管理を SAH 発症 60 分後まで継

続した。尾動脈よりカニュレーションし動脈血圧モニタリング、および血液ガス
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分析の採取経路とした。血液ガス分析はくも膜下出血発症直前および発症後 30

分の時点で行った。持続麻酔は血圧モニタリングを行いながらイソフルラン吸

入濃度を 0.5 ~ 3 %で調整した。術中、および術後自発運動が見られるまでは直

腸内プローブで体温をモニタリングしながらヒートランプを用いて 36.5 ~ 

37.5℃に管理した。 

ICP モニタリングのため、ラットを小動物用脳定位固定装置に腹臥位で固定し、

頭頂部を正中切開しハンドドリルにて右頭頂骨に骨窓を開け、硬膜外に ICP セ

ンサー (コッドマンマイクロセンサー、ジョンソン・エンド・ジョンソン、東京) 

を留置した。ICP モニタリングは術後ラットの自発運動が出現するまで 継続し

た。センサーを留置後ラットの体位を仰臥位に変換し、以下の手順で

monofilament perforation model を作成した。 

頚部を正中切開し、胸鎖乳突筋前縁を鈍的剥離し頚動脈三角を露出させた。総

頚動脈を剥離・露出し、内・外頚動脈も剥離し外頚動脈は遠位部で結紮切離した。

内頚動脈遠位部では pterygopalatine artery を結紮切離した。外頚動脈を一部切開

して 4-0 ナイロン糸を頭蓋内内頚動脈に向けて刺入し、前大脳動脈・中大脳動脈

分岐部を貫通させ SAH を発症させた。その後ナイロン糸を抜去し、外頚動脈断

端を焼灼凝固し、総・内頚動脈を再開通させ、閉創した。sham 群に対する偽手

術としては、ナイロン糸を頭蓋内内頚動脈まで誘導し、内頚動脈貫通させずに糸

を抜去した (図 4)。 

SAH 発 症 時 の ICP の 最 高 値 に 応 じ て 重 症 度  (ICP grade) を               

mild 群  (50mmHg 未満、n = 27)、moderate 群  (50 ~ 149mmHg、n = 35)、         

severe 群 (150mmHg 以上、n = 23) 、および sham 群 (正常 ICP、n = 20) に分類

し、その後の比較検討を行った (図 5)。ICP が安定した後に再度急上昇した場合

は、再出血したと判断し除外した。 

   

2-2-3. 24 時間後死亡率および神経機能評価 

SAH 発症 24 時間後 (sham 群はナイロン糸抜去 24 時間後) にラットの生存、

死亡を集計し、全ての生存動物に対して神経機能評価を行った。神経機能は

Garcia らの報告にある神経機能スコアリングを用いて評価した 86,87) (3 ~ 18 点、

表 2)。その後、以下の評価を行った。severe 群は 24 時間後の生存数が 6 匹であ
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り後述の脳浮腫の評価を行った。 

 

2-2-4. 血腫量に基づく SAH grade の評価 

mild 群 10 匹、moderate 群 15 匹を用いて SAH 血腫 grade の評価を行った。

grade の評価には、Sugawara らの報告にある grading 法を用いた 86)。 

ラットに 5% イソフルランを 5 分間吸入させた後、経心臓的に 4℃ 150mL の

生理的食塩水で灌流し、さらに 150mL の 4% パラホルムアルデヒドで灌流した

後、断頭し脳を摘出した。摘出脳の底面部を実態顕微鏡内蔵カメラ ( M320 F12、

Leica microsystems GmbH、Wetzlar、ドイツ) で写真撮影した。Willis 動脈輪およ

び脳底動脈の位置で 6 箇所に分割し、それぞれの箇所で血腫量を評価し、合計

して SAH 血腫 grade とした (0 ~ 18 点、図 6)。その後、脳を 4% パラホルムア

ルデヒドで一晩固定し、パラフィン包埋処置を行い病理組織学的検討の材料と

した。 

 

2-2-5. 組織学的評価 

mild 群、moderate 群、および sham 群より 6 匹ずつ、計 18 匹の摘出脳を用い

て以下の免疫組織化学的染色を行ない比較検討した。摘出脳の Bregma から

3.8mm 尾側の位置で 8µm 厚の冠状切片を作成し、各切片に Nissl 染色、         

8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) 染 色 、 お よ び transferase-Mediated 

deoxyuridine triphosphate Nick end-labeling (TUNEL) 染色を行った。 

 

2-2-5-1. Nissl 染色  

神経錐体細胞の損傷評価のため Nissl 染色を行った 88)。染色には 0.2% クレシ

ルバイオレットを用いた。各切片の右側 (非動脈貫通側)の頭頂葉皮質、および

海馬を一体型蛍光顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス、大阪) にて写真撮影した。 

頭頂葉皮質においては parietal cortex area 1 (PA1) 領域の外錐体層を 400 倍視

野で観察し、362 × 272 µm 範囲内における非損傷錐体細胞数を計測した。海馬

においては、cornu ammonis 1 (CA1) 領域の錐体細胞層に平行に 350µm 計測し、
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その幅の中で全層における非損傷細胞数を測定した。各々連続する 3 箇所で測

定し、平均値をその切片における非損傷細胞数とした。    

2-2-5-2. 8-OHdG 染色 

酸化ストレスによる DNA 損傷の評価のため 8-OHdG 染色を行った 89)。     

抗 8-OHdG マウスモノクローナル抗体 (1:100、日本老化制御研究所、袋井、静

岡) を用いて切片を 4℃で一晩反応させた。その後ビオチン標識二次抗体で反応

させ、VECTASTAIN ABC キット (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) を

用いて発色を行った。Nissl 染色と同様に、右頭頂葉皮質 PA1 領域の外錐体層   

および海馬 CA１領域を写真撮影し、頭頂葉皮質においては 400 倍視野で観察し

た 362 × 272 µm 範囲内の、また海馬においては錐体細胞層に平行に 350µm 計

測した幅の中で全層における 8-OHdG 陽性細胞数を測定し、連続 3 箇所で測定

した平均値を算出した。 

 

2-2-5-3. TUNEL 染色 

アポトーシスの評価のため TUNEL 染色を行った 81)。Apoptosis in situ Detection 

Kit (和光純薬工業、東京) を用いて免疫組織化学染色を行った。アポトーシス発

生細胞の断片化 DNA 遊離 3'-OH 末端をフルオレセイン- dUTP で標識した後、

POD 標識抗フルオレセイン抗体を反応させ、POD-DAB 反応により検出した。

核染色はマイヤーヘマトキシリン溶液 (和光純薬工業、東京) を用いて行った。

上記同様に、右頭頂葉皮質 PA1 領域の外錐体層および海馬 CA１領域を写真撮影

し、頭頂葉皮質においては 400 倍視野で観察した 362 × 272 µm 範囲内の、ま

た海馬においては錐体細胞層に平行に 350µm 計測した幅の中で全層における

TUNEL 陽性細胞数を測定し、連続 3 箇所で測定した平均値を算出した。 
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2-2-6. 脳浮腫の評価 

脳浮腫の程度につき評価するため、wet / dry 法を用いた brain water content を

測定した 90)。全群より 6 匹ずつ、計 24 匹を用いて比較検討した。ラットに      

5% イソフルランを 5 分間吸入させた後、断頭し脳を摘出した。摘出脳の両側 

大脳半球 (硬膜を除く) の重量を測定し湿潤重量とした。その後 95℃で、24 時

間熱乾燥処理し再度重量を測定し乾燥重量とした。以下の式より水分含有量を

算出した。 

水分含有量 (%) = (湿潤重量 － 乾燥重量) / 湿潤重量 ×100 

 

2-2-7. 統計学的解析 

全ての統計学的解析は統計解析ソフト (IBM SPSS Statics 22.0、日本アイ・ビ

ー・エム、東京) を用いて行った。ICP と SAH 血腫量、神経学的評価の相関関

係は Spearman の順位相関係数を用いて解析し、その後回帰分析を行った。各群

の死亡率の比較はχ２検定を用いて行った。多群間比較はあらかじめ   

Shaprio–Wilk 検定で各値の正規性について検定し、正規分布に従うデータの群間

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) もしくは Games-Howell の方法を

用いて行った。正規分布に従わないデータの群間比較は Kruskal-Wallis 検定を用

い、事後の多重比較は Steel-Dwass の方法を用いて行った。P 値が 0.05 未満を統

計学的に有意差ありとした。数値は中央値 (四分位範囲の 25%、75%点)、もしく

は平均値 ± 標準偏差で表記した。多群間比較のグラフは箱ひげ図で描画し、中

央値を中央線に、四分位範囲の 25%および 75%点を上下辺として表示した。 

 

2-3. 実験 1 結果 

2-3-1. SAH 発症前後の血液ガス分析 

sham 群および SAH 発症群の前後の血液ガス分析 (pH、PaCO2、PaO2、HCO3、

BE、Lactate) は各群間、および SAH 発症前後で有意差を認めず、かつ生理的範

囲内であった (表 3)。 
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2-3-2. SAH 発症前後の ICP の推移 

sham 群および SAH 発症前の ICP、平均血圧 (MABP)、脳灌流圧 (CPP)は各群

間で有意差を認めなかった。SAH 発症後、ICP は速やかに上昇し 5 分以内に最

高値まで到達した後に下降、30 - 60 分かけて安定した (perforation 前よりも高値

で持続)。60 分後の ICP は moderate 群および severe 群において、mild 群よりも

有意に高かった。血圧は ICP の上昇に伴い上昇し、ICP の下降とともに下降し

た。ICP の最高値が高いほど、血圧の上昇も高かった (図 7)。一方 sham 群にお

いては ICP、MABP ともにナイロン糸留置前後で大きな変化は認めなかった。 

 

2-3-3. 24 時間後死亡率 

死亡率は SAH 発症群全体で 38.8% (33 / 85) であった。ICP grade 別では   

mild 群 11.1% (3 / 27)、moderate 群 37.1% (13 / 35)、severe 群 73.9% (17 / 23) であ

った。群間比較では sham - mild 群間以外の全群間で有意差を認めた (P < 0.001)。 

sham 群では 24 時間後の死亡は認めなかった。また、severe 群の死亡例のほと

んどは 1 時間以内の死亡であった (表 4)。 

 

2-3-4. ICP と神経機能予後の相関性 

SAH 発症例において、ICP 最高値と神経機能スコアにかなり強い負の相関関

係を認めた (r = -0.859, P < 0.001)。 

ICP grade 別では sham 群 18 (18、 18) 点、mild 群 16 (15、 17) 点、          

moderate 群 13 (10、14) 点、severe 群 10 (7、11) 点であった。sham - mild 群間と

moderate - severe 群間以外の群間でスコアに有意差を認めた (図 8)。 

 

2-3-5. ICP と SAH 血腫 grade の相関性 

SAH 発症例において、ICP 最高値と SAH 血腫 grade にかなり強い相関関係を

認めた (r = 0.859、P < 0.001) (図 9)。 
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2-3-6. SAH 後の脳の組織学的変化 

2-3-6-1. Nissl 染色  

Nissl 染色では sham 群において、明らかな神経細胞損傷はほとんど認めなか

った。mild 群にでは錐体細胞の減少や核濃縮を伴う神経細胞の損傷が認められ

た。moderate 群では損傷錐体細胞はさらに増加していた  (図 10)。 

頭頂葉皮質における非損傷錐体細胞数は sham 群 152 (145、167) 個、         

mild 群 105 (93、134) 個、moderate 群 27 (25、27) 個であった。moderate 群は 

sham 群と比較して非損傷錐体細胞数が有意に減少していた。 

海 馬 に お け る 非 損 傷 錐 体 細 胞 数 は sham 群 102 (100 、 107) 個 、       

mild 群 81 (77、83) 個、moderate 群 52 (42、56) 個であった。mild 群は sham 群

と比較して非損傷錐体細胞数が有意に減少していた。また moderate 群は、   

sham 群および mild 群と比較して非損傷錐体細胞数が有意に減少していた。 

 

2-3-6.2. 8-OHdG 染色  

8-OHdG 染色では moderate 群において皮質、海馬に多数の陽性細胞を認めた。

mild 群では少数の陽性細胞を認め、sham 群ではごく少数の陽性細胞を認めるの

みであった (図 11)。 

頭頂葉皮質における 8-OHdG 陽性細胞数は、sham 群 15 (12、18) 個、        

mild 群 25 (20、28) 個、moderate 群 111 (95、125) 個であった。moderate 群は、

sham 群および mild 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に増加していた。 

海 馬 にお け る 8-OHdG 陽 性 細 胞 数は、 sham 群 12 (10 、 15) 個 、              

mild 群 15 (13、18) 個、moderate 群 82 (76、85) 個であった。moderate 群は、   

sham 群および mild 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に増加していた。 

 

2-3-6-3. TUNEL 染色   

TUNEL 染色では moderate 群において皮質、海馬に多数の陽性細胞を認めた。

mild 群では少数の陽性細胞を認め、sham 群では陽性細胞はほとんど認めらなか

った (図 12)。 
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頭頂葉皮質における TUNEL 陽性細胞数は、 sham 群 2 (1、 2) 個、      

mild 群 3 (2、4) 個、moderate 群 62 (45、65) 個であった。moderate 群は、        

sham 群および mild 群と比較して TUNEL 陽性細胞数が有意に増加していた。 

海馬における TUNEL 陽性細胞数は、sham 群 1 (1、1) 個、mild 群 3 (2、3) 個、

moderate 群 29 (26、32) 個であった。moderate 群は sham 群と比較して TUNEL 

陽性細胞数が有意に増加していた。 

 

2-3-7. 脳浮腫の比較検討  

brain water content は sham 群 78.94 (78.32、79.22) %、mild 群 79.27 (79.19、

79.38) %、moderate 群 80.03 (79.99、80.68) %、severe 群 82.39 (82.30、82.53) % と、

ICP grade が上がるほど脳浮腫が強くなる傾向を認めた。severe 群は、sham 群お

よび mild 群と比較して brain water content が有意に増加していた (図 13)。 

  

2-4. 実験 1 の結果から：重症 SAH モデルに適した ICP grade 

本実験ではラットを用いて monofilament perforation model を作成し、SAH 発症

後の ICP の最高値と急性期の予後について検討した。SAH 発症時の ICP が高い

ほど、SAH 血腫 grade は増加し、神経機能スコアは低下する傾向があり、有意な

相関関係を認めた。ICP の最高値に基づいて 50mmHg、および 150mmHg を cut 

off 値とした grade で分類すると、24 時間後の生存率や神経機能スコア、脳浮腫

の程度に有意な群間差を認めた。また組織学的には頭頂葉皮質 PA1 領域、およ

び海馬 CA1 領域の広範囲に渡って、酸化ストレスおよび神経細胞のアポトーシ

スを認めた。この所見は moderate 群で顕著であった。 

 今回の実験結果から SAH 急性期、特に EBI の病態について研究する際には

ICP が 50 ~ 149mmHg に達する動物 (ICP grade: moderate 群) を選別するのが適

していると考えた。酸化ストレスやアポトーシスといった、early brain injury の

病態をあまり再現しない比較的軽症例や、急死の可能性が非常に高い重症例を

除外することで、より正確かつ効率的に病態や治療効果についての検証できる

と考えた。また、ICP の持続モニタリングによって SAH を確実に引きおこすこ

とが可能になり、無用な実験動物数の増加を抑制できることも示唆された。  
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3 章 実験 2: ラット SAH モデルを用いた治療効果の検討 

 実験 1 の結果から、ラットを用いて monofilament perforation model を作成し、

ICP が 50 ~ 149mmHg に達する動物 (ICP grade: moderate 群) を選別して治療効

果の検討を行った。治療の比較検討は Mg 脳槽内投与、水素水経静脈投与、およ

び併用療法を用いて行った。水素水は飽和水素水 (1.6ppm、大気圧において水素

が水に溶解する飽和濃度) を作成し経静脈的に投与した。 なお、ラットに対す

る各治療の単独および併用の安全性については事前の実験で確認している 93)。 

  

3-1. 実験 2 方法 

3-1-1. ラット SAH モデルの作成 

 モデルに用いる実験動物および SAH の作成方法は実験 1; 2-2-1、2-2-2 と同様

に行った。ICP をモニタリングし、moderate 群に選別された動物を用いた。ICP

が安定した後に再度急上昇した場合は、再出血したと判断し除外した。 

実験は合計 160 匹のラットを以下の 5 群に分けて行った。各治療は、ICP を始め

とした頭蓋内の環境が安定する SAH 発症 30 分後より開始し、30 分間かけて行

った (表 5)。 

SAH に対照薬の脳槽内投与と経静脈投与を行う群  (control 群、n= 35)、        

Mg 脳 槽 内 投 与 と 対 照 薬 経 静 脈 投 与 を 行 う 群  (Mg 群 、 n= 35) 、                

対照薬の脳槽内投与と飽和水素水経静脈投与を行う群  (H 群、n= 35)、        

Mg 脳槽内投与と飽和水素水経静脈投与を併用する群 (H + Mg 群、n= 35)、     

偽手術を行い対照薬の脳槽内投与と経静脈投与を行う群 (sham 群、n=30)。 

SAH 発症 24 時間後にラットの生存、死亡を集計し、生存動物の神経機能評価

を行った。また摘出脳を用いて組織学的評価、組織の酸化的傷害の定量的評価、

脳浮腫の評価、および BBB 破綻の程度の評価を行った。さらに組織標本を用い

て脳血管攣縮の程度についても評価した (図 14)。 
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3-1-2. Mg 脳槽内投与法、および飽和水素水の作成と経静脈投与法 

 Mg 脳槽内投与には硫酸マグネシウム (マグネゾール 3.1mL; 東亜薬品、富

山) 、および炭酸水素ナトリウム (メイロン静注 8.4% 3mL; 大塚製薬工場、    

徳島) を添加した乳酸リンゲル液 (ラクテック; 大塚製薬工場、徳島) を用いて

マグネシウム濃度を 5mEq/L、pH は約 7.3 に調整した (前述の Yamamoto らの臨

床試験では 10mEq/L の Mg 溶液を用いており、呼吸抑制の副作用が報告された

ため、半分の濃度を用いることとした)。ICP センサーを留置する際に大後頭槽

にシリコンチューブ (シリコーンマイクロチューブ; アラム、 大阪) を留置し、

薬剤の投与経路とした (図 15)。薬剤はマイクロシリンジポンプ (EP-60、Eicom、

京都) を用いて 45µL を 30 分間かけて投与した 93)。 

飽和水素水は非破壊的水素含有器 (Miz株式会社、神奈川) を用いて作成した。

乳酸リンゲル液 (ラクテック; 大塚製薬工場、徳島) を電解槽に漬けこみ、バッ

グ内を水素飽和状態とした。バッグ内の水素濃度が 1.6ppm 以上であることを溶

存水素濃度判定試薬 (メチレンブルー; Miz 株式会社) を用いて確認し、投与を

開始した 93,94)。薬剤はシリンジポンプ (CFV-3200、日本光電、東京) を用いて大

腿静脈より、2mL を 30 分間かけて投与した。 

 

3-1-3. 死亡率および神経機能評価 

SAH 発症 24 時間後 (sham 群はナイロン糸抜去 24 時間後) にラットの生存、

死亡を集計し、全ての生存動物に対して神経機能評価を行った。評価は       

実験 1; 2-2-3 と同様に Garcia らの報告にある神経機能スコアリングを用いて評

価した 86,87) (3 ~ 18 点、表 2)。その後、以下の評価を行った。 

 

3-1-4. 血腫量に基づく SAH grade の評価 

control 群 9 匹、Mg 群 14 匹、H 群 16 匹、Mg + H 群 18 匹を用いて、SAH 血腫

grade を評価した。脳の摘出は実験 1; 2-2-4 と同様に行い、SAH 血腫 grade も同

様に Sugawara らの報告にある grading 法を用いて評価した 86) (0 ~ 18 点、図 6)。

摘出脳は 4%パラホルムアルデヒドで一晩固定した後にパラフィン包埋処置を

行い、病理組織学的検討の材料とした。 
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3-1-5. 組織学的評価と脳血管攣縮の評価 

3-1-5-1. 組織学的評価 

各 SAH 群および sham 群より 6 匹ずつ、計 30 匹の摘出脳を用いて免疫組織 

化学染色を行ない比較検討した。摘出脳の Bregma から 3.8mm 尾側の位置で  

8µm 厚の冠状切片を作成し、8-OHdG 染色、および TUNEL 染色を行い、それぞ

れ酸化ストレスによる DNA 損傷、およびアポトーシスの程度を評価した。 

染色は実験 1; 2-2-5 と同様に行い、各切片の右頭頂葉皮質、および海馬を写真

撮影した。頭頂葉皮質においては PA1 領域の外錐体層を 400 倍視野で観察した

362 × 272µm 範囲内の、海馬においては CA1 領域の錐体細胞層に平行に 350µm

計測し、その幅の中で全層における陽性細胞数を測定した。各々連続する 3 箇

所で測定し、平均値をその切片における 8-OHdG および TUNEL 陽性細胞数とし

た。 

 

3-1-5-2. 脳血管攣縮の評価 

右側 (非穿刺側) の近位部前大脳動脈 (anterior cerebral artery: ACA) と中大脳

動脈 (middle cerebral artery: MCA)、および脳底動脈 (basilar artery: BA) の断面を

用いて脳血管攣縮の程度について過去の文献を参考に評価した。monofilament 

perforation model において、脳血管攣縮は SAH 発症 24 ~ 72 時間後に出現し、そ

の組織学的所見はヒトにおける遅発性脳血管攣縮と類似するとされる 81,95,96)。 

近位部 ACA および MCA の断面は視交叉前端部を走行する位置で 8µm 厚の

冠状切片を作成し、BA の断面は前下小脳動脈を分岐する位置の 0.2mm 頭側で

作成した。一体型蛍光顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス株式会社、大阪) にて写真

撮影し、付属ソフトを用いて血管の直径および血管壁の厚さを測定した。血管の

直径は長径と短径の平均値で算出した。血管壁厚は内膜表面から中膜外側端ま

での距離を 4 箇所で測定し平均値を算出した (図 16)。 

 

3-1-6. 酸化的傷害の定量的評価 

脳組織 DNA 中の 8-OHdG を ELISA 法で定量測定し、酸化的傷害の程度につ



19 
 

いて定量的に評価した 97)。各 SAH 群および sham 群より 6 匹ずつ、計 30 匹の

摘出脳を用いて測定を行った。ラットに 5%イソフルランを 5 分間吸入させた後、

経心臓的に 4℃ 150mL の生理的食塩水で灌流した後、断頭し脳を摘出した。摘

出した脳を前頭極より 7 ~ 12mm の冠状面で切断し、その後大脳半球間裂で切断

した。視床を除去し右側の大脳皮質、海馬、および歯状回を含む領域を測定材料

とし、直ちに -80℃で凍結保存した。凍結サンプルに組織溶解液 1.4mL を加え、

ビーズクラッシャー (µT-01、タイテック社、埼玉) を用いて 4600pm × 30 秒 

破砕しホモジネートを得た。DNA Extractor TIS Kit (和光純薬工業、大阪) を用い

てホモジネート 1mL から DNA を抽出した。抽出した DNA を蒸留水 150µL に

溶解し、4℃で一晩静置した。精製 DNA に 8-OHdG assay preparation reagent set  

(和光純薬工業、大阪) を用いて NucleaseP1 による加水分解処理を行った後、限

外濾過フィルター (分子量 10kDa、Nanosep 10K 、日本ポール、東京) で処理し

た。処理したサンプルに含まれる 8-OHdG を高感度 8-OHdG Check ELISA      

(日研ザイル、東京) を用いて測定した。濃度測定結果から DNA 単位重量当たり

の 8-OHdG 量 (ng/mg DNA) を算出した。 

 

3-1-7. BBB 破綻の程度の評価 

 BBB からの Evans Blue (EB) 漏出量を測定し、BBB の破綻について比較検討 

した 98.99)。各 SAH 群および sham 群より 6 匹ずつ、計 30 匹の摘出脳を用いて 

評価を行った。EB 溶液はリン酸緩衝生理食塩水を用いて 2%に濃度調整した。

各群の治療の終了 30 分後に、EB 溶液を 4mL/kg 静脈内投与した。手術 24 時間

後、ラットに 5%イソフルランを 5 分間吸入させた後、経心臓的に 4℃ 150mL の

生理的食塩水で灌流し、断頭して脳を摘出した。摘出した脳を前頭極より      

7 ~ 12mm の冠状面で切断し、その後大脳半球間裂で切断した。視床を除去し、

右側の大脳皮質、海馬、および歯状回を含む領域をサンプルとして使用した。サ

ンプルの重量を測定した後、50%トリクロロ酢酸 3mL を加えホモジナイズした。

溶液を 12000rpm × 20 分で遠心分離し、上清を採取した。検査サンプルの上清

とスタンダード EB 溶液 (20、 15、10、7.5、5、2、1、0.5、0.25µg/mL を作成) 

の吸光度をマイクロプレートリーダー (iMark、BIO RAD、CA、USA) を用いて、

620nmで測定した。スタンダード溶液の濃度と吸光度から作成した検量線から、

サンプルに含まれる EB 濃度を測定し、脳 1g あたりの EB 漏出量を算出        
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した (µg/g)。 

 

3-1-8. 脳浮腫の評価 

脳浮腫の程度を比較するため、wet / dry 法を用いた brain water content で評価

を行った 90)。上記の 3-1-6 および 3-1-7 で用いた摘出脳の右側大脳前部 (前頭極

から 7mm まで) をサンプルとして使用し、各 SAH 群および sham 群より 12 匹

ずつ、計 60 匹について比較検討した。実験 1; 2-2-6 同様にサンプルの湿潤重量

と乾燥重量を測定し、以下の式より水分含有量を算出した。 

水分含有量 (%) = (湿潤重量 － 乾燥重量) / 湿潤重量 ×100 

 

3-1-9. 統計学的解析 

全ての統計学的解析は統計解析ソフト (IBM SPSS Statics 22.0、日本アイ・ビ

ー・エム、東京) を用いて行った。各群の死亡率の比較はχ２検定を用いて行っ

た。多群間比較はあらかじめ Shaprio–Wilk検定で各値の正規性について検定し、

正規分布に従うデータの群間比較は  ANOVA を用い、事後の多重比較は 

Tukey’s HSD もしくは Games-Howell の方法を用いて行った。正規分布に従わな

いデータの群間比較は Kruskal-Wallis 検定を用い、事後の多重比較は Steel-Dwass

の方法を用いて行った。P 値が 0.05 未満を統計学的に有意差ありとした。数値

は中央値 (四分位範囲の 25%、75%点)、もしくは平均値 ± 標準偏差で表記し

た。多群間比較のグラフは箱ひげ図で描画し、中央値を中央線に、四分位範囲の

25%および 75%点を上下辺として表示した。 

 

3-2. 実験 2 結果 

3-2-1. SAH 発症前後の血液ガス分析 

sham 群および SAH 発症群の前後の血液ガス分析 (pH、PaCO2、PaO2、HCO3、

BE) は各群間で有意差を認めず、また生理的範囲内であった (表 6)。 
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3-2-2. SAH 発症前後の ICP の推移 

sham 群および SAH 発症前の ICP、MABP、CPP は各群間で有意差を認めなか

った。実験 1; 2-3-2 で得られた結果と同様に SAH 発症後、ICP は速やかに上昇

し 5 分以内に最高値まで到達した後に下降、30 ~ 60 分かけて安定した 

(perforation 前よりも高値で持続)。血圧は ICP の上昇に伴い上昇し、ICP の下降

とともに下降した。脳槽内灌流による ICP の上昇は Mg 溶液、対照薬いずれに

おいても認められなかった。SAH 発症群の ICP 最高値は各群間で有意差を認め

なかった。また sham 群においては ICP、MABP ともにナイロン糸留置前後で大

きな変化はなかった (表 7)。 

 

3-2-3. 24 時間後死亡率 

死亡率は SAH 発症群全体で 25.0% (35 / 140) であった。治療群別では   

control 群  40.0% (14 / 35)、Mg 群  25.7% (9 / 35)、H 群  20.0% (7 / 35)、             

H + Mg 群で 14.3% (5 / 35) であった。 

H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して死亡率が有意に低下していた。

sham 群では動物の死亡は認めなかった (表 7)。 

 

3-2-4. 神経学的評価  

神経機能スコアは control 群 11 (9、13) 点、Mg 群  14 (12、14) 点、               

H 群 14 (13、15) 点、H + Mg 群 15 (14、16) 点、sham 群 16 (15、16) 点であった。 

H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して有意にスコアが高かった。また  

H + Mg 群は Mg 群と比較して有意にスコアが高く、有意差はないものの H 群と

比較してスコアが高い傾向を認めた (P = 0.054)。sham 群は他の群と比較して  

スコアが有意に高かった (図 17)。 

 

3-2-5. SAH 血腫 grade 

SAH 発症群 (control 群、Mg 群、H 群、H + Mg 群) において、SAH 血腫 grade

は各群間での有意差を認めなかった (表 7)。また sham 群では SAH は認めなか
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った。 

3-2-6. 脳の組織学的変化  

control 群では実験 1; 2-3-6 と同様に、頭頂葉皮質 PA1 領域の外錐体層と海馬

CA1 領域の広範囲に、8-OHdG、および TUNEL 陽性細胞を多数認めた。 

 

3-2-6-1. 8-OHdG 染色 

頭頂葉皮質における 8-OHdG 陽性細胞数は、sham 群 14 (10、19) 個、           

control 群 133 (121、140) 個、Mg 群 84 (73、94) 個、H 群 36 (33、38) 個、          

H + Mg 群 29 (27、30) 個であった。Mg 群、H 群、および H + Mg 群は、        

control 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に減少していた。また、H 群お

よび H + Mg 群は、Mg 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に減少していた。

control 群、Mg 群、および H 群は、sham 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有

意に増加していた (図 18)。 

海 馬 に お け る 8-OHdG 陽 性 細 胞 数 は sham 群 11 (8 、 15) 個 、                

control 群 67 (62、74) 個、Mg 群 42 (27、56) 個、H 群 18 (16、20) 個、              

H + Mg 群 16 (15、19) 個であった。H 群および H + Mg 群は、control 群と比較し

て 8-OHdG 陽性細胞数が有意に減少していた。control 群および Mg 群は、    

sham 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に増加していた (図 19)。 

 

3-2-6-2. TUNEL 染色  

頭頂葉皮質における TUNEL 陽性細胞数は、 sham 群 2 (2、 3) 個、         

control 群 96 (81、106) 個、Mg 群 57 (44、64) 個、H 群 25 (23、29) 個、              

H + Mg 群 30 (26、32) 個であった。Mg 群、H 群、および H + Mg 群は、        

control 群と比較して TUNEL 陽性細胞数が有意に減少していた。また、H 群およ

び H + Mg 群は、Mg 群と比較して TUNEL 陽性細胞数が有意に減少していた。

sham 群と比較して他の群は TUNEL 陽性細胞数が有意に増加していた (図 20)。 

海 馬 に お け る TUNEL 陽 性 細 胞 数 は sham 群 1 (1 、 1) 個 、                

control 群 38 (36、41) 個、Mg 群 34 (31、37) 個、H 群 16 (15、18) 個、              
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H + Mg 群 16 (14、18) 個であった。H 群および H + Mg 群は、control 群と比較し

て TUNEL 陽性細胞数が有意に減少していた。また H 群および H + Mg 群は、 

Mg 群と比較しても TUNEL 陽性細胞数が有意に減少していた。sham 群と比較し

て他の群は TUNEL 陽性細胞数が有意に増加していた (図 21)。 

 

3-2-7. ELISA 法を用いた 8-OHdG の定量測定  

定 量 測 定 に お け る 脳 組 織 の DNA 1mg あ た り の 8-OHdG 量 は 、        

sham 群 0.36 (0.34 、 0.37) ng 、 control 群 0.71 (0.56 、 0.79) ng 、                     

Mg 群 0.53 (0.52 、 0.62) ng 、 H 群 0.44 (0.43 、 0.46) ng 、                            

H + Mg 群 0.41 (0.39、0.44) ng であった。 

H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して 8-OHdG が有意に減少してい

た。control 群および Mg 群は、sham 群と比較し 8-OHdG が有意に増加して      

いた (図 22)。 

 

3-2-8. BBB 破綻の程度の評価   

脳 1g あ た り の EB 漏 出 量 は 、 sham 群 0.66 (0.54 、 0.75) µg 、               

control 群 3.80 (2.20 、 4.47) µg 、 Mg 群 2.19 (1.94 、 2.29) µg 、                      

H 群 0.63 (0.52、1.07) µg、H + Mg 群 0.74 (0.46、1.38) µg であった。 

H 群および H + Mg 群は、control 群と比較し EB 漏出量が有意に低下してい

た。control 群は sham 群と比較して漏出量が有意に増加していた (図 23)。 

 

3-2-9. 脳浮腫の評価  

Wet / dry 法で算出した brain water content は sham 群 78.79 (78.52、79.11) %、

control 群 80.00 (79.36 、 80.47) % 、 Mg 群 79.14 (78.72 、 79.37) % 、                  

H 群 78.95 (78.80、79.06) %、H + Mg 群 78.95 (78.74、79.23) % であった。 

H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して脳浮腫が有意に軽減していた。 

また Mg 群は、有意差はないものの control 群と比較して脳浮腫が軽減する傾向

を認めた (P=0.061)。control 群は sham 群と比較して脳浮腫が有意に増大して
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いた (図 24)。 

 

3-2-10. 脳血管攣縮の程度  

 BA、ACA、MCA いずれの動脈の断面においても、Mg 群および H + Mg 群は

control 群よりも 血管径が拡張し、血管壁の肥厚が抑制される傾向を認めた。 

各動脈の血管径、および血管壁厚は以下の通りであった。 

 

3-2-10-1. BA の脳血管攣縮 

BA の血管径は sham 群 352 (340、368) µm、control 群 167 (150、178) µm、       

Mg 群 270 (253、312) µm、H 群 186 (169、200) µm、H + Mg 群 312 (300、331) µm

であった。Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して血管径が有意に拡張

していた。また Mg 群および H + Mg 群は、H 群と比較しても血管径が有意に拡

張していた。control 群、Mg 群、および H 群は、sham 群と比較して血管径が

有意に狭窄していた。 

血管壁厚は sham 群 15 (13 、 16) µm 、 control 群 32 (26 、 34) µm 、                

Mg 群 19 (18、22) µm、H 群 23 (19、27) µm、H + Mg 群 19 (17、20) µm であった。   

Mg 群、H 群、および H + Mg 群は、control 群と比較して血管壁の肥厚が有意に

抑制されていた。control 群および H 群は、sham 群と比較しての血管壁が有意

に肥厚していた (図 25)。 

 

3-2-10-2. ACA の脳血管攣縮 

ACA の血管径は sham 群 263 (250、303) µm、control 群 182 (168、185) µm、     

Mg 群 229 (217、273) µm、H 群 180 (170、196) µm、 H + Mg 群 260 (225、274) µm

であった。Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して血管径が有意に拡張

していた。また Mg 群および H + Mg 群は、H 群と比較しても血管径が有意に拡

張していた。control 群および H 群は、sham 群と比較して血管径が有意に狭窄

していた。 

血管壁厚は sham 群 17 (15 、 20) µm 、 control 群 27 (25 、 33) µm 、                 
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Mg 群 24 (21、25) µm、H 群 22 (21、23) µm、H + Mg 群 20 (17、24) µm であった。

control 群は sham 群と比較して血管壁が有意に肥厚していた (図 26)。 

 

3-2-10-3. MCA の脳血管攣縮 

MCA の血管径は sham 群 274 (240、305) µm、control 群 175 (155、197) µm、     

Mg 群 250 (223、283) µm、H 群 191 (188、194) µm、 H + Mg 群 235 (211、259) µm

であった。Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して血管径が有意に拡張

していた。control 群および H 群、sham 群と比較しての血管径が有意に狭窄し

ていた。 

血管壁厚は sham 群 16 (15 、 17) µm 、 control 群 31 (30 、 31) µm 、                 

Mg 群 18 (18、19) µm、H 群 24 (23、29) µm、H + Mg 群 17 (15、18) µm であった。   

Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して血管壁の肥厚が有意に抑制され

ていた。また Mg 群および H + Mg 群、は H 群と比較しても血管壁の肥厚が有意

に抑制されていた。control 群および H 群は、sham 群と比較して血管壁が有意

に肥厚していた (図 27)。 

 

3-3. 実験 2 の結果から：Mg 脳槽内投与および飽和水素水経静脈投与の効果 

 本実験は先の実験 1 における moderate 群を用いて治療の比較検討を行ったが、

control 群の 24 時間後死亡率は 40%であり (実験 1 では 37%) 、脳の組織所見や

脳浮腫の程度を見ても先の実験と矛盾しない結果となっていた。SAH 急性期に

引き起こされる EBI に焦点を当てた評価時期や項目になっているが、研究当初

の仮説通り予後の改善のためには、脳血管攣縮の抑制のみでは不十分であり、少

なくとも EBI を抑制する必要もあることが明らかとなった。また EBI における

酸化ストレスの重要性、および水素が強力な抗酸化作用を持つことが確認され

た。 
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4 章 考察 

4-1. 実験 1 の考察  

4-1-1. SAH 動物モデルにおける重症度分類の重要性 

 本実験ではラットを用いて重症の SAH、かつ EBI の研究に適した動物の選別

方法について検討した。今回用いた monofilament perforation model は主に SAH

急性期の研究に用いられ、モデルの特徴として以下のことが知られている 85)。 

1. 頭蓋内血管を直接損傷するため、より (動脈瘤破裂による) SAH に近い     

病態を再現する。 

2. ICP が速やかに上昇し、急性全脳虚血が引き起こされる。 

このためモデルが重症化しやすいことが知られているが、同時に軽症例も存

在し、病態の研究や治療効果の比較検討を困難にしている。SAH の血腫量に基

づいた grading scale を提唱した Sugawara らも、重症度のばらつきについて検討

する必要性を訴えている 86)。 

実験 1 において、SAH 発症時に ICP が 50mmHg 未満 (ICP grade：mild) の動

物が 85 匹中 27 匹 (32%)存在し、この mild 群は死亡率、神経機能スコアにおい

て、sham 群と有意差を認めなかった。また mild 群のラットは脳の組織学的所見

においても、酸化的傷害、神経細胞のアポトーシスといった EBI の病態の再現

性は低かった。SAH 発症群全体では死亡率が約 40%と高く、動物モデルとして

ヒトの SAH における重症の病態を反映してはいるが、軽症例の混入率は無視で

きるものではなく、解析結果を狂わせる一因になり得る。 

ICP の測定は簡便に、脳を損傷することなく、SAH 発症早期に重症度を予測

できる利点があり、目的とする病態に応じた ICP grade を設定し、動物を選別し

た上で研究を行うことの重要性が示唆された。一方、SAH 発症時の ICP を人為

的に調整することは困難で、穿刺に用いる monofilament の太さや先端部の形状

を工夫することで、ある程度ばらつきは抑えられるものの、確実性は低く、やは

り ICP を測定することの重要性が確認された。 
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4-1-2. ヒトの SAH との類似性: ICP の急上昇と死亡率 

先述のように SAH 発症時の意識状態は予後を予測する重要な因子であり、重

度の意識障害を呈する WFNS Grade ⅣやⅤでは、患者の 20 ~ 30% が死亡すると

報告されている 3,4)。ヒトの重症 SAH 急性期における意識障害や突然死の原因

は、ICP の急上昇、CPP の低下による全脳虚血や脳腫脹にあるとされる 42-44,47)。

今回の実験においても CPP は moderate 群で 31mmHg、severe 群では 13mmHg と

明らかに生理的範囲を逸脱する値まで低下した。また、特に死亡率の高かった

severe 群では有意に脳浮腫が亢進していた。ラットはヒトより虚血耐性が強い 

とされ、単純な比較はできないが、動物モデルにおいても、ICP の急上昇による

一過性の全脳虚血や脳腫脹が急性期の死亡原因となることが示唆された。 

 

4-1-3. monofilament perforation model における EBI の再現性 

EBI は一過性の全脳虚血と持続する ICP の亢進が引き金となって神経細胞の

アポトーシスや BBB の破綻を介し、さらなる ICP 亢進状態の持続と神経細胞死

につながる病態とされる 47)。虚血によって破綻したミトコンドリアや、漏出し

たヘモグロビンから ROS が産生され、ROS による酸化ストレスによって、血管

内皮細胞や神経細胞の傷害が引き起こされる 60-63)。また、ROS は血管内皮細胞

のアポトーシスやタイトジャンクションの分解を誘導し、BBB の破綻をもたら

す。 

今回の実験では SAH 発症後 24 時間の時点で、大脳皮質および海馬 CA1 領域

における正常神経錐体細胞細胞の減少を認めた。この領域では酸化ストレスに

よる DNA 損傷を伴う神経細胞のアポトーシスが多数認められ、この所見は特に

moderate 群で顕著であり、SAH 発症時の ICP が高いほど EBI に伴う脳損傷が強

いことが示唆された。  
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4-2. 実験 2 の考察 

4-2-1. Mg 脳槽内投与による治療効果 

 SAH ラットモデルにおいて、Mg 脳槽内投与は明らかに脳血管攣縮を抑制し

たものの、Mg 投与単独によっては死亡率や神経機能の有意な改善は認められな

かった。この実験結果は、先述の Mg 脳槽内投与を用いた臨床試験の結果と類似

する 40)。ただし、実験における評価は SAH 発症 24 時間後に行っており、この

時点で組織学的所見として認められる脳血管攣縮がラットの脳に及ぼす影響は

不明である。したがって今回の実験結果をもって、Mg 脳槽内投与に DCI の抑制

や予後を改善する効果がないとは結論できない。SAH 患者において遅発性に出

現し得る symptomatic vasospasm は重大な予後低下因子であり、脳血管攣縮の予

防や抑制は不可欠な治療と言える。Mg に限らず血管拡張作用を有する薬剤は、

通常の用法 (静脈内投与や経口投与) では全身の血管に作用するため、血圧低下

を来すという難点が知られている 32,33,39)。全身の循環動態には影響を及ぼさず

に、脳血管攣縮のみを効率的に抑制することは治療の理想形であり、Mg 脳槽内

投与もこれに当てはまるものである。 

実験 2 における Mg 群の摘出後脳組織では、頭頂葉皮質において酸化ストレ

スを軽減し、アポトーシスを抑制する所見が認められた。また有意差は認めない

ものの脳浮腫を軽減する傾向も認めた。一過性虚血後の神経細胞では、NMDA

受容体からグルタミン酸が遊離し、Ca チャネルが活性化することによって Ca の

細胞内流入が起こり、プロテアーゼ活性化を介してアポトーシスが引き起こさ

れる 100)。Mg には NMDA 受容体の活性阻害作用があり、今回の実験では Mg の

髄液中濃度が上昇することにより、アポトーシスを抑制した可能性も示唆され

た。ただし、ヒトの脳においては、白質の割合がラット等のげっ歯類よりも多く、

白質には NMDA 受容体を含むグルタミン酸受容体の関与が少ないため、Mg 脳

槽内投与が本実験と同じくアポトーシス抑制効果を発揮し得るかは疑問である。 

先述の Mg 脳槽内投与を用いた臨床試験では、Mg による循環器系の副作用は

認めないものの、鎮静作用による呼吸抑制の出現が報告された (頻度の記載はな

し) 40)。今回の動物実験においては、SAH 発症後に麻酔からの覚醒が得られた動

物に呼吸抑制は認めなかった。動物モデルの髄液中 Mg 濃度の測定は不可能で

あったが、臨床試験で使用した溶液の Mg 濃度 (10mEq / L) は、実験で用いた溶



29 
 

液 (5mEq / L) の倍であることから、中枢神経系の副作用である呼吸抑制は髄液

中 Mg 濃度依存性に出現することが示唆され、また髄液中 Mg 濃度の測定によっ

て、より安全に Mg 脳槽内投与を行えることが示唆された。 

 

4-2-2. 水素水の経静脈投与治療効果 

ROS による酸化ストレスは EBI の重要な因子であり、神経細胞および血管内

皮細胞のアポトーシスや、BBB の破綻を引き起こす 60-63)。特に SAH では一過性

虚血によるミトコンドリアの破綻にともなう ROS の放出だけでなく、血管外漏

出したヘモグロビンの自動酸化過程で O2
・を産生するとともに、生体内の抗酸化

酵素の活性低下が加わり、非常に強い酸化的傷害が発生する。一方、水素は細胞

傷害性の強い・OH と ONOO- の作用を選択に軽減し、また脂質フリーラジカル

連鎖反応に介入することで抗酸化作用を発揮することが報告されてきたが、今

回の実験でもその強い抗酸化作用が確認された 64,66-73)。 

組織学的には頭頂葉皮質と海馬の両方において、酸化ストレスの抑制を認め

た。酸化ストレスを抑制することで、神経細胞のアポトーシス、BBB の破綻、

脳浮腫が抑制されることも確認された。この結果 EBI は抑制され、生存率の改

善につながった可能性が示唆された。また、Mg 脳槽内投与との併用を行った群

においては、死亡率が最も低く神経機能スコアは最も高かったものの、有意差は

得られなかった。 

一方、水素投与単独では脳血管攣縮の抑制効果は認められなかった。水素が有

する血管内皮アポトーシスの抑制作用や、炎症性サイトカインの制御作用によ

り、脳血管攣縮が抑制されるとも考えられるが、今回の組織所見では有意な脳血

管攣縮抑制効果は認められなかった 70)。水素水が脳血管攣縮を改善したとする

基礎実験報告もあるが、この報告ではラットを用いた blood injection model に対

する水素水の腹腔内投与が行われた 72)。blood injection model は主に脳血管攣縮

のモデルとして広く用いられているが、monofilament perforation model との脳血

管攣縮の発生機序の相違点等は不明であり、今回の実験結果との相違の原因に

ついては究明できなかった。 
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4-2-3. 水素の作用の可能性 

 今回の実験で、飽和水素水の経静脈投与が酸化ストレスを軽減し、EBI を抑制

することが確認された。水素の特徴として、・OH と ONOO- による酸化ストレ

スを特異的に軽減すること、脂質フリーラジカル連鎖反応の亢進時に効果を発

揮すること、あらゆる組織内に速やかに到達すことが挙げられる。また水素は

様々な経路で投与可能であり、経静脈投与や経口投与、吸入といった投与方法の

違いに関わらず、脳組織へ速やかに移行することが報告されている 65,67)。 

水素水の作成方法は様々であり、今回の実験で用いた 1.6ppm 以上の濃度の水

素水も作成可能である。水素自体は生体に対して無害であり、濃度の上昇や投与

法の変更による治療効果の向上等、今後さらに期待が持たれる課題もある。 

また実験では SAH 発症 30 分後に治療を開始しているが、投与開始までのタ

イムリミットは未だ不明である。水素の作用は、ROS を消去する化学的な作用

だけでなく、酸化傷害を受けている細胞に働きかけることが報告されている 66)。

このため、SAH 発症後 72 時間以内と言われる、EBI の出現期や ROS の生成期

を過ぎても、水素が良好な効果を発揮する可能性もあり、治療の至適な開始時期

や継続期間についての検討も今後の課題となる。 

 

4-2-4. 本研究の課題、および臨床研究について 

 本研究の仮説であった「脳血管攣縮の抑制のみでは DCI および予後の改善に

は不十分である」ことは確認された。また、「水素投与による EBI の抑制効果と

予後の改善」も確認された。しかし、DCI の原因は脳血管攣縮と EBI 以外には

存在しないのか、また脳血管攣縮はどの程度 DCI に関与しているのか、という

疑問点が残る。 

DCI を引き起こす病態としては、微小循環障害や微小血管内の血栓、      

cortical spreading ischemia 等の病態が報告されている 22-26)。いずれの病態も脳虚

血をもたらす原因として存在し、相互に作用しつつ DCI に至ると考えられ、ひ

とつの病態への対処のみでは予後の改善は得られないと予想される。 

 本研究で脳血管攣縮が SAH の予後に及ぼす影響が明らかにならなかった原因

として、動物モデルにおける脳血管攣縮の再現性の問題が挙げられる。組織学的
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所見上は遅発性脳血管攣縮と類似する動物実験報告が多数あるものの、出現時

期や軽快までの過程の早さ、脳梗塞にまで至るほどの symptomatic vasospasm の

少なさ等、ヒトとの相違点も少なくない 13)。 

本研究で用いた monofilament perforation model は侵襲が強く生存率や生存期間

が短いため、ヒトにおける遅発性脳血管攣縮との比較検討には限界があった。ヒ

トにおける遅発性脳血管攣縮や DCI を、より正確に再現するモデルの確立と、

脳血管攣縮所見を鋭敏に検出し得る方法についての検討も今後の課題となる。 

なお我々の施設では、倫理審査委員会の承認を得て(承認番号 1126)、重症   

くも膜下出血患者に対するマグネシウム脳槽内投与および飽和水素水の点滴投

与によるランダム化比較試験を開始し、治療効果に関する研究を行っている。 

 

  



32 
 

5 章 結論 

1. ラットくも膜下出血モデルの作成において、 

・くも膜下出血発症時の頭蓋内圧は予後を規定する重要な因子であった。 

・研究目的に適した重症度の選別するため、また確実にくも膜下出血を発症さ

せるためには、モデル作成時の頭蓋内圧の計測は非常に有用である。 

 

2. ラットくも膜下出血モデルに対するマグネシウム脳槽内投与および    

飽和水素水経静脈投与は、 

・①水素による酸化ストレスの軽減、②マグネシウム脳槽内投与による脳血管

攣縮の抑制によって生命、機能予後を改善させた。また、併用による相互作

用や有害事象は特に認めなかった。 

・これらの併用療法が、重症くも膜下出血の治療成績を向上させる新たな治療

手段となる可能性はあるが、さらなる検討も必要である。 
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Grade GCS score 
主要な局所神経症状 

（失語あるいは片麻痺） 

Ⅰ 15 なし 

Ⅱ 14-13 なし 

Ⅲ 14-13 あり 

Ⅳ 12-7 不問 

Ⅴ 6-3 不問 

表 1: WFNS 分類 2) 
 患者の意識レベル (Glasgow coma scale: GCS) および局所神経症状の有無によ

り SAH の重症度を分類している。特に高度の意識障害を伴う GradeⅣ以上は  
重症 SAH として知られている 2)。 
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項目 
点数 

0 1 2 3 

自発的な運動 
(5 分間観察) 

無動作 
少し位置を

時々変える 
動きはあるが檻の 

2 面以内の移動範囲 
檻の 3 面以上に渡

って移動する 

四肢の動き 不動 最小の動き 四肢の動きが遅い 病前と同じ動き 

尾を保持時の 
前足の動き 

不動 最小の動き 
SAH 発症前より動き

が遅い 
病前と同じ動き 

金網の昇降  登れない 弱々しく登る 普通に登れる 

胴体刺激時の

反応 
 無反応 反応が弱い 正常の反応 

ヒゲ刺激時の

反応 
 無反応 反応が弱い 正常の反応 

表 2 神経機能評価法 86,87) 
6 個の項目につき評価し、点数の合計を神経機能スコアとした (3 ~ 18 点)。 
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 pre SAH 30 分後 
sham 群   

pH (units) 7.39 ± 0.04 7.40 ± 0.03 
PaCO2 (mmHg) 37.7 ± 4.2 37.4 ± 3.8 
PaO2 (mmHg) 132.1 ± 15.9 138.5 ± 14.3 

HCO3 (mmol / L) 22.8 ± 2.4 22.8 ± 2.3 
Base excess (mmol / L) - 1.2 ± 1.9 - 1.7 ± 1.8 

Lactate (mmol / L) 1.5 ± 0.7 1.5 ± 0.7 
mild 群   

pH (units) 7.39 ± 0.04 7.39 ± 0.03 
PaCO2 (mmHg) 37.3 ± 4.3 38.1 ± 3.6 
PaO2 (mmHg) 131.6 ± 12.9 136.9 ± 11.7 

HCO3 (mmol / L) 23.6 ± 2.2 23.3 ± 2.1 
Base excess (mmol / L) - 1.0 ± 1.8 - 0.9 ± 2.3 

Lactate (mmol / L) 1.5 ± 0.5 1.5 ± 0.5 
moderate 群   
pH (units) 7.41 ± 0.04 7.39 ± 0.04 

PaCO2 (mmHg) 36.3 ± 3.9 36.3 ± 4.0 
PaO2 (mmHg) 138.2 ± 13.9 136.6 ± 16.2 

HCO3 (mmol / L) 22.9 ± 2.1 21.9 ± 4.2 
Base excess (mmol / L) - 1.6 ± 1.8 - 1.9 ± 1.8 

Lactate (mmol / L) 1.5 ± 0.5 1.6 ± 0.6 
severe 群   
pH (units) 7.38 ± 0.05 7.40 ± 0.04 

PaCO2 (mmHg) 35.3 ± 4.0 34.6 ± 3.0 
PaO2 (mmHg) 127.0 ± 12.7 139.2 ± 12.3 

HCO3 (mmol / L) 22.5 ± 3.0 22.4 ± 2.2 
Base excess (mmol / L) - 1.7 ± 1.9 - 1.6 ± 1.3 

Lactate (mmol / L) 1.4 ± 0.5 2.5 ± 2.8 
表 3: SAH 発症前、および発症 30 分後の血液ガス分析 
各群間で有意差を認めなかった。 

 データは平均値 ± 標準偏差で表示 
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 mild 
(n=27) 

moderate 
(n=35) 

severe 
(n=23) 

sham 
(n=20) 

ICP 最高値 
(mmHg) 

35.2 ± 11.3 103.3 ± 26.7 174.4 ± 14.7 9.3 ± 3.0 

CPP 最低値 
(mmHg) 

82.5 ± 17.2 30.2 ± 19.5 11.6 ± 6.7 98.2 ± 8.8 

死亡率 (%) 
11.1 

(3 / 27) 
37.1 

(13 / 35) 
73.9 

(17 / 23) 
0 

神経機能スコア 16.3 ± 1.2 11.6 ± 3.0 9 ± 1.9 17.8 ± 0.4 

SAH 血腫 grade 6.5 ± 2.2 11.0 ± 2.5 評価なし 0 

表 4. SAH 発症時の ICP 最高値と CPP 最低値、および 24 時間後の死亡率、 
神経機能スコア、SAH grade 

 死亡率は sham - mild 群間以外の全群間で有意差を認めた (P < 0.001) 。 
神経機能スコアについては図 8 に別示 
データは平均 ± 標準偏差で表示 
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 脳槽内投与 
(45µL / 30min) 

経静脈投与 
(2mL / 30min) 

対照薬 (control) 群 乳酸リンゲル 乳酸リンゲル 
Mg脳槽内投与 (Mg) 群 Mg溶液 (5mEq / L) 乳酸リンゲル 

飽和水素水経静脈投与 (H) 群 乳酸リンゲル 飽和水素水 (1.6ppm) 
併用療法 (H + Mg) 群 Mg溶液 (5mEq /L) 飽和水素水 (1.6ppm) 

偽手術 (sham) 群 乳酸リンゲル 乳酸リンゲル 

 

表 5. 各群の投与薬物、実験の時間経過 
Mg 溶液、および飽和水素水はともに乳酸リンゲル (ラクテック; 大塚製薬工場、

徳島) を用いて作成した。SAH 発症 30 分後から 30 分かけて行った。 
治療終了後に麻酔を終了し、動物を覚醒させた。24 時間後の生存、死亡の集

計の後、各種評価を行った。 
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pH 

(units) 
PaCO2 

(mmHg) 
PaO2 

(mmHg) 
HCO3 

(mmol / L) 
Base excess 
(mmol / L) 

sham 群      
pre 7.39 ± 0.04 36.1 ± 4.3 133.2 ± 19.1 22.5 ± 2.6 -1.4 ± 1.8 

30 分後 7.41 ± 0.03 35.3 ± 3.1 139.3 ± 12.0 22.2 ± 2.4 -1.6 ± 1.5 

control 群      
pre 7.39 ± 0.04 37.1 ± 4.2 133.4 ± 13.0 23.4 ± 2.3 -1.1 ± 1.8 

30 分後 7.39 ± 0.03 37.5 ± 3.9 134.3 ± 10.5 23.1 ± 2.1 -1.2 ± 2.2 

Mg 群      
pre 7.39 ± 0.04 36.7 ± 4.0 132.4 ± 13.5 23.3 ± 2.2 -1.1 ± 1.7 

30 分後 7.39 ± 0.05 37.4 ± 3.9 134.0 ± 12.3 23.2 ± 2.1 -1.1 ± 2.1 

H 群      
pre 7.39 ± 0.05 37.4 ± 4.1 131.7 ± 16.4 23.3 ± 2.3 -0.9 ± 1.9 

30 分後 7.41 ± 0.03 36.4 ± 3.6 137.1 ± 14.7 22.7 ± 2.1 -1.5 ± 1.6 

H + Mg 群      
pre 7.40 ± 0.04 36.3 ± 3.8 136.3 ± 13.3 23.1 ± 1.9 -1.3 ± 1.7 

30 分後 7.39 ± 0.04 35.9 ± 3.9 138.9 ± 15.7 21.7 ± 4.0 -1.9 ± 1.7 

表 6: SAH 発症前、および発症 30 分後の血液ガス分析 
各群間で有意差を認めなかった。 

  データは平均値 ± 標準偏差で表示 
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  control 群 
(n=35) 

Mg 群 
(n=35) 

H 群 
(n=35) 

H + Mg 群 
(n=35) 

ICP 最高値 
(mmHg) 

93.1 ± 25.9 89.5 ± 29.0 95.7 ± 21.9 95.7 ± 23.1 

SAH 血腫 grade 9.1 ± 1.4 11.2 ± 2.7 11.4 ± 2.1 11.7 ± 2.6 

死亡率 (%) 
40.0 

(14 / 35) 
25.7 

(9 / 35) 
20 

(7 / 35) 
14.3 

(7 / 35) 

表 7: SAH 発症群の ICP 最高値と 24 時間後生存率、SAH grade 
 ICP 最高値と SAH grade は SAH 発症群の群間で有意差を認めなかった。 
水素投与群 (H 群および H + Mg 群) は control 群と比較して死亡率が有意に低下

していた (P < 0.001)。sham 群の死亡例はなかった。 
 データは平均 ± 標準偏差で表示 
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図 1: 脳血管攣縮の機序 
 早期攣縮は血管平滑筋の収縮であるが、遅発性脳血管攣縮は異常収縮が持続

する。特にオキシヘモグロビンによる Ca チャネルの活性や、自動酸化の過程で

発生する活性酸素の酸化ストレスによる PKC の持続活性が重要な因子であると

考えられている。 
組織学的には中膜の肥厚、内弾性版の corrugation (屈曲蛇行)、外膜の浮腫状変

化や、リンパ球やヘモジデリンの沈着が見られ、血管内腔は狭小化する。 
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図 2: early brain injury 
 SAH 発症直後に ICP は上昇、CPP および CBF は低下し一過性全脳虚血、急性

脳腫脹が出現する。各種炎症性サイトカインやメディエーターが関与し、神経細

胞アポトーシスや BBB 破綻をもたらす。特に ROS による酸化ストレス傷害は

重要な因子として注目されている。 
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図 3: 活性酸素種および窒素種 
 酸素は計 4 つの電子を受け取り水分子となる。この過程で発生するヒドロキ

ラジカル、および NO とスーパーオキシドが反応し生成されるペルオキシナイ

トライトは細胞傷害性が高い。 
 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、ペルオキシレドキシン、カタラーゼといった抗酸化酵素が備わっているが、

SAH においてはこれらの活性が低下する。 
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図 4: monofilament perforation model の作成方法 79) 
① 外頚動脈の断端より 4-0 ナイロン糸を挿入し、頭蓋内内頚動脈先端部を穿刺 

した。SAH 発症後ナイロン糸は抜去し外頚動脈を焼灼した。その後、総頚動

脈、内頚動脈、pterygopalantine artery の遮断を解除し、血流を再開させた。 
②  ICP センサーは右頭頂骨に骨窓を開け硬膜外に留置した。  

pterygopalantine.artery (遮断） 

外頚動脈 (切断） 

総頚動脈 (遮断) 

内頚動脈 

① 

② 

4-0 ナイロン糸を挿入 
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図 5: 実験動物の振り分けと評価項目 
 SAH 発症時の ICP 最高値によって severe 群、moderate 群、mild 群に分け

た。また偽手術を行った sham 群と併せて 4 群で比較検討を行った。 
24 時間後に生存している動物全ての神経学的評価を行った。その後、

moderate 群 10 匹、mild 群 15 匹を用いて SAH 血腫 grade の評価を行った。 
このうち6匹ずつと sham群の6匹を用いて摘出脳の組織学的評価を行った。

また、全群から 6 匹ずつを用いて脳浮腫の評価を行った。 
  



58 
 

 

図 6: SAH grade の評価方法 86) 
1. 脳底面から見た脳槽を 6 箇所の領域に分割しそれぞれ評価する。 

①左右の ACA、ICA 領域 
②左右の pPCA、 PcomA 領域 
③頭頂側、および尾側の BA 領域  

 
2. 各領域の血腫を 0 ~ 3 点で評価し、6 つの領域の点数の合計を SAH 血腫 grade

とする (0 ~ 18 点)。点数は 以下の通り。 
     0 点: SAH なし 
     1 点: わずかな SAH 
     2 点: 動脈の輪郭を同定できる程度の SAH 
     3 点: 動脈の輪郭が同定できない量の SAH 
  

ACA：前大脳動脈 
MCA：中大脳動脈 
ICA：内頚動脈 
pPCA：近位部後大脳動脈 
dPCA：遠位部後大脳動脈 
PcomA：後交通動脈 
SCA：上小脳動脈 
BA：脳底動脈 

① ① 

② ② 

③ 

③ 
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図 7 - 1: SAH 発症群の ICP と平均血圧の推移 
SAH 発症後 60 分間の各群の ICP、平均血圧 (mean arterial blood pressure: MABP) 

** P < 0.01; *** P<0.001 vs. mild 群、## P<0.001 vs. moderate 群 
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図 7 - 2: SAH 発症群の脳灌流圧の推移 
SAH 発症後 60 分間の各群の脳灌流圧 (cerebral perfusion pressure: CPP) 

SAH 発症後 ICP は速やかに上昇、5 分以内に最高値まで到達した後に下降、

30 ~ 60 分かけて安定した。SAH 発症 60 分後の moderate 群および severe 群の ICP
は mild 群よりも有意に高かった。MABP は ICP の上昇、下降に伴い同様に上昇、

下降した。CPP (MABP – ICP で算出) は ICP がピークを迎えた時に大幅に減少し

た。 
 

* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P<0.001 vs. mild 群、# P < 0.01; ## P<0.001 vs. moderate 群 
データは平均 ± 標準偏差で表示 
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     A 

 

      B 

 

図 8: ICP と神経機能スコア 
A: ICP 最高値と神経機能スコアの散布図と回帰直線 

SAH 発症時の ICP と 24 時間後の神経機能スコアには強い負の相関関係を   
認めた (|r| = 0.859, P <0.01)。グラフは回帰分析の結果を表示しており決定係数は

R2 = 0.628 と高く、P < 0.001 で有意であった。(sham 群は除外して集計) 
B: 各群の神経機能スコアの比較 
 sham - mild 群間と moderate - severe 群間以外の群間に有意差を認めた。 
 **P < 0.01; ***P < 0.001 
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図 9: ICP 最高値と血腫量に基づく SAH の grade 
SAH 発症時の ICP と 24 時間後の SAH 血腫 grade には強い正の相関関係を   

認めた (|r| = 0.859, P < 0.01)。 
グラフは回帰分析の結果を表示しており、決定係数は R2 = 0.736 と高く、      

P < 0.001 で有意であった。(sham 群は除外して集計) 
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A 

   

   
B          

a                               b 

  
図 10: SAH 後の神経細胞損傷 
A: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a ~ c) と海馬 CA1 領域 (e ~ f) の Nissl 染色 
 sham 群では明らかな神経錐体細胞損傷を少数認めた (a と d)。mild 群でも錐

体細胞損傷を少数認めた (b と e)。moderate 群では細胞数の減少とともに皮質と

海馬の広範囲に核濃縮や形態変化を伴う錐体細胞損傷を多数認めた (c と f)。 
スケールバー = 100 µm 

B: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a) と海馬 CA1 領域 (b) の非損傷錐体細胞数の比較 
頭頂葉皮質において moderate 群は、sham 群と比較して非損傷錐体細胞数が有

意に減少していた。海馬において mild 群および moderate 群は、sham 群と比較し

て非損傷細胞数が有意に減少していた。また moderate 群は、mild 群と比較して

も非損傷細胞は有意に減少していた。 
*** P < 0.001   
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a                                   b 

          
図 11: SAH 後の酸化ストレス 
A: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a ~ c) と海馬 CA1 領域 (e ~ f) の 8-OHdG 染色 
 sham 群では脳皮質と海馬にごく少数の 8-OHdG 陽性細胞を認めた (a と d)。
mild 群では陽性細胞は、より頻回に認められた (b と e)。moderate 群では皮質と

海馬の広範囲に 8-OHdG 陽性細胞を多数認めた (c と f)。 
スケールバー = 100 µm 

B: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a) と海馬 CA1 領域 (b) の 8-OHdG 陽性細胞数の定量比較 
頭頂葉皮質、海馬両方において moderate 群は、sham 群および mild 群と比較し

て 8-OHdH 陽性細胞数が有意に増加していた。 
*P < 0.05; ** P < 0.01 
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a                     b 

          
図 12: SAH 後のアポトーシス 
A: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a ~ c) と海馬 CA1 領域 (e ~ f) の TUNEL 染色 
 sham 群では明らかなアポトーシスはほとんど認めなかった (a と d)。mild 群

ではごく少数の TUNEL 陽性細胞を認めた (b と e)。moderate 群では皮質と海馬

の広範囲に神経細胞のアポトーシスを多数認めた (c と f)。 
スケールバー = 100 µm 

B: 頭頂葉皮質 PA1 領域 (a) と海馬 CA1 領域 (b) の TUNEL 陽性細胞数の定量比較 
頭頂葉皮質において moderate 群は、sham 群および mild 群と比較して TUNEL

陽性細胞数が有意に増加していた。海馬において moderate 群は、sham 群と比較

して TUNEL 陽性細胞数が有意に増加していた。 
**P < 0.01  
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図 13: SAH 後の脳浮腫 
 brain water content で脳浮腫の程度につき比較した。ICP が高い群ほど脳浮腫は

増加する傾向を認めた。severe 群は、sham 群および mild 群と比較して有意に  
脳浮腫が増大していた。 

**P < 0.01 
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図 14: 実験動物の振り分けと評価項目 
 SAH 発症時の ICP が基準に達したラットを使用して各群に振り分けた。     
24 時間後の生存動物の神経機能評価を行った。control 群 9 匹、Mg 群 14 匹、   
H 群 16 匹、H + Mg 群 18 匹を用いて SAH grade の評価を行った。その後、組織

学的評価や脳血管攣縮評価、8-OHdG 定量測定、エバンスブルーを用いた    
BBB 破綻の評価を各群 6 匹ずつ用いて行った。また脳浮腫の評価を各群 12 匹ず

つ用いて行った。 
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図 15: 脳槽内投与の経路 
 大後頭槽にシリコンチューブを留置し、脳槽内投与経路とした。治療後チュー

ブは結紮し、髄液の硬膜内外の交通を遮断した。 
  

ICP センサー 

 (コッドマンマイクロセンサー) 

脳槽内投与経路(大後頭槽) 
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図 16: 脳血管攣縮の評価方法、BA の切片 (control 群) 
 血管内腔の直径 (楕円形の場合は長軸と短軸の平均)、および血管内皮 ~ 中膜

外側間の距離 (白線) の 4 箇所で測定した平均値を算出し壁厚として評価した。 
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図 17: 各群の神経機能スコア 
 H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して神経機能スコアが有意に高か

った。特に H + Mg 群は Mg 群よりも有意にスコアが高く、また有意差はつか

ないものの、H 群よりもスコアが高い傾向を認めた (P=0.054)。 
* P < 0.05; *** P < 0.001、### P<0.001 vs. sham 群 
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図 18: 頭頂葉皮質 PA1 領域の酸化ストレス損傷の評価 
A: sham 群 (a)、control 群 (b)、Mg 群 (c)、H 群 (d)、H + Mg 群 (e) の 8-OHdG 染色 
 sham 群では陽性細胞はごく少数であった。control 群と Mg 群では多数の陽性

細胞を認めた。H 群および H + Mg 群では陽性細胞が著明に減少していた。 
スケールバー = 100 µm 

B: 8-OHdG 陽性細胞数の定量的比較 
 H 群および H + Mg 群は、control 群および Mg 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞

数が有意に減少していた。また Mg 群は control 群と比較して陽性細胞数が有意

に減少していた。 
*** P < 0.001、##P<0.01; ###P<0.001 vs. sham 群  
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図 19: 海馬 CA1 領域の酸化ストレス損傷の評価 
A: sham 群 (a)、control 群 (b)、Mg 群 (c)、H 群 (d)、H + Mg 群 (e) の 8-OHdG 染色 
 sham 群では 8-OHdG 陽性細胞はごく少数であった。control 群と Mg 群では多

数の陽性細胞を海馬全体に認め、特に control 群で顕著であった。H 群および    
H + Mg 群では陽性細胞が著明に減少していた。 

スケールバー = 100 µm 
B: 8-OHdG 陽性細胞数 (350µm あたり) の定量的比較 
 H 群および H + Mg 群は、control 群と比較して 8-OHdG 陽性細胞数が有意に減

少していた。 
*** P < 0.001、# P<0.05; ### P<0.001 vs. sham 群  
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図 20: 頭頂葉皮質 PA1 領域のアポトーシス 
A: sham 群 (a)、control 群 (b)、Mg 群 (c)、H 群 (d)、H + Mg 群 (e) の TUNEL 染色 
 sham 群では TUNEL 陽性細胞はほぼ認めなかった。control 群と Mg 群では多

数の陽性細胞を認めた。H 群および H + Mg 群では陽性細胞は認めるものの

control 群、Mg 群より少数であった。 
スケールバー = 100 µm 

B: TUNEL 陽性細胞数の定量的比較 
 H 群および H + Mg 群は、control 群および Mg 群と比較して TUNEL 陽性細胞

数が有意に減少していた。また Mg 群は control 群と比較して陽性細胞数が有意

に減少していた。 
* P < 0.05; ** P < 0.01、## P<0.01 vs. sham 群  
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図 21: 海馬 CA1 領域のアポトーシス 
A: sham 群 (a)、control 群 (b)、Mg 群 (c)、H 群 (d)、H + Mg 群 (e) の TUNEL 染色 
 sham 群では TUNEL 陽性細胞はほぼ見られなかった。control 群と Mg 群では

陽性細胞を多数認めた。H 群および H + Mg 群ではアポトーシスは散発的に観察

された。 
スケールバー = 100 µm 

B: TUNEL 陽性細胞数 (350µm あたり) の定量的比較 
 H 群および H + Mg 群は、control 群および Mg 群と比較して TUNEL 陽性細胞

数が有意に減少していた。 
* P < 0.05; ** P < 0.01、## P<0.01; ### P<0.001 vs. sham 群 
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図 22: 脳組織内の 8-OHdG 定量測定 
 ELISA 法を用いて 8-OHdG を定量的に測定した。H 群および H + Mg 群は、

control 群と比較して DNA 1mg あたりの 8-OHdG 量が有意に減少していた。    
また control 群、Mg 群は、sham 群と比較して 8-OHdG 量が増加していた。 

** P < 0.01; *** P < 0.001、## P<0.01; ### P<0.001 vs. sham 群 
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図 23: BBB 破綻の評価 
 Evans Blue 漏出量を測定し、脳 1g あたりの漏出量を算出した。              
H 群、H + Mg 群および sham 群は control 群と比較して有意に漏出量が減少して

いた。 
* P < 0.05、# P<0.05 vs. sham 群 
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図 24: 脳浮腫の評価 
 brain water content で脳浮腫の程度を比較した。H 群、H + Mg 群および sham 群

は、control 群と比較して脳浮腫が有意に軽減していた。また Mg 群は、有意差は

つかないものの control 群よりも脳浮腫が軽減する傾向を認めた (P=0.061)。 
* P < 0.05、# P<0.05 vs. sham 群 
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図 25: BA の血管攣縮評価 
BA の直径 (A) および壁厚 (B) 
 Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して有意に血管径が拡張し、血管

壁の肥厚化が抑制されていた。また H 群と比較して血管径が有意に拡張してい

た。control 群および H 群は、sham 群と比較して有意に血管径が狭窄し、血管壁

が肥厚化していた。 
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001、# P<0.05; ### P<0.001 vs. sham 群 
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図 26: ACA の血管攣縮の評価 
ACA の直径 (A) および壁厚 (B) 
 Mg 群および H + Mg 群は、control 群および H 群と比較して血管径が有意に拡

張していた。血管壁の肥厚に関しては、sham 群と control 群の間に有意差を認め

た。 
* P < 0.05、# P<0.05; ## P<0.01 vs. sham 群  
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図 27: MCA の血管攣縮の評価 
MCA の直径 (A) および壁厚 (B) 
 Mg 群および H + Mg 群は、control 群と比較して有意に血管径が拡張し、血管

壁の肥厚化が抑制されていた。また H 群と比較して血管壁の肥厚化が有意に抑

制されていた。control 群および H 群は、sham 群と比較して有意に血管径が狭窄

し、血管壁が肥厚化していた。 
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001、##P<0.01; ### P<0.001 vs. sham 群 
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