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論文の要旨 

 

   研究論文題目 

    くも膜下出血後の遅発性脳障害に対する水素ガス吸入効果 

：新規ラットくも膜下出血モデルによる検討 

                                              申請者  熊 谷 光 祐 

1. 目的 

 くも膜下出血 (subarachnoid hemorrhage: SAH) は死亡率が高く予後不良の疾患

である。SAH 発症時に死亡しなかった場合、SAH 発症数日 ~ 2 週間に出現する

遅発性脳障害 (delayed brain injury, DBI) が、SAH の予後に重大な影響を与えると

されている。長年、遅発性脳血管攣縮 (cerebral vasospasm, CV) が DBI の主要因

と考えられていたが、CVの抑制だけではDBI及び予後の改善は得られなかった。 

近年、SAH 発症 72 時間以内に起こる早期脳損傷 (early brain injury, EBI) を抑制す

ることで DBI 及び予後が改善したとの報告があり、EBI は DBI 及び予後の増悪因

子の一つとして注目されている。 

水素 (H2) は、強力な抗酸化作用と高い組織移行性を兼ね備えており、様々な

疾患に対する効果が報告されている。特に、活性酸素種と活性窒素種の中でも傷

害性の強い･OH と ONOO- を選択的に還元することで、H2の強力な抗酸化作用は

発揮される。SAH においても、H2 ガス吸入による EBI 抑制効果については既に

報告されているが、DBI 抑制効果については未だ示されていない。そこで、本研

究は、SAH 動物モデルを用いて H2ガス吸入による DBI 抑制効果について検討す

ることを目的とした。 

研究を始めるにあたり、ヒトの SAH に近い病態を再現でき、かつ DBI を観察

するのに適したモデルを作成する必要があった。Endovascular puncture (EVP) モデ

ルは、ヒトの SAH に近い病態を再現できるラット SAH モデルの一つとして広く

用いられているものの、血腫量を調整することができず生存率・生存期間が極め

て低いため、DBI を観察するのには適していていないとされている。そこで、ま

ず、EVP モデルを改良して SAH 発症後の頭蓋内圧 (intracranial pressure, ICP) 最高

値を抑えた、死亡率の低い SAH モデルを作成した。次に、SAH 後急性期脳低灌

流が EBI の病態の一つであり、DBI の増悪因子でもあることに注目し、SAH 発症

24 時間後に一側総頸動脈結紮 (unilateral common carotid artery occlusion, UCCAO) 

による脳低灌流負荷を軽症 SAH ラットに加える SAH + UCCAO モデルを作成し

た。 

実験 1 では、この SAH + UCCAO モデルが DBI の病態解明に適したモデルであ

るかを検討した。次に、実験 2 では、SAH + UCCAO モデルを用いて、EBI 及び

DBI に対する H2ガス吸入効果について検討した。 

 

2. 実験 1: 低死亡率 SAH ラットに脳低灌流負荷を加えた動物についての検討 
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(方法) 109 匹の雄性 SD ラットを SAH の有無に従い、no SAH 群と SAH 群の 2 群

に振り分けた。24 時間後、脳低灌流負荷の有無により、no SAH 群は sham 群及

び UCCAO 群に、SAH 群は 24 時間後の神経学的スコアが 15 点以上のラットの

みを SAH – UCCAO 群及び SAH + UCCAO 群にそれぞれ振り分け、sham、

UCCAO、SAH – UCCAO、SAH + UCCAO 群の 4 群とした。SAH 発症日から

第 7 病日まで連日体重測定を行った。EBI の程度は、第 2 病日における神経機

能、脳浮腫の程度、大脳皮質における S100B 発現量及び C-Jun N-terminal kinase 

(JNK) のリン酸化量、reactive astrogliosis の程度を用いて評価した。Reactive 

astrogliosis の程度は、第 3 及び 7 病日の GFAP の発現量で評価した。CV の程度

は、第3及び7病日における遠位部ACA及びBAを用いて組織学的に評価した。

DCI の程度は、第 7 病日における神経機能評価、穿破側 PRh 領域及び DG にお

ける損傷神経細胞の割合を用いて評価した。 

(結果) SAH 群において、ICP 最高値は 33 ± 15 mmHg、24 時間以内の死亡率は

5.4 %と低値であった。Sham、UCCAO、SAH – UCCAO、SAH + UCCAO 群に

おける第 7 病日までの死亡率は各群とも 0 %であった。第 2、3 及び 7 病日にお

ける体重減少率および神経機能は、SAH – UCCAO 群と比較して SAH + 

UCCAO 群において有意に悪化した。SAH + UCCAO 群において、SAH – 

UCCAO群と比較してEBI、reactive astrogliosis、遠位部前大脳動脈におけるCV、

及び DBI の有意な悪化を認めた。 

(考察) SAH + UCCAO モデルにおいて、SAH 後早期に脳低灌流負荷が加わること

で、脳皮質の S100B 発現量及び JNK リン酸化量が亢進し、reactive astroglisosis

が増悪した。このことで、脳浮腫と神経機能の悪化を来し、EBI が増悪した。

さらに、増悪した EBI とともに CV は悪化し、第 7 病日における神経細胞死と

神経機能の悪化を伴う DBI が生じた。これらのことより、SAH + UCCAO モデ

ルは、低い死亡率で EBI、CV 及び DBI を観察するのに適したモデルと考えら

れた。 

 

3. 実験 2: SAH + UCCAO モデルにおける水素ガス吸入効果 

(方法) 92 匹の雄性 SD ラットを（1）偽手術を行う群 (sham 群)、（2）30 % 酸素 + 

70 % 窒素環境下で軽症 SAH ラットを作成後、同環境下で UCCAO を負荷する

群 (control 群)、（3）1.3 % 水素 + 30 % 酸素 + 68.7 % 窒素環境下で軽症 SAH

ラットを作成後、同環境下で UCCAO を負荷する群 (H2群) の 3 群に振り分け

た。第 1、2、3 及び 7 病日に体重測定及び神経学的評価を行った。EBI、reactive 

astrogliosis、DBI の評価は実験 1 と同様に行った。CV の評価は、遠位部前大脳

動脈を用いて行った。 

(結果) 24時間以内及び第 7病日までの死亡率は、それぞれ control群 6.3 %、9.4 %、

H2群 3. 3%、3.3 % であり有意差は認めなかった。H2群は control群と比較して、
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第 3 及び 7 病日における体重減少率および神経機能が有意に改善した。H2群で

は、control 群と比較して EBI 及び DBI の有意な改善を認めたが、CV に関して

は有意差を認めなかった。 

(考察) H2ガス吸入によって EBI が改善した。さらに、EBI が改善したことで、CV

の程度に関係なく DBI および予後が改善した。本研究において、H2ガス治療を

SAH 発症前から行ったが、実臨床への応用を考えると SAH 発症後からの投与

による効果を検討する必要があると考えられた。 

 

4. 結論 

1. SAH + UCCAO モデルについて 

・ SAH 発症早期に脳低灌流負荷を加えることで、EBI 及び CV が悪化し、その結

果として、神経細胞死と神経機能の悪化を伴う DBI が発生した。 

・ SAH + UCCAO モデルは、死亡率が低い上に、EBI、reactive astrogliosis、CV、

DCI の全てを観察することができた。SAH 後の病態解明、治療薬の効果を検

討するのに有用なモデルである。  

2. SAH + UCCAO モデルに対する水素ガス吸入効果 

・ H2ガス吸入による EBI 抑制効果は、CV の程度に関係なく DBI および予後を

改善した。また、H2ガスによる明らかな有害事象は認めなかった。 

・ EBI が、SAH 後の予後を規定する重大な因子である。 

・ H2ガス吸入療法がSAHの治療成績を向上させる新たな治療手段となる可能性

がある。 
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第 1 章 

1-1. くも膜下出血 (SAH) とは 

 本邦において、脳動脈瘤破裂によるくも膜下出血 (subarachnoid hemorrhage: 

SAH) は 10 万人に対し年間 20 ~ 25 人の割合で発症するとされている。重症

SAH の場合、治療を行っても 20 ~ 30 %の患者が死亡する (1)。また、生存した

患者においても約半数は予後不良である (2–4)。依然として、SAH に対する有

効な治療手段は確立されておらず、予後改善には至っていない。予後不良の最

大要因は、再破裂の他、SAH 発症数日～2 週間後に生じる遅発性脳障害 

(delayed brain injury, DBI) である (5)。DBI は、遅発性脳血管攣縮期に生じる脳

損傷と定義され、虚血の有無は問わない。従来、DBI 発生の主たる原因は、

SAH 発症 4 日から 7 日目に生じ 1、2 週間続く遅発性脳血管攣縮 (cerebral 

vasospasm, CV) とされてきた。しかしながら、最近の研究結果より、DBI 発生

には CV 以外に、後述の SAH 発症後 72 時間以内に発生する早期脳損傷 (early 

brain injury, EBI) 、局所微小循環障害や血栓形成、大脳皮質拡延性抑制 (cortical 

spreading depression, CSD) などが複合的に関与していることが明らかになって

きた (5–9) (図 1)。また、SAH 発症後 72 時間以内の脳低灌流が DBI 悪化の危険

因子であるとする臨床報告もあり、SAH 後早期の脳低灌流も DBI の増悪因子

の一つと考えられている (10, 11)。このように、様々な要因が DBI 発生に関与

していることから、DBI に対する治療の方向性を複雑化し不明瞭なものにして

いる。 

 

1-2. 早期脳損傷 (EBI) 

1-2-1. EBI の病態 

EBI は SAH 発症数分以内から 72 時間以内に生じ、SAH 患者の予後を規定す

る重大な因子の一つとして近年注目されている (6, 12)。SAH 発症後、頭蓋内圧 

(intracranial pressure: ICP) の急激な上昇が起こり、全脳虚血の状態を惹起し、脳

浮腫、脳内炎症反応、血液脳関門の破壊が引き起こされる (13, 14)。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

病態として、脳虚血による細胞毒性浮腫 (cytotoxic edema)、血液脳関門 (blood 

brain barrier: BBB) の破綻に伴う血管原性浮腫 (vasogenic edema) 、さらに、酸
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化ストレスや炎症性サイトカインによるアポトーシスなどが挙げられる (15–

17)。最近では、EBI を抑制することで DBI を改善したとの報告もある (18)。 

EBI において、酸化ストレスや S100B、phosphorylated C-Jun N-terminal kinase 

(p-JNK) などが重要な役割を担うものとして挙げられる (15, 19)。S100B は、

アストロサイトに特異的に発現するカルシウムイオン (Ca2+) 結合タンパク

で、後述の reactive astrogliosis や BBB 障害のマーカーと考えられている (20, 

21)。神経活動の上昇に伴って、S100B はアストロサイト内で産生され、アスト

ロサイト外へ分泌される。細胞外 S100B が高濃度の場合、S100B はアストロ

サイト、神経細胞およびミクログリアにそれぞれ作用し、脳浮腫の増悪や神経

機能障害を引き起こす (22-24)。アストロサイトでは、S100B の産生・分泌が

さらに亢進し、突起が伸長しかつ細胞体が肥大した反応性アストロサイト 

(reactive astrocyte) へと変化する (25, 26)。神経細胞では、活性酸素種 (reactive 

oxygen species, ROS) と活性窒素種 (reactive nitrogen species, RNS) が増加するこ

とで、mitogen-activated protein kinases (MAPK) の一つである JNK のリン酸化が

亢進する。リン酸化した活性型 JNK (p-JNK) は、神経細胞のアポトーシスを誘

導する (15, 19, 27, 28)。ミクログリアでは、JNK などの MAPK 系が活性化する

ことで，炎症性サイトカインである interleukin -1β（IL -1β）や TNF-αの発現

が亢進し、ミクログリアの活性化が起こる (29, 30)。 

 

1-2-2. 反応性グリオーシス (reactive astrogliosis) 

アストロサイトは、脳の機能的構造維持、BBB の機能維持、シナプスにおけ

る伝達物質の調整など、脳機能を制御する重要な役割を担っている (31)。脳損

傷後、前述のように S100B 発現や JNK リン酸化が亢進し、アストロサイトは

reactive astrocyte となり reactive astrogliosis を起こす。Reactive astrocyte では、特

異的に存在する中間径フィラメントタンパク質の一つである glial fibrillary 

acidic protein (GFAP) の発現が増強する。Reactive astrocyte は、神経細胞やミク

ログリアに作用し、脳損傷後の病態を悪化させる (7, 32)。さらに、reactive 

astrocyte における透過性亢進因子の産生・分泌亢進により、BBB が破綻し脳浮

腫が悪化する (33)。SAH の重症度と reactive astrogliosis の増悪とは相関し、実

際、SAH 後の血中及び髄液中の S100B と GFAP の濃度は脳障害の程度や神経
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学的悪化に関与することが示されている (34–37)。脳梗塞モデルにおいて、ア

ストロサイトにおける S100B の産生を抑制することで、reactive astrogliosis を

抑制し、梗塞巣拡大を抑制し神経症状を改善させたとの報告がある (38)。ま

た、ラット未熟脳の白質損傷モデルにおいて、JNK リン酸化を抑制すること

で、reactive astrogliosis を抑制し BBB 障害が改善したとの報告もある (39)。

EBI は DBI を規定する重大な因子の一つであるため、reactive astrogliosis を抑制

することで、EBI のみならず DBI をも改善させる可能性がある。 

 

1-2-3. 活性酸素種と活性窒素種 (ROS / RNS) 

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

内では、･O2
- (スーパーオキサイド) や過酸化水素 (H2O2) が食細胞による殺菌

の際に使われる。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ごとに･O2
- や H2O2、･OH (ヒ

ドロキシラジカル)、H2O となる。また、･O2
- は NO と反応して、傷害性の強

い RNS である ONOO- (ペルオキシナイトライト) を生成する (40)。特に、･OH 

と ONOO- は ROS / RNS の中でも反応性が高く、細胞傷害性が最も強いと言わ

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

生体内の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酸化ストレ

スと呼ばれる (41) (図 3)。ROS / RNS は、MMP-9 や Caspase-3、NF-κB などの

血管内皮細胞のアポトーシス誘導物質を活性化し、BBB の破綻を引き起こす。

ROS / RNS を抑制することで SAH 後の予後が改善したとの報告もあり (42, 

43)、ROS / RNS による酸化ストレスは、EBI の重大な危険因子として近年注目

されている (44, 45)。 

 

1-3. 遅発性脳血管攣縮 (CV) 
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CV は、SAH 4 ~ 14 日後に発生する脳主幹動脈の可逆的狭窄である。脳血管

撮影にて血管狭窄が実際に認められる頻度は約 40 ~ 60 %とされ、そのうち神経

症状の悪化を来す頻度は 20 ~ 55 %と報告されている (46, 47)。CV の主な要因

には、血管平滑筋内のカルシウムイオン (Ca2+) 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

が挙げられる (48)。血管平滑筋の収縮は、細胞内 Ca2+ とカルモジュリンの結

合体が myosin light chain kinase を活性化することで、myosin light chain がリン

酸化し actin に働きかけることで起こる。SAH では、血管平滑筋内の Ca2+ 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 Ca2+ 濃度の上昇は、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細胞

外 Ca2+ の細胞内への流入により生じる。また、くも膜下腔に存在するオキシヘ

モグロビンによって ROS / RNS が産生され、PKC が活性化されることで血管収

縮が生じ、一酸化窒素 (NO) が阻害されることで血管拡張能が阻害される 

(49)。その他、アラキドン酸カスケードの促進、endothelin (ET) 産生亢進、血

管平滑筋のカリウムイオンチャネルの障害なども血管平滑筋が収縮をきたす原

因として挙げられる (50–52)。 

従来、CV による脳血流量の低下が DBI の主原因と考えられ、脳主幹動脈の

CV 抑制に主眼を置いた多くの基礎および臨床研究が行われてきた。しかし、

CV の程度や頻度が改善したにもかかわらず、SAH の予後は改善しなかったと

の報告もある (53–55)。そのため、近年は DBI を引き起こす CV 以外の EBI や

CSD に注目した研究が進められている。 

 

1-4. 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

endovascular perforation (EVP) モデルと blood injection モデルがある (56, 57)。

EVP モデルは、ナイロン糸等を用いて頭蓋内内頸動脈分岐部を穿破することで

SAH を発症させる。よりヒトの SAH に近い病態を再現できる反面、血腫量を

調整できず重症化しやすいために生存率・生存期間が極めて低いといった欠点

がある (57, 58)。死亡率が高いため DBI の観察は容易ではないが、実臨床に近
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い EBI の病態を再現できるという特徴を活かして、CV および DBI よりむしろ

EBI の研究に用いられている。 

一方、blood injection モデルでは、脳槽内等に自己血を注入することで SAH

と類似した環境を作成する (59, 60)。血腫量を調整でき重症度も調整すること

ができるが、脳損傷の程度が比較的軽微であり実際の EBI の病態との差異が指

摘されている。そのため、EBI よりむしろ CV および DBI の研究に用いられて

いる (61)。 

以上のように、両モデルにはそれぞれ長所・短所があるが、EVP モデルの方

が blood injection モデルと比較して、よりヒト SAH に近い病態を再現できる。

そのため、EVP モデルを改良することで DBI が観察することができれば、より

ヒト SAH の病態を知ることができる。 

SAH 後の時間的経過は、ヒトとラット EVP モデルでは異なることが知られ

ている。EVP モデルの場合、EBI は 24 時間以内に起こり、神経機能は SAH 後

7 日目までにはベースラインに回復するとされている (19, 62)。CV は、通常

SAH 後 24 時間以内に始まり、2 ~ 3 日後に血管収縮のピークを迎えるとされて

いる (57, 63)。これらのことより、ラット EVP モデルを用いて DBI を評価する

場合、最低 SAH 後 7 日以上経った後に評価する必要がある。しかし、EVP モ

デルの死亡率は高いため、そのような報告例は少ない (18, 64, 65)。この問題を

克服するため、tangsten wire を用いた中等症 SAH モデルなどの改良モデルが報

告されているが、依然死亡率は高いままである (66)。SAH 後の病態解明のため

には、ヒトの SAH に近い病態を再現できる EVP モデルを用いながらも、死亡

率の低い新規モデルの作成が必要と考えられた。 

 

1-5. 水素の薬理作用と SAH に対する効果 

2007 年に Ohsawa らがラット脳虚血再灌流障害に対する 2 % 水素 (H2) ガス

吸入の効果を報告して以降、H2の治療効果や予防効果に関して数多く報告され

ている (67–70)。H2は、強い抗酸化作用と速い組織移行性を有し、生体におけ

る安全性が高いことが証明されている (71–73)。また、多様な方法で体内に送

り込むことができるという長所も兼ね備えている 。 
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H2の強力な抗酸化作用は、ROS / RNS の中でも傷害性の強い･OH と ONOO- 

の酸化作用を選択的に阻害することで発揮される。さらに、H2が酸化ストレス

に対して細胞防御機能を有することや、生体に不利となるような ROS / RNS の

消去や炎症反応の抑制をしないことも証明されている (67)。 

H2は密度が小さいため、生体内で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。吸入、経静脈投与や経口投与といった投与方法の違いに

関わらず、H2の脳組織への高い移行性が報告されている (74)。 

SAH に対する H2の効果に関しては、酸化ストレスを軽減させることで EBI

や CV に対して効果を示したとする報告が多数ある (75–77)。しかし、DBI に

対する効果の報告は未だない。 

 

1-6. 研究の目的 

目的 1: ラット EVP モデルを用い、DBI の病態解明に適したモデルを作成す

る (実験 1、2 章)。 

目的 2: 実験 1 で得られたモデルを用いて、EBI 及び DBI に対する H2ガス吸

入効果についての検討を行う (実験 2、3 章)。 
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第 2 章 実験 1: 低死亡率 SAH ラットに脳低灌流負荷を加えた動物についての 

検討 

2-1. 低死亡率 SAH ラットに脳低灌流負荷を加えたモデルの作成 

SAH 発症直後の ICP 値と SAH の重症度は相関するとの報告がある (78, 

79)。通常のラット EVP モデルにおいて、動脈穿破のため 3-0 もしくは 4-0 ナイ

ロン糸が用いられるが、死亡率が非常に高いという難点がある。そこで、まず

始めに 6-0 プロリーン®糸(エチコン、米国) を用いて SAH 発症時の ICP 値を抑

えた低死亡率 SAH ラットを作成した。また、SAH 後の急性期脳低灌流は DBI

を悪化させることは既に知られており (10, 11)、SAH 発症 24 時間後にラット一

側総頸動脈結紮 (unilateral common carotid artery occlusion, UCCAO) を行うこと

で脳低灌流負荷を行った。そして、この SAH + UCCAO モデルが DBI を評価す

るのに適したモデルであるかを検討した。 

 

2-2. 実験 1 方法 

2-2-1. 実験動物 

本実験は、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 18066)。本研究では、雄性 Sprague - Dawley ラット、8 ~ 

11 週齢、300 ~ 400 g (日本エスエルシー、静岡) を使用した。Sham 群、

UCCAO 群、SAH – UCCAO 群、SAH + UCCAO 群の各群が 25 匹ずつになるよ

うにし、合計 109 匹のラットを使用した。まず SAH の有無に従い以下の 2 群

に振り分けた。この際、SAH 群のうち 3 匹は、SAH 作成時に血管穿破が成功

しなかったと考えられたため除外した。 

（1）no SAH 群 (n=50) 

（2）SAH 群 (n=59) 

次に、24 時間後の第 1 病日にそれぞれを無作為に振り分け、以下の 4 群とし

た。この際、SAH 群において、24 時間以内に死亡した 3 匹と 24 時間後の神経

学的スコアが 3 点以上 14 点以下の 3 匹は除外した後、無作為に振り分けた。 

（1）sham 群 (n=25)：no SAH 群で UCCAO を行わなかった群 
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（2）UCCAO 群 (n=25)：no SAH 群で UCCAO を行った群 

（3）SAH – UCCAO 群 (n=25)：SAH 群で UCCAO を行わなかった群 

（4）SAH + UCCAO 群 (n=25)：SAH 群で UCCAO を行った群 

体重測定を SAH 発症日 (第 0 病日) から第 7 病日までの連日行った。また、

第 1、2、3 及び 7 病日にそれぞれ神経学的評価を行った。第 2、3 及び 7 病日

においては、神経学的評価を行った後、5 % イソフルランを 5 分間吸入させた

後、経心臓的に灌流固定を行った。その後、脳を摘出し組織サンプルを採取し

た。一方、第 2 及び 3 病日における脳浮腫の評価及びウエスタンブロットのた

めの組織サンプルは、同様の麻酔を行った後、灌流固定を行わず脳を摘出して

採取した。ウエスタンブロット法による評価は、第 2 病日に S100B の発現量及

び JNK のリン酸化量、第 3 及び 7 病日に GFAP の発現量を、それぞれ各群 5 匹

ずつ用いて行った。組織学的評価は、第 3 病日は各群 5 匹ずつを用いて HE 染

色及び GFAP 染色、第 7 病日は各群 5 匹ずつ用いて HE 染色、Nissl 染色及び

GFAP 染色を用いて行った (表 1, 図 4)。 

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後に実験を行い、実験後の飼育も同様

の環境下で行った。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. 低死亡率 SAH ラットの作成 

過去の文献を参考に SAH モデルを以下の如く作成した (58)。ブプレノルフ

ィン 0.01 mg / kg 腹腔内投与後、30 % 酸素及び 70 % 窒素環境下で 3 % イソフ

ルラン 5 分間吸入による導入麻酔を行った。その後、気管内挿管を行い、全身

麻酔管理を SAH 発症 30 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、および血液ガス分析の採取経路とした。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 1.5 ~ 2 %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、ヒートパッドを用いて 37℃前後になるよう管理した。 
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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 SAH 発症 30 分後まで継続した。

センサーを留置後ラットの体位を仰臥位に変換し、以下の手順で低死亡率 SAH

ラットを作成した。 

頸部を正中切開し、左胸鎖乳突筋前縁を鈍的剥離し頸動脈三角を露出した。

左総頸動脈を剥離・露出し、左内・外頸動脈も剥離し外頸動脈は遠位部で焼灼

後切離した。内頸動脈遠位部では翼口蓋動脈を結紮切離した。外頸動脈近位部

に 6-0 プロリーン®糸(ジョンソン・エンド・ジョンソン、東京) をループ状に

した状態で留置し、クリップを用いて総頸動脈の血流を遮断した。外頸動脈を

一部切開して 6-0 プロリーン®糸を頭蓋内内頸動脈に向けて進入させ、左前大脳

動脈・中大脳動脈分岐部を穿破させ SAH を発症させた。次に、プロリーン®糸

を抜去した後、外頸動脈をループ状にしたプロリーン®糸で結紮し、総頸動脈

を開放した。総・内頸動脈に 2 本の 4-0 絹糸を結紮せずに留置した後、閉創し

た。no SAH 群に対する偽手術としては、プロリーン®糸を頭蓋内内頸動脈まで

誘導するも内頸動脈を穿破させずに糸を抜去した (図 5)。術後、自然覚醒を待

ち十分な自発呼吸を確認して抜管を行った。抜管後、飼育ケージに戻して飼育

した。 

 

2-2-3. 一側総頸動脈結紮 (UCCAO) 

SAH 発症 24 時間後 (第 1 病日) に、以下の手順で UCCAO を行った。 

3 % イソフルラン 5 分間吸入による導入麻酔を行った後に、フェイスマスク

による吸入麻酔を、血圧をモニタリングしながらイソフルラン吸入濃度を 1.5 ~ 

2 %で調整して行った。尾動脈近位部より再度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分析の採取経路とした。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パッ

ドを用いて 37 ℃前後になるよう管理した。 

ラットを仰臥位にし、頸部を正中切開後、前日に留置した 4-0 絹糸を 2 本確

認した。左総・内頸動脈及び既に結紮処理されている外頸動脈を十分に露出し
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た。UCCAO 群及び SAH + UCCAO 群では、前日に留置した 2 本の絹糸で左

総・内頸動脈をそれぞれ結紮しその間を切離した。血圧モニタリングは

UCCAO 3 分後まで行った後、閉創した。Sham 群及び SAH – UCCAO 群では、

結紮をせずに 2 本の絹糸を抜去した。術後、自然覚醒を確認した後、飼育ケー

ジに戻して飼育した。 

 

2-2-4. 生理学的パラメーター 

尾動脈にカテーテルを挿入し、動脈血圧モニタリングと血液ガス分析のため

のサンプル採取を行った。第 0 病日は SAH 発症前、第 1 病日は UCCAO 施行

前にそれぞれ pH、PaCO2、PaO2を測定した。 

 

2-2-5. 死亡率 

SAH 発症 24 時間後 (sham 群はナイロン糸抜去 24 時間後) 及び第 7 病日まで

のラットの生存、死亡を集計して算出した。 

 

2-2-6. 体重減少率と神経機能評価 

全ての生存動物に対して、体重測定を SAH 発症日 (第 0 病日) から第 7 病日

までの連日行い、第 0 病日を基準にした減少率を算出した。また、第 1、2、3

及び 7 病日にそれぞれ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 (80) (3 ~ 18 点、表 2)。 

 

2-2-7. 脳水分含有量 

脳浮腫の評価を行うため、第 2 病日に wet / dry 法を用いた脳水分含有量を測

定した (81)。全群より 5 匹ずつ、計 20 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。摘出脳の左側

前大脳半球の重量を測定し湿潤重量とした。その後、105 ℃で 72 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。 
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水分含有量 (%) = (湿潤重量 － 乾燥重量) / 湿潤重量 ×100 

 

2-2-8. ウエスタンブロット法 

第 2 病日に S100B 及び p-JNK、第 3 及び 7 病日に GFAP を測定するため、各

群それぞれ 5 匹ずつ計 60 匹の摘出脳から採取したサンプルを用いて、以下の

抗体にてウエスタンブロットを行なった (82)。摘出脳の Bregma から 4 mm 尾

側の位置で、穿破側大脳皮質嗅周野 (Perirhinal cortex, PRh 領域) の一部をサン

プルとした。 

サンプルを、等張緩衝液 (0.5 M Tris-HCl [pH 6.8]、10 % グリセロール、2 %  

ドデシル硫酸ナトリウム) で懸濁後に超音波処理にて破砕し、ウエスタンブロ

ットでの解析用のサンプルライセートとした。等量 (20 μg) のサンプルライセ

―トに含まれる蛋白質を、SDS-PAGE (15 % ゲル) でゲル上に分離した後に

PVDF 膜に転写した。転写を行った PVDF 膜は、5 % スキムミルク含有の TBS-

T 溶液で室温で 1 時間ブロッキングを行い、一次抗体で一晩反応させた。その

後、PVDF 膜を TBS-T で 3 回洗浄した後、HRP 標識二次抗体で室温で 1 時間反

応させ、再度 TBS-T で 3 回洗浄した。ECL Plus (Thermo) で HRP 標識を受けた

各蛋白質のバンドを発光させたのち、Amersham Imager 600 (Amersham) にて発

光した各蛋白質のバンドをイメージ化した。イメージ化したバンド、すなわち

各蛋白質の発現量もしくはリン酸化量は、ImageJ ソフトウェアを用いて定量化

した。それぞれの蛋白質の発現量もしくはリン酸化量を GAPDH の発現量で標

準化し、各群間で比較した。使用した一次抗体とその濃度は以下の通りであ

る。 

・anti-S100B (GeneTex, #GTX129573; 1:1000) 

・anti-p-JNK (Cell Signaling, #4668; 1:1000) 

・anti-GFAP (Cell Signaling Technology, #3670; 1:1000) 

・anti-GAPDH (Cell Signaling, #8884; 1:1000) 
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2-2-9. 免疫組織染色 

第 3 及び 7 病日に、各群それぞれ 5 匹ずつ計 40 匹を用いて組織切片を作成

した。経心臓的に 4 % パラホルムアルデヒドで灌流固定を行った。その後、摘

出した脳を 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

った。以下の評価を行うため、後述する各位置で 8 µm 厚の冠状断切片を作成

した後、各々の組織染色を行った。 

 

2-2-9-1. 遅発性脳血管攣縮 (CV) の評価 

CV 評価のため Hematoxylin-Eosin (HE) 染色を行った。遠位部前大脳動脈 

(anterior cerebral artery: ACA) と脳底動脈 (basilar artery: BA) の断面を用いて、

過去の文献を参考に評価した (83, 84)。遠位部 ACA の断面は Bregma の位置

で、BA の断面は Bregma から 8 mm 尾側の位置で、それぞれ冠状断切片を作成

した。一体型蛍光顕微鏡 (BZ-X700、キーエンス株式会社、大阪) で写真撮影

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。この測定・算出は 2 人の観察者に

よって行い、それらの平均値をもって血管の直径 / 血管壁厚を算出した。この

比率の低下をもって CV が悪化したと評価した。   

 

2-2-9-2. 損傷神経細胞の評価 

損傷神経細胞評価のため、0.2 % クレシルバイオレットを用いた Nissl 染色を

行った (70)。摘出脳の Bregma から 4 mm 尾側の位置で冠状断切片を作成し、

穿破側大脳皮質嗅周野 (PRh 領域) および歯状回 (DG) を BZ-X700 で写真撮影

した。核凝縮や形態変化を認める神経細胞を損傷神経細胞とした。 

関連領域の錐体細胞層の観察では、500 × 500 µm 範囲内における非損傷神経

細胞数及び損傷神経細胞数をそれぞれ測定した。一方、DG の顆粒細胞層の観

察では、200 × 200 µm 範囲内における非損傷神経細胞数及び損傷神経細胞数を

それぞれ測定した。2 人の観察者によって測定した細胞数の平均値をもって全

細胞数に占める損傷細胞の割合をそれぞれ算出した。   
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2-2-9-3. reactive astrogliosis の評価 

Reactive astrogliosis 評価のため GFAP 染色を行った (85)。摘出脳の Bregma か

ら 4 mm 尾側の位置で冠状断切片を作成し、抗 GFAP マウスモノクローナル抗

体 (Cell Signaling, #3670; 1:50) を用いて切片を 4℃で一晩反応させた。その

後、ヒストファイン シンプルステイン MAX-PO (ニチレイバイオサイエンス, 

東京, 日本) を二次抗体として使用し、DAB (武藤化学, 東京, 日本) を用いて

発色を行った。Nissl 染色と同様に、PRh 領域の錐体細胞層を BZ-X700 で写真

撮影した。 

 

2-2-10. 統計学的解析 

全ての統計学的解析は Graphpad Prism 8 (Graphpad Software Inc., San Diego, 

CA)を用いて行った。各群の死亡率の比較は Fisher's exact test を用いて行った。

正規分布に従うデータの多群間比較は 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。P 値が 0.05 未満を統計学的に有意差ありとした。数値は平均

値 ± 標準誤差で表記した。 

 

2-3. 実験 1 結果 

2-3-1. 血液ガス分析 

第 0 及び 1 病日における血液ガス分析 (pH、PaCO2、PaO2) において、各群

間で有意差を認めず、かつ生理的範囲内であった（表 3）。 

 

2-3-2. SAH 発症後の頭蓋内圧、平均血圧、脳灌流圧の推移 

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 10 分以内に最高値まで

到達した後に下降、30 分かけて安定した。30 分後の ICP は、SAH – UCCAO 及

び SAH + UCCAO 群で sham 及び UCCAO 群と比較して有意に高かった (全て P 

< 0.0001)。MABP は、ICP の上昇に伴い下降し、その後上昇して 30 分かけて安
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定した。CPP は、ICP の上昇に伴い 10 分以内に最低値に達した後下降し、その

後上昇して 30 分かけて安定した。一方、sham 群及び UCCAO 群においては

ICP、MABP ともにプロリーン®糸留置前後で変化は認めなかった (図 6)。 

 

2-3-3. 死亡率 

24 時間以内の死亡率は、no SAH 群 0 %（0 / 50）、SAH 群 5.7 %（3 / 53）

で、両群間に有意差は認めなかった。また、sham、UCCAO、SAH-UCCAO、

SAH + UCCAO 群において、第 2 から 7 病日までの死亡率は全ての群で 0 %で

あった。 

 

2-3-4. 体重減少率と神経機能評価 

体重減少率に関して、第 1 から 7 病日にかけて、SAH – UCCAO 及び SAH + 

UCCAO 群は sham 群と比較して有意に体重減少率が高かった (全て p < 

0.001)。さらに、第 3 から 7 病日にかけて、SAH + UCCAO 群は SAH – UCCAO

群と比較して有意に体重減少率が高かった (全て p < 0.05) (図 7)。神経機能は、

第 2、3 及び 7 病日において、SAH + UCCAO 群では SAH – UCCAO 群と比較し

て有意な悪化を認めた (それぞれ p < 0.05, < 0.05, < 0.01) (図 8)。 

 

2-3-5. 脳水分含有量に対する脳低灌流負荷による影響 

脳水分含有量は、SAH – UCCAO 群 79.8 ± 0.1 % は sham 群 78.8 ± 0.1 % と比

較して有意に増加していた (p < 0.001)。また、SAH + UCCAO 群 81.0 ± 0.2 % 

は、SAH – UCCAO 群 79.8 ± 0.1 % と比較して有意に増加していた (p < 

0.0001) (図 9)。このことは、低死亡率 SAH に脳低灌流負荷を加えることで、脳

浮腫が有意に増悪したことを示した。 

 

2-3-6. ウエスタンブロット法を用いた発現量・リン酸化量の評価 

2-3-6-1. S100B 発現量及び JNK リン酸化量に対する脳低灌流負荷による影響 
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S100B の発現量 (S100B / GAPDH) は、SAH + UCCAO 群 (1.632) では SAH – 

UCCAO 群 (0.651) と比較して有意に増加していた (p < 0.0001)。JNK のリン酸

化量 (p-JNK / GAPDH) は、SAH + UCCAO 群 (5.323) では SAH – UCCAO 群 

(2.226) と比較して有意に増加していた (p < 0.001) (図 10)。このことは、低死

亡率 SAH に脳低灌流負荷を加えることで、S100B の発現及び JNK のリン酸化

が有意に増悪したことを示した。 

 

2-3-6-2. reactive astrogliosis に対する脳低灌流負荷による影響 

第 3 病日における GFAP の発現量 (GFAP / GAPDH) は、SAH + UCCAO 群 

(1.421) では SAH – UCCAO 群 (1.027) と比較して有意に増加していた (p < 

0.01)。このことは、低死亡率 SAH に脳低灌流負荷を加えることで reactive 

astrogliosis が有意に増加したことを示した。一方、第 7 病日における GFAP の

発現量は、群間における有意差は認めなかった (p = 0.2107) (図 11 A, B)。図 11 

C は代表例の GFAP 染色画像。 

 

2-3-7. 組織観察 

2-3-7-1. 遅発性脳血管攣縮 (CV) に対する脳低灌流負荷による影響 

遠位部 ACA に関して、第 3 病日において、SAH + UCCAO 群 8 (9、7)では、

SAH - UCCAO 群 24 (23、25)と比較して有意に血管の直径 / 血管壁厚の低下、

すなわち CV の増悪を認めた (p < 0.05)。第 7 病日には、全群間における有意差

は認めなかった (p = 0.8597) (図 12 A, B)。一方、BA に関しては、第 3 及び 7 病

日の両日ともに全群間における有意差は認めなかった (p = 0.9372, 0.5153) (図

12 C)。 

 

2-3-7-2. 損傷神経細胞の割合に対する脳低灌流負荷による影響 

第 7 病日において、穿破側 PRh 領域における全神経細胞における損傷神経細

胞の割合は、sham 群 12 (9.2、13.6) %、UCCAO 群 20 (21.0、19.9) %、SAH – 

UCCAO 群 34 (34.3、33.0) %、SAH + UCCAO 群 65.4 (62.3、68.4) % であった。
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SAH + UCCAO 群は、SAH – UCCAO 群と比較して損傷神経細胞の割合が有意

に増加していた (p < 0.01) (図 13 A, C)。一方、DG における損傷神経細胞の割合

は、sham 群 3.5 (3.2、3.8) %、UCCAO 群 8.4 (8.7、8.2) %、SAH – UCCAO 群 9.1 

(8.9、9.3) %、SAH + UCCAO 群 34.2 (34.9、33.6) % であった。SAH + UCCAO

群は、SAH – UCCAO 群と比較して非損傷神経細胞の割合が有意に増加してい

た (p < 0.01) (図 13 B, D)。これらのことは、低死亡率 SAH に脳低灌流負荷を加

えることで、穿破側 PRh 領域及び DG における損傷神経細胞の割合が有意に増

加したことを示した。 
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第 3 章 実験 2: SAH + UCCAO モデルを用いた H2ガス吸入効果の検討 

 実験 1 の結果から、SAH + UCCAO モデルに対する H2ガス吸入効果の検討

を行った。 

3-1. 実験 2 方法 

3-1-1. SAH + UCCAO 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; 2-2-2、2-2-3 と同

様に行った。実験は、sham 群、control 群、H2群の 3 群に分けて行い、各群が

28 匹ずつになるようにした。合計 92 匹のラットを使用した。SAH 作成中に

control 群及び H2群で、それぞれ 1 匹ずつ穿破に成功しなかったため各郡から

除外した。 

（1）偽手術を行う群 (sham 群、n=28) 

（2）30 % 酸素 + 70 % 窒素環境下で低死亡率 SAH ラットを作成後、同環境

下で UCCAO を負荷する群 (control 群、n=33) 

（3）1.3 % 水素 + 30 % 酸素 + 68.7 % 窒素環境下で低死亡率 SAH ラットを

作成後、同環境下で UCCAO を負荷する群 (H2群、n=31) 

第 1、2、3 及び 7 病日に体重測定及び神経学的評価を行った。第 2、3 及び 7

病日においては、神経学的評価を行った後、5 % イソフルランを 5 分間吸入さ

せ経心臓的に灌流固定を行った。その後、脳を摘出し組織サンプルを採取し

た。一方、第 2 及び 3 病日における脳浮腫の評価及びウエスタンブロットのた

めの組織サンプルは、灌流固定を行わず脳を摘出した後に採取した。第 2、3

及び 7 病日に神経学的評価を行った後、直ちに断頭による安楽死を行い、脳浮

腫の評価もしくは組織サンプルの採取を行った。ウエスタンブロット法による

評価は、第 2 病日に S100B の発現量及び JNK のリン酸化量、第 3 及び 7 病日

に GFAP の発現量を、それぞれ各群 5 匹ずつ用いて定量化した。組織学的評価

は、第 3 病日は各群 6 匹ずつを用いて HE 染色及び GFAP 染色、第 7 病日は各

群 7 匹ずつ用いて HE 染色、Nissl 染色及び GFAP 染色を用いて行った (図

14)。 
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3-1-2. 水素ガス 

市販されている 1.3 % 水素 + 30 % 酸素 + 68.7 % 窒素 (H2ガス; ジャパン

ファインプロダクツ, 川崎) のものを使用した。第 0 病日の SAH 作成時、麻酔

導入から H2ガス投与を開始し計 2 時間投与を行った。第 1 病日の UCCAO 処

置時は、麻酔導入から H2ガス投与を開始し計 30 分間投与を行った。両日とも

に、H2ガスの流量は 1 L / 分とした。 

 

3-1-3. 生理学的パラメーター 

実験 1 と同様の方法で測定した。 

 

3-1-4. 死亡率 

実験 1 と同様の方法で測定した。 

 

3-1-5. 体重減少率と神経機能評価 

実験 1 と同様の方法で測定した。 

 

3-1-6. 脳水分含有量測定 

実験 1 と同様の方法で測定した。 

 

3-1-7. ウエスタンブロット法 

実験 1 と同様の方法で測定した。 

 

3-1-8. 免疫組織染色 

CV、非損傷神経細胞の割合、reactive astrogliosis を評価するため、実験 1 と

同様の方法で、それぞれ HE 染色、Nissl 染色、GFAP 染色を行った。実験 1 の
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結果から、BA における CV に有意差を認めなったため、遠位部 ACA の評価の

みを行った。 

 

3-1-9. 統計学的解析 

実験 1 と同様の方法で解析を行った。 

 

3-2. 実験 2 結果 

3-2-1. 血液ガス分析 

第 0 及び 1 病日における血液ガス分析 (pH、PaCO2、PaO2) において、各群

間で有意差を認めず、かつ生理的範囲内であった (表 4)。 

 

3-2-2. SAH 発症後の頭蓋内圧、平均血圧、脳灌流圧の推移 

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。Control 群及び H2群の両群において、SAH 発症後 ICP は速やか

に上昇し 10 分以内に最高値まで到達した後に下降、30 分かけて安定した。両

群間に有意差は認めなかった。30 分後の ICP は sham 群と比較して、control 群

及び H2群の両群で有意に高かった (ともに P < 0.05)。MABP は ICP の上昇に

伴い下降し、その後上昇して 30 分かけて安定した。CPP は、ICP の上昇に伴い

10 分以内に最低値に達した後下降し、その後上昇して 30 分かけて安定した。

一方、sham 群においては ICP、MABP ともにプロリーン®糸留置前後で変化は

認めなかった (図 15)。 

  

3-2-3.死亡率 

24 時間以内の死亡率は、sham 群 0 % (0 / 28)、control 群 6.3 % (2 / 32)、H2群

3.3 % (1 / 30) で、control 群と H2群の間に有意差は認めなかった。Control 群に

おいて、第 1 病日の神経機能スコアが 3 点以上 14 点以下のラットは 2 匹であ

り、そのうちの 1 匹は第 2 病日までに死亡し、残り 1 匹は第 7 病日まで生存し

た。また、H2群において、第 1 病日の神経機能スコアが 3 点以上 14 点以下の
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ラットは 1 匹であり、その 1 匹は第 7 病日まで生存した。Control 群及び H2群

において、UCCAO 処置後の第 7 病日までの死亡率はともに 0 %であったた

め、第 7 病日までの死亡率は、sham 群 0 % (0 / 28)、control 群 9.4 % (3 / 32)、H2

群 3.3 % (1 / 30) で、control 群と H2群の間に有意差は認めなかった。 

 

3-2-4. 体重減少率と神経機能評価 

体重減少率に関して、第 1、2、3 及び 7 病日において、control 及び H2群で

は sham 群と比較して有意に体重減少率は高かった (全て p < 0.05)。さらに、第

3 及び 7 病日において、H2群は control 群と比較して有意に体重減少率は低かっ

た (p < 0.01, < 0.001) (図 16)。神経機能スコアは、第 3 及び 7 病日において、H2

群は control 群と比較して有意な改善を認めた (p < 0.01, < 0.01) (図 17)。 

 

3-2-5. 脳水分含有量に対する水素ガス吸入効果 

脳水分含有量は、H2群 79.7 ± 0.1 % では control 群 81.4 ± 0.3 % と比較し

て有意に減少していた (p < 0.0001)。すなわち、H2群では control 群と比較して

有意に脳浮腫の改善を認めた。 (図 18)。 

 

3-2-6. ウエスタンブロット法を用いた発現量・リン酸化量の評価 

3-2-6-1. S100B 発現量及び JNK リン酸化量に対する水素ガス吸入効果 

S100B の発現量 (S100B / GAPDH) は、H2群 (0.325) では control 群 (1.318) 

と比較して有意に抑制されていた (p < 0.01)。JNK のリン酸化量 (p-JNK / 

GAPDH) は、H2群 (2.733) では control 群 (6.258) と比較して有意に抑制され

ていた (p < 0.001) (図 19) 。このことは、H2ガス吸入により S100B の発現及び

JNK のリン酸化が有意に抑制されたことを示した。 

 

3-2-6-2. reactive astrogliosis に対する水素ガス吸入効果 

第 3 病日における GFAP の発現量 (GFAP / GAPDH) は、H2群 (0.692) では

control 群 (1.437) と比較して有意に抑制されていた (p < 0.01)。このことは、
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H2ガス吸入により reactive astrogliosis が有意に改善したことを示した。一方

で、第 7 病日における GFAP の発現量は、群間における有意差は認めなかった 

(p = 0.0594) (図 20 A, B)。図 20 C は代表例の GFAP 染色画像。 

 

3-2-7. 組織観察 

3-2-7-1. 遅発性脳血管攣縮 (CV) に対する水素ガス吸入効果 

第 3 病日において、control 群 9 (8、9) と H2群 8 (9、7) の両群ともに sham

群 32 (33、31) と比較して有意に遠位部 ACA の 血管の直径 / 血管壁厚の低

下、すなわち CV の増悪を認めた (p < 0.0001, < 0.0001)。Control 群と H2群の間

には有意差は認めなかった (p = 0.9715)。第 7 病日には、全群間における有意

差は認めなかった (図 21)。 

 

3-2-7-2. 損傷神経細胞の割合に対する水素ガス吸入効果 

第 7 病日において、穿破側 PRh 領域における全神経細胞における損傷神経細

胞の割合は、sham 群 10.3 (8.2、11.6) %、control 群 57.2 (51.2、59.3) %、H2群

29.6 (24.9、30.9) % であった。H2群は、control 群と比較して損傷神経細胞の割

合が有意に低下していた (p < 0.001) (図 22 A, C)。DG における損傷神経細胞の

割合は、sham 群 4.1 (3.5、4.7) %、control 群 30.7 (31.0、30.5) %、H2群 10.3 

(10.4、10.3) % であった。H2群は、control 群と比較して損傷神経細胞の割合が

有意に低下していた (p < 0.05) (図 22 B, D)。これらのことは、H2ガス吸入によ

り、穿破側 PRh 領域及び DG における損傷神経細胞の割合が有意に減少したこ

とを示した。  
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第 4 章 考察 

4-1. 実験 1 の考察  

4-1-1. 低死亡率 SAH モデル 

SAH 発症後の ICP ピーク値が、その重症度と死亡率に相関することは既に知

られている (78, 79)。既存の SAH モデルは死亡率が高いため、DBI の病態解明

や治療方法の研究には適していない。そのため、今回、死亡率の低い SAH モ

デルを作製する必要があった。まず、6-0 プロリーン®糸を使用して ICP ピーク

値の低い低死亡率 SAH モデルを作製した。このモデルにおける ICP ピーク値

は 33 ± 15 mmHg であった。Hollig らの報告によると、3-0 ポリプロピレン糸を

使用した場合の ICP ピーク値は 94 ± 23 mmHg、tangsten wire モデルの場合は 68 

± 19 mmHg であった (66)。また、3-0 ポリプロピレン糸を使用した場合の死亡

率は SAH 発症後 24 時間以内で約 50 %、7 日までで 50 % 以上であるとされて

いる (57, 66)。中等症 SAH モデルである tangsten wire モデルでさえ、SAH 発症

後 24 時間以内の死亡率は 19 % と報告されている。一方、我々が作成した低死

亡率 SAH モデルの場合、SAH 発症後 24 時間以内の死亡率は 5.4 % (3 / 56 ラッ

ト)と低値であった。 

 

4-1-2. SAH + UCCAO モデル 

近年 SAH に伴う頭蓋内圧亢進とそれに引き続く SAH 後急性期脳低灌流が

EBI の病態悪化の一因であることが報告されており、この時期の脳低灌流は

CV および DBI の増悪因子でもある (10, 11)。ラットに UCCAO を加えると、

致死的とはならない軽度の同側脳低灌流が起こることは既に知られている (86, 

87)。そこで、SAH 後急性期脳低灌流を再現するため、SAH 24 時間後に

UCCAO を穿破側に加えた SAH + UCCAO モデルを作製することとした。この

際、吸入麻酔下での追加処置を行うにあたり、麻酔による呼吸などへの影響を

鑑み神経機能スコアが 14 点以下の中等症および重症 SAH ラットは除外した。

SAH + UCCAO モデルの第 7 病日までの死亡率は 0 % と低値であった。 

近年、SAH 発症 72 時間以内に起こる EBI が、SAH 後の予後に大きく関与す

る DBI の増悪因子の一つとして注目されている (6, 12)。EBI の主病態は脳浮腫
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であり、SAH 後に S100B、活性型 JNK (p-JNK)、reactive astrogliosis が増加・亢

進することで脳浮腫の増悪をきたすことが知られている (15, 19, 33)。また、

SAH 後早期の脳低灌流が DBI 及び CV を増悪させることも知られている (10, 

11)。SAH + UCCAO モデルにおいても同様の結果を示した。すなわち、SAH 後

早期に脳低灌流負荷が加わることで、穿破側大脳皮質の S100B 発現量及び JNK

リン酸化量がより亢進し、reactive astroglisosis が増悪した。このことで、脳浮

腫と神経機能の悪化を来し、EBI が増悪した。さらに、増悪した EBI とともに

CV は悪化し、第 7 病日における神経細胞死と神経機能の悪化を伴う DBI が生

じた (図 23)。 

SAH 後の体重減少率と神経学的スコアが相関することは既に報告されており

(62)、本実験においても同様の結果を示した。このことからも、SAH + UCCAO

モデルが低死亡率 SAH モデルより神経学的に重症度の高いモデルであること

が示唆された。 

今回の結果は、reactive astrogliosis に伴う GFAP の発現量は脳損傷後第 3 病日

にピークに達し、第 7 病日までにベースラインまで改善するという過去の報告

と矛盾しなかった (37, 64)。さらに、穿破側 PRh 領域および DG における神経

細胞死は、SAH の重症度に相関することが知られており、本研究においても同

様の結果を得た (64, 66, 88)。大脳皮質 PRh 領域と DG はともに記憶に関与して

いるため、同部位の障害は SAH 後の認知機能障害に関連している可能性があ

り、今後検討に値すると考える (88–90)。 

遠位部 ACA における CV に関して、第 3 病日に SAH + UCCAO モデルで有

意に悪化し、第 7 病日には有意差は認めなかった。一方、BA の CV は、第 3

及び 7 病日で有意差は認めなかった。BA に有意な CV を認めなかった理由と

して、既に報告されているように SAH 発症後の血腫の局在と血腫量によると

考えられた (57)。また、EVP モデルにおいて、7 日目までに CV が改善するこ

とを報告した研究は狩猟し得た範囲では一件のみであり、CV の病態解明に有

用なモデルである可能性がある (57)。 

以上のことより、SAH + UCCAO モデルは、blood injection モデルと比較して

ヒト SAH に近い病態を再現することのできる EVP モデルを用いており、ヒト

SAH の病態に酷似したモデルと考える。さらに、通常の EVP モデルは、死亡
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率が高いため DBI の観察が容易ではないが、SAH + UCCAO モデルでは、低い

死亡率で EBI、CV 及び DBI を観察することが可能である。 

 

4-2. 実験 2 の考察 

4-2-1. SAH + UCCAO モデルにおける水素ガス吸入効果 

 本実験は、先の実験 1 で作成した SAH + UCCAO モデルを用いて、H2ガス吸

入効果について検討した。 

H2ガス吸入群では、第 2 病日以降の神経機能が改善し、第 2 病日の脳浮腫の

改善、第 7 病日の非損傷神経細胞の割合の増加を認めたことから、H2ガス吸入

により EBI 及び DBI がともに改善したことが示された (図 24)。 

EBI において、ROS / RNS や S100B、活性型 JNK (p-JNK) などが重要な役割

を担っており、脳浮腫の増悪に関与していることが知られている (15, 19, 33)。

脳損傷後、アストロサイトから S100B 分泌が亢進することで、アストロサイ

ト、ミクログリア、神経細胞内の ROS / RNS が増加する。増加した ROS / RNS

により、神経細胞内の JNK リン酸化亢進が惹起され、アポトーシスが誘導され

る。一方、アストロサイトは S100B の産生亢進により reactive astrocyte へ、ミ

クログリアは JNK リン酸化亢進により活動性ミクログリアへと変化する (22–

24)。ROS / RNS を抑制することで、SAH 後の転帰が改善することは多くの研

究で示されている (76, 77)。このため、EBI の評価に S100B、JNK 及び reactive 

astrogliosis を用い、H2ガス投与によりそれら全てが抑制されていた。 

H2は、強い抗酸化作用と速い組織移行性を有し、生体における安全性が高い

ことも証明されている (59–61)。H2の強力な抗酸化作用は、ROS / RNS の中で

も傷害性の強い･OH と ONOO- の酸化作用を選択的に阻害することで発揮され

る (67, 91)。ラットを用いた脊髄損傷モデルや心肺蘇生モデル、アルツハイマ

ーモデルなどにおいて、H2が ROS / RNS の産生を抑えることで、S100B の発

現、JNK リン酸化、reactive astrogliosis を抑制し、神経細胞損傷を改善させたと

の報告がある (92–94)。2012 年に Zhan らは、EVP モデルにおいて H2ガス吸入

が ROS / RNS を抑制することにより EBI を抑制することを初めて報告した 

(77)。しかし、その機序は不明であった。本研究では、H2ガス吸入によって、
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S100B 発現、JNK リン酸化、さらには reactive astrogliosis が抑制されることに

よって EBI が改善した (図 24)。さらに、EBI が抑制されたことで、CV の改善

効果を介することなく、DBI 及び予後が改善した (図 25)。この結果は、EVP

モデルおける H2ガス吸入効果の機序を示した初めての報告である。 

本研究において、神経機能は H2ガス吸入により第 2 病日以降に有意に改善

した。一方、Zhan らの報告では、H2ガス吸入により、神経機能は第 1 病日に

は有意に改善したものの、第 3 病日では有意な改善は認めなかった。これら 2

研究間の結果の相違の主な原因として、実験モデルと H2ガス投与時期の違い

が挙げられる。本研究では、EBI 及び DBI の観察に適した SAH + UCCAO モデ

ルを使用した。一方、Zhan らの研究では、一般的な死亡率の高い EVP モデル

を使用しており、DBI の観察には適していなかった可能性がある。次に、H2ガ

ス投与時期について、Zhan らの研究では SAH 発症 1 時間後 2 時間のみである

のに対し、本研究では第 0 病日の SAH 発症前から 2 時間のみならず第 2 病日

にも 30 分間行った。投与回数及び投与時期による影が大きいと考える。特

に、SAH 発症前投与による影響も否定はできない。実際、H2の疾患発症前投

与の有効性については、脳虚血再灌流障害や横紋筋融解症誘発性急性腎障害の

ラットモデルにおいて既に報告されている (95–97)。実臨床において、本研究

のごとく SAH 発症前から H2ガス吸入を行うことは難しいものの、特殊な治療

例、例えば未破裂脳動脈瘤に対する手術の際に、術前および術中に H2ガス投

与を行い、仮に SAH が起きたとしても、それに伴う脳損傷を抑えることがで

きる可能性は、本研究を通して示唆された。H2ガス治療を臨床応用するために

は、SAH 発症後 H2ガス投与開始の time window を検索していく必要があり、

今後の課題としたい。 

以上のことより、本研究を通して、H2ガスの EBI 抑制効果により、DBI を改

善することが示された。さらに、H2ガスが CV を改善することなしに DBI を改

善することが示されたことで、EBI が SAH 後の予後を規定する重大な因子であ

ることが確かめられた。 
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4-2-2. 水素の可能性 

臨床の場において、EBI 及び DBI を軽減させる治療薬は未だ存在しない。本

研究結果より、H2による治療効果は期待できると考える。さらに、H2自体は

生体に対して無害であり投与方法も様々であるため、臨床応用しやすいと考え

る。 

また、H2の作用として ROS / RNS を消去する化学的な作用だけでなく、酸化

傷害による細胞死を抑制することが報告されている (98)。そのため、SAH 発症

後 72 時間以内と言われる EBI の出現時期や ROS / RNS の生成期を過ぎても、

長期的な H2の投与が良好な効果を発揮する可能性もある。 

さらに、本研究において H2ガス吸入による CV の有意な改善は認めなかっ

た。これは、SAH 後血管外に漏出したヘモグロビンは ROS / RNS を持続的に生

成しているにもかかわらず、H2ガス投与が CV 発生時には既に終了しているこ

とに起因する可能性がある (74, 99)。JNK リン酸化軽減により CV が改善する

ことが報告されており (100)、SAH 後に H2ガスを長期間使用すれば CV が軽減

する可能性がある。今後、CV 抑制効果も含めた H2ガス投与時期の更なる検討

が必要と思われる。 

 

4-3. 今後の課題と展望 

 本研究では、ウエスタンブロットでの各サンプル毎の phospho-JNK のバンド

の定量結果を正確なものとするため、同ブロットで用いた PVDF メンブレンに

対する抗 GAPDH 抗体でのリプローブで得られたバンドの定量値にて補正を行

った。しかし、理想的には抗 total JNK 抗体でのリプローブで得られたバンドの

定量値で補正を行うべきであったと考える。 

Reactive astrogliosis は、傷害的作用のみならず炎症の限局化や組織修復など

の神経保護に働く作用も有しているため、SAH 後の reactive astrogliosis に関し

て、さらなる解明が必要と考える (37, 101)。Reactive astrogliosis の程度が、単

に SAH の重症度を反映しているだけなのか、もしくは SAH 後の予後に直接影

響を及ぼすのかは未だ明らかになっておらず、更なる検討が必要である。ま

た、H2が直接 reactive astrogliosis を抑制したのか、それとも間接的に reactive 
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astrogliosis が抑制されたのかは不明であるため、H2の作用機序の解明も必要と

考える。 

H2ガス治療に関して、治療の至適な開始時期や継続期間について今後も検討

する必要がある。特に、本研究においては H2ガス治療を SAH 発症前から行っ

たが、実臨床への応用を考え、SAH 発症後からの投与による効果を今後検討し

たい。 
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第 5 章 結論 

1. SAH + UCCAO モデルについて 

・ SAH 発症早期に脳低灌流負荷を加えることで、EBI 及び CV が悪化し、そ

の結果として、神経細胞死と神経機能の悪化を伴う DBI が発生した。 

・ SAH + UCCAO モデルは、死亡率が低い上に、EBI、reactive astrogliosis、

CV、DBI の全てを観察することができた。SAH 後の病態解明、治療薬の効

果を検討するのに有用なモデルである。  

   

2. SAH + UCCAO モデルに対する水素ガス吸入効果 

・ H2ガス吸入による EBI 抑制効果は、CV の程度に関係なく DBI および予後

を改善した。また、H2ガスによる明らかな有害事象は認めなかった。 

・ EBI が SAH 後の予後を規定する重大な因子であることが再確認された 

・ H2ガス吸入療法が SAH の治療成績を向上させる新たな治療手段となる可能

性がある。 
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表 1: 評価項目 

体重測定を連日行った。Early brain injury (EBI) の程度は、第 2 病日にお

ける神経機能、脳浮腫の程度、穿破側大脳皮質における S100B の発現量及び

JNK のリン酸化量、reactive astrogliosis の程度を用いて評価した。Reactive 

astrogliosis の程度は、第 3 及び 7 病日の GFAP の発現量で評価した。

Cerebral vasospasm (CV) の程度は、第 3 及び 7 病日における遠位部 anterior 

cerebral artery (ACA) 及び basilar artery (BA) を用いて組織学的に評価し

た。Delayed brain injury (DBI) の程度は、第 7 病日における神経機能評価、

穿破側 PRh 領域及び歯状回 (DG) における損傷神経細胞の割合を用いて評価

した。 
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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 (80) 

6 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 (3 ~ 18 点)。 
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Sham 群 

(n=25) 

UCCAO 群 

(n=25) 

SAH – UCCAO 群 

(n=25) 

SAH + UCCAO 群 

(n=25) 

第 0 病日 
    

    Body weight, g 350.5 ± 24.1 353.8 ± 28.6 351.7 ± 30.5 359.2 ± 24.9 

    Arterial blood gas 
    

          pH 7.431 ± 0.003 7.436 ± 0.004 7.437 ± 0.006 7.428 ± 0.005 

          PaCO2, mmHg 36.2 ± 0.3 35.7 ± 0.4 35.6 ± 0.4 36.1 ± 0.3 

          PaO2, mmHg 150 ± 1.2 151 ± 1.4 153 ± 1.6 151 ± 1.4 

    MABP, mmHg 
    

          Baseline 113 ± 2.0 113 ± 2.1 116 ± 1.5 113 ± 1.8 

          30 min 100 ± 2.4 98 ± 1.9 96 ± 3.0 99 ± 3.1 

  
 

      

第 1 病日   
   

    Arterial blood gas 
    

          pH 7.412 ± 0.005 7.423 ± 0.005 7.416 ± 0.005 7.406 ± 0.004 

          PaCO2, mmHg 41.0 ± 0.5 40.4 ± 0.6 40.2 ± 0.7 41.5 ± 0.5 

          PaO2, mmHg 138 ± 1.4 141 ± 1.8 138 ± 1.8 144 ± 1.3 

    MABP, mmHg 
    

          Baseline 107 ± 2.0 108 ± 1.7 106 ± 1.9 109 ± 1.6 

          3 min 101 ± 1.9 107 ± 1.7 102 ± 1.8 106 ± 1.8 

 

表 3: 実験 1 の生理学的パラメーター 

SAH 発症前 (第 0 病日) および一側総頸動脈結紮 (unilateral common carotid 

artery occlusion, UCCAO) 前 (第 1 病日) における各パラメーターは、各群間で

それぞれ有意差を認めなかった。データは平均値 ± 標準誤差で表示。  
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  Sham 群 Control 群 H2群 

第 0 病日    
    Body weight, g 354.5 ± 4.8 347.1 ± 5.3 350.0 ± 4.4 

    Arterial blood gas    

          pH 7.434 ± 0.003 7.416 ± 0.00 7.430 ± 0.004 

          PaCO2, mmHg 36.0 ± 0.3 37.1 ± 0.2 36.6 ± 0.3 

          PaO2, mmHg 149 ± 1.2 150 ± 1.2 148 ± 1.1 

    MABP, mmHg    

          0 min 113 ± 1.6 111 ± 1.6 115 ± 1.6 

          30 min 99 ± 1.9 96 ± 2.6 97 ± 1.8 

      

第 1 病日      

    Arterial blood gas    
          pH 7.416 ± 0.005 7.412 ± 0.006 7.427 ± 0.003 

          PaCO2, mmHg 41.6 ± 0.5 41.7 ± 0.5 39.9 ± 0.4 

          PaO2, mmHg 138 ± 1.7 142 ± 1.4 140 ± 1.4 

    MABP, mmHg    
          0 min 106 ± 1.8 107 ± 2.1 108 ± 2.6 

          3 min 101 ± 1.7 108 ± 1.9 104 ± 2.4 

        

 

表 4: 実験 2 の生理学的パラメーター 

SAH 発症前 (第 0 病日) および一側総頸動脈結紮 (unilateral common carotid 

artery occlusion, UCCAO) 前 (第 1 病日) における各パラメーターは、各群間で

それぞれ有意差を認めなかった。データは平均値 ± 標準誤差で表示。データ

は平均値 ± 標準誤差で表示。第 0 病日は sham: n = 27、control: n = 32、H2: n = 

30。第 1 病日は各群 n = 28。 
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図 1: SAH 後の病態 

 SAH 発症後 72 時間以内に early brain injury (EBI)、発症数日～2 週間後に

delayed brain injury (DBI) が起こり、DBI が SAH の予後に重大な影響を与える

と考えられている。また、DBI の発生には、EBI、局所微小循環障害や血栓形

成、大脳皮質拡延性抑制、遅発性脳血管攣縮などが複合的に関与していると考

えられている。特に、EBI は DBI の増悪因子として近年最も注目を集めてい

る。 
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図 2: early brain injury (EBI) の病態 

 SAH 発症直後に、intracranila pressure (ICP) 上昇、cerebral perfusion pressure 

(CPP) および cerebal blood flow (CBF) 低下により一過性全脳虚血、急性脳腫脹

が引き起こされる。さらに、各種炎症性サイトカインや活性酸素種と活性窒素

種 (ROS / RNS) による酸化ストレス傷害により、神経細胞アポトーシスや

blood brain barrier (BBB) 破綻、脳浮腫がもたらされる。 

  



48 

 

 

 

図 3: 活性酸素種および活性窒素種 

 酸素は計 4 つの電子を受け取り水分子となる。その過程で、･O2- (スーパー

オキサイド) 、過酸化水素 (H2O2)、･OH (ヒドロキシラジカル)、ONOO- (ペル

オキシナイトライト) などの活性酸素種および活性窒素種 (ROS / RNS) が生成

される。ROS / RNS の中でも、特に･OH と ONOO- は細胞傷害性が強い。 

 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、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: 実験動物の振り分けと評価項目 

109 匹のラットを no SAH 群 (n=50)、SAH 群 (n=59) の 2 群に無作為に振り

分けた。第 1 病日に、no SAH 群は sham 群及び UCCAO 群に、SAH 群は 24 時

間後の神経学的スコアが 15 点以上のラットのみを SAH — UCCAO 群及び SAH 

+ UCCAO 群に無作為に振り分け、sham 群 (n=25)、UCCAO 群 (n=25)、SAH — 

UCCAO 群 (n=25)、SAH + UCCAO 群 (n=25) の 4 群とした。 

体重測定を第 0 ~ 7 病日の間連日行い、第 1、2、3 及び 7 病日にそれぞれ神

経学的評価を行った。さらに、第 2、3 及び 7 病日に神経学的評価を行った

後、直ちに断頭による安楽死を行い、脳浮腫の評価もしくは組織サンプルの採

取を行った。第 2、3 及び 7 病日のウエスタンブロット法による評価、第 3 及

び 7 病日の組織学的評価を、それぞれ各群 5 匹ずつ用いて行った。 
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図 5: endovascular perforation (EVP) モデルの作成方法 

① 右頭頂骨に骨窓を開け、ICP センサーを硬膜外に留置した。 

② 外頸動脈の断端より 6-0 プロリーン®糸を挿入し、頭蓋内内頸動脈先端部を

穿破した。SAH 発症後プロリーン®糸は抜去し外頸動脈を結紮した。その

後、総頸動脈の遮断を解除し血流を再開させた。 

  

① 

② 

右側 右側 
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図 6: SAH 発症後の頭蓋内圧、平均血圧、脳灌流圧の推移 

A. SAH 発症後、intracranial pressure (ICP) は速やかに上昇し、10 分以内に最

高値に達した後下降、30 分かけて安定した。SAH 発症後 ICP 最高値から 30 分

後までの間、ICP は sham 群と比較して SAH — UCCAO 及び SAH + UCCAO 群

で有意差を認めた (P < 0.05) 。 

B. SAH — UCCAO 及び SAH + UCCAO 群において、平均血圧 (mean arterial 

blood pressure: MABP) は ICP の上昇に伴い下降し、その後上昇して 30 分かけ

て安定した。 

C. 脳灌流圧 (cerebral perfusion pressure: CPP) は、ICP の上昇に伴い 10 分以

内に最低値に達した後下降し、その後上昇して 30 分かけて安定した。 

データは平均 ± 標準誤差で表示。* p < 0.05。 
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図 7: 体重減少率の推移 

第 1 から 7 病日にかけて、SAH — UCCAO 及び SAH + UCCAO 群は sham 群

と比較して有意に体重減少率は高かった。さらに、第 3 から 7 病日にかけて、

SAH + UCCAO 群は SAH — UCCAO 群と比較して有意に体重減少率は高かっ

た。* p < 0.05; sham 群との比較、† p < 0.05; SAH + UCCAO 群との比較。  



53 

 

 

 

図 8: 神経機能評価 

第 2、3 及び 7 病日において、SAH + UCCAO 群は SAH — UCCAO 群と比較

して、神経機能の有意な悪化を認めた。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. 

SAH - UCCAO group。  
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図 9: 脳水分含有量に対する脳低灌流負荷による影響 

脳水分含有量を測定することで脳浮腫の程度について評価した。SAH + 

UCCAO 群では SAH — UCCAO 群と比較して有意に脳浮腫が増悪していた。 

* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. SAH - UCCAO group。  
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図 10: 穿破側大脳皮質における S100B 発現量及び JNK リン酸化量に対する脳

低灌流負荷による影響 

S100B、p-JNK 及び GAPDH のウエスタンブロットの代表例 (A)とその定量

結果 (B)。SAH + UCCAO 群では、SAH — UCCAO 群と比較して有意に S100B

の発現、JNK のリン酸化が増大していた。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: 

vs. SAH - UCCAO group。 
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図 11: 穿破側大脳皮質における reactive astrogliosis に対する脳低灌流負荷によ

る影響 

第 3 及び 7 病日における、glial fibrillary acidic protein (GFAP) 及び GAPDH の

ウエスタンブロットの代表例 (A)、定量結果 (B)、および GFAP 染色代表例 

(C)。SAH + UCCAO 群では、SAH — UCCAO 群と比較して第 3 病日における

GFAP 発現量の有意な増加を認めた。白矢頭は、突起が伸長しかつ細胞体が肥

大した反応性アストロサイト(reactive astroscyte) を示す。* p < 0.05：vs. sham 

group, † p < 0.05: vs. SAH - UCCAO group。スケールバー = 50 µm。 
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図 12: 遠位部前大脳動脈と脳底動脈における血管攣縮に対する脳低灌流負荷に

よる影響 

第 3 及び 7 病日における遠位部前大脳動脈 (ACA) (A) と脳底動脈 (BA) (C) 

の血管の直径と血管壁厚から算出した血管攣縮の程度と遠位部 ACA の各群代

表例 (B)。遠位部 ACA において、第 3 病日 SAH + UCCAO 群では SAH – 

UCCAO 群と比較して有意に脳血管攣縮の増悪を認めた。第 7 病日には、全群

間における有意差は認めなかった。一方、BA に関しては、第 3 及び 7 病日の

両日ともに全群間における有意差は認めなかった。* p < 0.05：vs. sham group,  

† p < 0.05: vs. SAH - UCCAO group。スケールバー = 50 µm。 

 



58 

 

 

図 13: 損傷神経細胞の割合に対する脳低灌流負荷による影響 

第 7 病日における、穿破側大脳皮質嗅周野 (PRh) と歯状回 (DG) の Nissl 染

色代表例 (A と B) と損傷神経細胞の割合 (C と D)。PRh 領域及び DG におい

て、SAH + UCCAO 群では SAH — UCCAO 群と比較して、損傷神経細胞の割合

が有意に増加していた。赤矢印は、核凝縮や形態変化を伴う損傷神経細胞を示

す。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. SAH - UCCAO group。スケールバ

ー = 50 µm。 
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図 14: 実験動物の振り分けと評価項目 

 92 匹のラットを sham 群 (n=28)、control 群 (n=33)、H2群(n=31) の 3 群に振

り分けた。Control 群及び H2群において、24 時間後の神経学的スコアが 15 点

以上のラットのみに unilateral carotid artery occlusion (UCCAO) 処置を行った。

Sham 群 28 匹、control 群 28 匹、H2群 28 匹を用いてそれぞれ評価を行った。 

第 1、2、3 及び 7 病日に体重測定及び神経学的評価を行った。第 2、3 及び 7

病日に神経学的評価を行った後、直ちに断頭による安楽死を行い、脳浮腫の評

価もしくは組織サンプルの採取を行った。第 2、3 及び 7 病日の western blot に

よる評価を各群 5 匹ずつ用いて行った。組織学的評価は、第 3 病日は各群 6 匹

ずつ、第 7 病日は各群 7 匹ずつ用いて行った。 

Control 群では、30 % 酸素 + 70 % 窒素の混合ガス、H2群では 1.3 % 水素 + 

30 % 酸素 + 68.7 % 窒素の混合ガスを使用した。第 0 病日の SAH 作成時、麻

酔導入から H2ガス投与を開始し計 2 時間投与を行った。第 1 病日の UCCAO

処置時は、麻酔導入から H2ガス投与を開始し計 30 分間投与を行った。 
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図 15: SAH 発症後の頭蓋内圧、平均血圧、脳灌流圧の推移 

A. SAH 発症後、intracranial pressure (ICP) は速やかに上昇し、10 分以内に最

高値に達した後下降、30 分かけて安定した。SAH 発症後 ICP 最高値から 30 分

後までの間、ICP は sham 群と比較して control 群及び H2群で有意差を認めた。 

B. Control 群及び H2群において、平均血圧 (mean arterial blood pressure: 

MABP) は ICP の上昇に伴い下降し、その後上昇して 30 分かけて安定した。 

C. 脳灌流圧 (cerebral perfusion pressure: CPP) は、ICP の上昇に伴い 10 分以

内に最低値に達した後下降し、その後上昇して 30 分かけて安定した。 

データは平均 ± 標準誤差で表示。* p < 0.05。 
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図 16: 体重減少率の推移 

第 1 から 7 病日にかけて、control 及び H2群は sham 群と比較して有意に体重

減少率は高かった。さらに、第 3 から 7 病日にかけて、H2群は control 群と比

較して有意に体重減少率は低かった。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: 

vs. control group。 
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図 17: 神経機能評価 

第 3 及び 7 病日において、H2群は control 群と比較して神経機能の有意な改善

を認めた。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. control group。 
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図 18: 脳水分含有量に対する水素ガス吸入効果 

脳水分含有量を測定することで脳浮腫の程度について評価した。H2群では

control 群と比較して有意に脳浮腫の改善を認めた。* p < 0.05：vs. sham 

group, † p < 0.05: vs. control group。 
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図 19: 穿破側大脳皮質における S100B 発現量及び JNK リン酸化量に対する水

素ガス吸入効果 

S100B、p-JNK 及び GAPDH のウエスタンブロットの代表例 (A)とその定量

結果 (B)。H2群では、comtrol 群と比較して S100B 及び p-JNK の発現量が有意

に低下していた。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. control group。   
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図 20: 穿破側大脳皮質における reactive astrogliosis に対する水素ガス吸入効果 

第 3 及び 7 病日における、glial fibrillary acidic protein (GFAP) 及び GAPDH のウ

エスタンブロットの代表例 (A)、定量結果 (B)、および GFAP 染色代表例 

(C)。H2群では、control 群と比較して第 3 病日における GFAP 発現量の有意な

減少を認めた。白矢頭は、突起が伸長しかつ細胞体が肥大した反応性アストロ

サイト(reactive astroscyte) を示す。* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. 

control group。スケールバー = 50 µm。 
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図 21: 遠位部前大脳動脈の血管攣縮に対する水素ガス吸入効果 

第 3 及び 7 病日における遠位部前大脳動脈 (ACA) の各群代表例 (A) と血管

の直径と血管壁厚から算出した血管攣縮の程度 (B)。第 3 病日において、

control 群及び H2群は sham 群と比較して有意に血管攣縮の増悪を認めた。第 7

病日には、全群間における有意差は認めなかった。両日ともに、H2群は control

群と比較して血管攣縮の改善は認めなかった。スケールバー = 30 µm。* p < 

0.05。 
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図 22: 損傷神経細胞の割合に対する水素ガス吸入効果 

第 7 病日における、穿破側大脳皮質嗅周野 (PRh) と歯状回 (DG) の Nissl 染

色代表例 (A と B) と損傷神経細胞の割合 (C と D)。PRh 及び DG おいて、H2

群は control 群と比較して、損傷神経細胞の割合が有意に低下していた。赤矢印

は、核凝縮や形態変化を伴う損傷神経細胞を示す。スケールバー = 50 µm。 

* p < 0.05：vs. sham group, † p < 0.05: vs. control group。 
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図 23: SAH + UCCAO モデルにおける病態変化 

Early brain injury (EBI) の時期に unilateral common carotid artery occlusion 

(UCCAO) を加えることで、EBI 及び CV (cerebral vasospasm) が悪化し、その結

果として、神経細胞死と神経機能の悪化を伴う delayed brain injury (DBI) が発

生した。 
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図 24: SAH + UCCAO モデルにおける early brain injury (EBI) に対する水素ガス

吸入効果 

H2ガスが S100B 発現及び JNK リン酸化を抑制することで、reactive astrogliosi

及び脳浮腫が軽減し、EBI が改善した。 
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図 25: SAH + UCCAO モデルにおける水素ガス吸入効果 

H2ガス吸入により early brain injury (EBI) が抑制されたことで、CV (cerebral 

vasospasm) の改善効果を介することなく、delayed brain injury (DBI) 及び予後が

改善した。 

 

 


