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本論文で使用した略語一覧 

 

ACE: angiotensin converting enzyme  

Akt: serine/threonine-specific protein kinase, protein kinase B 

ALB: albumin  

ALP: alkaline phosphatase 

ALT: alanine aminotransferase 

AMPA: α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole propionate 

AMY: amylase 

AUC: area under the  

BBB: blood-brain barrier 

BUN: blood urea nitrogen 

CBF: cerebral blood flow 

CMC: carboxymethyl cellulose 

CPG: central pattern generator 

Cr: creatinine 

DHE: dihydroethidium 

DPPH: 1, 1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 

eNOS: endothelial nitric oxide synthase 

FA: ferulic acid; 4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid 

FAD: ferulic acid derivative 

GLU: glucose 

GLUB: globulin 
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H2O2: hydrogen peroxide 

i.p.: intraperitoneal 

MCAO: middle cerebral artery occlusion 

MTT: 3(4, 5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

NMDA: N-methyl-D-aspartate 

・OH: hydroxy radical 

・O2
-: superoxide 

PC12: pheochromocytoma-12 

PSA: topological polar surface area 

p.o.: per os 

QOL: quality of life 

Re: reperfusion 

ROS: reactive oxygen species 

SD: Sprague Dawley 

SP: substance P 

TBIL: total bilirubin 

TH: tyrosine hydroxylase 

TP: total protein 

t-PA: tissue plasminogen activator 

TTC: 2, 3, 5-Triphenyltetrazolium chloride 

vWF: von Willbrand factor 

WHO: world health organization 

2VO: ligation of bilateral common carotid arteries 
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緒言 

 

脳卒中は、世界全体における死因の第2位であり、様々な後遺症を引き起こす

重大疾患である［1］。2050年における我が国の65歳以上の人口比率は、世界で

最も高くなると推測されており［2]、さらなる超高齢化に伴い、脳卒中患者は

今後も増加すると考えられている。また脳卒中は、発症後、永続的な後遺症が

残ることが多く、介護原因となる頻度が他の疾患と比較して最も多い［3］。脳

卒中のおもな後遺症には、認知症や言語障害などの高次脳機能障害、片麻痺な

どの運動障害、痺れや痛みなどの感覚障害、嚥下障害が挙げられる［4］。なか

でも嚥下障害は、栄養状態の悪化や食への興味の低下によって患者のquality of 

life（QOL）が低下するばかりでなく、誤嚥性肺炎の合併や窒息のリスクが上昇

することから、生死に関わる重篤な後遺症である［5-7］。 

現在、脳卒中は世界中で 2 秒に 1 人の頻度で発症しているとされる［8］。な

かでも脳梗塞は、脳卒中死亡者の約 6 割と大部分を占めている。その発作は、

突発的に生じることから、処置の遅れによる死亡率が高く、救命できた場合で

も重篤な後遺症を引き起こす。脳梗塞に対する最も有効な治療は、2005 年に承

認された組織プラスミノーゲン活性化因子（tissue-plasminogen activator: 

t-PA）を用いた血栓溶解療法による可及的速やかな血流再開処置である［9］。

2012年には、t-PA の適応可能時間が脳梗塞発症後 3時間以内から 4.5時間以内

へと拡大したが、それでも実際に適応できる患者は全体の約 3%とごくわずかで

ある［10］。他の治療法として、ラジカルスカベンジャーであるエダラボンによ

る脳保護療法や、アスピリン、アルガトロバンなどによる抗血小板療法などが

あるが、これらの薬剤は腎障害や出血などの重大な副作用リスクをもつ ［8, 11］。
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そこで著者は、このような脳梗塞治療の現状と問題点を踏まえ、脳梗塞既往歴

をもつ患者や高血圧、糖尿病などの生活習慣病罹患者をターゲットとし、安全

性が高く、発症前からの予防投与によって脳梗塞発作の障害軽減が可能な予防

的治療薬の開発が必要であると考えた。この薬物を発作後も継続して投与する

ことによって、後遺症の予防および改善も期待できる。 

Fig.1 に脳虚血障害のメカニズムとその治療法の概要を示す。脳梗塞による

虚血障害は、エネルギー代謝障害による不可逆的なネクローシスが生じる虚血

中心部と、比較的障害が軽度で可逆的なアポトーシスが生じるペナンブラ領域

にわけられる［12］。t-PAを用いた血流の再開は、コア領域の拡大を防ぎ、ペナ

ンブラ領域を救済することから、現状最も有効な治療法である。一方、血液の

再灌流は、虚血部位への急激な酸素供給による活性酸素種（ROS）の産生増大を

引き起こし、ペナンブラ領域に酸化ストレスによるアポトーシスを誘発して障

害を増悪することが報告されている［13］。これまでの基礎研究は、主にこのペ

ナンブラ領域の救済を治療ターゲットとし、フリーラジカル消去作用［14］や

血管内皮保護作用［15］、血管拡張作用［16-17］を有する化合物の有効性を検

証したものが多くみられる。また近年では、天然の抗酸化物質を利用した脳保

護効果が数多く報告されている［18-19］。 

フェルラ酸（ferulic acid: FA）は、植物全般に含まれる天然のフェノール

性化合物の一種であり、毒性が低く、現在、酸化防止剤や認知症の予防を目的

としたサプリメントとして用いられている。これまでの基礎研究から、FAは抗

酸化作用を介した抗アポトーシス効果［20-22］、血管内皮保護作用［23］、血管

拡張作用［24］やアンジオテンシン変換酵素（ACE）阻害作用［25］による降圧

効果をもつことが報告されている。これらの作用は、脳梗塞の予防や発作時の
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脳保護に有効であることから、FAは、予防的治療薬のシードとして必要な作用

を多面的に兼ね備えていると考えられる。そこで本研究では、FAをシード化合

物として、脳梗塞発症前から発症後慢性期までの継続投与が可能な予防的治療

効果を有するFA誘導体（ferulic acid derivative: FAD）化合物の創出を目指

した。 

本研究の第1章では、FAをシード化合物して抗酸化活性や中枢移行性の増強を

目的として分子デザインした13種類のFADについて、抗酸化活性を指標に有効な

候補化合物のスクリーニングを行い、選定したFAD012について、培養細胞を用

いた毒性および細胞保護効果の検討を行った。続いて第2章では、候補化合物の

中からFAD012を選定し、脳梗塞急性期モデルとして汎用されているラット中大

脳動脈閉塞/再灌流（MCAO/Re）モデルを用い、脳血流量（CBF）や神経症状、脳

梗塞巣の形成に対するFAD012の効果について検討を行った。第3章では、慢性期

における嚥下障害モデルとして用いられる慢性脳低灌流モデルを用い、虚血に

よる嚥下反射機能障害に対するFAD012の効果を薬理学的に検証した。 
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Fig.1 Mechanisms of ischemic brain damage. 
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第 1章 FADの抗酸化活性、細胞保護効果の評価（in vitro）および毒性評価（in 

vivo） 

 

世界保健機関（WHO）によると、健康寿命は、日常生活に制限なく健康的に過

ごせる期間と定義されており、厚生労働省が推進する健康寿命の延伸を目的と

した「健康日本 21（第 2次）」では、生活習慣病に対する対策強化、医療の充実

が重点分野とされている［26］。なかでも脳卒中における対策としては、「脳血

管疾患の発症の危険因子となる高血圧の改善並びに脂質異常症の減少と、これ

らの疾患による死亡率の減少等を目標とする」とされている。このような国の

政策や国民のセルフメディケーション意識の向上を背景に、近年では、健康の

保持増進を目的に用いられている健康食品を応用した代替医療や予防医療への

関心が高まっている。 

FA は抗酸化作用を有することが知られており、これまで数多くの基礎研究が

進められている［27］。アルツハイマー病モデル動物に対する FA の抗酸化作用

を介した記憶障害改善効果について、国内外の多数の報告がみられる［28-30］。

Nakamuraら（2008）［31］ は、アルツハイマー病患者に対する臨床試験により、

FAの有効性を国内で初めて実証しており、現在では、FAはアルツハイマー病患

者の認知機能改善を目的としたサプリメントとして用いられるようになった。

FA は、他にも抗がん作用［32］や血糖降下作用［33］など、多岐に渡る薬理活

性を有することが報告されている。そのなかでも著者は、とくに抗酸化作用を

介した抗アポトーシス効果［20-22］、血管内皮保護効果［23］、血管拡張作用［24］、

および ACE阻害作用［25］に着目した。 

本章では、FA をシード化合物として、抗酸化活性や中枢移行性の向上を目的
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として分子デザインした FADについて、in vitro における抗酸化活性および ACE

阻害活性を指標に候補化合物を探索した。さらに選定した候補化合物について

培養細胞を用いて毒性および細胞保護効果を評価した。また候補化合物の生体

に対する予防投与を想定した in vivo ラットの長期経口投与による毒性試験を

行い、生体内における安全性を検証した。 

 

 

第 1節 FADの抗酸化活性および ACE阻害活性を指標にしたスクリーニング 

 

 脳が虚血状態に陥ると、ROSおよびフリーラジカルが産生され、細胞膜リン脂

質、蛋白質、DNA などが障害を受け、神経細胞死が引き起こされる。ROS には、

スーパーオキシド（・O2
-）、過酸化水素（H2O2）およびヒドロキシラジカル（・

OH）が挙げられる。とくに、・OHは極めて反応性が高いことが知られており、脂

質と反応することにより、過酸化脂質を生成する。過酸化脂質は、細胞に傷害

を与え、細胞死を引き起こす。脳梗塞急性期には、t-PA などを用いた治療によ

る血流再開により、ROSの産生増大や過剰に生成する過酸化脂質が障害を増悪さ

せることが明らかとなっている［13、34］。近年では、その治療において、ROS

消去作用や過酸化脂質の産生抑制作用を有する抗酸化物質の応用が試みられて

いる［35］。フリーラジカル消去作用を有するエダラボンは、わが国のみ承認さ

れている脳梗塞急性期における治療薬であり、脳虚血再灌流時に生成される ROS

を除去し、酸化ストレスによる細胞障害を防ぐ脳保護薬として用いられている。

ビタミン Cとして知られるアスコルビン酸（Fig. 2A）は、抗酸化作用をもつが、

これには構造上、HO-C=C-OH: エンジオール構造が重要であると考えられている。
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アスコルビン酸は、ROSに電子を供与し、自らはラジカルとなるが、共鳴により

安定化されることで、ラジカルの連鎖反応を防ぐことができる［36］。またビタ

ミン E であるα-トコフェロール（Fig. 2B）は、フェノール性水酸基によって

フリーラジカルを捕捉し、自身がラジカルとなって共鳴により安定化される

［37］。FAも、フェノール性水酸基によってフリーラジカルに電子を供与するこ

とで抗酸化作用を示すと考えられている［20-22, 27］。しかし、FA そのものの

抗酸化活性は、さほど強いものではない。そこで、FA をシード化合物にメトキ

シ基やメチル基、ハロゲンを導入し、抗酸化活性および脂溶性を高め、中枢移

行性の向上や薬理作用を強めることを目的に分子デザイン・合成した FAD を本

学大学院薬学研究科医薬品化学講座、坂本武史教授より提供していただいた。

候補化合物の FAD001～FAD013の構造式を Fig. 3に示した。FAD001～FAD005は、

電子供与基であるメトキシ基をベンゼン環の様々な位置に挿入し、電子密度を

上げることで抗酸化活性を強め、FAD007～FAD011 は、メトキシ基をハロゲンに

変え、脂溶性を高めるようデザインされている。また FAD006 や FAD012 は、メ

チル基を挿入することにより、電子供与性を維持させつつ、脂溶性を有するよ

うデザインされている。 

本節では、各誘導体の抗酸化活性を DPPH ラジカル消去能および過酸化脂質産

生抑制能を指標に評価した。さらに ACE 阻害活性を、酵素基質反応を利用して

測定した（Table 1）。DPPH ラジカル消去能については、アスコルビン酸と水溶

性ビタミン E 誘導体である Trolox（Fig. 2C）の IC50値は、それぞれ 74.9 µM、

71.4 µM であり、FA はこれらとほぼ同等の値（76.6 µM）を示した。一方、過酸

化脂質産生抑制能については、アスコルビン酸の IC50値は1850 µMであり、Trolox

の 32.1 µMと比較して非常に弱かったが、FAは 29.2 µMであり、Troloxと同等
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の効力を示した。アスコルビン酸、TroloxおよびFAの抗酸化活性を基準として、

FADの活性を比較評価したところ、FAD007、FAD011および FAD012 は、DPPHラジ

カル消去能、過酸化脂質産生抑制能のどちらについても強い活性が認められた。

一方、ACE阻害活性については、カプトプリル（Fig. 2D）の IC50値が 0.1 µM以

下であったのに対し、FAD には同等の活性を示すものはなく、最も強かった

FAD005でも 33.4 µMであった。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Structures of ascorbic acid (A), α-tocopherol (B), Trolox (C) and 

captopril (D). 
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Fig. 3 Structures of FA and FAD001-013. 
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Table 1 Antioxidative activities and ACE inhibitory activity of FADs. 

 

 

さらに、FADの分子量、化学構造をもとに、血液脳関門（BBB）通過のしやす

さを理論的に算出した。分子量は、450以下であれば BBBでの受動的な浸透が期

待できるとされている［37］。また、オクタノール・水分配係数の常用対数値 clogP

は、脂溶性の度合いを示しており、topological polar surface area（PSA）は、

極性を帯びている分子の表面積として、薬物輸送の予測に使用されるパラメー

タである。既存の中枢神経系の薬物の多くは、clogPが 2付近、PSAは 70以下

Sample

FAD004

FAD003

FAD005

FAD006

FAD007

FAD008

FAD009

FAD010

FAD011

FAD012

FAD013

FAD001

FAD002

Vitamin C

Trolox

FA

Mw

210.21

224.21

224.21

192.21

212.17

273.08

212.17

228.62

273.08

192.21

248.15

224.21

224.21

176.12

250.29

194.18

n=3-6

Captopril 217.29

DPPH radical
scavenging

activity
（IC50）
（µM）

48.5

62.2

679

1370

69.5

116

75.7

73.3

68.7

65.2

＞30200

65.5

357

74.9

71.4

76.6±10.6

-

Lipid
peroxidation 

inhibition
（IC50）

（µM）

121

32.1

53.7

223

24.4

38.5

21.9

20.4

19.9

23.6

268

24.9

341

1850

32.1

29.2

-

ACE inhibition
（IC50）
（µM）

1355.2

2334.1

＞1000

2224.5

129.8

33.4

418.1

378.3

501.4

278.1

301.2

879.5

152.0

128.7

-

-

＞0.1
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であることが報告されている［38］。これらの値を算出したところ、FADのほと

んどが BBB通過に適していたが、抗酸化活性が強かった FAD007、FAD011、FAD012

の中で、1.5＜clogP＜2.5、および PSA＜60 の両条件を満たす化合物は、FAD012

のみであった（Table 2）。以上の結果に基づき、FAD012を選定し、培養細胞を

用いた毒性および細胞保護効果を検討することとした。 

 

Table 2 Structural profiles of theoretical blood-brain barrier 

permeability of FADs. 

 

  

FAD004

FAD003

FAD005

FAD006

FAD007

FAD008

FAD009

FAD010

FAD011

FAD012

FAD013

FAD001

FAD002

FA

MW

210.21

224.21

224.21

192.21

212.17

273.08

212.17

228.62

273.08

192.21

248.15

224.21

224.21

194.18

cLogP

0.88

1.70

1.10

2.57

1.79

2.51

1.59

2.03

2.23

2.47

2.53

1.20

1.10

1.42

PSA （Å2)

86.99

76

76

57.53

66.76

66.76

66.76

66.76

66.76

57.53

66.76

70

86.99

66.76
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第 2節 培養細胞を用いた FAD012の毒性および細胞保護効果の評価 

 

前節において選定した FAD012 について、ラット副腎髄質褐色細胞腫由来の

PC12細胞を用いて細胞毒性を評価した。細胞を 2日間培養し、FAD012 または FA

（0.001～3000 µM）を添加した。24 時間培養後、細胞中の ATP 量を指標に細胞

生存率を求めた。その結果、FA を添加した細胞では、1000 µM の高濃度におい

ても細胞生存率に影響はみられなかった。FAD012も FAと同様に、細胞生存率に

影響しなかった（Fig. 4）。このことから、FAD012 の細胞に対する毒性は、FA

と同等に低いことが明らかとなった。 

続いて、酸化ストレス障害に対する FAD012の細胞保護効果について評価した。

H2O2を培地に添加することによって、虚血時における酸化ストレス障害を培養細

胞において擬似的に再現した。PC12細胞に FAD012または FA（0.001～1000 µM）

を添加し、1時間後に H2O2を添加し、さらに 4時間後に MTT assay にて細胞生存

率を評価した。H2O2 処置により、細胞生存率は 60%以下に低下したのに対し、

FAD012 を添加した場合の細胞生存率は約 80%と、FA を処置した場合よりも高い

生存率を示した（Fig. 5）。以上の結果から、FAD012は、培養細胞に対して、毒

性が低く、かつ、酸化ストレス障害による細胞死抑制効果が FAよりも強いこと

が明らかになった。 
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Fig. 4 Cytotoxicity of FAD012 on PC12 cells. PC12 cells were plated and 

grown for 2 days in culture medium. For assessment of cytotoxicity, cells 

were treated with FAD012 or FA for 24 h. The viabilities of cells were 

determined using ATP method. *** P < 0.001 compared with control. 

 

 

 

 

 

 

 

V
ia

bi
lit

y 
(%

)

0

20

40

60

80

100
***

0

20

40

60

80

100 ***

FAD012 FA

(A) (B)



20 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Protective effects of FAD against oxidative stress on PC12 cells. 

PC12 cells were plated and grown for 2 days in culture medium. For assessment 

of cytoprotective activity, cells were treated with FAD012 or FA 1 h prior 

to induction of oxidative stress by H2O2 (70 µM, 4 h). The viabilities of 

cells were determined using MTT method. *, ** P < 0.05, 0.01 compared with 

H2O2 (n=5-6). 
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第 3節 FAD012の in vivoにおける毒性評価 

 

培養細胞において、FAD012の低毒性および有効性が確認できたため、さらに、

FAD012 の予防投与を想定し、ラットを用いて FAD012 の長期経口投与による in 

vivo 毒性試験を行った。11 週齢の雄性 Sprague Dawley（SD）ラットに FAD012

（50 mg/kg）または溶媒である 0.5% carboxymethyl cellulose（CMC）を 10 週

間、連日経口投与した後、血液を採取して生化学検査を行った（Table 3）。主

に肝臓、胆嚢および脾臓の障害の指標であるアルブミン（ALB）、アルカリフォ

スファターゼ（ALP）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、アミラーゼ

（AMY）、総ビリルビン（TBIL）および総タンパク（TP）について評価した結果、

FAD012群では、CMC を投与した Vehicle群と比較して、ALPのみ上昇傾向を示し

た。肝臓などの臓器毒性がある場合、ALP とともに TBIL などの上昇がみられる

が、これらの値にも変化はみられなかった。腎障害の指標である血中ビリルビ

ン（BUN）やクレアチニン（Cr）についても差はみられず、電解質異常もみられ

なかった。以上のことから、FAD012 の長期経口投与によるラットの臓器毒性は

少ないと考えられる。 
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Table 3 Blood chemical analysis in rats with long-term oral administration 

of FAD012. 

 

  

Inspection Item

creatinine (Cr) 

phosphorus (P)

glucose (GLU)

total protein (TP)

globulin (GLUB)

Na+

K+

Ca2+

total bilirubin (TBIL)  

blood urea nitrogen (BUN)

alanine aminotransferase (ALT)

alkaline phosphatase (ALP)

albumin (ALB)

amylase (AMY)

Vehicle

0.55±0.1

6.05±0.3

198.5±11.8

7.55±0.2

2.7±0.1

141

6.05

10.6

0.3

23±0.8

52.5±0.4

184±14.7

4.8±0.2

857.5±75.5

FAD012 (50 mg/kg)

5.4±0.1

0.3

18±0.6

6.7±0.3

0.4±0.1

154.6±5.3

7.8±0.4

2.4±0.2

139.3±1.8

6.2±0.2

10.3±0.1

294.6±62.9

67.3±21.0

992.6±129.3

Relative Body Weights (%) 156±4.6 144±0.6 
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第 4節 本章の小括 

 

1. FAをシード化合物とした FAD13種類について DPPHラジカル消去能、過酸化

脂質産生抑制能、および ACE 阻害活性を指標にしたスクリーニングを行った

結果、FAD012はアスコルビン酸、Trolox および FAよりも強い抗酸化活性を

示した。 

2. BBB 通過の指標となる分子量、cLogP、PSA を算出した結果、FAD012 は、理

論的に BBB通過に適した構造であることが示された。 

3. 培養細胞を用いて毒性評価を行った結果、FAD012は FAと同様に細胞毒性が

低いことが確認された。 

4. FAD012 は、H2O2 による酸化ストレス障害に対して、FA よりも強い細胞保護

効果を示した。 

5. 予防的投与を想定した FAD012 のラット慢性経口投与による毒性試験の結果、

FAD012は、生体内においても毒性が低いことが確認された。 

 

 

以上、本章の in vitro 評価の結果より、FAD012 は、低毒性であり、かつ FA

よりも強い細胞保護効果を有することが明らかとなった。さらに、FAD012 のラ

ットにおける生体内毒性を評価した結果、長期的な予防投与が可能であること

が示された。 
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第 2章 一過性脳虚血ラットを用いた FAD012 の脳保護効果に関する検討 

 

ヒトにおける脳梗塞の約 7 割は、中大脳動脈の閉塞によるものである。とく

に動脈起始部の閉塞は、梗塞が広範囲に及び、重度の運動障害、意識障害や言

語障害をもたらし、一命を取り留めた場合にも、大部分の患者に後遺症が残存

し、生活に支障をきたさないほど劇的に回復することはごく稀である［5］。正

常な脳では、大脳皮質における脳血流量（CBF）は約 70 mL/100 g/min であるが、

脳が虚血状態に陥り、6 mL/100 g/min 以下まで低下すると、細胞にネクローシ

スが起こる。しかし、CBFが 6-15 mL/100 g/minの脳組織では、神経細胞の興奮

（活動電位の発生）は停止しているが、膜電位を維持するための細胞膜機能は

保たれており、Astrup ら（1977）［39］は、このような組織をペナンブラ領域と

する概念を提唱した。ペナンブラ領域は、時間経過とともにアポトーシスが生

じて梗塞巣が形成されるが、早期の血流再開通などにより救済が可能である組

織と定義され［40］、治療の主なターゲットとなっている。実際、脳梗塞急性期

における t-PAによる血流再開処置は、発症後なるべく早く実施するほど早期の

血流再開が期待でき、効果が高いことが報告されている［41］。しかし、t-PAの

治療可能時間は、発症後 4.5 時間以内と限られており、突発的に起こる脳梗塞

発作に迅速に対応することが困難である場合が多く、実際に適応できる患者は

全体の約 3%とごくわずかである［10］。このような背景から、t-PA に代わる効

果的な治療薬を見出すべく、研究が活発に行われているが、近年では、NXY-059

がエダラボンに代わる新規抗酸化薬として期待されたが、臨床試験から効果が

確認されず、開発が中止された。またアストロサイトの活性を抑制する ONO-2506

も臨床試験により有効性は示されなかった。このように現在の脳梗塞治療にお
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ける新規脳保護薬の開発は滞っている状況であり、新たな化合物の開発が期待

されている［8］。1986 年に、Koizumi ら［42］ によって、MCAO/Re 処置による

一過性脳虚血ラットが中大脳動脈起始部の閉塞による虚血障害および血流再開

に伴う再灌流障害を再現した脳梗塞急性期モデルとして有用であることが示さ

れ、現在、このモデルが基礎研究で汎用されている。そこで、本章では、前章

で選定した FAD012 の脳梗塞急性期における予防的治療効果を検証するため、

MCAO/Re処置ラットを用いて、薬理学的検討を行った。 

 

 

第 1節 虚血-再灌流時における脳血流量の評価 

 

 実験デザインを Fig. 6に示した。11週齢雄性 SDラットに FAD012（10または

30 mg/kg）を 1 週間経口投与した後、MCAO/Re 処置を施した。比較対照として、

FA（10 または 30 mg/kg）または溶媒である 0.5% CMC を投与し、同様の処置を

行った。まず、MCAO/Re 処置によって大脳皮質表層における CBFを、レーザード

ップラー式血流計を用いて経時的に測定した。その結果、CMCを投与した Vehicle

群では、CBFは MCAO処置によって 57.5%まで低下し、2時間の MCAO処置中に 49.4%

まで徐々に低下した。その後の Re 処置により、CBF の完全な回復がみられた。

FA（30 mg/kg）群の CBF は、MCAO 処置直後において 58.3%、処置 2 時間後では

48.4%と、Vehicle群と同様の推移を示した。一方、FAD012（30 mg/kg）群では、

MCAO処置直後の CBF は 64.3%であり、Vehicle 群と比較して CBFの減少が抑制さ

れた。また FAD012の CBF低下抑制作用は、2時間の MCAO処置中、持続した（Fig. 

7A）。MCAO処置中の CBF値から算出した総血流量（AUC）は、FAD012（30 mg/kg）
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群では、Vehicle群と比較して統計学的に有意な高値を示した。FA群は Vehicle

群と差はなかった（Fig. 7B）。 

 

 

 

 

Fig. 6  Experimental protocol of in vivo study to evaluate 

cerebroprotective effects of FAD012 using MCAO/Re rats. 
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Animal: SD rats (11 week, ♂)
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Fig. 7 Effects of oral administration of FAD012 on temporal change in 

cerebral blood flow (CBF) in MCAO/Re rats. CBF was measured in cerebral 

cortex supplied by the middle cerebral artery using a laser Doppler 

flowmetry. Values of CBF represented by means of pre-MCAO (A). The area 

under the curve (AUC) for CBF was determined in each group (B). The data 

are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each group. ** P <0.01 vs Sham, 
† P <0.05 vs Vehicle. 
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第 2節 FAD012の脳保護効果の検討 

 

FAD012 の脳保護効果を検討するため、Re 処置 24 時間後のラットの神経症状

を神経学的欠損スコアにより評価した（Fig. 8）。Vehicle 群の神経学的欠損ス

コアは、8.6±1.3であったのに対し、FAD012（30 mg/kg）群では 3.6±2.3であ

り、有意な神経症状の改善がみられた。Re 処置 24時間後の脳梗塞巣形成の度合

いを TTC染色によって評価したところ、Vehicle 群のラットでは、bregma +4 mm

から-4 mmまでの広範囲に梗塞巣の形成がみられ、特に大脳皮質から線条体の障

害が顕著であった。一方、FAD012群では、梗塞巣は線条体の一部のみに限局し、

大脳皮質においては梗塞の形成はほとんどみられなかった。Vehicle 群の脳梗塞

巣体積は、29.5±2.3%であったのに対して、FAD012 群では 6.3±3.5%であり、

梗塞巣体積が有意に抑制された（Fig. 9）。FA群では、皮質領域の梗塞形成の抑

制はみられなかった。前節も含め、得られた結果を総合すると、FAD012 の予防

投与は、MCA閉塞時に CBFを維持することにより、大脳皮質を中心としたペナン

ブラ領域の虚血状態を軽減し、脳梗塞巣の形成および神経症状の発現を抑制し

たと考えられる。 
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Fig. 8 Effects of FAD012 on neurological deficits induced by MCAO/Re in 

rats. Neurological deficits were evaluated using an 18-point scale at 24 

h of reperfusion after MCAO. The data are represented as means ± S.E.M.; 

n=4-5 in each group. ** P <0.01 vs Vehicle. 
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Fig. 9  Infarction inhibitory effects of FAD012 in MCAO/Re rats. 

Representative photographs of TTC staining of coronal brain sections of 

each groups at 24 h of reperfusion (A). Infarct volume in ischemic 

hemispheres (B). The data are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each 

group. ** P <0.01 vs Vehicle. 

In
fa

rc
t 

vo
lu

m
e
（
%
）

10

20

30

40

50

0

Vehicle
3010

FAD012 FA

10 30

MCAO/Re

mg/kg

**

Vehicle FAD012
(30 mg/kg)

FA
(30 mg/kg)

MCAO/Re

5 mm

B
re

gm
a

(m
m

)

0

+2

-4

-2

-6

+4

(A)

(B)



31 

 

第 3節 2次元レーザー血流画像装置を用いた FAD012の脳血流維持作用の解析 

 

 FAD012 の CBF 維持作用について、2 次元レーザー血流画像装置を用いて詳細

に検証した。ラットの頭蓋骨に骨窓を作製し、大脳皮質表層を露出させ、MCAO

処置前後の CBF の変化を画像化した。MCAO 処置前の CBF 画像において、MCA 灌

流域の主幹動脈は血流量が多いため赤色に、周辺の細動脈は血流量が少なく、

黄色から緑色の色調となった（Fig. 10A）。MCAO処置前の画像については、Vehicle

群と FAD012 群の間に差はみられなかった。MCAO 処置後の CBF 画像は、Vehicle

群では、MCA主幹動脈を中心に赤色から青色に変化し、広範囲にわたって CBFの

減少が確認された。一方、FAD012群では、MCAO 処置中の 120分間、主幹動脈お

よび周辺の細動脈は黄色～赤色に保たれ CBFが継続して維持された（Fig. 10B）。

CBF を数値化したところ、虚血前の CBF の絶対値は、Vehicle 群および FAD012

群の両群に差はみられなかった（Fig. 10C）。また、MCAO処置後の CBF値を、虚

血前を 100%とした割合でグラフ化したところ、Vehicle群の梗塞領域では、MCAO

処置により CBF が約 60%まで低下したのに対し、FAD012 群では 70-80%に維持さ

れ、Vehicle 群と比較して CBF の減少が有意に抑制された（Fig. 10D）。また、

統計学的な差は認められなかったが、FAD012 群では、Vehicle 群と比較して、

非梗塞領域においても CBFの増加傾向がみられた。 
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Fig. 10 Effects of oral administration of FAD012 on temporal change in CBF 
after MCAO. CBF was measured in the cerebral cortex supplied by MCA using 

a laser Doppler flowmetry. Representative images of CBF at the indicated 

time points pre and post MCAO in Vehicle and FAD012-treated groups (B). 

Absolute values of CBF before MCAO in Vehicle and FAD012-treated groups 

(C). Temporal changes of CBF in Vehicle and FAD012-treated rats after MCAO. 

Values of CBF were represented relative to pre-MCAO corresponding to each 

groups (D). The data are represented as means ± S.E.M.; n=4-5 in each group. 
** P <0.01 vs Vehicle-ipsilateral. 
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第 4節 FAD012の脳血流量維持作用メカニズムの解析 

 

前節までの結果を踏まえ、虚血時における FAD012の CBF維持作用メカニズム

を検討した。FAD012 は、正常時の大脳皮質の CBF には影響せず、虚血状態にお

いて特異的に CBF 維持作用を発揮することから、低酸素状態に応答して脳血流

を増加させるものと推察された。脳循環は、種々の脳血管作用メディエータを

介して調節されるが、血管拡張にはたらくものとして、ガス性のメディエータ

である一酸化炭素（CO）や一酸化窒素（NO）が挙げられる。これらは、どちら

も血管平滑筋可溶性グアニル酸シクラーゼをターゲットとし、細胞内シグナル

である cGMP上昇を介して cGMP依存性キナーゼを活性化し、平滑筋細胞内の Ca2+

濃度を減少させることで血管拡張作用を示す。しかし COの血管拡張作用は、NO

のわずか 1%の強さしかなく、比較的弱いことが報告されている［43］。NO は、

NO 合成酵素（NOS）によって酸素と L-arginine から産生され、血管拡張を惹起

する。一方、Kohら（2012）［23］は、FAが MCAO/Reモデルラットの大脳皮質に

おいて、MCAO処置 24時間後の血管内皮依存型 NOS（eNOS）の減少を抑制するこ

とを明らかにしている。また、著者の所属講座の先行研究（平成 29年度本学薬

学部薬学科卒業研究 金沢敏男）において、マウス胸部大動脈標本に、NOS 阻

害薬である N G-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）およびグアニル酸シ

クラーゼ阻害薬 1h-［1, 2, 4］oxadiazolo［4, 3-a］quinoxaline-1-one（ODQ）

を前投与し、FAD012 の作用を評価した結果、これらの阻害剤によって、FAD012

の血管拡張作用が消失することが明らかにされている（Supplemental fig. 1）。

これらのことから、FAD012の血管拡張反応には、NO合成経路が関与しているこ

とが考えられる。そこで、本節では、FAD012 の CBF維持作用が eNOS の発現を介
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する可能性について、大脳皮質における eNOS 発現量の組織学的評価によって、

検証することとした。FAD012による CBF維持が確認された MCAO処置 120分後の

大脳皮質切片を作製し、eNOSと血管内皮マーカーである von Willebrand factor

（vWF）の各抗体を用いた二重染色を行った。結果を Fig. 11 に示す。Vehicle

群では、梗塞領域において、血管内皮に局在する eNOSの発現が顕著に低下した

が、FAD012 群では梗塞領域の eNOS 発現が維持された（Fig. 11A）。一方、vWF

の発現には、両群で差が認められなかったことから、Vehicle 群における eNOS

発現の低下は、内皮細胞の壊死によるものではないと考えられた。蛍光強度を

グラフ化した結果、FAD012 群では、Vehicle 群と比較して、梗塞領域における

eNOS 発現量の減少が非梗塞領域と同レベルまで有意に抑制された（Fig. 11B）。

これらの結果から、FAD012の虚血時における CBF維持作用には eNOS 発現量低下

の抑制が関与する可能性が示された。 
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Supplemental fig. 1 Dilative mechanism of FAD012 in mouse aorta. 

Representative recordings of FAD012-induced vasodilations on 

phenylephrine (1×10-6 M)-contractions in mouse aortic segment pretreated 

with ODQ or L-NAME (A). Values of vasodilation caused by FAD012 were 

represented relative to those of phenylephrine-contractions (B). The data 

are represented as means ± S.E.M.; n=3-11 in each group. ** P <0.01 vs 

Control. 
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Fig. 11 Double immunostaining of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 

(green) and von Willbrand factor (vWF) (red) in the cortex 2 hr after MCAO 

(A). scale bar = 100 µm; Fluorescence intensity of eNOS was quantified using 

imaging software focused in the relevant areas (B). The data are represented 

as means ± S.E.M.; n=4 in each group. ** P <0.01 vs Vehicle-contralateral. 
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第 5節 本章の小括 

 

1. MCAO/Re処置モデルを用いて、脳梗塞急性期における脳障害に対する FAD012

の予防的投与による効果を FAと比較検討した。 

2. FAD012は、MCAO による CBFの減少を抑制した。この効果は、同用量の FAに

は認められなかった。 

3. FAD012は、MCAO/Re による神経症状を FAよりも強く抑制した。 

4. FAD012は、脳梗塞巣の形成を FAよりも強く抑制した。 

5. 2次元レーザー血流画像装置による検証の結果、FAD012は、正常時の CBFに

は影響せず、MCAO 時の MCA 主幹動脈およびその周辺の細動脈の血流量を維

持することが明らかとなった。 

6. FAD012は、大脳皮質血管内皮において、MCAOによる eNOS発現の低下を抑制

した。 

 

 

以上のことから、FAD012は、虚血時のeNOS発現の低下を抑制することにより、

CBFを維持し、脳梗塞巣の形成を抑制し、神経症状を軽減することが示唆された。 
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第 3章 慢性脳低灌流ラットを用いた FAD012の嚥下反射障害改善効果に関する

検討 

 

 脳梗塞の慢性期における後遺症として、認知症、失語などの高次脳機能障害、

片麻痺などの運動障害、痺れ、痛みなどの感覚障害、嚥下障害などが高頻度に

生じる［44］。Martino ら（2005）［45］の報告によれば、脳梗塞患者の 29-67%

に嚥下障害がみられ、ときに致死的な誤嚥性肺炎を合併する原因となる。

Schmidtら（1988）［46］は、誤嚥性肺炎を発症後、1年以内に 20%以上の患者が

死亡していると報告している。このように脳梗塞による嚥下障害は、後遺症の

なかでもとくに重篤であるが、現在、有効な予防・治療薬は存在せず、その対

策の強化が急務である。 

反射性の嚥下は、咽喉頭粘膜に分布する上喉頭神経および舌咽神経の感覚入

力によって延髄の中枢パターン発生器（CPG）が駆動し、惹起される。CPGには、

嚥下関連筋にパターン化された一連の収縮を発現する神経回路が存在しており、

嚥下運動の出力生成に関与しているとされる［47］。大脳基底核における黒質-

線条体神経系は、嚥下反射を惹起するトリガー領域の一部として重要な役割を

果たしており、大脳基底核が責任病巣となる脳梗塞による嚥下障害の治療ター

ゲットとなりうると考えられている［48］。一方、嚥下反射には、局所における

トリガー物質として咽喉頭領域の知覚神経終末から放出されるサブスタンス P

（SP）が重要である［49］。嚥下障害では、黒質-線条体系におけるドパミン産

生・貯蔵が低下し、これにより咽喉頭 SPが減少することが報告されている［50］。

Kajii ら（2002）［51］は、両側総頚動脈を永久結紮することにより作製した慢

性脳低灌流ラットが、上記の病態メカニズムに起因した嚥下障害を引き起こす
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障害モデルとして有用であることを報告している。そこで、本章では、両側総

頸動脈永久結紮（2VO）処置を施した慢性脳低灌流ラットにおける嚥下反射機能

障害に対する FAD012 の効果についての薬理学的検討を行った。 

 

 

第 1節 FAD012の慢性脳低灌流ラットの脳血流量低下に対する効果の評価 

 

実験デザインを Fig. 13 に示した。FAD012（3 または 10 mg/kg）、FA（3 また

は 10 mg/kg）、対照として 0.5% CMC を 2VO 処置の一週間前から連日経口投与し

た。麻酔下、ラットに 2VO 処置を行い、処置後 2 週間の生存率を評価した。そ

の結果、Vehicle群のラットは、2VO処置後 24時間以内に約 30%が虚血によって

死亡し、2週間後の生存率は、約 65%であった。FA（10, 30 mg/kg）を投与した

ラットも同様の死亡率であった。一方、FAD012 群のラットは、2VO 処置 24時間

後では90%以上が生存しており、2週間後も約85%と、高い生存率がみられた（Fig. 

14）。 

続いて、2VO処置前後の CBFを評価した。ラット頭蓋骨の bregma から前方 1、

3 mmおよび後方 3、5 mm、それぞれ左右 1.5 mmの計 8か所の大脳皮質表層にお

ける CBFを、レーザードップラー式血流計を用いて、2VO処置前から 2週間後ま

で継続して測定した。Fig. 15Aのグラフは、虚血前の CBFを 100%とした両半球

の CBF の平均を示すが、Vehicle 群の CBF は、測定したすべての部位において、

2VO処置直後に約50%まで減少した。FA群においても同様の結果となった。一方、

FAD012 群では、2VO 処置直後の CBF の減少が有意に抑制された。この効果は、

2VO処置 2週間後まで継続してみられた。さらに、2VO処置前から処置 2週間後
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までの総 CBF値を算出したところ、Vehicle 群では、すべての部位で総 CBF値が

約 70%まで減少したのに対して、FAD012 群では、総 CBF 値の減少が有意に抑制

された（Fig. 15B）。第 2章において、FAD012 は虚血後急性期の CBFの低下を抑

制することを実証したが、本節の結果から、FAD012 の継続投与は 2VO による全

脳の慢性的な CBF 低下に対しても抑制効果を示し、長期にわたって CBF を維持

することが明らかになった。 
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Fig. 13  Experimental protocol of in vivo study to evaluate 

cerebroprotective effects of FAD012 using 2VO rats. 
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Fig. 14 Survival rates of each group at 14 days of ligation of bilateral 

common carotid arteries (2VO).  
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Fig. 15 Effects of chronic treatment with FAD012 on temporal change in 

CBF in 2VO rats. Surficial blood flow at four rostrocaudal levels in the 

cortex (+3.0, +1.0, −3.0, and −5.0 mm rostrocaudal and 3.0 mm lateral from 

bregma) was sequentially measured before (Pre) and immediately, 7 and 14 

days after (Post) 2VO using flowmetry (A); Values of CBF are represented 

by means of both hemispheres’measurements. The area under the curve (AUC) 

for CBF was determined in each group (B). The data are represented ± S.E.M.; 

n = 6–9 in each group. *, ** P < 0.05, 0.01 compared with the sham-operated 

vehicle group. † P < 0.05 compared with the 2VO-vehicle group. 
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第 2節 2VOラットの嚥下反射障害に対する FAD012の効果の検討 

 

2VO処置から 2週間後に、麻酔下、ラットの喉頭蓋近傍に水またはクエン酸を

刺激液として注入し、誘発される嚥下反射を顎舌骨筋の筋電図にて測定し、各

刺激液注入から 45秒間の嚥下反射の回数および刺激液注入から嚥下が起こるま

での潜時を嚥下反射機能の指標として評価した。その結果、Vehicle のみを投与

したラットでは、2VO 処置によって嚥下の潜時が延長し、回数が減少した（Fig. 

16A）。一方、FAD012 を投与したラットでは、Sham処置のラットと同程度の嚥下

反射がみられた。嚥下反射の回数（Fig. 16B）および潜時（Fig. 16C）をそれ

ぞれグラフで示した。Vehicle 群では、Sham 群と比較し、各刺激液によって誘

発される嚥下回数が有意に減少した。一方、FAD012群では Vehicle 群と比較し、

嚥下回数が有意に増加し、Sham 群と同程度の嚥下反射が認められた。また

Vehicle 群では、Sham 群と比較し、嚥下反射潜時の有意な増加がみられた。こ

れに対して、FAD012 群は、Vehicle群と比較して、反射潜時が有意に減少した。

FA 群では、嚥下反射障害に対する効果は認めらなかった。以上の結果から、

FAD012 の予防投与は、慢性脳低灌流状態の CBF を長期的に維持し、虚血後の後

遺症である嚥下障害を予防・改善したと考えられる。 
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Fig.16 Effects of chronic treatment with FAD012 on swallowing reflex in 

2VO rats. Typical mylohyoid Electromyogram activity with swallowing reflex 

elicited by distilled water or citric acid (1-10 mM) in each group at 14 

days post-2VO (A); Effects of FAD012 on the mean number of swallowing events 

(B) and latency for the first swallowing response (C) in each group. The 

data are represented as means ± S.E.M.; n=5-11 in each group. *, ** P <0.05，

0.01 vs. sham, †† P <0.01 vs. Vehicle. 
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第 3節 虚血による酸化ストレス障害に対する FAD012の効果の検討 

 

 次に、FAD012 による脳組織の酸化ストレス障害抑制効果について検討した。

2VO 処置 24 時間後の大脳皮質における酸化ストレス障害を、活性酸素の一種で

ある O2
・-産生量を指標に、dihydroethidium（DHE）染色によって組織学的に評価

した。その結果、Vehicle 群では、2VO 処置によって、組織中の O2
・-産生の増大

がみられたのに対して、FAD012群では O2
・-産生が確認されなかった（Fig. 17A）。

DHE の蛍光強度を数値化した結果、FAD012 群では、Vehicle 群と比較して、O2
・-

産生が有意に抑制されたことが明らかになった（Fig. 17B）。 
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Fig.17 Effects of FAD012 on cerebral cortical oxidative stress after 2VO. 

Representative results of dihydroethidium (DHE) staining for superoxide 

production at 24 h post-2VO in the cerebral cortex from rats in each group 

(A), scale bar = 50 µm; Fluorescence intensity of oxidized DHE was 

quantified using imaging software focused in the relevant areas (B). The 

values of fluorescence intensity of each group are represented as means 

± S.E.M.; n=5-8 in each group. ** P <0.01 vs. sham, †† P <0.01 vs. Vehicle. 

 

 

さらに、神経細胞死によって引き起こされる核の凝集を大脳皮質の Nissl 染

色によって評価した。Vehicle群の大脳皮質では、核の凝集が多数みられたのに

対して、FAD012群では、ほとんど確認されなかった（Fig. 18A）。凝集した核を

持つ細胞数を数値化したところ、FAD012 群では、Vehicle 群と比較して 2VO に

よる細胞死が有意に抑制されたことが明らかになった（Fig. 18B）。 
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Fig. 18 Effects of FAD012 on cerebral cortical cell death after 2VO. 

Representative results of Nissl staining for neuronal cell loss at 24 h 

post-2VO in the cerebral cortex from rats in each group (A), scale bar = 

60 µm; the values of cell death of each group are represented as means ± 

S.E.M.; n=5-8 in each group (B). ** P <0.01 vs. sham, †† P <0.01 vs. Vehicle, 
## P <0.01 vs. FA. 
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第 4節 FAD012の嚥下反射障害改善メカニズムの解析 

 

 FAD012 の嚥下反射機能改善メカニズムついて、組織学的に検討した。まず、

嚥下反射に重要な線条体の障害度を評価するために、2VO処置 2週間後の線条体

におけるアポトーシス関連蛋白 caspase-3 の活性化を免疫染色によって調べた

（Figs. 19A＆B）。Vehicle ラットの線条体において、活性化カスパーゼ陽性細

胞の増加がみられたことから、2VO 処置によって嚥下反射機能の低下が認められ

たラットでは、線条体においてアポトーシス様の細胞死が生じていることが明

らかになった。一方、FAD012 を投与したラットでは、これが顕著に抑制された

（Fig. 19A）。活性化カスパーゼ陽性細胞数をカウントし、数値化した結果、

FAD012 群では、Vehicle 群と比較して 2VO によるアポトーシス細胞死を有意に

抑制したことが明らかとなった（Fig. 19B）。このことから、FAD012 は、慢性脳

低灌流による線条体の障害を抑制していることが示唆された。 
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Fig. 19 Effects of chronic treatment with FAD012 on apoptotic cell death 

in the striatum after 2VO. Representative microphotographs of cleaved 

caspase-3 immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum from rats in 

each group (A), scale bar = 100 µm; Quantification of the number of cleaved 

caspase-3 positive cells was achieved by cell counting in the relevant areas 

of the rat brains in each group (B). The data are represented as means ± 

S.E.M. from 3–5 rats in each group. ** P < 0.01 compared with the sham group. 

†† P < 0.01 compared with the 2VO group. 

 

 

 

線条体におけるドパミン神経系の障害を評価するため、ドパミンの合成酵素

であるチロシンヒドロキシラーゼ（TH）の免疫染色を行った。その結果、Vehicle

群では、Sham 群と比較し、TH 発現の低下が認められた。一方、FAD012 群では、
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TH発現の低下が抑制され、この効果は FA群と比較して顕著であった（Fig. 20A）。

Sham 群の TH 発現量を 100%とした割合でグラフ化した結果、FAD012 群では、

Vehicle群と比較して 2VOによる TH発現の低下を有意に抑制した（Fig. 20B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Effects of chronic treatment with FAD012 on expression of tyrosine 

hydroxylase (TH) in the striatum of 2VO rats. Representative 

microphotographs of TH immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum 

from rats in each group (A). Scale bar: 50 µm. Quantification of the 

immunofluorescence was achieved in the relevant areas for rats from each 

group (B). The data are represented as means ± S.E.M. from 3–5 rats in 

each group. * P < 0.05 compared with the sham group. † P < 0.05 compared 

with the 2VO group. 
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続いて、線条体における SP 発現量を免疫染色によって評価した（Fig. 21）。

その結果、Vehicle 群では、Sham 群と比較し、SP 発現の低下が認められたのに

対して、FAD012 群では SP 発現が維持され、この効果は FA 群よりも顕著であっ

た。 

Fig. 21 Effects of chronic pretreatment with FAD012 on expression of 

substance P (SP) in the striatum after 2VO. Representative microphotographs 

of SP immunostaining at 14 days post-2VO in the striatum of rats from each 

group (A), scale bar = 500 µm; Quantification of the immunofluorescence 

was achieved in the relevant brain areas from rats in each group (B). 

 

 

 

 

FAFAD012

FAD012 (10 mg/kg) FA (10 mg/kg)

20

15

10

5

0

S
P

-
po

si
ti
ve

 a
re

a 
(%

)

Sham Vehicle

Sham Vehicle

2VO

2VO
(A)

(B)



55 

 

Fig. 22 に、咽喉頭における SP の免疫染色の結果を示した。染色画像は赤枠

で示したラットの咽喉頭領域の染色結果の典型例である。Vehicle 群では、Sham

群と比較し、背側部位における SP発現が顕著に低下したが、一方、FAD012群で

は SP 発現の低下が抑制された。FA 群では、Vehicle 群と同程度の SP 発現低下

がみられた（Fig. 22A）。SPの蛍光強度を数値化した結果、FAD012群では、Vehicle

群と比較して、2VO による咽頭 SP 発現を有意に抑制したことが明らかになった

（Fig. 22B）。 
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Fig. 22 Effects of chronic pretreatment with FAD012 on expression of SP 

in the laryngopharyngeal region after 2VO. Representative microphotographs 

of SP immunostaining at 14 days post-2VO in the laryngopharyngeal region 

(corresponding to the area surrounded by the red frame in the upper 

illustration) from rats in each group (A), arrowheads point out the dorsal 

mucous membranes, scale bar = 100 µm; Quantification of immunofluorescence 

was achieved for the relevant regions from rats in each group (B). The data 

are represented as means ± S.E.M. from 3–5 rats in each group. ** p < 0.01 

compared with the sham group. †† p < 0.01 compared with the 2VO group. 
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以上のことから、FAD012は慢性脳低灌流ラットの線条体において、O2
・-産生の

増大およびアポトーシス様細胞死を抑制するとともに、嚥下反射のトリガー物

質である咽喉頭の SPの減少を抑制していることが明らかになった。 
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第 5節 本章の小括 

 

1. FAD012 の慢性期における後遺症軽減効果を検証するため、嚥下障害モデル

である 2VOラットを用いて、CBFおよび嚥下反射機能の評価を行った。 

2. FAD012は、2VO によるラットの死亡率を低下させた。 

3. FAD012は、2VO による CBFの減少を、その投与期間中において継続的に抑制

した。 

4. FAD012は、2VO による大脳皮質の O2
・-産生および神経細胞死を抑制した。 

5. FAD012は、2VO による嚥下反射潜時の延長および嚥下回数の減少を抑制した。 

6. FAD012 は、2VO による線条体のアポトーシス様細胞死を抑制し、TH および

SP発現量の減少を抑制した。 

7. FAD012は、2VO による咽喉頭粘膜の SP 発現量の減少を抑制した。 

 

 

以上のことから、FAD012 の予防投与は、慢性脳低灌流ラットの嚥下反射機

能障害を軽減し、その機序には、嚥下反射に重要な黒質線条体ドパミン-SP神

経系の保護を介した咽喉頭 SP量の維持が関与していることが示唆された。 
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第 4章 考察 

 

本研究の第 1章では、FAをシード化合物として、合成した 13種類の FADにつ

いて、抗酸化活性および ACE阻害活性を指標にスクリーニングした。その結果、

ACE 阻害活性が強いものはなかったものの、DPPH ラジカル消去能および過酸化

脂質産生抑制能のどちらも強い FAD012を見出した。α-トコフェロールや FA の

抗酸化活性は、フェノール性水酸基によるものであり［52］、FAD012 もこれらと

同様にフェノール性水酸基が抗酸化の活性部位であると考えられる。さらに

FAD012は、FAの芳香環のメトキシ基をメチル基に置換した化学構造を有し、フ

ェノール性水酸基に電子供与性を維持させつつ脂溶性を有するよう分子デザイ

ンされており、脂溶性のα-トコフェロールと同様、生体膜などの疎水性部分に

分布し、FA よりも効率よくラジカル消去および過酸化脂質産生を抑制できると

考えられる。 

中枢神経系薬の創薬では、候補化合物が脳内に移行し、効果を発揮するため

に、BBBの通過が重要な鍵となる。そこで、候補化合物の分子量、clogPおよび

PSA から BBB 通過のしやすさを理論的に算出した結果、FAD012 は他の FAD と比

較し、最も適した値を示した。 

PC12 細胞を用いた in vitro 実験系において、FAD012 は H2O2処置後の細胞生

存率を上昇させ、FA よりも強い細胞保護効果を示した。一過性脳虚血では、低

酸素状態とその後の再灌流による急激な酸素供給に伴って ROSの産生が増大し、

酸化ストレス障害による細胞死が引き起こされる。PC12 細胞における H2O2処置

は、虚血による酸化ストレス状態を擬似的に再現している。H2O2は、細胞膜や細

胞内小器官を構成する生体膜を通過し、Fe2+などの還元型の金属イオンと反応し
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て・OHを生じる［53］。・OHは、反応性が非常に高く、強力な酸化作用により酸

化ストレスを増大させ、細胞膜の脂質酸化や DNA損傷を引き起こす［54］。FAD012

は、自身の抗酸化作用によってラジカルを消去し、DNAや細胞膜の酸化ストレス

障害から細胞を保護したと考えられる。 

FAD012 の PC12 細胞に対する毒性は、FA と同等に低く、またラットに高用

量（50 mg/kg）を 10 週間の長期にわたって経口投与した場合においても、臓

器毒性はみられなかった。FA の急性毒性については、これまでにラットを用

いて検討されており、単回経口投与の LD50は、雄で 2445 mg/kg、雌では 2113 

mg/kgであることが報告されている［55］。また、粉末飼料に FAを混合し、13

週間投与した亜慢性毒性試験では、平均摂取量 430 mg/dayにおいて、脱毛や

体重増加の抑制、ALB、ALPおよび AMYの増加が観察されている［56］。これら

の知見と本研究における FAD012の有効量（＜30㎎/㎏）を踏まえると、FAD012

の長期投与による毒性はほとんどないと考えられる。しかし、FAD012 の変異

原性や癌原性については未検討であり、今後、調査する必要がある。 

第 2 章では、一過性脳虚血モデルとして汎用されている MCAO/Re ラットを

用いて、CBF や神経症状、脳梗塞巣形成に対する FAD012 の効果を検討した。

その結果、FAD012 の予防投与は、MCAO による CBF の減少を抑制し、Re 処置

24 時間後における神経症状を軽減し、脳梗塞巣形成を抑制することが明らか

になった。そこで、FAD012 の虚血時における CBF 維持作用を、2 次元レーザ

ー血流画像装置を用いて、詳細に検証した。まず、MCAO 処置前の CBF を評価

したところ、FAD012 を投与したラットの CBF は、Vehicle のみを投与したラ

ットと同等の値を示した。一方、MCAO 処置後の CBF を評価した結果、FAD012

は、MCAO 時の大脳皮質における MCA 主幹動脈およびその周辺の細動脈灌流域
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の CBF を広範囲に維持することが明らかとなった。FAD012 を投与したラットで

は、とくに大脳皮質における脳梗塞巣の形成が顕著に抑制されたことから、

FAD012 は、脳虚血によるペナンブラ領域である大脳皮質の CBF を維持すること

で、脳梗塞巣の形成を抑え、神経症状を軽減したと考えられる（Fig. 23）。  

 脳虚血後の CBF 維持に関わる因子として、血管リモデリング、毛細血管の動

脈化、血管新生による側副血行路の発達などがある［57］。これまでの基礎研究

から、アストロサイトの活性化［58］や血管内皮細胞増殖因子（VEGF）を介し

た血管新生［59］による脳保護効果が報告されている。しかし、本実験結果か

ら、FAD012 は、正常時の CBF には影響せず、虚血時において CBF 維持にはたら

くことから、FAD012 の CBF 維持作用には、虚血前の慢性的な作用による脳血管

新生や側副血行路の発達等は関与しておらず、虚血時特異的な血管拡張作用が

寄与していると考えられる。第 3 章にて検討した、FAD012 による 2VO 処置後の

CBF維持作用についても同様のことが言える。FAD012は、2VOラットにおいても

CBF 維持作用を示したが、2VO 処置直前の CBF には FAD012 投与の影響がみられ

なかったことから、2VO処置直後の CBF低下の抑制は、低酸素状態に応答した血

管拡張作用によるものと考えられる。2VO 処置後の 2 週間において、FAD012 群

のみならず、Vehicle 群においても CBFの緩やかな回復がみられたが、これは血

管のリモデリングや新生によって生じた可能性が考えられる。 

そこで、虚血による低酸素状態に応答して血管拡張作用を示すガスメディエ

ーターである NOの関与について検証した。MCAO処置後の大脳皮質における eNOS

の発現量を免疫組織学的に評価した結果、FAD012 は、虚血後の大脳皮質の血管

内皮に局在する eNOS発現量の低下を抑制していることが明らかとなった。Huang 

ら（1995）［60］は、eNOSノックアウトマウスにおいて、虚血時の CBFの低下に
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よって梗塞巣が拡大し、障害が増悪することを報告している。また、ヒトの血

管内皮を低酸素下で培養すると、Rhoキナーゼ活性の上昇、eNOS mRNA 発現およ

び NOS 活性の低下が生じることが報告されている［61］。また、Rho キナーゼ阻

害薬であるファスジルは、虚血による Rho キナーゼの活性化を阻害し、eNOS を

アップレギュレーションすることによって、血管拡張作用を示すことが報告さ

れている［62］。一方、Rhoキナーゼを介する経路とは別に、PI3K-Aktシグナル

経路を介した eNOS の活性化によって脳保護効果を示す薬物も報告されている

［15］。 

近年では、血管拡張作用を示すメディエータとして、NO以外に COや H2Sなど

も注目されている。これまで CO の血管拡張作用は、生理的に NO のわずか 1%ほ

どであり、脳血管拡張作用も弱いとされていた［43］。しかし、Morikawa ら（2011）

の報告［63］によれば、神経細胞や血管内皮細胞に存在する CO は、H2S 合成酵

素 cystathionine β-synthase（CBS）を阻害して H2S の生成を抑制するはたら

きをもち、低酸素時には CO濃度の低下に伴い、CBSの抑制が解除され、H2Sが増

加することによって血管拡張作用が現れるとされている。 

臓器を短時間虚血に暴露することにより、虚血耐性をもたせ、虚血時および

再灌流時の障害を軽減する虚血性プレコンディショニング効果が脳をはじめ、

心臓、腎臓や肝臓など様々な臓器で確認されている［64］。さらにラット海馬ス

ライスを用いた in vitro 実験により、虚血プレコンディショニング効果は、NO

S阻害薬存在下において消失すること［65］、eNOSノックアウトマウスの局所脳

虚血モデルにおいても虚血プレコンディショニング効果が消失することが報告

されている［66］。近年では、虚血発作前から、あらかじめ薬剤を投与すること

により、同様の効果をもたらす薬理学的プレコンディショニング効果が注目さ
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れている［64］。吸入麻酔薬であるイソフルランは、N-methyl-D-aspartate（NM

-DA）型およびα-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxasole propionate（AMPA）

型グルタミン酸受容体拮抗作用を有しており、イソフルランによるプレコンデ

ィショニングが虚血時のグルタミン酸過剰放出による NMDA および AMPA を介し

た神経毒性を軽減することが報告されている［67］。 

本研究において、FAD012による虚血時の eNOS発現量維持作用が Rhoキナーゼ

の阻害または PI3K-Akt経路の活性化のいずれを介するか、あるいはこれらとは

異なる経路によるのかについては明らかにできなかった。今後、FAD012の eNOS

発現の維持メカニズムやその他の血管拡張因子の関与、および FAD012 による薬

理学的プレコンディショニング効果について、さらに詳細に検討する必要があ

る。 

第 3章では、脳梗塞慢性期における嚥下障害モデルとして、2VO 処置により作

製した慢性脳低灌流ラットを用いて、嚥下反射障害に対する FAD012 の効果を検

証した。その結果、FAD012 は、2VO処置後の CBFを長期にわたって維持し、2VO

処置 2週間後までのラットの生存率を上昇させた。FAD012は、2VO 処置後の ROS

産生量を減少させ、アポトーシス細胞死を抑制した。一方、FA も ROS 産生を抑

制する傾向を示した。FA は、ROS を直接除去するほか、ヘムオキシゲナーゼ、

スーパーオキシドジスムターゼおよびカタラーゼなどの抗酸化酵素を誘導する

など、複数の抗酸化応答を活性化することが報告されている［68］。さらに FA

の抗酸化作用は、脳虚血だけでなく、アルツハイマー病およびパーキンソン病

動物モデルにおける神経障害も改善し得ることが報告されている［27］。本研究

では、予防的治療薬としての可能性を検証する目的で、FAD012および FAの投与

量を比較的低用量の 10 mg/kgとして検討したため、FAの明らかな有効性は実証
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できなかったが、著者らは、FA を 30 mg/kg の用量で予防投与した場合には、

2VOラットの脳障害の抑制効果がみられ、嚥下反射障害が軽減されることを報告

している［69］。ただし、FA の CBF 維持作用は顕著ではなく、FA の脳保護効果

は主として抗酸化作用によるものと考えられる。一方、FAD012 の予防的治療効

果については、抗酸化作用よりも CBF維持作用の寄与が大きいと考えられる。 

2VO処置ラットでは、水および低濃度（1または 3 mM）のクエン酸刺激によっ

て誘発される嚥下反射が顕著に減弱することが確認された。咽喉頭領域の機械

的もしくは化学的な刺激によって誘発される感覚入力は、延髄 CPG の活動を介

し、反射的に嚥下を誘発する［69］。10 mM の高濃度クエン酸刺激は、2VO 処置

ラットにおいても Sham 処置ラットと同等の嚥下反射を誘発することから、2VO

処置による CPG への影響はなく、嚥下反射障害は大脳基底核病変に起因してい

るものと考えられる。 

これまでに、大脳基底核における黒質線条体ドパミン-SP神経機構の障害と嚥

下障害の関連性が明らかにされている。臨床において、ドパミン神経に障害を

もたらすパーキンソン病患者が嚥下障害を呈し、ドパミン作動性神経系を賦活

するパーキンソン病治療薬のアマンタジンは、嚥下反射機能を改善することが

示されている［71］。また、黒質線条体の SP遺伝子発現と咽喉頭粘膜の SP含量

が相関していることが報告されている［72-73］。 

本研究において、FAD012 の継続投与は、2VO 処置による嚥下反射の潜時の延

長および嚥下回数の低下を抑制し、嚥下障害を改善した。さらに線条体ドパミ

ン神経系の障害を組織学的に検討した結果、FAD012は、2VOによる線条体 THお

よび SP の発現の低下を抑制した。嚥下反射に直接関与する咽喉頭領域の SP 発

現を組織学的に検証した結果、FAD012 は、2VO による咽喉頭粘膜上皮における
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SP 発現の減少を抑制することを明らかにした。黒質線条体 DA-SP 神経機構の機

能不全を有する脳梗塞患者においても、咽頭における SP量が低下していること

が報告されており［54-55］、このことからも、本実験モデルは、大脳基底核の

障害に起因した脳梗塞慢性期の嚥下障害を再現しており、FAD012 は、嚥下反射

に重要なドパミン-SP 神経機構の保護を介して嚥下反射機能を改善したと考え

られる。これまでに、既存の ACE 阻害薬であるペリンドプリルやホスホジエス

テラーゼⅢ阻害薬であるシロスタゾールが、2VO処置ラットにおいて、ドパミン

-SP神経機構の保護を介して嚥下障害を軽減することが報告されており［74-75］、

これらの先行研究は、本研究結果を支持する。以上の結果を総合すると、FAD012

は、既存の嚥下障害改善薬とは異なり、虚血時からの長期的な CBF 維持を介し

て黒質線条体ドパミン-SP神経機構を保護することで、咽頭SPの減少を抑制し、

嚥下反射障害を軽減したと考えられる（Fig. 24）。 
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Fig. 23 Effects of FAD012 in the acute phase of cerebral ischemia. 
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Fig.24 Effects of FAD012 in the chronic phase of cerebral ischemia. 
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総括 

 

本研究では、FA をシード化合物として合成した FAD を抗酸化活性および ACE

阻害活性を指標にスクリーニングした。FAD012 を選定し、培養細胞を用いた in 

vitro実験系による毒性および細胞保護効果を検討した。また、in vivo ラット

の長期経口投与による毒性試験を行った。脳梗塞急性期モデルとして汎用され

ているラット MCAO/Re モデルを用い、CBF や神経症状、脳梗塞巣形成に対する

FAD012 の効果について検討を行った。そして、慢性期における嚥下障害モデル

として用いられる慢性脳低灌流ラットを用い、虚血による嚥下反射機能障害に

対する FAD012の効果を検証した。 

本研究において、以下の諸点を明らかにすることができた。 

 

1. スクリーニングの結果、アスコルビン酸、Troloxおよび FAよりも強い抗酸

化活性を示し、理論上、良好な中枢移行性が期待できる FAD012を見出した。

培養細胞を用いた in vitro 実験系において、FAD012 は、FA と同等に毒性

が低く、酸化ストレス障害に対して、FA よりも強い細胞保護効果を示した。

さらに、in vivo ラットの長期経口投与による毒性試験においても毒性が低

いことが確認された。 

2. FAD012の予防投与は、ラットの脳梗塞急性期において、虚血時の eNOS発現

量低下を抑制し、CBFを維持した。これにより、血流が維持された大脳皮質

を中心としたペナンブラ領域の梗塞拡大を抑制し、脳梗塞巣の縮小および

神経症状を軽減した。 

3. 慢性期における FAD012の継続投与は、虚血時からの長期的な CBF維持を介
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して黒質線条体ドパミン-SP 神経機構を保護し、咽喉頭 SP の減少を抑制す

ることによって嚥下反射障害を軽減した。 

 

 

以上、本研究は、脳梗塞治療において、FAD012 が、既存の薬にはない新たな

予防的治療薬としての可能性をもつ化合物であることを示した。 
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方法 

第 1章 FADの薬理活性評価（in vitro）および毒性評価（in vivo） 

 

DPPHラジカル消去能の測定 

1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH）（和光純薬工業、大阪）は、525 nm

付近に最大吸収を持ち、特有の紫色をもつラジカルであり、化合物がもつ抗酸

化作用により DPPH ラジカルが捕捉されることで退色する。吸光度の低下を指標

に抗酸化活性を評価した。0.2 mg/mL DPPH 溶液に FAD候補化合物またはアスコ

ルビン酸（和光純薬工業、大阪）、Trolox（和光純薬工業、大阪）、FA（Sigma-Aldrich, 

st., Louis, MO, USA）を混合し、25℃の温浴で 30分間反応させた後、525 nm

の吸光度を測定した。抗酸化活性の強さを 50% 抑制濃度（IC50）で比較した。 

 

過酸化脂質産生抑制能の測定 

過酸化脂質生成物であるマロンジアルデヒドとチオバルビツール酸の反応に

より、生成される赤色縮合体の蛍光強度を指標に抗酸化活性を評価した。リノ

ール酸（5 mg/mL）（和光純薬工業、大阪）と FADを混合し 80℃、60分間反応さ

せた。ブチルヒドロキシトルエン（20 mM）（和光純薬工業、大阪）により自動

酸化を停止し、8%ラウリル硫酸ナトリウム（和光純薬工業、大阪）、水、0.67% チ

オバルビツール酸（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を加え、95℃、15分

加熱した後、氷冷し反応を止めた。酢酸エチル（和光純薬工業、大阪）を加え、

2,000 rpmで 10分間遠心した後、上清の蛍光強度を蛍光光度計により測定した。

抗酸化活性の強さを IC50で比較した。 
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培養細胞 

細胞は、ラット副腎髄質褐色細胞腫由来の PC12細胞（HS研究資源バンク、大

阪）を用いた。細胞は、poly-D-lysineでコートした 100 mm dish に播種し、10% 

非働化馬血清（HS, Biological Industries Ltd.,Cromwell, CT, USA）、5% 非

働化牛胎児血清アルブミン（FBS, Biological Industries Ltd.,Cromwell, CT, 

USA）、24 mM NaHCO3（和光純薬工業、大阪）、Antibiotic-Antimycotic 100 unit/mL 

penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 0.25 µg/mL amphotericin B（サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック、東京）を添加した RPMI1640培地（GIBCO; サ

ーモフィッシャーサイエンティフィック、東京）で、37℃、5% CO2の条件下で

培養した。 

 

細胞毒性試験 

細胞内の存在する ATPは、酵素であるルシフェラーゼなどと反応させること

により発光する。この発光量は ATP量が多いほど発光量が増す。この原理を利

用して、培養した PC12 細胞に、FAD（0.001 µM～3000 µM）を添加し、2日間培

養した後、ATP試薬（CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay; Promega, 

Fitchburg, WI, USA）を加え、発光量を指標に、細胞中の ATP量を求め、細胞

毒性を評価した。 

 

細胞生存率の評価 

培養した PC12細胞に、FAD（0.001 µM～3000 µM）を添加した。1時間後、擬

似的酸化ストレスとして 200 µM H2O2（和光純薬工業、大阪）を加え、さらに 4

時間インキュベートした。
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3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）（和

光純薬工業、大阪）を添加した。Dimethyl sulfoxide（和光純薬工業、大阪）

を添加し、10分間、マイクロミキサーで溶解させ、540 nmと 630 nm の吸光度

をマルチラベルプレートリーダー（1420 ARVOsx, Wallac; パーキンエルマージ

ャパン、神奈川）を用いて測定した。 

 

実験動物 

Sprague-Dawley系雄性ラット（10週齢, 日本エスエルシー、静岡）を温度

23±0.5℃、湿度 55±10%、照度サイクル 12 時間（明期：7:00～19:00）の環境

下、固形飼料 CE-2（日本クレア、東京）および水を自由に摂取させ飼育した。1

週間の予備飼育後、ラットに FAD012（50 mg/kg）、もしくは溶媒である 0.5% 

carboxymethyl cellulose（CMC）（和光純薬工業、大阪）を 10週間、連日経口

投与した。すべての動物実験は、総理府の「実験動物の飼育及び保管等に関す

る基準」に従うとともに、本研究計画の動物実験委員会による審査結果に基づ

いた学長承認を得て「城西大学動物実験規定」に従って実施した。 

 

長期投与による生体内毒性評価 

 11 週齢雄性 SD ラットに FAD012（50 mg/kg）を 10 週間、連日経口投与した。

採血した後、血清を採取し、動物用臨床化学分析装置ベトスキャン（マルチロ

ーターⅡ; ABAXIS, Union city, CA, USA） を用いて測定した。 

 

統計処理 

データは、平均値±標準誤差として表示し、統計学的有意差は、一元分散分
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析（ANOVA）後、Tukey-Kramer法の多重比較により解析した。群内の比較は、paired 

t-testを用いた。検定における有意水準は 5%とした。 

第 2章 一過性脳虚血ラットを用いた FAD の脳保護効果に関する検討 

 

実験動物 

 実験動物の飼育は、第 1章と同様に行った。雄性 SDラット（11 週齢）を擬似

手術（Sham）群、0.5% CMC 投与：Vehicle 群、10 mg/kg FAD012投与：FAD012

（10）群、30 mg/kg FAD012 投与：FAD012（30）群 10 mg/kg FA 投与：FA（10）

群およびの 30 mg/kg FA 投与：FA（30）群の計 6群に分けた。それぞれの薬物

は、MCAO/Re処置の 1週間前から連日経口投与した。 

 

中大脳動脈閉塞/再灌流（MCAO/Re）モデルの作製 

 ラットをイソフルラン（マイラン製薬、東京）麻酔下（導入：5%、維持：1.5-2.0%）、

仰臥位に固定後、頸部を正中切開し、右総頸動脈から内頸動脈分岐部を露出し、

それぞれ結紮した。さらに内頸動脈翼口蓋枝を結紮した。4-0外科用ナイロン糸

（ケイセイ医科工業、東京）の先端を熱して丸めた塞栓糸を右総頸動脈から内

頸動脈を経て中大脳動脈起始部まで挿入し、血管を閉塞した。MCAO 処置 120分

後に塞栓糸を引き抜くことにより、血流を再開させ再灌流した。擬似処置（Sham）

群には血管の剥離のみを行った。 

 

レーザードップラー式血流計を用いた脳血流量の測定 

 麻酔下、ラット頭蓋骨を露出させ、右側頭骨における中大脳動脈灌流域に血

流測定用のプローブを留置し、レーザードップラー式血流計 ATBF-LC1（ユニー
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クメディカル、東京）により、大脳皮質表層における CBF を測定した。CBF は、

MCAO 処置 20 分前から、Re 処置 60 分後までの計 200 分間、経時的に測定した。

MCAO処置によるCBFの変化は、MCAO処置直前のCBFを100%とした割合で求めた。 

 

2次元レーザー血流画像装置を用いた脳血流量の測定 

 麻酔下、ラット頭蓋骨を露出させ、開頭した。2次元レーザー血流画像装置

OZ-2（オメガウェーブ、東京）を用いて、MCAO処置前から処置後 120 分間、bregma 

0 mmから後方 4.5 mm の範囲における CBF を測定した。 

 

神経症状スコアの測定 

 Re処置 24時間後に、以下の評価基準に基づき、神経症状を最大 18点でスコ

ア化した。運動機能試験（前肢もしくは後肢の屈曲、各 1点）、行動試験（直進

歩行不可：1点、片側への回転：2点、片側への転倒：3点）、感覚試験（視覚も

しくは触覚異常、前肢の麻痺、後肢の麻痺、各 1点）、バランス試験（1肢が平

均台から落ちる：2 点、2肢が落ちるもしくは 90秒以内に身体が落下する：3点、

60秒以内に身体が落下する：4点、40秒以内に身体が落下する：5点、20秒以

内に身体が落下する：6点）、反射、行動異常（耳、眼への刺激に反応しない、

または音に反応しない、各 1点） 

 

脳梗塞巣体積の測定 

 Re処置 24時間後にラットを屠殺して脳組織を摘出し、ステンレス製ブレイン

マトリックス（World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA）を

用いて、2 mm厚の脳切片を作製した。梗塞体積を評価するため、2% 2, 3, 5- ト
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リフェニルテトラゾリウムクロライド（TTC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）

を含む PBS中で脳切片を 37℃、6分間インキュベートした。TTC染色した切片を

4% パラホルムアルデヒド（和光純薬工業、大阪）で 24時間、浸漬固定し、デ

ジタルカメラ（SH-1; オリンパス、東京）により染色画像を撮影した。切片中

の白色部分を梗塞領域として画像解析ソフト（Image J; National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA）を用いて各切片の吻側および尾側の両面の梗塞面

積を計測し、体積を算出した。各切片の体積を合計し、脳梗塞体積を評価した。 

 

大脳皮質における eNOS の免疫染色 

血管拡張に関与する eNOSの発現量を評価するため、MCAO処置 120 分後にラッ

トを屠殺し、大脳皮質を採取し凍結した。クリオスタット（CM3050S, Leica, 

Bensheim, Germany）を用いて厚さ 10 µm の冠状切片を作製した。メタノール（和

光純薬工業、大阪）で 1分間固定し、ブロッキング剤（ブロックエース、DSフ

ァーマバイオメディカル、大阪）で 2時間処置し、1次抗体 NOS3 antibody（1：

100; Santa cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, USA）と vWF antibody（1：

200; abcam, Burlingame, CA, USA）を 4℃でオーバーナイトし、2次抗体 Cy3

で標識された secondary antibody（1：100; Chemicon International, Billerica, 

MA, USA）と FITCで標識された secondary antibody（Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA）をそれぞれ室温で 2時間、反応させて二重染色した。80% グリセリンで封

入した後、システム生物顕微鏡（BX53; オリンパス、東京）で観察した。eNOS

は、解析ソフト MetaMorph（Molecular Devices, San Jose, CA, USA）を用いて、

Cy3および FITCの蛍光強度の割合から発現量を算出した。 

 



79 

 

統計処理 

データは、平均値±標準誤差として表示し、統計学的有意差は、一元分散分

析（ANOVA）後、Tukey-Kramer法の多重比較により解析した。群内の比較は、paired 

t-testを用いた。検定における有意水準は 5%とした。 
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第 3章 慢性脳低灌流ラットを用いた FAD012の嚥下反射障害改善効果に関する

検討 

 

実験動物 

 実験動物の飼育は、第 1章と同様に行った。雄性 SDラット（11 週齢）を擬似

手術（Sham）群、Vehicle 群、3 mg/kg FAD012 投与：FAD012（3）群、10 mg/kg 

FAD012投与：FAD012（10）群および 10 mg/kg FA 投与：FA（10）群の計 5群に

分けた。FAD012および FAは、0.5% CMCで溶解し、ラットに 2VO 処置の１週間

前から 2週間後までの計 3週間、連日経口投与した。 

 

両側総頸動脈永久結紮（2VO）モデルの作製 

ラットをイソフルラン麻酔下（導入：5%、維持：1.5-2.0%）、仰臥位に固定後、

頸部を正中切開し、右総頸動脈を永久結紮した。5 分後に左総頸動脈を結紮し、

2VOモデルを作製した。また Sham群には、総頸動脈結紮以外を同様に処置した。 

 

脳血流量の測定 

麻酔下、ラット頭蓋骨を露出させ、bregma から前方に 3、1 mm、後方に 3、5 mm、

左右 1.5 mmの位置における大脳皮質表層の CBFをレーザードップラー式血流計

ATBF-LC1（ユニークメディカル、東京）により測定した。CBFの測定は、2VO処

置前後、処置後 1、2週間の時点で、経時的に測定した。 

 

嚥下反射機能の測定 

2VO処置 2週間後、ラットをウレタン（和光純薬工業、大阪）麻酔下（1.0 g/kg, 
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i.p.）、頸部を正中切開し、唾液分泌の影響による嚥下反射を除くため、耳下腺、

舌下腺を含む唾液腺を電気メス（Geiger Medical Technologies, Council Bluffs, 

IA, USA）にて焼灼した。呼吸維持のため、気管挿管を行い、注入した刺激液を

取り除くためのカニューレを食道に挿入した。刺激液注入用チューブを咽頭口

部の咽頭蓋近傍に挿入し、刺激液として水またはクエン酸（和光純薬工業、大

阪）（1、3または 10 mM）を、シリンジポンプを用いて注入し（3.3 µl/sec、50 

µl、15 s）、嚥下反射を誘発した。嚥下時が誘発されるまでの潜時、および刺激

液注入から 45秒間の嚥下回数を顎舌骨筋に挿した双極ステンレスワイヤー電極

を介して、筋電図にて記録した。筋電図は、増幅器（MEG-5100、日本光電、東

京）を介して、PowerLab（AD Instruments、Castle Hill、Australia）を用い

て記録した。 

 

大脳皮質における dihydroethidium（DHE）染色 

 2VO処置 24時間後の大脳皮質における・O2
-の産生を DHE染色によって評価し

た。DHE（10 µmol/L Sigma-Aldrich, St., Louis, MO, USA）を 10 mM PBSで

溶解し、37℃、30分間インキュベートした。染色後、オールインワン蛍光顕微

鏡（BZ-X700; キーエンス、大阪）を用いて観察した。 

 

線条体における cleaved caspase-3、チロシンヒドロキシラーゼおよびサブスタ

ンス P免疫染色 

2VO処置 2週間後、ラットを屠殺し、線条体を採取し凍結した。クリオスタット

を用いて厚さ 30 µm の冠状切片を作製し、正常ヤギ血清（S-1000, Vector 

Laboratories, Youngstown, OH, USA）で 1時間、室温でブロッキングした。1
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次抗体として、anti-cleaved caspase-3 rabbit monoclonal antibody（1：100；

#9664, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）、anti-TH antibody（1：

1000; AB152, Merck Millipore, Darmstadt, Germany）または anti-SP antibody 

(1:6000; 20064, ImmunoStar, Wisconsin, USA) を用いて、それぞれ一晩イン

キュベートした。0.3％PBSTで洗浄した後、Cy3で標識された goat anti-rabbit 

IgG (H + L) labelled (1:100; life technologies, DriveRockville, MD, USA)

で 1時間、室温で反応させた。免疫蛍光は、オールインワン蛍光顕微鏡（BZ-X700； 

キーエンス、大阪）を用いて観察した。 

 

統計処理 

データは、平均値±標準誤差として表示し、統計学的有意差は、一元分散分析

（ANOVA）後、Tukey-Kramer法の多重比較により解析した。群内の比較は、paired 

t-testを用いた。検定における有意水準は 5%とした。 
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