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要 旨

低血糖脳症は,時に重篤な転帰となる疾患であるが,その治療は血糖補正以外にない.低血糖

脳症の動物モデルとして,平坦脳波を長時間維持するモデル (低血糖昏睡モデル)と,平坦脳

波に到達させないモデル (低血糖非昏睡モデル)が存在する.前者は高度の低血糖状態を長時

間維持し†人 王二呼吸器を用いる点で,ヒトの低血糖脳症とは病態が異なる可能性がある.後者は

平坦脳波に代わる指標が研究者により様々であり,いずれのモデルにも欠員がある.よって平

坦脳波を低血糖負荷の指標としつつも,呼吸抑制が起きない程度の低血糖状態となる動物モデ

ルを確立することが望ましい∴-･方,低血糖脳症の神経障害の機序としては,ブルコ-ス投与時

に生じる酸化的ストレス (ブルコ-ス再濯流障害)が大きく関与することが細られている.ま

た低血糖非昏睡モデルの検討にて,酸化的ス トレスに伴い細胞傷害性アルデヒドである

4-hydroxy-2-nonenal(4-HNE)が生成されることが報告されている.申請者は,1)低血糖

脳症の指標である平坦脳波を短時間にし,人工呼吸器を使用しない,より生理的な低血糖脳症

動物モデルを確立すること,2)同モデルにて酸化的ス トレスの増加による4-HNE生成と神

経細胞変性が生じることを確認すること,そして3)同モデルにて酸化的ス トレスを抑制する

Reprintrequeststo:TetsuhikoIKEDA

DepartmentofNeurologyBrainResearch

instituteN妄igataUniversity

1-757Asahimachi-doriChuo-ku,

Niigata95卜8585Japan

別刷請求先 :〒95卜8585 新潟市中央区旭町適い757

新潟大学脳研究所神経内科学教室 池 田哲 彦



26 新潟医学会雑誌 第127巻 第 1号 平成25午 (2013)1月

ミトコンドリア酵素ALDH2くmitochondriaはdehydedehydrogenase2)の活性を増加させる

ALDH2アゴニスト戯daolが,グルコ-ス再源流障害に対し保護的に作用するかを明らかにす

ることを目的として研究を行った.その結取 平坦脳波を短時間にすることにより,ヒトの臨床

により近い生理的な低血糖状態を再現した低血糖脳症モデル (低血糖短時間昏睡モデル)を確

立した.本モデルの検討で,グルコース再潅流後の大脳の前頭から頭噴 ･側頭の皮質 (軽度で

あるが海馬も)において4-HNE陽性細胞の出現と,神経細胞変性を示すFluoro-JadeB陽性

細胞が出現することを確認した.また,グルコース再濯流時にAkia-I(8,5mg/短)を授与す

ることにより,4-HNE陽性細胞数が有意に減少し (p-0,042),かつFluoro-JadeB陽性細胞

数も減少することを示した くp-0.007).以上より,平坦脳波時間を2分間に短縮した人工呼

吸器を使用しないラ､ソトの低血糖脳症モデルが神経保護薬の開発に有用であること,ならびに

Alda-1が低血糖脳症に対する神経保護薬の候補となりうる可能性を示した.

孝一ワード:低血糖脳症,酸化的ストレス,神経保護,再潅流障害,4-HNE,Alda-1

は じ め に

低血糖脳症は,インスリンや経口血糖降下剤を

用いて糖尿病を治療する際や,インスリノ-マ,

アルコール依存症,神経性食思不振症などで生じ

うる.多くの場合,適切な処置により回復するが,

時には後遺症を生じたり,死に至るなど重篤とな

ることがある 冊 .しかし,低血糖脳症に対する

治療は血糖補正 (ダルコ-ス投与)以外になく,

神経保護薬は開発されていな往

低血糖脳症の病態や新規神経保護葦の開発研究

は,動物モデルを用いて行われている,従来の低

血糖脳症の動物モデルとしては,平均脳波を長時

間維持するモデル (低血糖昏睡モデル巨 i)4)と,

平坦脳波前に安楽死させる,またはゲルコ-スを

授与するモデル (低血糖非昏睡モデル)5ト 7)が

存在する.貝体的には,前者としてはAuerらの

モデルや,その変法であるSuhらのモデルが知ら

れている.これらは血糖低下後に生 じる平坦脳波

を30分以上維持 し,中枢神経に高度の低血糖状

態を負荷するモデルである.低血糖に伴う脳神経

の明瞭な変化を観察できる反面,呼吸停止は必発

で,予め人工呼吸器の装着を行う.重篤な低血糖

状態を長時間維持する点,および人工呼吸器を用

いる点で,臨床で経験するヒトの低血糖脳症とは

病態が異なる可能性がある.一方,後者では個体

差が大きい低血糖負荷の反応の程度と経過を示す

指標として平坦脳波に代わるものが研究者により

さまざまであることが問題点として挙げられる.

よって平坦脳波を低血糖負荷の指標としつつも,

人工呼吸器を使用しない,より生理的な動物モデ

ルを確立することが,低血糖脳症の病態を明らか

にし,神経保護薬を開発するために望ましい.

低血糖脳症の病態としては動物モデルにおい

て,ダルコ-ス投与後に生じる酸化的ストレスに

よって引き起こされる神経細胞変性が報告されて

いる4)8)9).この現象はグルコ-ス再潅流障害と

呼ばれ 補正後の血糖値が高くなるほど障害が高

度となることも判明している9).また,低血糖脳

症において酸化的ス トレスの評価には様々なバイ

オマ-カーが使用されているが,生休脂質のうち

アラキドン酸のような〔06系高度不飽和脂肪酸か

ら細胞傷害性アルデヒドである4-hydTOXy-2-

nonenal(4-HNE)が生成され 10),ミトコンドリ

ア障害をきたし神経細胞変性を引き起こしうるこ

とil)も明らかにされている.

一方,低血糖脳症に対する神経保護費の開発研

究は,低血糖に伴う低エネルギー状態や,ダルコ

←ス再濯流障害の酸化的ス トレスの抑制を標的と

して行われてきた.酸化的ス トレスのうち,特に

41HNEについては,心筋虚血において十分な検

討が行われている.ミトコンドリア酵素ALDH2

(mitochond摘aIaldehydedehydrogemase2)の活

性を増JJlは せるAl.r)H2アゴニストAldall(N-
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(1,3-Benzodioxol-5-ylmethylト 2,6-

dichlorobenzamide)12)13)は,虚血後に4-HNE

によりもたらされる心筋障害を阻害することが報

告 12)されている.

以 上二を踏まえ,本研究では以下の3点を目的と

した.1)平坦脳波を低血糖脳症の指標とするも

のの,その持続時間を短時間にし,人工呼吸器の

使用を行わない,より生理的な低血糖脳症動物モ

デルを確立すること (低血糖短時間昏睡モデルと

名付ける),2)同モデルにて酸化的ス トレスと神

経細胞変性が生じることを確認すること,そして

3)同モデルにてAlda-1が,ゲル,コース再濯流

に伴う神経細胞変性に対し保護的に作用し,神経

保護薬の候補となりうるか明らかにすることであ

る.

材料と方法

1.脳波測定

研究プロトコールは新潟大学動物実験倫理委員

会に申請し,承認を受けた.さらに動物実験に関

するARm ガイドライン14)に従って実施した.

オスSprague-Dawleyラット (260-Slog,8-10

適齢,日本チャ-ルス ･リバー株式会社)を用い,

除毛した頭部と前頚部の皮脂をアルコ-ル綿にて

清拭後,脳波電極用研磨剤 仁スキンピュア,日本

光電工業株式会社)にて研磨した.そののち,脂

波電極用ペ-スト剤 (エレフィックス,Lj本光電

工 業株 式 会社 ) を塗布 した脳 波 用皿電 極

(LEAm 及OA,BIOPACsystemlnc.)をラットの前

頭部 (両眼蘭の間)と後頭部 (両耳孔の間)の頭

皮に装着し,脳波導出用電極とした.さらに前頭

部にも皿電極を装着し,ア-スとして使用した.

電極の装着後,それぞれの電極間接触抵抗が10k

fl以下であること,および各電極の接触抵抗のば
らつきが3km以下であることを交流抵抗測定器

(Model1089ESChecktrode,UFIInc.)を用いて

確認 した.脳波測定には脳波計 (EEG且00C,

B王OPACsystemlnc.)を使用し,データの取り込

みおよび解析にはA/D変換器 (MP且00System,

BIOPACsystemlnc,)と波形解析ソフ トウェア
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(Aeqm10滴e軸e,BIOPACsystemlnc.,Vers豆on

3.7.2)を用いた.フィルタ設定は,脳波アンプに

よる0.1-100Hzのバ ンドパスを問い,A/D変

換のサンプリング周波数は200Hzにて行った

2.低血糖短時間昏睡モデル

前述のオスSprague-Dawleyラットを用いた.

食事は1匹当たり1日20g15)の食事量とし,3日

以上継続 して制限を行い,手術前田のみ,水以外

は一晩絶食させた.チ-ジ内の飼育数増減による

ストレスのための摂食巌の変化 16)を防ぐために,

1ケージの飼育数は3匹に固定し,1日1回,給餌

前に残量を計測し,摂食巌に変化がないことを確

認した.

低血糖負荷は,笑気700/0,酸素30%の混合ガ

スの流量に対し1.0-1.5%でハロタンを追加し

て麻酔を維持し,直腸温をモニタ-しながら行っ

た.体温は,体温調節マットと送風機,および温

熱ランプにて,37.0±0.5℃に維持した.手術用
顕微鏡の直視下に,左鼠径部を切開後,左大腿静

脈を露出し,lO/oヘパリン生理食塩水を満たした

ポ リエチ レン製カテ-テル 日NTRAMEDIC

CLAYADAMSポ リエチレンチューブ PE50,

BectonDickinson&Co.)を留置し,血糖測定の採

血に用いた.血糖測定は血糖測定器 (Ascensia

BREEZE2,BayerHea豆thCare)を用いた.次に左

頚部を切開後,左前顔面静脈を露出し,前述のチ

ュ-プを留置し,ゲルコ-スなど薬剤投E;Jに用い

た.安静時脳波を記録後,速効型インスリン (ノ

ボリンR注 100単位/mL,ファ-マ株式会社)15

IU/kgを腹腔内投与し,15分毎に採血を行った.

インスリン投与後,180分を超えて脳波が平坦化

しない場合は実験を中止した.乎咽脳波の2分な

いし10分後に50%グルコース0.2mlを静注 し

た (図 IA).引き続 き50%グ)i/コ-スを2.2

mUhで点滴静注し,5分毎に500/oグルコ-ス0.2

m豆を3回静注した.さらに15分毎に採血を行い,

低血糖脳症のグルコース再潅流障害を来す高血糖

状態として,200-250mg/dL9)を目標血糖値と

して3時間保つよう,50%ゲルコ-ス0.2mlを

適宜追加した.グルコース投与開始3時間後に皿
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二::三:-i_i_ Z
2分Tiいし
lo鉛

供髄 定

t= - _-;_ :
投与開始後
24時間

供儲 定

IF =⇒ :
投与開始後
24時間

図1 低血糖短時間櫛睡モデル

(A)低血糖負荷およびゲルコ-ス再潅流のプロトコ-ル

速攻型インスリン投射豪了印購;j波を2分ないし10分間持続し,500/oグルコース静注による
血糖の補正を3時間行う.ゲルコ-ス投与開始後24時間で安楽死させる.

(B)Alda-1による治療プロトコ-ル

(A)と同様のプロトコ-ルにて行うが,50%グルコ-ス静注による血糖補正の開始時にAlda一息

ないしDMSOを静脈投与守 る.

電極およびカテ-テルを除蓋 し,皮膚を縫合 した

後,麻酔を中止し回復させた.

3.アルデ ヒド脱水素酵素活性化薬の経静脈的

投与

アルデヒド脱水素酵素活性化薬であるALDH2

アゴニス ト (Alda-1,MerckKGaA)をジメチル

スルホキシ ド (dimethylsulfoxide,DMSO)にて

15mg/mLに潜解 した.平坦脳波終了時に,左前

顔面静脈からグルコ-スとともに,Alda-1投等

群にはAlda-18.5mg/kg12)13)を授与 し,対照帯

には同量の DMSOを授与 した (図IB).Alda-1

の投与量は,ラットb筋虚血での報告 12)13)にお

ける至適投与量に倣った.試薬の投与は無作為化

して行った

Ll.脂質酸化物L1-11NEに対する免疫染色

グルコ-封 貸与 24時間後,ラッ トをハロタン

にて安楽死 させた.左心室より冷生理食塩水200

mま,および 40/oパ ラホルムアルデヒ ド (para-

formaldehyde,PFA)100mlで濯流 した.取 り組

した全脳を4%PFAにて4℃,12時間固定 し,0.1

M リン酸緩衝生理食塩水 (phosphatebuffered

sal豆ne,PBS)で洗浄後,15%スタロ-潔/0.1M

PBS,30%スタロ-ス/0.1MPBSの順で,それぞ

れ 4℃で一晩浸漬 し置換 した.脳試料に3mm間
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隔で割を入れ 前頭,中心前部,中心後部,後頭の

四つの部分に分割 し,OCTコンパウンド (ティ

シュ- ･テック,SakuraFineteklnc.)にてイソ

ペンタール凍結包埋処理 し,-80 ℃にて保存し

た.脳試料をクリオスタット (CryotomeEelec-

troniccryostat,ThermoShando王1,Thermo

ElectronCo,)にて20llm厚に薄切し,スライド

ガラスに貼付し,2時間乾燥させた.100%メタノ

-井に潜解 した0.3%過酸化水素で30分浸潰 し,

ペルオキシダーゼ活性を阻害 した.PBSで洗浄し

たのち,マウス ･モノクローナル抗4-HNE抗体

(HNEJ-2,JaICA,1:50)を用いて,4℃で一晩

反応 させた.PBSで洗浄後,500倍に希釈したビ

オチン化 ウマ抗マウスIgG抗体 (#BA-2000,

VECTORtABORATORIES,INC.)を室温で 2.5

時間反応させたのち,ビオチン標識二次抗体キッ

ト (VectastainABCKit,VECTORLABORA-

TORIES,INC.)で反応 させ,ジア ミ}ベンジジ

ン-4塩酸塩にて染色した.標本の大脳の頭頂 ･

側 頭 皮 質 (海 馬 の レベ ル ) を光 学顕 微 鏡

(ECLIPSEE600W,NikonCo.)を用いて撮影 し

た.4-HNE陽性細胞数は重複しない上記皮質を

500Flm2の範囲で計測した (N-3).

5.FluoloIJildeliによる神経細胞変性の評価

25llm厚に帝切し,スライドガラスに貼付 し乾

燥 させた試料を0.1M PBSに浸漬 し,30分間,

50 ℃以 上で乾燥 し,1%NaOHを含む80%エタ

ノール溶液に浸漬 し,続いて70%ユタノ-ル溶

液に2分間,精製水に2分間浸潰した.さらにま0

分間,0.06%過マンガン酸カリウム溶液に浸潰 し

た後,精製水で2分間洗浄 した.変性神経細胞結

合性蛍光誘導体染色液 (FluoroJadeB,Histo-

chemlne.,0.00040/a)17)に20分間浸漬 した後 ,
精製水による1分間の洗浄を3回繰り返し,so℃
で 15分乾燥 させた.エタノールとキシレンに浸
し,脱水し封入した.蛍光顕微鏡 (励起波長 :480

nm,蛍光波長 :525nm)にて大脳の頭頂 ･側頭

皮質 (海馬のレベル)の神経細胞を観察 した.

Fh10rO弓adeB陽性細胞数は垂裡しない上記皮質

を500/1m2の範囲で計測した (N-3).
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6.統計解析

測定値は平均±標準偏差で示 した.ト検定にて

検定し,P値が0.05未満を統計学的有意とした.

結 果

1.インスリン投与前後の血糖変化

インス リン投与前の血糖値 は 112.4±26.1

mg/dLであった.インスリン投与後,徐々に血糖

は低下 し,インスリン投 EiJ60分後以降では20

mg/dL前後で安定化 した,グルコース投与後は,

速やかに血糖値は上昇し,グルコースを投与開始

した30分後以降は230-270mg/dL程度を推移

した (図2).インスリン投与後,180分を超えて

脳波が平坦化せず実験を中止したものは,平坦脳

波 2分でブルコ-スを授与する群 (平坦脳波2分

群)では30匹中3匹,平坦脳波 10分でグルコー

スを授与する群 (平坦脳波 10分群)では48匹中

4匹であった.

2.脳波所見と神経学的所見の変化

インスリン投与前に観察される安静時脳波は,

振幅 10-50pV,周期4-8Hzの波形であった.

血糖値は 112.4±26.img/dL,瞳孔に異常はな
く,対光反射は迅速であった.高振幅徐波 (振幅

loo-2001湖 周期0.1-4Hz)はインスリン投

与後69±29分に出現 し,このとき,血糖値は

21A±4.9mg/dL,瞳孔径は拡大 し,対光反射は

緩慢であった.その後,脳波は徐々に振幅,周波

数ともに低下し,平坦脳波がインスリン投を後92

±33分で出現 した.このとき,血糖値は 18.3±
7.8mg/dL,対光反射は消衆,瞳孔は散大した.辛

坦脳波時間の延長により,疫轡や呼吸停止を合併

した.平坦脳波を10分間維持 したのちグルコー

ス投与を行うと安静時と同様の脳波 (回復脳波)

が出現 した.このとき,血糖値は245.8±92.7

mg/dL,対光反射は迅速で,瞳孔散大も消果 した

(図3).

3.平週脳波時間と疫撃,死亡頻度

平坦脳波 2分群では,疫轡が 21匹や11匹
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図2 インスリン投与後の血糖変化

横軸は,インスリン投与からの経過時間と,ゲルコ-ス投与-始後の経過時間を示す.

(インスリン投与からグルコ-ス投与開始までN- 覗,ゲルコ-ス段別覇摘白以降はN-9)

脳波 インスリン投与故軽遺時仰【分1 血糖tmg/dU神経学的所見
対光皮射瞳礼敬大 痩響

安静時脳波(インスリン投与前) N′A 1ー2-4士26ー1 過逮 ■- ■一一l■■

高振幅徐波ー血糖降下時) 69j=29 21.4士4.9 a慢 +′

平坦脳波(血塊高度低下時ー 92±33 18.3士7.8 消失 + +′

回復脳波げ ルコース授与韓i ｣ ∴ 七十 117±53245.8士92.7逮逮 ′十

図3 脳波所見と神経学的所見の変化

N/A;該当せず.± ;データの記載は平均±標準偏差で表 した.
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固Ll 低血防短時r-'iH7時モデルにおける4-日NEF坊什細胞の評仙

(A)sham郡,てtり別苛紡2JJt群.半坦脳波 LO'Jl群における41HNEFu作測地の比

較 枠内は4-HNE陶作劇州臼の廠JT.;.人を示す ScalebarlOOF川1
(8)4-HNl.:P拐性細胞故の'Fi:iIと

エラ-/トーは搾唯Ihi易を示す (N-3)■p-0001

(524%)で槻繁 され,平咽脈波 10/Jl群では.辛

坦脳波･トに/lL例が越野した (261些Ltl26lJG) グル

コース推与は24峠r''iHこおけるこじ存平は,'l;tH脳

きljkl2'JIL洋では21陸中 10匹 (476%)､j印 壬脳波
10分群では26陸中6匹 (23.1%)であった.

4.低血糖短時間昏睡モデルにおける4-I-IItE

陽性細胞の評価

インスリン授E)･を7J.わないsham群.平JD脳波

2分群,平坦脳波 10JJl肘 こおける4-HNE帽作
細川包数を比較 した (図 4) 3鮮Iuに体屯.企て拝

31

過 -'尖真美Itl打後の血鵬値における有意差はなかっ

た shalll桝では41HNE臓M三抑似ま認められな

かった ､I71抄i岩波 2/Jl肝では4-HNE似什細川也の
山税が.大脳の[511iIか ､らy貞Tt! nIIJWIのは質で認め

られた一gJJJ.!=)における41HNE陽性細胞のm加rは
大脳皮質と比較 し柑皮ながら認められた 嵐鴨レ

ベルの輯項 ･側リfi/支那で山祝杯皮を引洲すると

837±85個/5OOfLm2であった ､JLFL1.脳波 10分
脚ではさらに.Lil.朗111IJiEは梢hTし く1523±日.7佃

/500FLn12),l-Ju名の比椴では17但脈波 10分脚でJFI

意に山収斬 腔はIL'qJAかった (p-0001)
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平場Jii漉10分

sha■ 平旦Bま2分 平坦EHEIO分

Eg15 帆血耶短時r汀=†鵬モデルにおけるnuoro-JadeB払毒性細胞の,if仙

(A)sllallltlf.平FB脳i暖2'Jl群.平Jil脈波lo'Jl群にJu'けるnllUrO-)adeJj槻作:細

胞の化峨 Scalebar100/Lnl
(Ii)Fll】OrO-JatlL･71脱化糾仙故の,i::lt
エラー′(-は摂{y;如月を71てす (N=:i)■ド-0018

5.低血糖短時間昏睡モデルにおけるFluoroI

JadcB陽性細胞の評価

sham駄 平J吐Ikt三波2分札 乎JEl脳波 10/Jl群に

おけるF】uoro-jadeB随5性細胞数を比較 した

(図5) sllal11群では FIuoro-JadeBP崩性細胞は

認められなかった 平坦脈波 2分群ではFluoro-

Jade8陽性細胞の出現が大脳の前癌から頭頂

mL慨 の皮質で認められた 手取鴨レベルの地境 ･側

gLi伎門でH..攻城腔を計測すると900±36個/500

/um2であった 平坦脳波 10分伴ではさらに'LIJ.現

斬Jifが増加し (1613±31.4偶/500/Lm2),両 占

の比較では平坦脳卓抜10分群でイ7意に机別械度が

高かった (p-0018)

6.AldとL-Lの4-11TiE騒性細胞への効果

ju(La-1がグルコース再碓淡に伴う4-HNE発

現に及ぼす効Ikiを検討するため,平Jtl脳波2JJl後

にAlda-1を授与 した群 (Alda-1投与那)と溶

媒であるDMSOを授与 した群 (対照群)の 4-
HNF,PF,)性細胞数を比較した 2耶I7与=二†本領 ･食小
鼓 ･lrlL枇値における.〟意差はなかった.料,W郡と

比較し,Alda-1投与群の 4-HNE似件糾胞数は
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A

日

I.
.H
"

.

1

｣

対照群 ALda-1投与群

図6 1̂tla-1のLI-HNEF出仕細川臼への効J栄

(A)対E脚群とA]da-1投与即の4-HNEP鵜作細胞の比雌 枠内は4-HNE似ig細

胞の削広大を示す ScalebarlOOiLm
(a)41HNEFbS性訓J胞数の止Lt

エラ-バーは怖堆偏差を示す (N-3)*p-0042

有芯に減少 した (673±153vs387±7.OfW P-0007)(図7)

/500FLm2.ド-0042)(図6)

7.Ald,1-1のFluor0-.1;ldcB陽性細胞への効果

さらにJuda-1がグルコース一山tI錐流に什う神経

障苔に対 し保誰的に作用するか明らかにするた

め,Alda-1投与群と対l削rfのFluoroJadeB陽

性紺)F'B数を比較 した 対照!郡と比較 し,Alda-1

投与伴の FhloI･oJadeB陽性細胞数は有意に減

少 した (680±92vs367j=50nEl/500FLm2.

考 察

1.低血糖短時間昏睡モデルの特徴と利点

本UF究では,平Ji]脳波を掛 細 目こ維持し,人コ~

呼吸器を仙川しない低血糖触時間昏睡モデルの作

成を試みた 平LuJT還浪時IEiは 従来の肱】(1L糖怖幡モ

デルで71われる30介から2分ないし10分に短縮

した,半他脳波 10分脚では紹撃が全例で生じ,坐
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図 7 Alda-1のFluoro-JadeB相伴測地への劫火

(A)対照群と仙1a-1投与群のFluoroIJadeT3F凝仕#lJl胞の比較

Scalebarloo/Lm
(8)FLLLOrO-JadeB陽性細胞政の定tl主

エラー′i-は悼聯偏差を示す (N-3)●p-0007

荷車も231%と低かったが,平坦脳波2/JT群で

は.生存率が476%L:まで上耕した 哩蝉は平坦

脳波一再補流中にLt'J現したが,脳波の地形には析

どモニターされなかった ラソトのll_t血相岬のJB

鰍 こついてのは,rhl;'r波波形に現れない深部 (IR質

下や脳幹)が臆凶であろうという報告 18)があり,

本研究でも同様の喫由であったと考えた

本モデルは,人工呼吸器を快川せず,生理的な

低血糖状態を廠討でき,今後,低血糖脳症の病態

解rlJlや二伸糸剤果讃嘆典l消光に七用なモデルと考えられ

た しかし,なお生/-1一撃は脆いことから.今後.辛

ノ旦脳波時間をさらに短くした場合の生存率や超撃

の繊度.脳における41HNEの生成や神経細胞変

性について検討を進める必安がある

2.低血糖脳症での41llNE生成と神経細胞変性

本研究では,T17.坦脳波時間が2/}1問であっても.

LFl枢神経に41HNE似件細胞が山現することを

明らかにした WIStarラットを用いた低血糖非昏

睡モデルの検討では.ウェスタンブロットを川い
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た海馬のみの評価ながら,4-HNEが有意に増加

したことが報告されているが 5),本研究では,免

疫組織染色を用いた評価で,大脳皮質においても

4-HNE陽性細胞が著明に増加することを明らか

にした.海馬での4-HNE陽性細胞の増加は比較

的軽度であった.さらに本研究では,Fiuoro-

JadeB陽性細胞の著明な増加も認めていること

から,従来の平坦脳波が30分以上の低血糖昏睡

モデルと同様に,十分な酸化的ストレスと神経細

胞変性が生じているものと考えられた.

また本研究ではAlda-1の投与は低血糖による

4-HNEの増加抑制および神経細胞変性を抑制す

ることを示 し,Alda-1によるALDH2経路の活

性化が低血糖脳症の治療標的分子のひとつとなる

可能性を示した.4-HNEは心筋虚血における治

療標的と考えられているほか 12)13),アルツハイ

マ-柄,白内障,動脈硬化,糖尿病,腫癌などの疾

患の病態に関わっていることも知られている19)

糖尿病モデルラットの検討で,酸化的ストレスと

して4-HNEは種々の細胞に発現するが,とくに

神経細胞に強く発現することが知られている20)

また4-HNEによる神経障害の機序としては,檀

養細胞 レベルでの検討では, イオ ン輸送性

ATPaseの障害や,グルコースおよびグルタミン

酸輸送障害,GTP結 合蛋白の障害を介することが

知られている21)22).今晩 低血糖脳症における

4-HNEの役割についての検証を進める必要があ

る.

3IAlda-1による低血糖脳症の神経保護治療の

可能性

これまで低血糖脳症に関する検討で,低体温療

法 23),ピルビン酸投与 紬 ,乳酸投与 25)26),亜鉛

キレ- 卜剤投与27),NO合成酵素阻害剤投与 28),

NADPHoxidase阻害剤投与9)が,神経保護効果

をもつ可能性が指摘されている.ピルビン酸投与24)

はゲルコ-ス再濯流時のグルタミン酸興奮毒性に

よる神経細胞死の抑制を目的とし,亜鉛キレー ト

剤投与 27)はゲルコ-ス再潅流時の小胞性亜鉛の

放出がもたらすDNA損傷による神経細胞死の抑

制を目的とする.また乳酸投与 25)26)はグルコ-

35

ス欠乏時の神経細胞の乳酸利紺による高次機能保

持を目的としている. ･/I.グルコース輔桁甜草

害に伴う酸化的ストレスの緩和を目的としたもの

が,低体温療法 23),NO合成酵素阻害剤投与28),

NADPHoxidase阻害剤投与9)である.本研究で

も酸化的ストレスの緩和を目的とし,とくに細胞

傷害性アルデヒドである紅 HNEの生成に伴う

神経細胞変性を抑制することを目指した.上述の

通り,4-HNEにより引き起こされる細胞障害に

ついては,心筋虚血においで十分な検討が行われ

ており,さらにAlda-1は虚血後に4-HNEによ

りもたらされる心筋障害を阻害することが報告 12)

されている,今回の検討で,われわれは心筋虚血

と同様,Alda-1は 4-HNEの生成 を抑制 し,

Fluoro弓adeBで評価した神経細胞変性に有効で

ある可能性を示 した.Alda-1はグルコ-ス投与

と岡時に静脈投与することによって神経保護作用

を有する神経保護薬となる可能性がある.

i-1.研究の限界

Alda-1の投与-濃度は心筋虚血に対する既報 12)13)

に倣ったが,今後,低血糖脳症における至適濃度

を決定する必要がある.その上で,疫轡の発現や

生存率への影響を確認する必要がある,また今後,

Alda-1が静脈投与により血液脳関門を通過する

こと,Alda-1の投与により脳でのALDH2活性

が上昇することを確認し,さらにAlda-1による

神経保護作用の分子機序を明らかにする必要があ

る.

結 論

インスリン投与後,2分間の平坦脳波を確認し

たのちグルコース投与を行う低血糖短時間昏睡モ

デルを確立 した.岡モデルにて,酸化的ストレス

に伴う4-HNE陽性細胞の出現と神経細胞変性

を確認した,さらに同モデルを用いて,ALDH2ア
ゴニス トであるAlda-1が,4-HNE生成を抑制

し,神経細胞変性に対し保護的に作用することを

示 した,Nda-1は低血糖脳症に対する神経保讃

薬の候補となりうる可能性がある.
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