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ラット脊髄虚血再灌流モデルにおける

シンバスタチンの神経保護効果
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【背景】下行大動脈,胸腹部大動脈の手術は,大動脈遮断による-=--時的な脊髄虚血が避けられ

ため,重篤な合併症である対麻輝を生 じる可能性がある.対麻樺を防止するために,低体温,育

髄 ドレナージ,や虚血プレコンデ ィショニングなどの手段があるが,それ らは必ず しも充分な

効果をもたらせないばかりか,煩雑で侵襲が清く,更なる合併症を引き起こす可能性が高い.よ

って,授肇を伴わない薬物療法による脊髄保護に期待されている.

スタチンは高脂血症の治療において使用される-----般的で且つ安全性の確 正された薬剤である.

近年,スタチンの神経保護作用に注目され,脳虚血再溜流においては調べ られてきたが,脊髄虚

血で試された報器はなかった.そこで,本研究において,シンパスダチンが脊髄虚血再潅流に保

護効果をもたらすかラット脊髄虚血モデルで評価を行なった.

【材料 と方法3雄性 SDラッ ト1鋸些(380-420g)を無作為にSimvastatinlong/kg/day(Sin

群),Vehicle(V群),Sham (Sham群),の 3郡 (各 n-6)に振 り分けた.S豆m群は まOmg/kg

を虚血前7日より一考巨｡回と再濯流後 24時間に皮下注 した.

ラットは,1.5%の イソプルレン混合ガスの流れるマスクによる自発呼吸下で麻酔維持.ヘパ

リン投与後,左大腿動脈より2Frのフォガティ-カテーテルを挿入し,左鎖骨 下動脈直 Vでパ

ル-ンを膨 らませると同時に左総頚動脈より潟血させ,中枢症を舶mmHgになるようにコン ト

ロール した.また,このとき尾動脈圧の脈圧が無 くなり10mmHg以下になることを確認 し脊髄

虚血とした (虚血時間は 且2分).

シンパスダチンの脊髄虚血再溜流に対する保護効果は∴ F肢運動能と組織学的評価で行なっ
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た.fl服運動能にはMotordefieitindex(MDI)を用いて,汚漉流後6-48時間後に評価した.

また,48時間後の評価終 f後,腰膨大部のパラフィン包埋切片を作成 しNissl又はとHE染色

を行なった 組織学的評価には灰白質の正常神経細胞数と白質の空胞率を観察した,

【結果】再濯流後 24,48時間後の Sim群の MDIはⅤ群に比べ有意に下肢の回復を示 した

(p<0.05).

再源流48時間後,脊髄前角の蔽常神経細胞数は,Sim群ではV群に比べ有意に多かった

(p<0.05).また,自肇の空胞率は,S豆m郡とV群を比較するとⅤ群は有意に高かった (P<

0.05).

【結論】ま2分間のラット脊髄虚血モデルで,シンパスダチンは再潅流後の運動能と組織障害を

軽度におさえる効果を示 した.これらの結果は-一般的で安全性の示されているスダチンの使用

法の -つとして,卜行大動脈や胸腹部大動脈の手術に於ける周術期管理に応用できる可能性を

太いに秘めている.

キ-ワ-ド:脊髄虚血再濯流,ラット,シンパスタチン

緒 言

下行大動脈,胸腹部大動脈の 銅嗣ま,大動脈遮

な合併症である対麻輝を生 じる可能性がある損)

対蘇峰を防止するために,低体温,左心バ イパ ス,

脊髄 ドレナージ,や虚血プレコンデ ィショニング

などの手段があるが,それらは充分な効果をもたら

せないばかりか,煩雑で,患者に与える侵襲が高く,

更なる合併症 を引 き起 こす可能性が高 い 3巨 6)

よって,侵襲を伴わない薬物療法による脊 髄 保 護

効果に期待 されている.

スダチン (3-hydroxy-3methy短iutary-coen-

zymeA (HMG-Co且)reduetaseinhibitors)は高

全性の確立 された薬剤である,また,スタチンの

薬効はコレステロ-ル低 ド作用以外でも多くの効

果が報告 されている7)~ 9).最近,大規模臨床試

験でスダチンが心筋梗塞や脳梗塞の発生率を減少

させたことが報告された 1()).それを機に,スタチ

ンによる脳神経細胞に虚血耐性をもたらす神経保

議の研 究 が 行われ,いくつかの有効性が報告 され

ている 11)12).しかしながら,未だズタチンの脊髄

虚血再潅流に対する保護効果は報告 されてない.

仮に,安全性が確認され,容易に手に入りやすい

スタチンで脊髄虚血再還流障害を軽減 しうること

が出来れば,今後の下行大動脈癌や胸腹部大動脈

癌の周術期管理に貢献をすることが出来るかもし

れない. そこで,本研究において,ラット脊髄虚

血モデルで,シンパスタテンが脊髄虚血再潅流に

保護効果をもたらすか評価を行なった,

材料と方法

実験動物

全ての動物実験は新潟大学動物実験ガイドライ

ンに沿い,倫理委員会の承認を得て行った.雄性

Sprague-Dawieyラット(日本チャールズリバ-)

を実験動物 として用いた.且8匹のラット (380-

420g) を 無 作 為 に simvastaも豆n及Omg/kg/day

(Sim群,n - 6),vehie漫e(Ⅴ群,n- 6),sham

(Sham群,n- 6),の 3群に分けた.Sim群は 10

mg/kgを虚血前 7日より 一日 -lljjと再濯流後 24

時間に皮 下注 した.Ⅴ群とSham群はシンパスタ

チンの溶媒酒をSim群と同鼠,同時期に皮下注 し

た.Sham群は同 じ手術手技 を用いたがパル-ン

を膨 らませなかった Sim群はシンパスタチンを

予めオ-プンアシ ド体に開環処理 した物を使用 し

た.ラットは 12時間サ イクルに明 ･暗所になる

場所で,餌と水は自由摂取できる環境 下で実験観

察期間まで飼育した,

シンパスクチンの閉環処理 (オープンアシド体)

シンパ スダチン (和光純薬)原審 4mgを秤量
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図 1 評価に用いた腰膨大部の目標領域

網掛 けは灰白質の正常細胞数 を数 えた領域.斜線領域

(0.04m2)は白質の空胞化率を求めるために使用 した領域.

し,95-100%ユタj-ル0.且mLにて潜解した橡,

0.且規定 (N)NaOH水溶液 を 0.15mL添加 し,

50℃で2時間加温.その後 0.1NHCl水溶液を滴

下 し,pHを7.2まで 姿､-げ,蒸留水で 1mLまでメ

スアップし,4mg/mL溶液とした

脊髄虚血再選流プロ トコール

脊髄虚血はTaira and Marsalaモデルを用い

た 13).ァクリル BOXに5%イソフルレン混合ガ

ス (酸素 1L+空気 1L)で麻酔導入後,1.50/Oの

イソフルレン混合ガスの流れるマスクによる自発

呼吸下で麻酔維持.衝動 左総頚動脈と尾動脈に

カニュレ-ションを行い,中枢 ･寒梢庄とし,堤

度は勝脊柱筋混 (Thュo-12)と直腸温をモニタ

リングした.左総頚動脈のラインは三芳活栓にて

二方向に分岐 し, ∴方は庄 トランスジュ-普-に

繋がり,もう---∴方のラインは熱交換器を通りラッ

トより54cmの高 さに固定 された20mlの空シリ

ンジに繋がっている,ヘパ リン投与後,左大腿動

脈より2Frのフォガティ-カテーテルを11cm挿

入し,左鎖骨下動脈直下でバルーンを膨らませる
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と同時に左総頚動脈よりシリンジへ濁血させ,中

枢圧を40mmHgになるようにコン トロ-ルした.

また,この と き尾動 脈圧 の脈圧 が無 くな り

10mmHg以 巨になることを確認 し脊髄虚血 とし

た (虚血時間は 12分).再濯流後 2分間で潟血 し

た血液を返血 した.また,術中の体温はヒー トラ

ンプと温水マットを用いて膳脊柱筋混と直腸温が

37±0.2度になるようにコン トロール した,また,

虚血前 2分と再濯流線 10分に採血 を行い,血液

ガス,ヘモグロビン (Hb),血糖を測定 した.カ

ニュレーションを全て抜去後,プロタミンを200

単位皮下注 し,ケージに戻 した.

下肢運動能の評価

再濯流後6,12,2鐘,48時間毎に下 肢運動能の

評価 をMotorde虫citindex(MDI)13)を用いて行

った.MDIは 下記に示すように∴ ド肢の歩行状態

を0-4の範囲で評価 したものと下肢の反射 を

0-2の範囲で評価 したものを合計 したスコアで

ある. (下肢 ･歩行状態)o:正常歩行,1:下肢

のつま先は腹部にあるが運動失調を認める,2:
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嚢 1 虚血白眉妾の血液 ガス,尾動脈 平均圧,脱 離 i三筋温,血糖の推移
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p玉音
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r'ilい二川llll‖削
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rrti動恥･‖t:.･I汀 (llMlllgl

牌脊柱筋温 (oC)

虚血中

膳脊柱筋温(oC)*

尾動脈平均圧 (mrnHg)**

再潅流後 10分

ptl

Pco2(mmHg)

PLlt,二川In一日どl

Hemoglobin蝮/剖)

Glucose(g/dl)

尾軌脈 平均圧(rnm粕 )***

賠 脊柱筋温 (oC)***

23土0.1 23土0.i

7.32士().()2 7.31i:OB5

55j=2 57土4

221j=21 2143=確3

H.T,い.5 ト1.ド川.(1

248j=31 24邑j=26

第6i=13 82土16

37.06j=0.12 37.04土0.L3

37.I1二と0.盲2 37.07土0.日

91土17 6j:2鮒

7.33j=().08 7.21j=0.粥麺

58土7 59土7

2i9士35 212土73

14.5土0.9 15.Oi:0.9

27S土26 343士91a

S恥i4 56j=12辞#

37.05:と0.H 36,92土0.22

23士0.2

7.321:0.08

54j=6

203j=37

15.(litl.5

255j=35

83主音S

:17.10士0.17

37.09士0.i3

7士 2紬

7.19土0.09#

6王立線

197i=55

366土46#

53i:9鵬

36.94士0.12

数値は平均土標準偏差

sham:太動脈閉塞を行なわなかった群､V:veh妄cle群 ､sin:S壷mvaSta血 餅

*:虚 血開始直後

車*:虚血開始 5分

***:再潜流後 2分

#:p<0,05vssham 群. ##:p<O.oolvsSham 醇.

指背歩行 (knucklewalk豆ng),3:指背歩行で き

ないが∴ F肢は動 く,4:下肢運動なく引 きずっ

ている. (反射 )0:正常,1:弱い,2:な し.

MDI6は完全な対麻輝を示 し,MDIOは正常を示

す.

組織学的評価

運動の観察 が紹 日豪,アク リル BOXに 5% イ

ソフル レン混合ガス く酸素 旦L+空気 は)で麻酔

導 入後ベ ン トパル ピッ-ル 且00mg/kg筋注 した.

深 麻 酔 育てで心臓か らカニュ-レを挿入 し,生食

100m1,10% 中性緩衝ホルマ リン 150mlで濯流 し

て随葦定 した.腰膨 大部 を含む脊柱 ごと取組 し,2

日間 10% 中性緩衝 ホルマ リンで再度 固定 橡,腰

膨大郭の もっとも太 い部位 を取 り出 しパ ラフ ィン

プロッタを作風 100′flごと 3箇 所にて 3/1スライ

ドを作成,Nissl染色 と HE染 色 を行 なった.組織

評価 は灰白質障害 と白質 障害 を定 量 的 に行 な っ

た.灰白質障害は灰白質 を中心管 よ り前後 に 2分

し,脊髄前角の正常神経細胞 を数え3枚分の平均

値 を評価に用いた.白質の空胞率はKuritaらの評

niliJ...) ･卜J.H･･1i＼ ＼‖‥1 ＼T.L.,i..lltい､一･ ∫･ い

て Vぐnll･Ill.Vぐntl･01.,llLlr;ll.領域 い.()4111111㌦))什持,''r

観察 した (図 畑 それ らを64分割した小領域が,

それぞれ 75%以 圭二が空胞化で占められる領域を

空胞化有 りとし空胞率を求め,左右2箇所づつ3

スライド分の平均値を用いた.

統計

観察時間での各群間におけるMDiスコアの比
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図2 下肢運動能の推移

虚血再潅流後 6か ら48時間までの下肢運動能 をMotor

de最ciHndex(MDⅠ)用 いて評価 した.*P<0.05vs Sham

瓢 #P<0.05vsV#

軽にはKnlSka卜Wal首is検定後Stee卜Dwass多重

比較検産 を行なった,また,群問における虚血

前 ･後の血ガス,Hb,血糖値,血圧,膨脊柱筋温

と白質障害にはonewayANOVAを用いて検定を

行なった.また,P<0.05を有意とした.

結 果

虚血前の膳脊柱筋混,体長,尾動脈圧,pH,

PCO2,Po∑,血糖,Hbは群間における有意差は

555

なかった.再還流後においても膨脊柱筋温は群間

における差はなかった.再還流後の尾動脈圧,pH

において,Sham群はV及び S五m群と比べて有意

に高値を示 した.また,血糖は有意に低値を示 し

た (衰 1).

虚血再還流後の ド肢運動能の推移は図 2に示

す.Ⅴ群は再濯流後24,48時間後には食倒対麻輝

を生 じた.V及び Sim群の MI)ⅠはSham群 に比

べ有意に運動能の低下を示 した (P〈O.05).再

潅流後 24,48時間後の Sim群の MDIはⅤ群 に
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**

Sham V Sin

図3 虚血再濯流 48時間後における脊髄前角の正常神経細胞数

細胞数は平均±標準偏差で示 した #P<0.05vsV酢,**P<

0.01vsSham群

比べ有意に ド肢のIrj)復を示 した (P<0.05).

再潅流 48時間後の各群における組織学的検討

を行なった.脊髄前角の正常神経細胞数は,Sin

群ではⅤ群に比べ有意に多かった くP<0.05,図

3上 また,自質の空胞率は,Sim群 とⅤ群を比較

す るとⅤ群は有意に高かった (P< 0.05,図 4).

図5に各群の灰白質 (且昆minaⅧ) と白質 (ven-

troiateral)の組織 像 を示 した.Ⅴ群 の 灰 白 質

iaminaⅧにおける空胞化現象が顕 著に認め られ,

正常な神経細胞がほとんど認められなかった ま

た,Ⅴ群の白質には広範囲に空砲化領域が認めら

れた.

考 察

近隼,スタチンはコレステロ- 井を低下させるだ

けでなく,様々な多元的薬効が示 されている 7ト 鋸

その中でも神経保護作用に注 目され 脳虚血再潅

流においてはスダチンの脳保護作用が報告がされ

ているが,脊髄虚血でその保讃作用を示 した報告

はなかった.本研究は,重篤なラット脊髄虚血再

還流モデルにおいて,シンパスタチンの周術期投

rjが良好 な 下 肢 運 動 能 の 回 復 と 脊髄組織障害の軽

減効果 が あ る こ と を 初 め て示 した.

脳 脊 髄 系 に お け る 薬 剤性プレコンディショニン
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図4･虚血再濯流 48時間後における白質の空胞率

白質の空地率は平均±標準偏差で示 した.#P<0.05vsV群,*
P〈O.05vsSham群

グが稚用するには脳血管関門 (BBB)の通過性

が重要な因子となる.脂溶性であるシンパスタテ

ンは水溶性のプラバスタチンより虚血再還流によ

るBBB障害を受けずともBBBを通過し易い 15)

また,Zoccaは invitroでシンパズタチンが他の

スダチ ン (atrovastatin,mevastatin,pravastaぬ)

より神経保護作用が強力 11)であることを示 した.

よって,我々は,BBB通過性が高いことから,シ

ンパスタチン投与を今回のラット脊髄虚血モデル

に使用することを決定した.スタチンの投与法と
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して,経口投与が臨床1-/-娘的であるが,動物実

験では腹腔内投与,皮下注においても薬効を示 し

ている.スダチンは肝臓で代謝されるため,今回

の 実 験 で は ,できるだけ肝臓を避けて脊髄に到達

できるよう皮下注を選択 した,また,シンパスタ

テンは血中でラク トン体からオープンアシ ド体

(閉環処理)に変化し,薬効を生じるため,予め閉

環処理 したものを朴 ､た 16)

今回の実験において,幾つかの明らかにできな

いことがある.第-に,脊髄保護効果には種別の
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図5･脊髄組織像

上段は再濯流 48時間後における各群捌 鵜 潤 を示 した (Nissl染色).Sham群の神経細胞

は正常な形態を有しており,灰自贋の構造は保たれていた.V群は汁塁;亨な神経細胞がほとんど

なく,空胞形成を認めた.Sim群は sham群ほどではないものの正常な神経細胞が温存されて

いた.

卜段は再濯流 48時間後における各群の自質を示 した (HE染色).Sham群の白質は空胞化

がなく均質な構造であった.Ⅴ群の白質は全般にわたり空胞化が顕 熱 二確認 されたが,Sim群

では小さな空胞が散在 していた.

差があるかもしれない.今回の実験結果から,シ

ンパ スタチン 10mg/kgidayが脊髄虚血耐性 をも

たらすことが判明 したが,この接 を長針ま,臨床使

用するよりも多い鼠である.しかし,ラ､ソトにお

いてはスタチンの作用効力に関 して,人よりも効

果が微弱であることが既に示 されている 7)鋸.蕊

って,一概に虚血耐性をもたらすために臨床使用

上,東屋没 落を必要とするわけではないと思われ

る,ヌタチンの大慶投与による童鷲な副作用とし

て,横紋筋融解がある.今図のシンパ スダチンを

投与したラット全てに横紋筋融解を疑わせるよう

な尿所見は見あたらなかった.Russ浦 の ラ､ソト

報裾 こよればシンパスタチン12日間80mg/kg/

dayを投 与 した ら横 紋 筋 融 解 を生 じた が ,

60mg/kg/dayでは全く横紋筋融解を生 じないと

ある17).今回の校 長3月護はこれよりもはるかに少

ない慶で虚血耐性を認めたことは臨床 上応用でき

る可能性を示唆 している.第 二に,投射矧札 投
与時期による影響があるかもしれない,in vitro

実験において,5日以上のシンパスタチンを与え

ることで神経細胞の虚血耐性をもたらすことが示

されている11).また,投 与一時期に関 して,虚血前

投与･がラットの--一過性脳虚血再濯流モデルで虚血

耐性を示す報告がある7)18).脊髄神経細胞は虚血

再濯流後も継時的に障害が先進することが動物薬

験や臨床報告でも報告 されている 19)2()),遅延性

対麻輝は,再潅流後の炎症反応が重要な関係が指

摘 されている.実際,今回の研究でもⅤ群は再濯
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流後,継時的に障害が先進 し,24時間で完全な対

麻庫を生じた.Bergerはラットの-一過性脳虚血モ

デルにおいて,再濯流後投与でも神経保護作用を

示 し,遅発性神経障害にも有効であることを報告

している9).これらのことを考慮 して,本研究で

は,虚血 1週間前から再還流後 24時間の周術期

に投与することとした.また,投 与量に関 し,育

髄虚血での報告がない為,ラット脳虚血モデルで

の例を参考にした9)18).今回,本研究において有

効性が示せたが,投与法に関 しては未解明な点 も

多く,今晩 さらなる検討が必要になると思われ

ら.

今回,作用機序に関 しては調べてないが,脳虚

血モデルでは幾つかの報告がある.BeFgerはラッ

生 じるダルタメ- ト産生を強紬 二抑制すると報告

している9).IrlV豆troの研究では,スダチンはゲ

ルタメー ト又はNMDA誘発神経細胞障害を軽減

させた報告がある 12).また,mRNAの解析では

NMDAレセプターの機能 を調整することで細胞

障害を軽減 させる可能性が示 された.更に,スタ

チンの虚血前投与は脳虚血蒋還流に伴う抗炎症作

用 7)8) と酸化ス トレス反応の軽減作用 18)を持つ.

これ らの作用機序は,脊髄においても虚血再還流

障害から保護作用をもたらすと考えられる.

息2分間のラ､ソト脊髄虚血モデルで,シンパスタ

チンの周術期投与は再濯流後 24-48時間におい

て良好な運動能 と48時間後の組織障害 を軽度に

おさえる効果を示 した.これらの結果は -一般的で

安全性の示 されているズタチンの使用法の-つと

して,下行大動脈や陶腹部大動脈の手術に於ける

周術期管理に応用できる可能性を大いに秘めてい

る.また,臨床に用いるには,投与法に関する更

なる検討を必要とする.
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