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脳梗塞急性期の患者血清を用いた脳血管平滑筋細胞増殖に対する

ラジカル・スカベンジャー，エダラボンの効果とアムロジピンの
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The guinea-pig basilar artery smooth muscle cell (GBaSM3) culture system in the Dulbecco's modiˆed Eagle's
medium for 3 days serves as a useful in vitro model for assessing antiproliferative eŠects of various therapeutic agents on
vessels. With use of this system we studied whether human serum obtained from patients with acute cerebral infarction
(n＝16) would have a proliferative eŠect on vessels and whether an administration of a free radical scavenger, edara-
vone, with or without amlodipine would elicit antiproliferative eŠects. The control serum was obtained from 3 healthy
human subjects. Time courses of the cell growth and survival were measured colorimetrically by the 3-[4,5-dimethylthia-
zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) test. The stimulatory eŠect on the proliferation of GBaSM3 cells of
patients' serum obtained immediately after infarction was signiˆcantly ( p＜0.05) greater than those obtained from the
same patients after the treatment of edaravone for 2 weeks. In addition, the serum obtained from the patients treated by
edaravone and amlodipine (n＝7) showed a signiˆcantly ( p＜0.05) greater antiproliferative eŠect than that obtained
from those treated by edaravone (n＝9). In conclusion, edaravone may have a clinically beneˆcial antiproliferative
eŠect on vascular smooth muscle cells. Co-administration of amlodipine, possessing an antioxidative calcium channel
blocker, with edaravone may be a promising combination to patients with acute cerebral infarction. Further controlled
clinical trials with a large number of patients should be warranted.
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緒 言

近年の脳梗塞病態解明の研究により，血流の完全

な遮断により壊死に陥った神経組織周囲に存在する

不完全な虚血部位（ペナンブラ，penumbra）の脳

神経細胞の保護や，梗塞血管の自発的又は薬物によ

る線溶系活性の亢進により閉塞血管が再開通した後

に生じる出血性梗塞や高度の浮腫病変の治療が重要

視されるようになった．1,2)これらの病態には，ペナ

ンブラ領域及び再還流領域の神経及びグリア細胞か

ら発生する活性酸素種（reactive oxygen species,

ROS）の過剰生成に伴う酸化ストレスが深く関与

しているため，ROSの薬理学的消去は，上記の脳

虚血病態への新しい治療薬となる可能性がある．3,4)

エダラボン（edaravone）は，比較的小分子（分

子量 174ダルトン）の化合物で，動態的に良好な脳

組織移行性があり，虚血脳組織にて ROSに電子を

供与しラジカルを消去する．5,6)急性脳虚血動物モデ

ルでは，脳虚血及び再灌流障害病態における血管内
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皮細胞障害を抑制し，神経細胞及びグリア細胞膜脂

質の過酸化反応を抑制し得ることが報告されてい

る．5,6)

一方，エダラボンは，ROSの酸化ストレスが引

き起こす脳動脈硬化病変の促進にも治療効果を有す

る可能性がある．これは，ROSが強い血管平滑筋

細胞（VSMC）の増殖刺激作用を有するためであ

る．7) VSMCの増殖は動脈硬化病変の根幹をなす病

態であり，動脈硬化プラークの増生と血管の狭小

化・閉塞の原因となるため，脳梗塞の 2次予防の観

点から極めて重要である．

我々は，既にウシ胎児血清（FBS）存在下で増殖

するモルモット脳底動脈平滑筋細胞由来の培養細胞

（GBaSM3）が，カルシウム拮抗薬やスタチン系高

脂血症治療薬，いわゆる pleiotropic効果を有する

薬物の VSMC増殖抑制作用を評価するよい実験系

となることを発見し，エダラボンが他の薬物の

VSMC増殖抑制作用を増強すると言う，新規な薬

理作用を明らかとした．8)

さらに GBaSM3培養系による VSMC増殖反応

に対する FBSの増殖刺激作用に血清中の lyso-

phosphatidic acid (LPA）が関与することから，9)

この実験系をエダラボンと他の pleiotropic効果を

有する薬物で治療中の患者血清を用いた ex vivo系

としても利用できる可能性があると着想した．そこ

で，本研究では，ヒト血清を用いた ex vivoの新規

VSMC増殖評価モデルを用いて，梗塞発症後にエ

ダラボンを投与されている患者の血清による

VSMC増殖への影響が pleiotropic効果を有するア

ムロジピンの併用によりいかに影響されるかを検討

した．

方 法

脳梗塞と診断され治療目的でエダラボンの投与を

受けた入院患者のうち，試験参加への文書同意が得

られた 16名（男性 8名，女性 8名）を対象とした．

これらの患者からは，入院日とエダラボン治療開始

後 2週間の時点で血液を採取し，血清を分離後実験

に使用した．対照血清は，健常人（男性 3名，46―

53歳）から採取した．

試験に参加した患者の臨床背景は，平均年齢は

73±9歳（標準偏差：SD）であり，脳梗塞の臨床

病型は，ラクナ梗塞 7例，アテローム血栓性脳梗塞

4例，心原性脳血栓塞栓症 3例，その他 2例であっ

た．すべての患者は，診断確定後エダラボンを 1回

30 mg，1日 2回（60 mg/日），14日間投与された．

患者の主な合併症は，高血圧 10 例，糖尿病 5

例，高脂血症 4例，心房細動 3例であり，併用薬剤

は，オザグレルナトリウム 6例，ベシル酸アムロジ

ピン（以下アムロジピン）7例，及び両者の併用 2

例であった．オザグレルナトリウムは，脳梗塞発症

後から 160 mg/日を 14 日間，アムロジピンは，1

日 1回 5 mgを，脳梗塞発症 1日後から 4例，2日

後から 1例，7日後から 2例が投与されていた．患

者のエダラボン治療前後の臨床検査値は Table 1に

示した．なお，本試験のプロトコールは，開始前に

施設内 IRBで許可されており，血液の採取に当た

っては患者に試験の目的を説明ののち文書同意を取

得した．

モルモット脳底動脈由来の GBaSM3細胞の培養

は，大石らの論文10)に従った．簡略に述べると，

GBaSM3細胞は，100 単位/mlのベンジルペニシ

リンカリウム，0.1 mg/mlの硫酸ストレプトマイシ

ン，10％のウシ胎児血清（FBS），及び 1.67 mg/ml

の NaHCO3を加えたダルベッコ変法イーグル培地

（DMEM）で，O295％・CO25％，37°Cの条件で培

養した．培養実験には，市販の 96-穴培養プレート

を用い，DMEM液から FBSを除いた培地［FBS

(－）］中に GBaSM3細胞を 4×105 cells/ml含有す

る細胞懸濁液を 50 mlずつ均一に注入し，患者又は

健常人血清 10 ml及び FBS(－)の DMEM液 40 ml

を加え全量 100 mlとした．血清最終濃度は，1％, 3

％, 5％で O2は 95％・CO2は 5％，温度 37°C で 3

日間培養したのち，生細胞数をMTT法（MTT-cell

growth assay kit, Chemicon International Inc., Teme-

cula, CA, USA）により測定した．すなわち，MTT

試薬を各細胞培養ウエルに 10 ml加えたのち，4時

間培養を継続し，その後溶解溶液を 100 mlずつ加

え，室温で 1日放置後に吸光度（540 nm）をマイ

クロプレートリーダーで測定し，細胞数に換算し

た．実験は，各血清濃度について同時に 3サンプル

行い，平均値を求めた．

患者及び健常人の各血清添加量における GBa

SM3細胞増殖刺激作用の効果の比較は，治療前と

後に対して分散分析（ANOVA）により検定した．

同一血清間での添加量による増殖刺激作用の差異は
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Table 1. Blood Pressure and Laboratory Data of Subjects with Acute Cerebral Infarction Pre and Post Treatment

Fig. 1. The proliferation of guinea-pig basilar artery smooth
muscle cells (GBaSM3) with diŠerent concentrations of
patients serum with cerebral infarction

Target cells were seeded at the density of 4×105/plate and incubated for
3 days with medium supplemented with 1 to 5％ human serum pre or post
edaravone treatment or healthy human serum (control). Cell growth was
quantiˆed by the MTT assay. The eŠects of pre (□) or post (■) treatment
of edaravone were expressed as relative value to the respective control ( ).
Data are shown as means±SEM (n＝16).P＜0.05 as compared to the pre
treatment.
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対応のある t- 検定及びウイルコクソン検定を用い

て行った．また，アムロジピン併用の有無による平

滑筋細胞増殖の差異については対応のある t-検定

を用いた．なお，検定結果は，すべて p＜0.05をも

って統計的に有意とした．

結 果

患者の臨床検査値の変動を Table 1に示した．治

療前後の検査値では，収縮期血圧のみが有意な（ p

＜0.05）変化を示し，入院後 2週間の経過で平均収

縮期血圧は 28 mmHg低下した．これは，多くの患

者（16名中 7名）が脳梗塞を発症し治療のため入

院したのちにアムロジピンによる降圧治療を開始し

たためであると考えられる．近年，動脈硬化病変の

指標として注目されている血清高感度 CRP値は，

梗塞治療により低下傾向を示したが有意差には至ら

なかった．

また，エダラボン治療前後で肝機能及び腎機能の

生化学的指標に有意な変化は認められなかった．エ

ダラボン治療前後の血清を用いた GBaSM3細胞の

増殖刺激試験では，3％及び 5％の患者血清存在下

で有意差（ p＜0.05）が見られたが，1％では同様

の傾向はあるものの有意差には至らなかった（Fig.

1）．

患者血清による GBaSM3細胞増殖刺激に対して，

pleiotropic作用を有するアムロジピンの併用投与が

影響を有するかいなかを検討するため，血清濃度 3

％にて，7名のアムロジピン併用患者と 9名の非併

用患者間で比較を行うと，アムロジピン併用群で

は，治療前後で有意な（ p＜0.05）増殖抑制効果が

認められた（Fig. 2）．
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Fig. 2. The in‰uence of amlodipine contribution on the
prolifertation of guinea-pig basilab artery smooth muscle
cells (GBaSM3) in the Dullbecco's modiˆed Eagle's medi-
um supplemented with 3％ patients serum with cerebral in-
farction. Target cells were seeded at the density of 4×105/
plate and incubated for 3 days with medium supplemented
with 3％ humn serum pre (□) or post (■) edaravone treat-
ment

Cell growth was quantiˆed by the MTT assay. The eŠects of edaravone
with or without amlodipine treatment were expressed as％ relative value to
the respective controls. Each point represents the mean±SEM. P＜0.05 as
compared to the pre treatment.
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考 察

我々は，in vitroの VSMC培養実験系を用いて，

急性脳梗塞のために 2週間のエダラボン治療を受け

た患者から得られた血清の VSMC増殖刺激作用

で，治療前と比較して有意に低下することを発見し

た（Fig. 1）．また，エダラボン治療を受けた患者

の中で，高血圧症合併のためアムロジピンの投与を

受けた患者において，血清の VSMC増殖刺激作用

が，投与前後で有意に減少するのに対して，アムロ

ジピン非投与患者は，オザグレルナトリウム併用が

6例含まれていたが，有意差には至らなかった

（Fig. 2）．

この結果は，脳動脈硬化症の合併症として脳梗塞

を発症した患者の急性期血清には VSMC増殖刺激

に関係する物質が増加しているが，その濃度はエダ

ラボンの投与を含む薬物治療及び入院中の非薬物治

療に伴い 2週間後には有意に低下するが，特にアム

ロジピンを降圧治療に併用した患者では，著明な減

少が見られたことを示唆しているものと考えられ

た．脳梗塞は，血栓又は塞栓により生じた虚血病変

により惹起された虚血病変が数日に渡り周囲に波及

する疾患である．11,12)

梗塞病変周辺の相対的な血流低下部位にはペナン

ブラ（penumbra）と称される壊死には至らないが

重大な細胞機能障害に陥った領域が存在するので，

現在の脳梗塞の薬物治療は，血流再開によりペナン

ブラを可及的に機能回復する血栓溶解療法や，虚血

又は再灌流時に産生が増大し組織障害を助長するフ

リーラジカルを消去するスカベンジャー薬の投与が

主体となっている．後者の薬物で臨床応用に至った

初めての薬物であるエダラボンは，脳梗塞患者にお

ける神経後遺症を軽減することが比較対照試験で証

明されたゆいいつの薬物である．エダラボンの作用

機序の一部が，フリーラジカル消去に基づくとする

と，この薬物の投与を受けた脳梗塞患者では，過剰

のフリーラジカル発生に伴い，血清中にフリーラジ

カル自体若しくは 2次的に発生した反応性に富む

ROSなどの酸化関連物質の濃度が増加している可

能性がある．

我々は，フリーラジカルが関係すると想定される

動脈硬化病変と関連が深い VSMC増殖作用13,14)を，

in vitroのモルモット脳底動脈由来の血管平滑筋細

胞（GBaSM3）培養系を用いて評価する実験モデ

ルを確立し，ウシ胎児血清（FBS）刺激下で，フル

バスタチンナトリウムとアムロジピンの VSMC増

殖抑制作用を，これらの薬物の高脂血症改善作用や

降圧作用の影響がない状態で，いわゆる pleiotropic

作用として検出できることを見い出した．8,15)

その際，エダラボンは，それ自体で増殖抑制作用

を示さないものの，アムロジピンの増殖抑制作用を

増強することが観察された．本研究では，エダラボ

ンとアムロジピンとの臨床上好ましい相互作用が患

者血清を VSMC増殖の刺激源として用いた，ex

vivoの実験系でも確認することができることを示

した初めての報告である．

今回検討した脳梗塞を発症し入院した患者の入院

直後の血清による GBaSM3細胞の増殖は，健常人

血清により得られた対照値よりも 1.2―1.4倍程度

高く，梗塞により多くの平滑筋細胞増殖因子が増大

していると推測された．2週間のエダラボン治療に

より，その増殖刺激作用は有意に低下したため，エ

ダラボンを含む薬物治療及び入院中の非薬物治療

は，この変化に何らかの関係があるものと推測され

た．

しかし，エダラボンは，同効薬が存在しないた

め，脳梗塞患者に対してエダラボンを投与しない無
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治療群を設定することはエダラボンの投与禁忌病態

の存在する場合を除き倫理的な観点から困難であ

る．このため，無治療群患者の血清が得られず，脳

梗塞の自然経過により上記の血清因子が低下した可

能性は否定できなかった．

本研究では，副次的な評価項目として，動脈硬化

病変，特に冠動脈疾患などの動脈硬化プラークの破

綻に関連するとされている高感度 CRP16―18)の変化

も観察したが，この指標には，エダラボン投与前後

で有意な変化を認めなかった．本研究の問題点は，

対象患者が少なく（16名），観察期間が短い（2週

間）ため，エダラボンの VSMC増殖抑制作用が十

分観察できない可能性があることと，他に同効薬が

存在しない状況で，無治療又は標準薬の使用による

対照群が設定できなかったことである．

したがって，我々の結果は，原理的に臨床評価に

おける種々のバイアスを完全に排除できない．本試

験の結果は，今後のより長期の及び対照群を設定し

た比較対照試験により確認されねばならないことは

明らかである．しかし，本研究は，動脈硬化病態を

有する患者の血清を用いて，VSMC増殖刺激作用

の変化を健常人と比較して検討し得る新規な実験モ

デルとしての意義は大きいと考えられる．
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