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ウ サ ギ脳損傷モ デ ル にお けるイ ン タ ー

ロ イ キ ン ー8 (I L 8) の役割

金沢大学医学部医学科脳神経外科学講座 (主任 : 山下 純宏教授)

木 嶋 保

頭部外傷直後に続発す る二 次的障害は予後を悪化させ る重要な因子 であ る . 脳 損傷後の 脳浮腫の 発生 とイ ン タ ー

ロ イ キ

ン ー8 (i n te rl e u ki n -8 , II J 8) と の 関係 に着日 し, ウサ ギ 凍結脳損傷モ デ ル を用い て 抗II J 8 中和抗体に よ る 脳浮腫の 治療 の 可能性 を

検討 した . 正骨 対照群お よび 偽手術群の 脳水分含有率 はそれ ぞ れ 79 .3 ± 0 .1 %
,
7 9 .3 ± 0 .1 % で あ っ た . 凍結 脳損傷 モ デ ル 6 時

間後, 1 2 時 間後, 2 4 時 間後, 4 8 時間後 ,
7 2 時間後 の 脳水分含有率 は そ れ ぞ れ 82 .5 ± 0 .3 %

,
8 3 .2 士 0 .2 %

,
8 3 .9 士 0 .2 % ,

8 4 .0 土 0 .2 %
,
8 1 .8 ±0 .2 % で あ っ た . 6 時間後 か ら24 時間後ま で は経時的に増加 し24 ～ 4 8 時間後で 貴大 と な っ た . 病理 組織

学的に好中球主体の 炎症細胞は 6 時間後に ク モ 膜下 腰細静脈内皮細胞 へ 接着 し, さ ら に血 管外 ク モ 膜下 腔 へ 浸潤 し た . 脳実 質

内壊死巣 に は リ ン パ 球優位の 炎症細胞を認 め た . ま た壊死 巣周囲 の 脳浮腫組織 に多数の 小出血班を認 め た. 2 4 時間後 に は好

中味主体の 炎症細胞が壊死巣辺緑を取り囲み
,
脳 浮腫組織 の 出血 斑 は増加 して い た . 7 2 時 間後で は 好中球主体 の 炎症細胞 は

辺縁よりさ ら に内部 に浸潤し
,
脳浮腫組織 の 出血斑 は減少 した . 7 日後で は炎症細胞 は壊死巣中心部 に凝集 し脳浮腫組織 の 出

血斑は消失 して 反応性星状膠細胞 の増殖を認 め た .
Ⅰし8 の 免 疫組織化学染色で は6 時間後 に好中球 お よ び リ ン パ 球 に 陽性所見

を認め た . 脳損 傷直後 に抗IL 8 中和抗体を静脈内投与す る と脳水分含有率ヤ ア ル ブ ミ ン の 血 管外漏出は減少 し, 脳浮腫組織 の

出血も抑制 さ れ た . ま た 好 中球主体 の 炎症細胞 の 浸潤も抑制 さ れ た . 以 上 の 結 果 よ り脳損傷後 の 脳 血 液関門 (bl o o d - b r ai n

b a 汀i e r) の 透過性 や好中球の 浸潤 にⅠし8 が 関与 し て い る と 考え られ , 脳損 傷後 の 浮腫 な どの 二 次的損傷 に対 して抗Ⅰし8 中和抗

体投与に よ る 治療の 可 能性 が示唆さ れ た .

E e y w o r d s b r ai n e d e m a , C Old inj u r y , in t e rl e u k in - 8 (II J 8) , n e u t r O p hil

頭部外傷直後 に続発す る二 次的障害 は予後を悪化 さ せ る 重要

な因子である . こ の 二 次 的障害 は臨床的に は脳浮腫 の 増大と し

て 認め られ
,
治療 は主 に浸透圧利尿薬投与 に頼 っ て い る の が 現

状で あ る
1卜 4)

. 脳浮腫 の 原因と して い く つ か の メ カ ニ ズ ム が 報

告 され て い るが , 総 じて神経細胞
,
星状膠細胞

,
血 管 内皮細胞

を含 む脳実質や毛細血管 な ど の 炎症 に対す る反応 と考え られ て

い る
5)

.
二 次的脳損傷 の 機序 と して は血 液脳関門 (bl o o d - b r ai n

b a r ri e r
,
B B B ) の 破壊 に伴う脳浮腫 の 発生

6)
, 浸潤 した 炎症細胞

か ら 放出 さ れ る活性酸素 や蛋白分解酵素 に よ る 組織障害
7) 占)

,

細胞外 の 興奮性 ア ミ ノ 酸 増加 に伴う細胞内カ ル シ ウ ム 濃 度上

昇 に よ る神経細胞死
9)
な どが 挙げ ら れ て い る が , そ の 病 態 はい

ま だ完全 に は解明さ れ て い な い
10)

. 最近 の 報告 で は ,
二 次的損

傷 の 病態 に好中球 が重要な役割を果 た し て い る と考え られ て い

る
11)1 2)

. 好中球 は血 管内皮細胞 と接着 し, 内皮細胞 に障害を与

え
,
B B B を破壊す るだけで なく

,
脳実質 に浸潤 し種 々 の 細胞

障害物質を放出して脳組織を障害する
13 )

. ま た
, 好 中球減少症

モ デ ル や , あ る い は好 中球の 血管内皮 へ の 接着阻止 が脳損傷後

の 二 次的損傷を軽減す る
1 4卜 1 7)

近年, 好 中球浸潤 が強い 免疫複合体型急性糸球体腎炎
18)
や 敗

血 症誘導性成人呼吸窮迫症候群 ( a d u lt r e s pi r a t o r y d i s t r e s s

s y n d r o m e , A R D S)
19)
の 実験 モ デ ル に お い て イ ン ターロ イ キ ン ー8

(i n t e rl e u k i n -8 , Iし8) が 検出 さ れ , 抗Ⅰし8 ヰー卿抗 体の 投与 に よ /

)

て 二 次的障害 が抑制さ れ る こ とが 報告 さ れ て い る . ま た , 脳 虚

血 後再潅流障害モ デ ル
2(I)
に お い て もⅠし8 の 検H と抗I L 8 ■l 用1 抗

体 の 投 与 に よ む) 脳 浮腫 が 抑制 さ れ る こ と が 報告 さ れ て お り

B B B とⅠし8 の 関与が 注目 さ れ て い る .

II : 8 は リ ボ多糖体 (1i p o p ol y s a c c h a rid e , L P S) 刺激 ヒ ト 末梢 血

単棲球の 培養 ヒ清より精製 さ れた ケ モ カ イ ン
21)
で
,
7 2 佃 の ア ミ

ノ 酸 よ りな り
2 2)

,
分子量 は 約8

,
0 0 0 で あ る . Ⅰし8 は好 中球走化

性作用を有する の み な ら ず
,
好塩基球や T 細 胞の 描性化, 骨髄

よ り末梢血 へ の 好中球 の 動員
,
好 中球を括惟化 し て リ ソ ゾーム

酵素 の 放出, 活性 酸素 の 産 生 誘導
2 3) 2 4)

,
ロ イ コ ト リ エ ン B 4

(1 e u k o tri e n e B 4 , I X B 4) の 塵生 誘導
2 5) 2 6)
な ど の 働 きを する . また

,

Ⅰし8 は ウサ ギ に も存在す るが , 寄菌類 ( マ ウ ス ,
ラ ッ ト) に は 存

在 し な い
27)

. ウ サ ギⅠし8 は ヒ トⅠし8 と 高 い 相 同性を認め , ヒ ト

抗Ⅰし8 中和抗体 に よ っ て 中和 され る
28)

. こ の こ と より ,
Ⅰし8 に

関す る動物実験 モ デ ル に は 主 にウ サ ギ が 用い られ て い る .

以 上 より
, 脳 損傷後 の 二 次 的損傷 にお けるⅠし8 の 関与, お よ

び抗I L 8 中和抗体投与 に よ り 二 次的損傷 の 抑制効果を検討す る

ため
,
ウサ ギ凍結脳損傷 モ デ ル を用い て 実験を行 っ た .

平成1 0 年11 月2 5 日受付, 平成1 0 年12 月 2 8 日受理

A b b r e vi ati o n s : A R D S , ad ult r e s pir at o r y di st r e s s s y n d r o m e; B B B , b l o o d
-b r ain b a r ri e r; Il ; 1 , i n t e rl e u ki n - 1; II : 8 ,

i n t e rle u ki n - 8; I m 4 ,1 e u k o trie n e B 4; L P S , 1ip o p ol y s a c c h a ri d e; I X , 1e u k ot ri e n e; P B S , P h o s p h at e
-b u fEe r e d s ali n e
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対象お よ び方法

Ⅰ. 実験動物

体重2 .7 ～

3 .O k g の ニ ュ
ー

ジ
ー

ラ ン ド種雌 ウサ ギ ( ニ ノ ッ ク ス

ラ ボ サ プラ イ , 石川) 72 羽 を用い た. 硫 酸ア トロ ピ ン ( 田辺 ,

東京) 0 ･2 m g / k g と 塩酸ケ タ ミ ン (三 共, 東京) 65 m g / k g の 筋肉

内注射 に より麻酔 した .

Ⅰ . 実験 モデル の 作製

左頭頂部 に約3 c 皿 の皮 膚切開を加え頭蓋骨 を露出した . 冠

状縫合上 で 矢状縫合 より左側 へ 7 m m の点を 中心 に歯科用 ドリ

ル で 頭蓋骨 に内板 の み を薄く残す よう に直径10 m m の 穴を 開

けた . 液体窒素を満 た した直径8 m m の ア ル ミ製凍結損傷尉プ

ロ ー

ブ を頭蓋骨内板に60 秒間庄着 した後に皮膚縫合 した.

1 . 凍鯨脳損傷詳

凍結脳損傷6 時 間後(5 羽) , 1 2 時間後(6 羽) , 2 4 時間後(6 羽) ,

4 8 時 間後(5 羽) , 7 2 時 間後 (5 羽) , 7 日後 (3 羽) に脳組織を摘出

した.

2 . 対照群

正 常対照群 (7 羽) およ び偽手術群 と して頭蓋骨を内板の み薄

く残した群(7 羽) を作成 した . 後者 は48 時 間後 に脳組織を摘出

した.

3 . 抗Ⅰし8 中和抗体投与群

上記 と同 じ脳損傷モ デ ル に お い て , 凍結脳損傷後 に10 m g の

マ ウス 抗 ヒ トⅠし8 モ ノ ク ロ ー

ナ ル 中和抗体 ( W S 4)
28)
を1 0 m l の

生 理 食塩水で希釈 し, 耳静脈 か ら10 分間で静脈内投与し6 時間

後 (3 羽) , 2 4 時間後 (8 羽) , 7 2 時間後 (3 羽) に脳組織を摘出 し

た ･ 対 照実験と して ミ エ ロ ー

マ 蛋白 b 3 .6 .2 息1)
盟)
1 0 m g を同様

に静脈内投与 し6 時間後 (3 羽) , 2 4 時 間後 (8 羽) , 7 2 時間後 (3

羽) に脳 組織を摘出した .

Ⅱ . 脱水分含有率測定
3 0)

大腿 動脈切開に て脱 血 後, 断頭 し直ち に脳組織を摘出 した .

健側 大脳半球お よ び 小脳を切除 し息側大脳半球 の み を測定 し

た ･ まず脳組織の乾燥前 の 重量 (湿重量) を測定 し, 次 に乾燥

器 (12 0 ℃) の 中で 48 時間置き乾燥 させ た後 の 重 量 (乾燥重量)

を測定 し, 以 下 の 式 に よ り脳水分含有率を算出 した (乾燥重量

法) .

脳水 分含有率 ( % ) = (湿重量
一 乾燥重量) / (湿重量) × 10 0

Ⅳ . 脳 浮腫指数測定
30)

乾燥 重量法 で求 め た正 常脳 と脳挫傷脳 の 水分含有率か ら下 記

の式で算出した. ( s w el h g p e r c e n ta g e)

脳浮腫指数( % ) =

( 挫傷脳 の 水分含有率 一 正常脳 の 水分含有率) / 正 常脳の 水分含

有率× 1 00

Ⅴ . 病理組織学的検討

脳損傷後の ウサ ギを麻酔下 に
,
0 . 1 M リ ン 酸緩衝生理食塩水

(ph o s p h a te -b u 蝕 r e d s ali n e
,
P B S) に4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ

ドを加えた固定液4 00 m l を上行大動脈より注入し潅流固定を行
っ た ･ 直ち に脳組織を摘出し同固定液 に よ る 亜 時間の浸潰固

定を追加した ･
パ ラ フ ィ ン 包埋後4 〃m の 組織切片を作製し,

H E 染色お よ びm d ve I ㌔ B ar r e r a 染色を行 っ た .

Ⅶ. 免疫組織化学的検討

免疫染色は ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン
ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体

(a vidi n e ･bi o ti n T P e r O Xid a sらc o m p l 既) 法と マ イ ク ロ ウ エ ー

ブ 迅速

試料処理装置M ト77 塾 (東屋医科機械, 東京) を用い る賦活法に

て 行っ た ･
パ ラ フ ィ ン切片を脱 パ ラ フ ィ ン しP B S で 洗浄後, 抗

原賦活処理を行 っ た . 広 口 ビ ー カ ー に0
.1 M ク エ ン 酸緩衝液と

ス ライドガ ラ ス を入 れ
,
4 0 0 W

,
9 0 ℃で連続15 分間煮沸反応を

行 っ た . 0 . 3 % 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内 因性 ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ を失格させ , P B S で 洗 浄後 , 非特 異的反応抑制 のため

5 % ス キ ム ミ ル ク (Di女:O l . ab o r a to ri e s
,
D e t r oit

,
U S A) を1 時間作

用させた.

一 次抗体 ,
二 次抗体, お よ ぴア ピ ジ ン ー ビ オチ ン ー

ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ反応は マ イ ク ロ ウ エ ー

ブ( 出力3 00 W で3 分 間

の 間欠照射) を使用 した . ア ル ブ ミ ン免疫染色 の 一 次抗体とし

て ヤ ギ 抗 ウ サ ギ ア ル ブ ミ ン Ig G 抗 体 ( O r g a n o n T e k n i k a

C o rp o r a ti o n , D u rh a m , U S A ) を8 FL g / m l に希 釈 し反応させ た .

二 次抗体 と して ビ オチ ン 標識 マ ウ ス 抗ウ マ Ig G 抗体 (V e ct o r

h b o r a t o ri e s I n c ･
,
B u 血 g a m e , U S A) を反応させ た. また

.
I L ,8

免疫染色で は
一

次抗体と して120 FL g / m l に希釈した W S A を反

応させ た ■ 対照 と して 同濃度 に希釈 した マ ウ ス ミ エ ロ ー

マ 蛋白

b 3 ･6 .2 .8 . 1) を W S ･4 の か わ りに 用い て 同様の 操作を行 っ た . ニ

(

求
)

l

亡

○

;
0

2
0
1

■

き

S h ▲ m ¢ 12 21 4 0 丁2

T事m o ■†t o r 】nl u r y ( h r)

Fig ･ 1 ･ W a te r c o n t e n t i n th e i nj u r e d h e m i s p h e r e 6 , 1 2 , 2 4 ,
4 8

,
7 2 h r a n d 7 d a y s a ft e r a c ol d i nj u r y . W at e r c o n t e n t

g r a d u al1 y i n c r e a s e s an d r e a c h e s it s p e a k 2 4
-4 8 h r a A e r in j u r y .

D at a a r e s h o w n a s 更 ± S E M .
* p < 0 .0 5 (S tu d e n t

,

s tt e st) .

(

ボ
)

0
0

書

芸
巴
O
d

ぎ
≡
○

蓼
S

U rltr d d C o れt . A b A n tJ ･JL ･ 8 A b

Fig ･ 2 ･ E 飴 ct o f an ti -II ] 8 an tib o d y o n b r ai n e d e m a m e a s u r e d

b y d ry w e t m e th o d ･ B r ai n e d e m a i s d et e r m i n e d a s s w elli n g
p e r c e n ta g e ･ A d mi ni st r ati o n o f a n ti -I L 8 an d b o d y d e c r e a s e d th e
S W elli n g p e r c e n t a g e o f th e d a m a g e d h e m i s p h e r e . D a t a a r e
S h o w n a s 富 ±S E M . * p < 0 .0 5 (S t u d e n t

,

s t te st) , * * n ot
Sig niA c a nt . も
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次抗体 と して ビ オ テ ン 標識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig G 抗 体 ( D A K O ,

G l o st ru P , D e n m ar k) を反応させ た . 各反応後にP BS で 洗浄した .

ア ピ ジ ン
ー

ビ オチ ン ー ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複合体法と0 .0 0 5 % 過

酸化水素加0 .0 2 % ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 - 3
'
-d i am i n o b e n zidi n e)

(S ig m a . S t .l . o uis , U S A) 処理に よ り発色させ ,
へ マ トキ シリ ン で

核染色を行 っ た . ア ル ブ ミ ン の 免疫染色は W S 4 投与群 ,
およ

･･
■

一 ､
. . 研■■

-

こ

･

一二三
二

_
丁
二 + 一二二‥

∴∴ ∴ ∴
､

∵ 1耶
㍉∴

びミ エ ロ ー

マ 蛋白投与群 とも同時 に施行した .

Ⅶ. 統計学的検討

得 られ た成凍 はす べ て更 ±S E M に て 表記 した . 統計 学的有

意差 は F 検定に よ る等分散 の検定を行 い ,
分散 が 等 し い 時 に は

St u d e n t のt 検定 を
,
等 しくない 時 に は W el c h のt 検定を行 っ た .

危険率5 % 未満 をも っ て 有意差ありと判定 した.

Fig . 3 . H i st ol o g y o f i n fl a m m at o r y c ell r e a cti o n fo 1l o wi n g b r ai n c ol d i nj u ry . 仏 , B , C ) 6 h r , (D ) 2 4 h r , 但) 7 2 h r , の 7d a y s a A e r t h e inj u r y ･

N e u t r o 帥il s a r e a g g r e g at ed i n th e s u b ar a 血 mi d v e n ul e ( B) . 匝 m p h o c yt e s ar e i n fi1 tr a t e d i n th e n e c r o ti c ar e a O f b r ai n p ar e n 血 ym a (C) ･ B ar

モ 1 m m 仏 D , E , F) . B a r = 2 5 i L m (B , C ) .
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成 績

Ⅰ . 凍結脳損傷 モデ ル に お ける脳水分含有率の変化

正常対照群お よ び偽手術群 の脳水分含有率は そ れぞれ79 .3 ±

0 .1 %
,
7 9 .3 ± 0 .1 % で あ っ た . 凍結脳損傷後6 時 間, 12 時 軌

2 4 時 間, 4 8 時 間, 7 2 時 間の 脳水分含有率はそれぞ れ8 2 .5 ±

0 .3 %
,
8 3 .2 ±0 .2 %

,
8 3 .9 ±0 .2 %

,
8 4 .0 ±0 .2 %

,
8 1 .8 ±0 .2 %

で あっ た . 6 時間 か ら24 時間まで は経時的に増加 し24 ～

4 8 時

間で 最大 と な っ た . 7 2 時間後に は減少した (図1) . こ の 結果よ

り脳水分含有率が最大 と な る24 - 4 8 時間後が 最も脳浮腫 が最

大 に な る と判断 し凍結脳損傷24 時間後 の モ デ ル で W S 4 投与 の

効果を比較検討した . 非投与群 の脳浮腫指数 は28 .9 ± 1 .9 % で

あ っ た . ミ エ ロ
ー マ 蛋白投与群で は脳浮腫指数は2 5 .8 ±1 .9 %

で あ っ た .
W ～4 投与群で は脳浮腫指数は 18 .7 ±2 .4 % で あっ た .

2 4 h r

W S - 4 投与群で は
, 非投与群 お よ び ミ エ ロ ー

マ 蛋白投与群 に比

べ て脳浮腫指数は有意 に b < 0 .0 5) 低下 した . 非投与群と ミ エ

ロ ー

マ 茸白投与群 では 脳浮腫指数に有意差は認 めなか っ た (図

2) ,

Ⅰ. 病理組織学的検討

凍結脳損傷6 時間後の モ デ ル で は好中球主体の炎症細胞の ク

モ膜下腔細静脈内皮細胞 へ の接着, およ び ク モ膜下腹 へ の浸潤

を認 め た (図3 , A , B ) . また脳実質内壊死巣に はリ ン パ 球優位 の

浸潤を認 めた (図3 , C) . 壊死巣周囲の 脳浮腫組織に多数の小出

血斑を認 め た . 好 中球主体 の 炎症細胞の 浸潤 は24 時間後 に は

壊死巣辺綾部 に及ん で い た. 壊 死巣 の リ ン パ 球 は減少し, 脳浮

腫組織 の 出血斑は増加 して い た (図3 , D ) . 7 2 時間後で は好中球

主体 の 炎症細胞は壊死巣を取り囲む様に分布した. 脳 浮腫組織

の 出血斑 は 減少 した (園3 , E) . 7 日 後に は壊死巣 の 中心部 に凝

7 2 h r 7 d a y $

賀

､~

-
- ご

Fig ･ 4 ･ A di ag r am S h o w b g th e te m p o r al p ro fi1 e o f n e u t r o phil in 61t r a ti o n i n to t h e b r ai n fo 1l o w i n g a c old i nj u ry . N e u tr o p hil s a r e i n m t r a te d in
th e s u b ar a Ch n oid s p a c e (6 h r) , S e e n di st ri b u te d i n p e ri p h e r al ri m o f th e n e c r o ti c a r e a (2 4h r) , th e n , S u r r O u n d th e a r e a (7 2h r) , a n d 負n al ly
a g g r e g a t e i n th e c e n t e r (7 d a y s) . ● , n e u t r O p h il s; g r a y a r e a , n e C r O ti c a r e a .

Fig ･ 5 ･ Hi st ol o g y s h o wi n g th e e 飴 ct o f an d -Iし8 an tib o dy o n s e c o n d a r y b r Am i nj u ry fo 1l o wi n g a c old i nju r Y . N e u t ro p h n i n 61t r a d o n i n th e
n e c r oti c a r e a an d h e m o r d l ag e i n th e 占d e m at o u s ti s s u e a r e d i m i n is h ed b y 仇 e a d m in is tr a ti o n of a n 也

-I I J ･8 an ti b o d y . A c o n tr ol a n d b od y
l

t r e a t e d r al ) bit 2 4 h r a ft e r th e i nj u r y 仏) . An an ti ･Ⅰし8 a n tib o d y Jtr e at e d ra b bit (B) . B a r 三 1 m m . m a v er L B a r r e r a st ai n .
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Fig . 6 . I m m u n h i s to ch e m i stry fo r s e ru m al b u m in 24 h r fo 1l o wi n g a c old i nju r y ･ I n a c o nt r ol an tib o d y
･t r e at e d ra b b it e x t r a v a s a te d s e ru m

al b u m in i m m u n o r e a c ti vity i s s e e n in 仇 e c o nt r al at e r al
h e m i 印h e r e a s w ell a s in th e in ju r e d h e m i g h e r e 仏) ･ I n a n a n ti J し8 an tib o d y

Jtr e a t e d

r al )bi t, th e i m m u n o r e a c d vit y i s c o n 血 e d wi thi n th e vi c in it y of th e n e c r o d c a r e a (B ) ･

Fig . 7 .′ h n m u n o hi sto ch e mi st ry
r

fo r II J 8 6 h r fo 1l o w in g a c ol d i q5 u ry . II ] 8 i s p o sid v e o n n e u t r op hil s (㈲ an d t ym Dh o c yt e s (C ) i n Blt r a te d in

也 e n e c r o ti c ar e a . N e g a 伽 e c o n t r ol o n e a d l S e ri al s e c ti o n s (B , D ) B a r = 5 0 FL m .
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集す る 炎症細胞を認め , 脳浮腫組織の 出血 斑 は ほぼ 消失 し反応

性星状膠細胞 が増殖 して い た (図3 , 円 . 以 上 の 炎症細胞の 浸潤

を主 とす る組織学的変化を図4 に図式的に示 し た .

凍結 脳損傷 24 時 間後 の モ デ ル で W S -4 投 与の 効果を比較検討

した . ミ エ ロ ー マ 蛋白投与群で は, 非投与群 と同様 に壊死巣辺

縁 へ の 好 中球を主とする炎症細胞の 浸潤, お よ び脳浮腫組織の

出血 班 を多数認 め た (図5 , 刃 . W S -4 投 与群で は好中球主体の

炎症細胞 の 浸潤, お よび 脳浮腫組織 の 出血 姓 は抑制 され てい た

(国5 , B ) .

此 . 免疫組織化学的検討

凍結脳損傷24 時間後 の ア ル ブ ミ ン 免疫染色 に お い て は W S - 4

投与 群 (図6 , B ) で は ミ エ ロ ーマ 蛋 白投与群 (図6 , 刃 に比 べ て

陽性部分 の 面積 の 縮小 と染色性 の 低 下 を認 め た .

凍結脳損傷6 時間後 の 免疫染色 で は , 好 申球 (固7 , 刃 お よ び

リ ン パ 球 ( 図7 , C ) に 陽性所見を示 した . 凍結脳損傷12 時 間以

後で はⅠし8 陽性細胞は認め な か っ た . 対照 と して ミ エ ロ ー

マ 蛋

白 をいル
ー

次抗体 と し て 用い た もの で は
,
すべ て 陰性で あ っ た ( 図

7
,
B
,
D ) .

考 察

脳は 再生 機能を持 たず, しか も機能が局在する た め外傷 にき

わ め て 弱い 臓器 の
一

つ で ある . 脳 のm
一

時的損傷 は外傷 そ の も の

を防ぐ以外現段階で は治療 は困難で ある . しか し
, 外傷 後の 脳

組織の 二 次的損傷 に関 し て は損傷部位 の 広 が りを抑制 できる と

考え られ て い る . 近年
, 各臓器 で急性炎症 に伴う組織 の 二 次 的

損傷の 発生 に好中球 が重要な役割を果た して い る こ と が 明ら か

と な っ て い る . 活性化 し た好中球 が 血 管内皮に接着 し, 内皮細

胞 に損傷 を与 え る こ と に より血 管透過性を克進さ せ て 浮腫を 生

じ たり
, 組織 に浸潤 した好中球 が活性酸素な どの 組織障害物質

を放出 して 組織を さ ら に損傷する と 考え られ て い る
(う卜 1 3)

. 脳損

傷 にお い て も こ の よ うな機構 が働 い て い る と 考え られ て い る .

具体的 に は 好中球減少症, M a c -1 に 対す る抗体投与, 補体リ セ

ブ タ¶Ⅰ型 (C R - 1) 投 与 によ り好中味 の 浸潤や脳浮腫 の 抑制が

認 め ら れ て い る
1 4)L 1 7)

. 好中球 の 血 管外 へ の 遁 走 に は接着分子

が重要な働きをな し
,
Ⅰし8 は こ れ ら の 細胞接着分了･ の 活性 を高

め る と さ れ て い る . Ⅰし8 は好中球 に対 し M a c -1 や リ ン パ 球機能

抗原 (1 y m ph o c y t e fu n c ti o n a n ti g e n) - 1 な どの 細胞接着分了･ の 活

性 を 高め る
:il) こ糊

の み で は なく好小球 の 走 化性, 形態 変化, 紺

胞 内リ ソ ゾー ム 酵素の 放乱 補体第5 成分の 活性化
:川

, 活性酸

素
35) 3 6 や Ⅰ∫B 4 の 産牡 3 7) :柑) の 誘導 な ど 多彩 な作用が認 め ら れ

る . 実 際, 急性 炎症モ デ ル で 抗Ⅰし8 中和抗体投与 によ る 炎症抑

制作用 が報告 さ れ て い る . 具体的に は肺虚 血再潅流障害モ デ ル

に お い て は肺組織 へ の 好中球の 浸潤 を抑制 し
4())
,
免疫複合体急

性糸球体腎炎モ デ ル で は 糸球体 へ の 好中球 の 浸潤や タ ン パ ク 尿

の 出現を抑制 し
1 8)
,
脳 虚血 後再潅流障害モ デ ル で は B B B の 透

過性 が抑制 され
2 0)
, L P S / Ⅰし1 誘導性関節炎モ デ ル にお い て は

関節腫脹 , 軟骨 破壊 , 好 中球 や 単核球 の 浸潤 が抑制 さ れ
41)
,

A R D S 様肺障害 モ デ ル に お い て は肺組織 へ の 好中球の 浸潤 とそ

れ に伴う肺浮腫, な ら び に肺胞構造 の 破壊 を著明 に抑制する
19)

.

脳 損傷後 の 脳浮腫 ほ , B B B の 透過性克進 に よ る 血 液由来の 浮

腫 液 が細胞 間隙 に 浸出す る 機序 ,
す な わ ち 血 管原性浮腫

OT a S O g e ni c e d e m a) と 脳実質細胞 の 細胞膜障害に より細胞内液

が増加 し膨化す る磯序, す な わ ち細胞毒性浮腫 ( c y t o t o x i c

e d e m a) が組 み 合わ さ っ て発 生する
6)42)

. 今 回の 実験 に用 い た凍

結脳掘傷 モ デ ル は脳皮質細胞の 局所的な急性壊 死 と壊死 巣辺縁

の 脳細胞 の 脳血 管透過性の 克進をきた し血 管原性浮腫 と好中球

の 浸潤が お こ る と考え られ て い る
5)

. 脳浮腫の 経時的変化 を見

る と
,
6 時間後か ら脳水分含有率 は増加 し24 時間後 で最大とな

っ た . 7 2 時 間後 に脳水分含有率 は減少 し, こ の モ デ ル で の 脳浮

腫が最も強く な る の は24 ､ 4 8 時 間で あっ た . こ の 結果 は, こ

れ まで報告され て い るラ ッ トや ネ コ な ど他の 実験動物を用 い た

凍結脳損傷 モ デ ル で の 脳 浮腰 の 経時的変化 と ほ ぼ 同 じ で あ

り
4:う㈹

,
脳浮腫を評価す るモ デ ル と して妥当と思 わ れ た . 脳浮

腫が 最大 となる 24 時 間後 の モ デ ル で 検 討す る と ,
ミ ュ ロ

岬

マ

蛋白投与群 に比 べ て W S -4 投 与群で は脳浮腫指数は有意 に減少

した . ま た , 血清 ア ル ブ ミ ン の 血 管外漏出を評価する ア ル ブ ミ

ン の 免疫染色
45)
で は ,

ミ エ ロ ー

マ 蛋白投与群 に比 べ W S - 4 投与

群 ほ形態的に脳浮腫 が減少 した . また
,
脳浮腫組織 の 出血 斑 は

24 時 間後 に敢
●

も増 化する傾向 を認め たが ,
W S -4 投与 によ り出

血班 は減少し た . B B B の 透過性の 克進は脳浮腫 ,
ア ル ブ ミ ン

の 漏出や 脳浮腫組織 の 出血 を引き起 こ す と考えら れ ,
こ れ らの

結果 は 別∋B の 透過性が抑制 さ れ た こ と に よ る 二 次的脳損傷 の

軽減を示 して い る . 以 上 よ り抗I L 8 中和 抗体 はB B B の 透過性

を抑制 し二 次的脳損傷と して の月齢草腫抑制作用がある と 考えら

れ た .

本研究の モ デ ル で 壊死 巣に浸潤 した 炎症細胞 の ほと ん どは 分

乗状 の 多形核 を有 した 細胞であり形態的に好中球 であ っ た . 損

傷後6 時間後 で は 好中球 は ク モ 膜下 腔の 細静脈血管内皮細胞 に

接着 し て い た .
こ の 所見は

一

般 に 組織 で 炎症急性期 に炎症細胞

が細静服 より血管外の 組織 に浸潤する メ カ ニ ズ ム と同様 に考え

ら れ る
4 5)

. また
,
最初に ク モ 膜 下肥 の 血管 に こ の 様 な変化が見

ら れ た こ と は, 脳実質内の 血管よりもク モ 膜 下陛 の 血 管が よ り

透過性が高 い こ と で 説明され る . 2 4 時間後で は好中球を主 と す

る 炎症細胞 は, ク モ 膜~1ご 腔か ら脳表部 の 壊死 巣辺 縁部 に多く分

布 し た . こ の 所 見 は , ク モ 膜Y下
一

腔 か ら 拡張 し た 血 管周囲腔

Ⅳir cl l O W - R o bi n s p a c e) に 分布 し た好巾球が , 脳実 質 へ と浸潤 し

た もの と考 え られ る . 7 2 時間後で は好中城 は壊 死巣を完全 に取

り 囲む様 に辺 紬 に分布 した . こ の 所見は脳実質血管の 透過性が

最も克進 した際 にl白二接脳実質に浸潤 した好 ｢い球 と, ク モ 陛下 腔

か ら 浸潤 して きた 相中球で形成さ れ た も の と 考え られ る . 辺 紬

にイ絹三し た好中球 は7 日 後に は 壊北 巣Il-
j 心部 に向か っ て 凝集し

た
.
こ の 機序 に 関 して はⅠし8 の 関与 は不明で あ る . ま た

,
7 1】

後で は 壊死 巣辺 纏 や脳浮腫組織に相当す る 部分に は , 反応性鞋

状膠細胞の 増殖が顕著 に見ら れ た . こ れ は 凍結脳損保 に対す る

脳組織 の 修複反応と捉える こ と が で きる
`llう)

. 本研 究で W S -4 投

引二よ り, 浸潤細胞の 減少 を認 め た こ と か ら抗I L 8 中和抗体は

B B B の 透過 性 を抑制す る だ け で なく
, 好中球

二巨体の 炎症細胞

の 血 管外 へ の 遊 走も抑制す ると 考え られ る . また
,
ラ ッ トによ

る凍結脳損傷 モ デ ル で の 好中球浸潤 の 報告もなさ れ てい るが ,

我 々 の モ デ ル よ り は る か に 炎症細胞 の 浸潤 は弱 い
4 7)

. こ れ は

Ⅰし8 が 番歯類 に存在 し な い こ と と深く関係 し, Ⅰし8 が 好中球の

血 管内皮 へ の 接 着と 血 管外 へ の 追走 に関与 して い る こ とを裏づ

け る所見で ある と考え られ る .

L 8 の 免疫染色 は6 時間後で の み 陽性 であ っ た .
こ れ はI L 8 の

産生が 炎症の 早期 に限ら れ る と い う報告 と
一 致する . 陽性細胞

は好中球と リ ン パ 球 に認め たが , こ れ は受容体 に結合 したⅠし8 ,

も しく は 産生 したI L 8 が 陽性所見を呈 した と も考えら れ る 岬
ト

50)
が さ らに検討を要する と こ ろ で ある.



脳損傷 にお け るⅠし8 の 役割

結 論

脳損傷後の 二 次的損傷 に お けるⅠし8 の 関与 の つ い て 検討す る

ため に
,
ウサ ギを用 い た 凍結脳損傷 モ デ ル を作成 し た . 抗Ⅰし8

中和抗体の 投与より 二次的損傷 の 軽減が 可 能 か どうか 検討 し,

以 下 の 結論を得 た.

1 . 凍結損傷 モ デ ル で脳浮腫 は24 ～ 4 8 時 間で最大 とな っ た .

2 . 組織学 的に は
,
6 時間後 に好中球主体の 炎症細胞 は ク モ 膜

下腰細静脈内皮細胞 へ の 接着 お よ び ク モ 膜下 腹 へ の 浸潤を認め

た . 脳実質 へ の 浸潤 は
,
6 時間後で は リ ン パ 球 優位 で , その 後

は 好中味主体の 浸潤を認 め た .

3 . 抗Ⅰし8 中和抗体 の 静脈内投与 に より
,
B B I∋の 透過性が抑

制さ れ , 脳浮腫 お よ び 浮腫組織 の 出血 の 軽減を認 め た .

4 . 抗Ⅰし8 中和 抗体 の 静脈内投与 に より
,
脳損傷彼 の 好中球

主体 の 炎症細胞 の 浸潤 が抑制され た .

5 . 免疫組織化学染色 に よ り, 好 中球お よ び リ ン パ 球 にⅠし8

の 陽性所見を認 め た .

以 上 よ り脳損傷後 の 二 次的損傷 にI L - 8 が 関与 し て お り, 抗

Ⅰし8 中和抗体 の 投与 に よ り二 次的損傷を抑制す る こ と が 可 能 で

あ る と 考え ら れ た . 今 後
,
脳損 傷後 の 二 次的損傷 に対 して 抗

Ⅰし8 中和抗体を は じめ と し たⅠし8 ア ン タ ゴ ニ ス トの 臨床応用 が

期待さ れ る .
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