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ラ ッ ト の ク モ 膜下出血 に お け る ク モ 膜下腔 の

免疫細胞亜群の 経時的変化

金沢 大学医学部脳神経 外科学講座 (主 任 : 山下純宏 教授)

久 保 田 鉄 也

ク モ 膜下 出血 ( s u b a r a c h n oid h e rn o r rh a g e ･ S A H ) 後 に 起 こ る脳血 管攣縮 の 原因 は充分 に は 明 らか に され て い な い が
, 脳

血 管攣締の 病因に お い て免疫反応の 果た して い る役割 が注 目 され て い る ･ 免疫反応が 脳血 管攣締の 病態に 関与 して い るか どう

か を 解明 す るた め に は , S A H 後の ク モ 膜下陛 に何 らか の 抗原が 存在 して い る の か , ク モ 膜下腔に 出現 して い る 細胞 が い か な

る種類の 免疫反 応に 関わ っ てい るの か
,

また そ の 免疫反応 と脳血 管攣締 の 間に 時間的 な相関関係は あ るの か
, と い う点 を明 ら

か に しな けれ ばな らな い
･

これ ら の 問題を 解決 する た め に
, ラ ッ ト の 実験的 S A = モ デ ル を 作製 し

,
S A H 後 の ク モ 膜下陛に お

ける免疫細胞亜 群 の 経時的変化を 解析 した ･ 1 0 8 匹 の S p r a g u e
- D a w l e y ラ ッ トを 2 群 に 分け ,

一 方 に 0 ･3 m l の 自家血 を 大槽内に

注入 し
′

こ れ を S A H 群と した ･ 他方に は
, 同量 の 生理食塩水を 注入 して これ を 生食 群と した ･ S A H 導入 か ら1 0 分 軋 1

,

2 , 3 , 5 , 7 日後 の 各時期に ラ ッ ト を屠殺 し , 脳 を摘 出 した ･ 各時期毎 に = E 染色 を行 い
,

ク モ 膜下腔お よ び脳底動脈の 組

織学的変化を 観察 した ･ また
･
T 細胞亜 群 と主 要巌織適合性遺伝子複合体( m aj o r hi s t o c o m p a tibilit y c o m pl e x

,
M H C) ク ラ ス Ⅰ

陽性細胞 の 出現を 免疫鼠織化学 染色に よ り観察 L た ■ フ ロ
ー サ イ t メ ト リ ー を 用 い て 1 各時期 如 こ 抗 マ ク ロ フ ァ

ー ジ抗体お よ

び T 細胞亜 群 の 各抗体 (C D 5 , C D 4 ･ C D 8) に
一 そ れ ぞれ 陽性 の 細胞 の 出現率を測 定 した . 脳底動脈 の 内陸の 狭小化 外膜 へ の

単核細胞出現な どの 組織学的変 化が観察 され
′

こ れ らの 変化は S A = 2 日 乳 3 日後 に 最 も顕 著で あ っ た . 免疫 組織 化学 で

は
,

ク モ 膜 下腔 に お ける M H C ク ラ ス Ⅱ陽性細胞 の 増加が S A = l ～ 3 日 衡こ 認め られ
, そ の 増加 ほ T 細胞亜 群の 出現に 先行

してい た ･
フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー で は l 抗 マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ抗体 陽性細 胞 の 出現 率が
,

S A H 2 日 後 に 最 も高値 (1 3 .5 ±2 .5 ‰
支 ±S E M ) を 示 した ･ S A H 群 に おけ る C D 4/ C D 8 比は

,
S A H 2 日後 に 有意に 高値 (3 .21 士0 .8 9) と な っ た . 本実験 の 結果は

,

S A E 後 の ク モ 膜下 陛に お い て
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジに よ る抗 原情報 の 提示 と T 細胞 に よ る遅延型過敏反応が 起きて い る こ と を示

して い る ･ こ れ らの 一

連の 反応が
, 脳血 管攣縮 の 発 生に 重要 な役割を 果た して い る可 能性 が示 唆 され た .

K e y w o r d s c e r e b r al v a s o s p a s m
,

S u b a r a ch n oid h e m o r rh a g e
,

T ly m p h o c y t e , m a C r O P h a g e
,

c ell ul a r i m m u n lt y

脳動脈癌 破裂 に よ る ク モ 膜 下出血 ( s u b a r a c h n oid h e m o r r h a
-

g e , S A H ) で ほ
, 約40 % の 患者が死亡 あるい は 重篤な神 経 症状

を きた す
1-

. S A H 症 例 の 予 後 に 影 響を 及ぼ す 病 態 と し て
,

S A H 急性期に 起 こ る 頭蓋内圧冗進 , 急性水頭症 , 脳 ヘ ル ニ ア

等 に 加え て , 遅 発性 脳血 管攣締が 重要で あ る
1)

. 遅 発性 脳血 管

攣締は
,

S A H 発症後数 日経過 した 時期よ り脳底部 主要 動脈 に

攣縮が 発生 し
,
S A H 7 ～ 1 0 日後の 時期 に そ の 攣縮 の ど ー ク を

示 す現象 で ある . そ の 結果と L て
, 攣締動脈の 湾流域は 脳虚血

の 状態 に 陥 り
, 生命的 あるい は 機能 的予後に 重要な影 響を 及 ぼ

す ･ 脳血 管攣締 の 病 因に 関 して は未 だ完全に 解明 され て は い な

い が
,

オ キ シ へ モ グ ロ ビ ゾ)

,
ト ロ ン ボ キ サ ゾ)

,
ロ イ コ ト リ ェ

ソ ㌔ 血 小板活性化 困ヂ)

,
な ど

,
ク モ 膜下陛 の 血 腫 由来 も しく

ほ血 腫 と密接 な 関係を 持 つ 血 管収縮物質の 関与が報告 され てき

た ･ しか しなが ら,
こ れ らの 物 質は

,
い ずれ も単独 で は脳血 管

攣縮 の 機転を十分 に は 説明 し得 ない も の で あり
, 複数 の 物質 あ

る い は 因子が
, 協 調的に 働い て脳血 管攣締を惹起す る と考 え ら

れ て い る .

一 方
,
S A H 後の ク モ 膜下陛に お い て何 らか の 免疫 ある い は

炎症に 関連 した 反応が 起 こ っ て い る こ と が , 多く の 研究に よ り

示 され て きた .
S A H 患者の 剖検例で は

,
ク モ 膜下 腔 で の 免疫

ある い ほ炎症細胞の 出現
6

や
, 攣縮を 示 した動 脈壁 へ の 免疫 グ

ロ ブ リ ン と 補体 C 3 の 沈着
"

が 観察 され
,
S A H 後 の 患者の 脳脊

髄液中 でほ
I

T 細胞活性化 因子 の マ ー カ ー で あ る ネ オ プ テ リ

ン
8)

や
,

イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (i n t e rl e u ki n
-6 , I L - 6)

別
の 上 昇が認め

られ た . ま た
ト 脳血 管攣縮 を示 した患者の 末梢血 中で は , 全身

的 な免疫 反応 の 存 在を示 す免疫複合体が 上 昇する こ と が報告さ

れ た
1D11 い

. 以上 の 事実は
,
S A H 後の 脳血 管攣縮 の 発生に 関して

免疫学的反応 が何 らか の 役割 を果た して い る こ と を 強く示 して

い る . 免疫反 応は液性免疫反応 と細胞性免疫反 応に 大別 される

が
,

上記 の 報告 で は
▲
S A H 後 の ク モ 膜下腔お よ び 動 脈壁周 囲

で ほ
, 液性免疫 と細胞性免疫の 両 者に 関連する 因子 の 存在が報

告 され て い る こ とか ら
, 両者の 相互 作用が起 こ っ て い る こ とが

平成 7 年 6 月 7 日受付, 平成 7 年 8 月1 1 日受理
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･
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,
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,
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S A H
,

S u b ar a c h n oid h e m o rr h a g e
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推測され るが
,
S A H 後 の ク モ 膜下腔 に 生 じる免疫 反応 の 質 的

特徴や そ の 経時的な変化 に 関 して 詳細 な 検討は な され て い な

い ■ も し ,
S A H 後 の ク モ 膜下腔に 抗原 の 存在を 前提 と し た免

疫反応が 惹起 され る の で あれ ば
, 同部 に 出現す る免疫細胞亜群

の それ ぞれ に 特徴的な 経時 的変化 が 見 られ る は ず で あ る . ま

た , 脳血 管攣締発生の 磯序に 対 して の 免疫反応の 責任的関与を

検討す るた め に は
,
S A H 後 の ク モ 膜下脛 で 起 こ っ て い る 免疫

反応に つ い て
, 以下の 点を解 明す る必 要が ある と考 え られ る .

S A H 後 の ク モ 膜下腔に は何らか の 抗原が 出現す るの か
, 脳血

管攣締発生 の 時期と 免疫反応 の 時期に は 時間的相関関係があ る

の か , 免疫反応の い ずれ の プ ロ セ ス が 脳血管攣縮に 最も影響を

及ぼ しう るの か
,

と い う点 に つ い て で ある . 本研究で は
l

ラ ッ

トを 用い て ! 実験的 ク モ 膜下出血 を作製 し,
ク モ 膜下腔 に お け

る免疫反応に 特 異的 な免疫細胞亜 群 出現 の 経時的変化 を
, 免疫

組織化学的方法 お よ び フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー の 方法を用 い て解

析 した ･ そ れ らの 結果か ら ,
S A H 後 の 脳血 管攣締発 生の 機転

に おける上 記 の 問題 に つ い て 検討 した .

材料 お よび 方法

Ⅰ . 実験動物

空調飼育室 (室温 23 士2 ℃ , 湿度 55 士5 %) で 飼育 して い る体

重 200 ～ 4 0 0 g の 堆 S p r a g u e- D a w l e y ラ ッ ト ( ク レ ア
, 大 阪)

10 8 匹を 用 い た ･ 無作 為 に
,

5 4 匹ず つ の S A H 作製 群( S A H

群) と
l 対照と して の 生食群の 2 群 に 分 けた .

Fi g ･ 1 ･ S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of i m pla n t a tio n o f th e

C a th e t e r i n t o th e ci s t e r n a m a g n a of th e r a t . A rl a n i m al

W a s pl a c ed i n a p r o n e p o siti o n . T h e s c alp w a s in cis e d ,

a n d a s m all h ol e w a s m a d e i n th e m idli n e j u s t r o str al t o

th e i n t e r p a ri e t al o c cipit al s u t u r e ･ T h e c a th e t e r w a s p a s s e d

th r o u g h th e h ol e
,

Slidi n g al o n g th e i n n e r t a bl e of o c ci pit al

b o n e .

Ⅱ , クモ膿下出血 作製

1 . 実験準備

全動物108 匹 に つ い て シ リ コ ン カ テ ー テ ル を 大槽 内に 留 置 し

た ･
ベ ン トパ ル ビ タ ー ル ( ダイ ナ ポ ッ ト

, 大阪) 50 m g/ k g の 腹

腔 内注射に よ っ て 全身麻酔を行い
, 自発呼吸 下に 以下 の 処置を

行 っ た ･ 皮切部位は 十分に 剃毛 し消毒 を行い
, 手術器具ほ 乾熱

滅菌 したもの を使用 して
, 無菌的に 外科的処置を行 っ た . 図1

に 示 した ように
, 頭皮を正 中に て線状切開 し , 正 中線上 の 後頭

骨と頭頂間骨 の 縫合線 吻側に 小孔を 設けた . 小孔 を通 じて後頭

骨内側 面に 沿わ せ て シ リ コ ン カ テ ー テ ル (外 径 I m 町 内径

0 ･5 m m ) ( ダウ ･ コ ー エ ソ グ
, 神奈川) を 挿入 し

, 先端 は 大槽 内

に 位置する ように 留置 した . 管 内の 閉塞を 防止す る目的に て 3

- 0 ナ イ ロ ン 糸を カ テ
ー

テ ル 管内に 封入 し
, 頭皮を 縫合 L た .

2 . ク モ 膜下艇 内血 液注入 と 群分け

大槽内に カ テ ー テ ル を留置 して か ら 7 ～ 1 0 日後 に
, 全動物 に

対 して , 再び ベ ン トパ ル ビタ ー ル (5 0 m g/ k g) の 腹腔内投与に よ

り麻酔を行 っ た . 大願動脈に 22 G の エ ラ ス タ ー

針 を 挿入 して

自家動脈血 1 m l を 採取 した . S A H 群 では
巨 頭部を20 皮下降 さ

せ
, 頭皮を再切開 し

, あらか じめ 留置 して お い た カ テ
ー

テ ル を

通 じて大槽内に 自家動脈血 0 .3 m I を 約3 分間か けて 注入 する こ

と に よ り , 人 工 的な S A H を 作製 した . 生食群 で は
l 同様の 方

法 お よび 手技に て
, 自家動脈血 の か わ りに 生理 食塩水 0 .3 m l を

注入 した .

Ⅲ . 屠殺お よび固定

自家血 あるい ほ生理 食塩水を 注入 して か ら10 分 乱 1 日 乳

2 日 軋 3 日後, 5 日 軋 お よ び 7 日後の 各時期に お い て そ れ

ぞれ 9 匹ず つ 屠殺 した . 各時期 に 屠 殺す る 9 匹 の うち 2 匹 は

H E 染色 に
,

2 匹 は 免疫組織化学染色に
, 残 り の 5 匹は フ ロ

ー

サ イ ト メ トリ ー に 用い た . 屠殺時 に は
t

ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル

(8 0 m g/ k g) 腹腔内投与 の 深麻酔下 に
, 経心 臓 的に 生理 食塩水

300 m l に よ る全身潅流を 行っ た . 濯流後速 や か に
, 頭蓋 よ り脳

を摘出 した . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 解析 に 用い る ラ ッ ト に つ

い て は ∴ 潅流直前に 1 m l の 末梢血 を心臓か ら採取 した .

H E 染色およ び 免疫組織化学の た め に
,

ク モ 膜 に 包 まれ た 脳

底動脈を含む脳 幹部 を切り出 した . H E 染色用 の 試料は
,
1 0 %

ホ ル マ リ ン 液に て 国定 した後 ,
パ ラ フ ィ ン に 包理 した . 免疫鼠

織化学用 の 脳幹部艇織は 末固 定 の 状態 に て 凍結 切片 用包理 剤

O C T コ ン パ ウ ン ド( Ti s s u e- T e k P r o d u c t s
,
M ile s I n c

, E ik h a r t ,

しS A) に 包理 し
, 直ちに 液体窒素に 浸 して凍結 ブ ロ

ッ ク 標本 と

して -

8 0 ℃ に て保存 した .

Ⅳ . H E 染色

パ ラ フ ィ ン ブ ロ
ッ クか ら厚さ 5 世n の 水 平断切片を作成 し

J

H E 染色を行 い
, 脳 軌 ク モ 膜下 陛お よ び脳底動脈の 組織学 的

変化を 観察 した .

V
. 免疫組織化学

ク リ オ ス タ ッ ト C O L D T O M E C M- 41 ( サ ク ラ精戟 , 東京) を

用 い て
, 厚 さ 1 恥 m の 水 平断切片を 作 成 し た . 各動物 の 脳 ブ

ロ ッ ク よ り30 枚ずつ の 切片を採取 した . 切片標本は
,

ス ラ イ ド

ガ ラ ス に 載せ て乾燥 1 時間の 後に
, 室温で ウサ ギ正 常血 清と10

分間反応 させ た ･ 2 4 枚の 切片を
一 次抗体 に て 4 ℃ で24 時間反応

させ た ･

一 次抗体と して用 い た モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体は
, 抗 ラ ッ

ト C D 3 マ ウ ス 抗体 (I F 4) (1 : 1 0 0) (生化学工 業 , 東京) , 抗 ラ ッ

ト C D 4 マ ウ ス 抗体 ( W 3/2 5) (1 : 8 0 0 0) (C h e mi c ｡h I n t e r n ati ｡ n
_

al ･ C A ･ U S A ) , 抗 ラ ッ ト C D 8 マ ウ ス 抗体 (Rl -1 0 B 5) (1 : 1 0 0)
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(生化学工 業) , 抗 ラ ッ ト 主 要組織 適 合性遺伝 子複 合体 ( m aj o r

hi st o c o r n p a tibiLit y c o m pl e x
,
M H C ) ク ラ ス Ⅱ( M R C

,
O X 6) マ ウ

ス 抗体(1 : 1 0 0 0 0) ( S e r o t e c , O xf o r d , U K) で ある . 6 枚 の 切片 は

陰性対歴と して ウサ ギ 正 常血清 と反応 させ た .

一 次抗体 と反応

させ た 切片は
,

ビオ チ ソ 標識抗 マ ウ ス 免疫グ ロ プ リ ン
･

ヤ ギ 抗

体( ダ コ ･ ジ ャ
パ ン

, 京都) と室温 で10 分間反応 させ
, 次 い で ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( ダ コ ･ ジ ャ
パ ン) と

室 温 で 1 0 分 間 反 応 さ せ た . 発色 ほ
,

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン

(d ia m i n o
- b e n zid i n e t e tr a h y d r o c h l o rid e , D A B ) 反応 を用 い 0 .2 %

D A B (同仁化学 研究所 ∴熊本) ,
0 .01 % H 20 2 溶液 と 5 分間反応 さ

せ た . 最後 に
,

へ マ トキ シ リ ン に て 核染色を行 っ た . 各反応過

程 の 間 で は
,

0 .1 M リ ン 酸緩 衝 食 塩 水 ( p h o s p h a t e- b uff e r e d

s ali n e
,
P B S ) に て充分 な る洗浄を 繰 り返 し行 っ た .

Ⅵ . フ ロ ー サ イ トメ トリ ー

S u y u らの 方法
12)

に 従い
, 以下 の 手順に よ りフ ロ - サ イ ト メ

トリ
ー

の試料を 作製 した . 摘出 した 未 固定の 全脳を
, 努 刀 お よ

び ホ モ ゲナ イ ザ ー (直径 23 m m
,
高さ 24 m m の 円柱 形の 樹脂 に

ス テ ン レス 棒を さ し込ん で 製作 したも の) を 用 い て 磯械 的 に 細

片化 した 後に
,
D N a s e I (0 .1 m g/ m l) (S i g m a

.
M O

,
U S A ) ,

コ ラ

ゲ ナ
ー ゼ (1 m g/ m l) (S i g m a) ,

ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ (2 .5JJ/ m l)

C o nt r o l

S
l

u

コ
O
U

ニ

U

U

_
･

■

■
▲

● ●

一

1 0
0

l

‥,
l

C D 8( +) c e 帖

1 0
1 1 0

2 1 0 J

F L l

Fi g . 2 . F l u o r e s c e n c e i n t e n sit y h i s o t g r a m s f o r fl u o r e s e c e in

i s oth i o c y a n a t e o b t ai n e d f r o m b r ai n tis s u e . A r e a l (1) ,

cl u s t e r of fI u o r e s c ei n i s o thi o c y a .n a t e
-

n e g a ti v e c ells a n d

d e b ris of th e ti s s u e ; a J e a 2 (2) ,
a Cl u s t e r of fl u o r e s c ei n

i s ot hi o c y a n a t e
-

p O Sitiv e c ell s ; F L l
,
in t e n sit y of fl u o r e s c e n c e

of fl u o r e s c ei n i s o thi o c y a n a t e . T h e v e r ti c al a x i s i s d e t e r m ト

n e d b y a n a u t o s c ali n g m e th o d .

(S ig m a) , を ダ ル べ
ッ コ 変法イ

ー

グ ル 培養液 に 溶解 し た混 合液

で 処理 して
, 単細胞浮遊液 を作製 した . 抗 ラ ッ ト C D 5 マ ウ ス 抗

体( Rl - 3 B 3) (生化学工 業) , 抗ラ ッ ト C D 4 マ ウ ス 抗体( R T H-7)

(生化学工業) , 抗 ラ ッ ト C D 8 マ ウ ス 抗体 ( Rl-1 0 B 5) (生化学工

業) , 抗 ラ ッ ト マ ク ロ フ ァ
ー ジ マ ウ ス 抗体 ( R2-1 A 6 a) (生化学工

業) を そ れぞれ P B S を 用 い て l : 2 0 に調 整 して
,

一 次抗体と し

て 使用 した ( R2 -1 A 6 a に 関 して ほ
, 相当す る ヒ ト の 表面抗原が

存在 しな い た め , 便宜的 に 以下
,

こ れ を 抗 マ ク ロ フ
ァ

ー ジ抗体

と称 した . ) . 単細胞浮遊液 を 1 m l ず つ 分注 して , そ れ ぞれ の 一

次抗体 2 恥l と 0 ℃で30 分間反応さ せ た . フ ル オ レ ス セ イ ン
.

イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n a t e
,
F I T C) 標識抗 マ

ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン
′

･ ヤ ギ 抗 体 ( B e c to n Di c k i n s o n
, C A

,

U S A ) を , P B S で 1 : 5 0 に希釈 して
,

二 次抗体と して 用い
,

0

℃ で30 分間反応 させ た . 対照 と して 用 い た 単細 胞浮遊液に は
t

一 次抗体の 代わ りに 同量の P B S を滴下 し ,

一 次抗体を加えた

試料と 同様 の 手順 で
,

F I T C 標識抗 マ ウス 免疫 グ ロ プ リ ン ･ ヤ

ギ抗体と 反応さ せ た . 染色 した 試料 に つ い て は
, 直ち に フ ロ ー

サ イ ト メ ー

タ
ー

E PI C S P r ofil e (C o ult e r
,
H i al e a h

,
F L

,
U S A ) を

用 い て 陽性細胞 出現率 の 測 定を行 っ た . あらか じめ 各 ラ ッ ト の

末梢血 I m l を 低張液で 処理 して 赤血 球を 破壌 した後 に
,
リ ン パ

球 お よび 単球の 分布を 測定 して
!

ゲ ー ト を決定 した .
こ の ゲ

ー

トを利用 して
, 全脳か ら作 製 した単細胞浮遊液中の リ ン パ 球お

よ び単球の 分布を 決定 した . 各
一

次抗体 に 陽性の 細胞の 出現率

は
,
図2 に 示 した ような ヒ ス ト グ ラ ム か ら

,
全分画に 対す る各

抗体陽性の 分画の 面積比を 測定 す る こ と に よ っ て 算 出され る

が ,
こ の 値 ほ FI T C 標識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン

･

ヤ ギ抗体と

非特異 的に 反応す る細胞の 出現率を 含ん で い る . 対照と して作

製 した試料 の ヒ ス ト グ ラ ム か ら ,
F I T C 標識抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ

ブ リ ン ･ ヤ ギ 抗体 と非特異的に 反応する細胞 の 出現率が 算出さ

れ る の で
,

こ の 値 を差 し引く こ と に よ り
, 各

一

次抗体に 陽性の

細胞の 真 の 出現率 を算出 した . また
,
C D 4 お よ び C D 8 陽性細

胞の 出現率か ら C D 4/ C D 8 比を計算 した . 各 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗

体陽性細胞 の 出現率 に つ い て
,
S A H 群と 生食群 の 両 群間で

,

また 各群の 各時期 間で 有意差を 検討 した . ま た
,

C D 4/ C D 8 比

は
,

S A H 群 の 各 時 期 間 に て 有 意 差 を 検 討 し た . 検 定 ほ

S t u d e n t t 検定を 採用 した .

2 3 4 5 亡う

Fi g . 3 . G r o s s a p p e a r a n c e of th e v e n t r al s u rf a c e of th e

r e m o v ed b r ai n s . Ri g h t
, n O r m al b r ai n ; l ef t

,
1 0' mi n af te r

s u b a r a ch n oid i n je c tio n of a r t e ri al bl o o d .
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成 績

1 . 肉眼所見

S A H 作製10 分後 に 屠殺 した ラ ッ ト の 脳標本で ほ
仁 脳底 部お

よび脳幹周囲の ク モ 膜下腔に 血腫 が充満 して い る こ とが観察 さ

れ た ( 図3) . そ の 後の 各時期 の 脳標本で は
t

ク モ 膜下腱の 血 腫

は時期 を経 る に した が っ て 徐 々 に 減少 し
,
S A H 5

,
7 日後の 脳で

は脳底部 の 血 腫は ほ ぼ消失 した .

Ⅰ . H E 染色

正常 ラ ッ トの 脳底動脈 ,
ク モ膜 卜 脳実質 ,

お よ び ク モ膜 下腔

509

の 組 織像 を 図 4 A に 示 した , S A H 作製1 0 分後 ( 0 日 日) (国

4B) で ほ
, 多量の 赤血 球が脳底動脈周 囲の ク モ 険下腔に 充満 し

て い るが
, 脳底動脈壁自 体の 構造 的な 変化 は 全く 生 じて い な

か っ た .
S A H 作製 2 日後 ,

3 日後 (図 4C , 4 D ) で は
▲ 脳底動脈

に は 内膜 の波状変化, 内腔の 狭小化 , 内弾性板の 肥厚
,
中膜筋

層の 肥 厚 と平滑筋細胞 の 変性像 , 外膜線維成分の 増殖性変化が

観察され
,
S A H 後の 他の 時期に比 して 最 も顕著 な 病理学的変

化を示 した . また , 脳底動脈の 外膜層お よ び ク モ 膜下腔に は多

数の 単核細胞の 出現が 観察 され た . S A H 5 日後 ,
7 日後 (図

4E
,
4 F) で は

‥ 脳底動脈で の 上 記の 病理 的変化は緩解 し
,

ク モ

Fig ･ 4 ･ H E s t ai n i n g of th e s u b a r a c h n oid s p a c e i n cl u di n g th e b a sila r a r t e r y . B a r
= 2 0 0 p m . (A ) N o r m al c o n tr ol . ( B) T e n m i n

af t e r s u b a r a c h n oid h e m o r r h a g e (S A H) . N u m e r o u s e r yt h r o c yt e s a r e s e e n i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e . (C) T w o d a y s af t e r S A H .

T h e v a s c ul a r l u m e n of th e b a sil a r a r t e r y n a r r o w s a n d c eu s i nfiltr a t e i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e . (D ) T h r e e d a y s af t e r S A H .

N a r r o w i n g of th e v a s c u l a r l u m e n a n d s p a r s e c ell i n filtr a ti o n a r e s e e n . (E ) F i v e d a y s af t e r S A H . N a r r o w i n g of th e ･V a S C u l a r

l u m e n i s al 1 e vi a t e d . S p a r s e c ell i n filt r a ti o n i s s e e n . (F) S e v e n d a y s af t e r S A H . M ild n a r r o w i n g of th e v a s c ul ar l u ni e n a n d

m i ni m al c ell in fitr a ti o n a r e s e e n .
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Fi g ･ 5 ･ lm m u n o hi s t o c h e mi c al st ai n in g of th e r a t b r ai n tis s u e u si n g a n a n tib o d y a g ai n s t m aj o r hi st o c o m p atib ility c o m pl e x cl a s s Ⅱ .

A r r o w h e a d s i n di c a t e p o siti v ely st ai n e d c e11 s i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e i n cl u di n g th e b a sil a r a rt e r y . B a r = 1 0 0 FL m . (A ) O n e d a y

af t e r i n d u c ti o n of s u b a ･r a C h n oid h e m o r rh a g e (S A H ) . ( B) T w o d a y s af te r S A H . ( C) T h r e e d a y s af t e r S A H . (D ) Fi v e d a y s aft e r

S A H .

F i g . 6 . l m m u n o hi s t o c h e m i c al st ai n i n g of th e r a t b r ai n ti s s u e u si n g a n a n tib od y a g a in st C D 3 m ol e c ul e . A r r o w h e a d s i n di c a te

p o siti v ely st ai n e d c ell s i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e i n cl u d i n g th e b a sil a r a r t er y . B a r
= 1 0 0 FL m . ( A ) O n e d a y a ft e r irrd u c ti o n of

S u b a 二r a C h n oid h e m o r r h a g e (S A H ). (B ) T w o d a y s af t e r S A H . (C ) T h r e e d a y s af t e r S A H . (D ) F iv e d a y s af t e r S A H .
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F ig ･ 7 ･ I m m u n o h i st o c h e mi c al s t ain i n g of th e r a t b r ai n ti s s u e u s in g a n a n tib o d y a g ai n s t C D 4 m ol e c ul e . A r r o w h e a d s in di c a t e

p o siti v ely s t ai n e d c ells i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e i n cl u di n g th e b a sil a r a rt e r y f B a r = 1 0 0 p m . ( A ) O n e d a y af te r i n d u c ti o n of
S u b a r a c h n oid h e m o r rh a g e (S A H ) ･ (B ) T w o d a y s af t e r S A H ･ (C ) T h r e e d a y s af t e r S A H . (D ) F i v e d a y s af t e r S A H .

F i g ･ 8 ･ I m m u n o hi s t o c h e m i c al s t ai ni n g of th e r at b r ai n tis s u e u si n g a n a n tib o d y a g ai n s t C D 8 m ol e c ul e . A r r o w h e a d s in di c a t e

p o siti v ely s t ain e d c e11 s i n th e s u b a r a c h n oid s p a c e i n cl u d in g th e b a sil a.r a r t e r y . B a r = 1 0 0 FL m . ( A) O n e d a y af t e r i n d u

■

c ti o n of
S u b a r a c h n oid h e m o r r h a

･g
e (S A H ) ･ (B) T w o d a y s a,f t e r S A H . ( C) T h r e e d a y s af t e r S A H . (D ) F i v e d a y s aft e r S A H .
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膜下腔で の 単核細胞 の 出現も減少 した . 生食群 で は
, 生理食塩

水 ク モ 膜下腔注入 後 の い ずれの 時期 に お い て も ト 脳底動脈で の

病理組織学的変化 は極 め て徽小 で あ り,
ク モ 膜下腔 ある い は 脳

底動脈壁 へ の 単核細胞 の 浸潤ほ 認め られ なか っ た .

Ⅲ . 免疫組織化学

S A H 群の S A H l ～ 5 日後 の 時期に お い て ク モ 膜下 腱 の 脳

底 動脈 の 周囲 に 坑 M H C ク ラ ス Ⅰ 抗 体 , 抗 C D 3 抗 体 , 抗

C D 4 抗体 ,
お よび 抗 C D 8 抗体に それ ぞれ 陽性 の 単核細胞が 観

察された が
仁
脳実質内に は全く認 められ な か っ た . ク モ 膜下腔

で の M H C ク ラ ス Ⅱ 陽性細胞の 出現 は
,
S A H l ～ 3 日後に 最

も顧著で あ り
一 視 野 (2 0 倍) に10 個 以上 認め ら れた (図 5 ) .

C D 3 陽性細胞は
,
S A H 3 ～ 5 日後 の 時期に 多数 出現 して お り

,

一

視野 に お よそ 5 ～ 1 0 個 で あ っ た (図 6) . C D 4 陽性 細 胞 は

S A H 2 ～ 5 日後 に
, 視野に1 0個 以上 (図 7) ,

C D 8 陽性 細胞 ほ

S A H 2 ～ 5 日後 に 一 視野に 5 ～ 9 個 (園 8 ) 出現 し て い た .

M H C ク ラス I[ 陽性細胞 は S A H 作製 1 日 後の 時期に す で に

数観察 され て お り
,
T 細胞亜群 の 出現が 少 し遅れ て 2 日後か ら

増加 して い る と い う傾 向が 見 られた (表 1) . ま た
,
S A H 7 日後

の ク モ 膜下腹 で は
,

こ れ らの モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 に 陽性 の 細胞

は
, 極め て少数 の み が 観察 された . 生食群 ラ ッ ト の 標本 で は ,

T a bl e l , G T a di n g of a p p e a r a n c e of r e a c ti o n
-

p O Siti v e

c ell s

M o n o cl o n al
A p p e a r a n c e

J〉
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-
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D a y s a ft e r S A H

Fi g . 9 . T h e ti m e c o u r s e of th e p e r c e n t a g e of a p p e a r a n c e of

R 2 -1 A 6 a ( + ) c e11 s a ft e r s u b a r a c h n oid h e m o r r h a g e (S A H ) i n

b r ai n ti s s u e s . D a y O r ef e r s t o l O mi n af t e r i n d u c ti o n of

S A H . V e r ti c al b a r s i n d ic a t e S E M . Il ,
S A H g r o u p ; ● ,

S ali n e g r o u p . *
, p < 0 .0 5

,
C O m p a r e d wi th s ali n e g r o u p f o r

e a c h s u r vi v al ti m e ; ※p < 0 .05 , i n t e r g r o u p c o m p a ri s o n i n

S A H g r o u p .

保 田

い ずれ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体に陽性 の 細胞も
,

ク モ 膜下脛ある

い は脳実質内に ほ 観察 され なか っ た .

Ⅳ . フ ロ ー

サイ トメ トリ
ー

S A H 群 に お ける 抗 マ ク ロ フ ァ
ー ジ抗体陽性細 胞 の 出現率 は

S A I1 2 ～ 7 日後 の 時期に お い て
, 対照 と して の 生食 群に おけ

0
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D a y s aft e r S A H

F i g . 1 0 . T h e ti m e c o u r s e of th e p e r c e n t a g e s of a p p e a r a n c e

Of C D 5 ( + ) ,
C D 4 ( + ) ,

a n d C D 8 ( + ) c ells af t e r s u b a r a ch n
-

Oid h e m o r r h a g e (S A H) i n b r ai n ti s s u e s . D a y O r ef e r s t o l O

mi n a ft e r i n d u c ti o n of S A H . V e r ti c al b a.r s i n di c a t e S E M .

Jb ,
S A H g r o u p : ○,

S ali n e g r o u p . ( A ) C D 5 ( + ) c e11 s . (B)

C D 4 ( + ) c ell s . (C ) C D 8 ( + ) c e ll s . *
, p < 0 ,0 5
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ク モ 膜下出血 と免疫細胞 亜群 の 変化

0 1 2 3 5 7

D a y s aft e r S A H

F ig . 1 1 . T h e ti m e c o u r s e of r a ti o of C D 4 ( + ) c ell s t o C D 8

( + ) c ell s i n b r ai n ti s s u e a ft e r s u b a r a c h n oid h e m o rr h a g e

(S A H ) . D a y O r ef e r s t o l O m i n a f te r i n d u c ti o n of S A H .

V e r ti c al b a r s i n di c a t e S E M . A ll 王i v e a n i m als w e r e u s e d

e a c h d a y . ※ , p < 0 .0 5
,
i n t e r g r o u p c o m p a ri s o n .

る出現率 に 比べ 有意 (p < 0 ,0 5) の 高値を 示 した . S A H 群に お い

て各時期 間 の 陽性細 胞 出現 率を 比 較す る と ,
S A H 2 日 後 に

13 .5 ±2 .5 % ( 豆 士S E M ) と
, 他 の 時期に 比べ て 有意(p < 0 .0 5) の

高値を 示 した ( 図9 ) .

C D 5 陽性細胞の 出現率 は , S A H 群で は S A H l
,

2
,

3
,

7 日 後 の 時期 に お い て 生 食 群 で の 出 現 率 に 比 べ て 有 意

( p < 0 .0 5) の 高値 を示 した . こ の 細胞 の 出現率 は
▲
S A H 群 で

は
,
S A H 2 日後 に 最高値(19 .2 士5 .2 % ) に 達 した が

,
S A H 後の

各時期の 間で ほ有意差は 認め られ な か っ た (図1 0 A) . S A H 群で

の C D 4 陽性細胞 の 出現率は
,
S A H l ～ 3 日 後の 時期に お い て

生食群で の 出現率 よ りも 有意 ( p < 0 .0 5) に 高値 で あ っ た が
,

S A H 後の 各時期の 間で は特に 有意 な差 ほ認め られ な か っ た( 囲

10B) . C D 8 陽性細胞ほ
,
S A H 2 日後に お い て の み

,
S A H 群で

の 陽 性細 胞 出 現 率 は 生 食 群 で の 出 現 率 に 比 し て
▲ 有 意

(p < 0 .0 5) の 高値を と っ た ( 図 10 C) .

S A H 群 に おけ る C D 4/C D 8 比の 経時的変 化を検討す る と
,

S A H l 日 後 よ り 上 昇 が 見 ら れ ,
S A H 2 日 後 に お い て

3 ･21 ±0 .8 9 と 最高値 を示 し
,

これ は S A H 後 の 時期に 比べ て 有

意(p < 0 .0 5) の 高値 で あ っ た (図11) .

考 察

S A H 後 の 遅発性脳血 管攣縮の 成因論 に 関 して ほ
仁 機能 的な

血管収縮 を重視する仮説 と
, 器質的な血 管 の 変化を 重視す る仮

説に 大別 され る . 機能 的血 管収縮 に 関 して は
t

血 管平滑筋細胞

を収縮 させ る因子 と して
,
前述の ごとく 血腫由来の オ キ シ ヘ モ

グロ ビ ン
2)

,
ト ロ ン ボ キ サ ゾ

}

,
ロ イ コ ト リ エ ソ

4)

,
血 小板由来成

長因子
13)

,
プ ロ テ ィ ソ キ ナ ー ゼ C

14)

,
エ ン ドセ リ ン

粗

な どの 物質

の 関与が 報告 され て い る .

一

方 , 攣縮脳血 管 の 器 質的変化 に 関

して ほ
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ や リ ン パ 球 な ど の ク モ 膜 下腱 へ の 出

現
8)
や

, 中膜平滑筋層 の 組織 の 線維化な ど
,

血 管壁 に 慢 性炎 症

の反応が 起 こ っ て い る こ とを 示唆す る所見が 報告され て い る .

S A H の 臨床例に お い て は
ェ

血 小板 活性 化因子
ら)

, ネ オ プ テ リ

ゾ}

,
Ⅰし6

g)
, 免疫複合体

18)ll )
な ど免疫反応 の 活動を 示す物質 の 増

加が報告 され て い る . 動物モ デル で実験的 に 作製 した S A H の

場合 で も ,
ク モ 膜下腔に 免疫細胞が 出現す る こ と

1 8)1 7}
が 報告 さ

れて い る . ま た
, 免疫抑制剤と して の サ イ ク ロ ス ボ リ ソ を 投与
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した動物 では S A H 後の 脳血 管攣縮 が抑制 され る こ とが 報告さ

れ て い る
1 8)1 g)

. 同剤は IL -2 の 遺 伝子 を 抑制す る こ と に よ っ て

T 細胞の 分化を抑制 し
,
そ の 結果 , 細胞成免疫反応 を抑制する

と 考えられ て い る
20)

.
これ らの 報告ほ ,

S A H 後の ある時期 に お

い て免疫反応が起 こ り , 特に T 細胞 が関与 した 免疫反 応 の 活

動期が存在 し
, 結果的に ほ攣縮動脈 は免疫反応後の 慢性炎症の

病理 組織像を示すもの と推測 され る .

S A H 後の 免疫反応を説明する上 で は
t

ク モ 膜 下厳 に い か な

る抗原が 存在 して い るの か を 明 らか に す る こ と が必要で あ り
,

これ まで に 抗原 とな り う る物質が報告 され て い る . P e t e r s o n ら

ほ
,
S A H 後 の 変性 した血 腫が 自己抗原に な りう る と述 べ て い

る
21)2 2)

. H a n d a ら は
,

サ ル を 用い て
,
S A H 後に 著 しい 脳血 管攣

締 を来 した動脈の 壁に
, 免疫複合体が 沈着する こ と を観察 し

,

S A H 後損傷 を受けた動脈壁組織自体が 抗原 と な りう る 可 能性

を示竣 した
23)

. 本研究で ほ
, 抗原 を認識す る マ ク ロ フ ァ

ー ジや

抗原情報捷供能を 有す る M H C ク ラ ス Ⅱ 陽性細胞の 出現 お よび

そ の 数の 増加を , S A H 後1 ～ 3 日後 の 時期 に 認め
,
S A H 後の

ク モ 膜下腔 に抗原が 出現する可 能性 を示唆す る . しか し
, 抗原

の 内容に 関 して は 未だ 確定されて い な い .

本研究で は
,

ま ず形態学的 に 免疫細胞亜 群の 出現の 動態を観

察す る こ と に よ り
, 脳血 管攣縮発生 と免疫反応の 相関関係を検

討 した . ク モ 膜 下脛 へ の 出現 を認 め た 免 疫 細胞 の 中 で は
,

M H C ク ラ ス Ⅰ陽性細胞 の 出現 とそ の 数の 増加が
,
S A H l 日後

か ら認め られ た . こ れ は
,
S A H 2 日後か ら見 られ る T 細胞系

の 表面抗原陽性細胞 の 増加 に 先行す る もの で ある . こ の M H C

ク ラ ス Ⅰ陽性細胞 の 早期の 出現ほ
一 抗原認 識を 前 提 と した T

細胞の 反応を 誘導す る免疫反応が
,

ク モ 膜下腱に まず出現す る

こ と を示 して い る . 本研究 で は , ク モ 膜下腹に て 誘導 され た と

考え られ る T 細胞系の 紐胞亜 群の 経時的な変化 を フ ロ ー サ イ

ト メ トリ
ー

を 用い て半定量的に 解析 した .

フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ

ー

用 の 測定試料 と して 単細胞浮遊液 を作

製する ため
, 摘出 した 脳を機械的に 細片化 し D N a s e l

,
コ ラ ゲ

ナ ー ゼ
,

およ び ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ の 酵素混合液を用い て 処理 し

た .
これ らの 酵素 は

ト 結合観織 と 組織 残撞に 主 に 作用 す る .

ラ ッ ト で ほ
‥
隠腫瘍組織 に お い て

, 機械的処理 と酵素処理後も

そ の 細胞の8 0 % の 生存率が報告され て い る
24)

. 本研 究 に お い て

も , 単細胞浮遊液 を作製す る過程濫 おけ る免疫細胞 の 損傷は 無

視 しう る最低限度 の もの と考え られ る . 免疫阻織化学の 標本の

検索 の 結果
,
本研究の 実験的 ク モ 膜下出血 後の 脳で ほ

, 免疫細

胞が ク モ 膜下脛 の み に 存在 して お り脳 実質内に 存在 して い な い

こ と が示 され た . した が っ て , 本研究 の フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ ー

に よ る測定結 果は
.

ク モ 膜下 腔に 存在す る免疫細胞 の 経時的か

つ 定量的変化を反映 して い るもの と考 え られ る .
フ ロ ー サ イ ト

メ ト リ
ー

に よ る測定 で ほ
, 非特異的に FI T C 標識抗 マ ウ ス 免疫

グ ロ ブ リ ン
･

ヤ ギ抗体と反応 した細胞 の 出現率を差 し引い て特

異的に 各 一 次抗体 に 反応 した細胞 の 真の 出現率を算出 したが
,

こ の 方法 で は
, 特異的に 反応 した細胞が 皆無 に 近い 場合 に は 負

の 値 の 陽性細胞 出現率が得 られ る可 能性が ある . 本実験結果に

お い ても ー 部 の 試料で は
, 出現率 が - 2 % 程度 の 負数を 示 し

た .
こ れ らの 試料は

,
す べ て 生食群 の 試料で あり

, 同群 の ラ ッ

ト の 脳の ク モ 膜下腹に は免疫細胞が ほ と ん ど出現 して い な か っ

た こ とを 示 すと思わ れ る . S A H 直後 の 動物の 脳 で は , 免 疫細

胞 ほ
, 免疫阻織化学の 方法で は ク モ 膜下腔に も脳実質内に も全■

く検出 され ず,
フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー に よ る 測定 で ほ他 の 時期
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に 比 べ てか な り少数 しか 検出 され な か っ た . した が っ て
,

そ の

後 の 各時期で 得 られ た 実験結果は
, 最初か ら ク モ 膜下陸に 存在

して い た 免疫細胞で は な く
,
S A H 後の ある時か ら新た に ク モ

膜 下睦 へ 浸潤 L た 細胞 の 経 時 的変化 を 示 し て い る と考 え ら れ

る .

本実 験 で ほ
,

S A H l ～ 3 日 後の ク モ 膜下 控 に お い て
,

フ

ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー で 一 般 に T 細胞 の 表面抗原 と され て い る

C D 5 陽性細胞の 増 加が 示 され た . T 細胞の 中では C D4 陽性 細

胞 出現率 の ピ ー ク が S A H 2 日後に 見 られ
, 同時期に 抗 マ ク ロ

フ
ァ

ー ジ抗体陽性細胞出現率も最高値 と な っ て い る こ と が 示 さ

れ た . C D 4 陽性細胞 は M H C ク ラ ス ‡ を発現 した マ ク ロ フ ァ
ー

ジか ら抗原 の 情報提示 を 受ける と言わ れ て い る
25)

. ま た
,

C D 4

陽性細 胞は
, 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 産 生 , 放 出 し

,
マ ク ロ

フ ァ
ー ジ

▲
T 細胞 ,

B 細胞な ど各種 の 免疫細胞の 局所 へ の 遊 走

を促 し
, ま た B 細胞 の 抗 体産 生を 促進 す る と 考 え ら れ て い

る
25)

. 本研究の 結 果は ,
S A H 後 の ク モ 膜下腔に お い て

,
C D 4 細

胞 は マ ク ロ フ ァ
ー ジか ら抗原情報 を受け取 る こ と に よ り , 免 疫

細胞遁走の 促進 と , 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を 惹起する反 応を誘 発

して い る こ と を 示 唆 して い る . ま た
】
C D 4/ C D 8 比 は S A H 2 日

後 に 最高値 とな る こ とが 示 唆され た . C D 8 陽性細胞 ほ
, 体内の

膿器 の ほ とん どで 非特異的に 発現 して い る M H C ク ラ ス Ⅰ抗 原

を認識す ると 言わ れ て い る .

山

般 に 自 己免疫疾患に お い て 障 害

臓器 で ほ M H C ク ラ ス Ⅱ抗原が 発現 して お り∴温延型過 敏反 応

の 増悪期に は C D 8 陽性細胞よ りも C D4 陽性細胞 が重要 な役割

を果た す こ と が 知 られ ,
C D 4/ C D 8 比 の 増大が 報告 さ れて い る .

神経 サ ル コ イ ド ー シ ス の 活動期の 髄液中 の C D 4 陽性 細胞 の 増

加㌣が , 多発性硬化症 の 急性増悪期に ほ
, 末梢血 中の C D 8 陽性

細 胞 の 減 少 と 髄液 中 C D 4 陽性 細 胞 の 増 加 が 報 告 さ れ て い

る
2丁ト 29)

･ 自己免疫疾患 で は
,
全身進 行性 硬化症

30)
や Sj6 g r e n 症

候群 の 増悪期 で の C D 4/ C D 8 比 の 上 昇
3 "

, 自己 免疫 性甲状 腺炎

で の
,
M H C ク ラ ス Ⅰ の 発現や 局所の C D 4 陽性細胞 の 増加 が報

告 され て い る
32 ト 34 )

. 本研究で の S A H 2 ～ 3 日後 の C D 4/ C D 8

比 の 上 昇ほ , 抗原情 報捉示 を前提 と した 遅延型過敏反応 と類似

した免疫反応の 活性化が
, 本研究で 用 い た ラ ッ ト の S A H モ デ

ル に お い て は ,
S A H 2 ～ 3 日後に ク モ 膜下腹に 起 こ っ て い る

こ とを 示 して い る .

本実験で ほ
I
S A H 2 日 後に

‥ 脳動脈の 血 管壁肥厚 ,
血 管腔 の

狭小化 とい っ た 病理 学的変化が最も顕著で ある こ と が観察 され

た .
D el g a d o らは

! 本研究と 同様 の ラ ッ ト S A H モ デ ル を用 い

て
, 脳血 管撮影上 の 脳血 管攣縮 の 程度が S A H 2 日後 に 最大 で

ある こ とを 報告 した
35)

. した が っ て
,
脳血 管攣縮 の 病 理 組織 学

的増悪 ‥ 脳血 管撮影像上 で の 攣締の ピ ー

ク
,
T 細胞 を 中心 と し

た免疫細胞 に よ る反応の 活性化 の 時期ほ
,

こ の ラ ッ ト S A H モ

デ ル に お い て は い ずれ も S A H 2 ～ 3 日後の 時期 に見 られ る と

い う相関関係が 認め られ
, 脳血 管攣縮 に お ける T 細胞 を 中心

と した 遅延 型過 敏反 応の 重要性が 示唆 される .

本研究の 結 果と こ れ ま で の 報告の 結果か ら
,
S A H 後 の ク モ

瞑下腔 に お い て 以下の よ うな反応が 起 こ っ て脳血 管攣縮 の 発生

に関与 して い る こ と が推測 され る .
ク モ 膜 下腔 の 血 腫に よ っ て

誘導あ るい は 出現 した 何 らか の 抗原が マ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ り認

識 され
,

そ の 抗原 情報 が M H C ク ラ ス I 抗 原を 発 現 して
,

C D 4 陽性細胞に 捷示 され る .
マ ク ロ フ

ァ
ー ジお よ び C D 4 陽性

細胞は
, さま ざま な サ イ トカ イ ン の 作用を介 して

,
さ らに マ ク

ロ フ ≠ - ジや T 細胞 の 道産 を惹起す ると とも に
,

T 細 胞 の イ

コ サ ノ イ ドの 産 生と 放出を 促 しう る ･ そ の 結 乳 イ コ サ ノイ ド

に よ る動脈の 収縮 と 動脈壁 の 破壊 ,
サ イ ト カ イ ン に よ る動脈壁

へ の 傷害が起 こ る こ と が考 え られ る ･ すな わ ち ∴ 遅延型遇 敏反

応 自身が
,

血 管の 収縮 お よ び器 質的変化を 引き起 こ す因子 と考

え られ る ･ C D 4 陽性細胞は B 細胞 の 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 およ

び放出を 促すが
, 免疫 グ ロ ブ リ ン と抗原 との 反応で 形成 された

免疫複合体ほ
,

さ らに ケ ミ カ ル メ デ ィ
エ イ タ ー

や 補体の 作用を

介 L て 局所の 炎症反 応を増 幅させ て い く ･ こ の よ うな抗原認識

後 に 起 こ る 一 連 の 細胞 性免 疫反応が
,

そ の 後 に 起 こ る液性免疫

反応と 相互 的な反 応を起 こ して 仁 脳動脈周囲の 炎症反応を増幅

させ 結果的に 脳動脈壁 に 病 理学 的変化を 引き起 こ すもの と 考え

られ る .

S A H 後の 脳血管攣締 の ピ ー ク は本研究 で 用 い られ た ラ ッ ト

の モ デ ル で ほ S A H 2 日後 で あ る の に 対 して
,

ヒ ト の そ れ は

S A H 7 ～ 1 0 日後 と 一 時間的経過 が か な り異な る . したが っ て
,

ヒ トに お ける S A H 後 の ク モ 膜下腔 の 免疫反応に つ い ては 臨床

例 に お ける検討 が必要 で ある , ヒ ト用 に は , ほ る か に 多様な免

疫細胞表面抗原 に対応 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 が よ り精製され

て 製造 され て い る た め , 動物実験 よ りも詳細な 免疫細胞亜群の

経時的変化を解析す る こ と が可 能 と思わ れ る . 脳血管攣縮に お

い て 免疫細胸 の 果た して い る役割が 明 らか に されれ ば
,

さまぎ

まな 免疫抑制剤 に よ る脳血 管攣縮の 予防も しく は治療 へ の 可能

性が 開かれ る と予想 され る .

結 論

1 . S A H 後 の ク モ 膜下腔に お い て は
,

まず マ ク ロ フ
ァ

ー ジ

が 出現 し
,

そ れ に 続 い て T 細胸亜 群の 特 徴的な経時 的変化が

見 られ た . こ れ ら の
一

連 の 反応ほ
, 遅延型過敏反応 に 類似して

い た .

2 . S A H 後 の ク モ 膜下脛 で は
! 遅延型 過敏反 応 に 類似 した

細胞性 免疫反応が 起 こ り , そ の ピ ー

ク は S A H か ら 2 ～ 3 日後

で あ り
, 脳血 管攣締 の 経時的変化と 相関 した .

3 . 脳血 管攣縮 の 病態は
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ る抗原認識と

情報提示
,
T 細胞 に よ る遅 延型過敏反応の 惹起 , お よび 細胞性

免疫反 応と液性免疫反応 の 相互 作 卿 こよ り 引き起 こ され る血 管

壁で の 局所 の 免疫反応で あ ると 考え られ た .
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1 y m p h o c yt e s u b p o p ul a .ti o n s , a n d H L A - D R -

P O Siti v e

e pith eli al c ell s i n H a sh i m o t o th y r oid itis . L a b . I n v e s t .
,
5 2

,

1 3 2-1 4 0 (1 9 8 5) .

3 5) D el g a d o
,

T . J .
,
B ri s m a r

,
J . & S v e n d g a a r d

,
N

. A . :

S u b a r a ch n oi d h a e m o r r h a g e in th e r a t : a n gi o g r a ph y a n d

fl o u r e s c e n c e m i c r o s c o p y of th e m aj o r c e r e b r al a rt e rie s .

S tr o k e
,
16

,
5 9 5 - 6 0 2 (1 9 8 5) .

T h e Ti m e C o u r s e of I m m u n e C ell S u b s et s i n S u b ar a C h n oi d S p a c e a ft e r S u b a r a c h n oi d H e m o r r h a g e i n R ats

T et s u y a K u b o t a
,
D e p art m e n t o f N e u r o s ur g er y ,

S ch o ol of M e di ci n e
,
K an a Z a W a U ni v er si ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d

S o c .
,
1 桐 ･

,
5 06 -

5 1 6 ( 19 95)

K e y w o rd s c e r eb r al v a$ O SP a S m
,
S u b ar a C h n oid h e m o r m a g e

,
T ly m p h o c y te

,
m a C r O p h a g e

,
C ell u l ar i m m u nlty

A b s tr a ct

W hil e t h e eti ol o gy of c e r e b r al v a s o s p a s m aft e r s u b a r a c h n oi d h e m o rr h a g e (S A H) still r e m ain s ob s c u r e , t h e r ol e of

i m m u n ol ogi c al r e s p o n s e s i n th e p a th o p h y siol o g y o f c e r eb r al v as o sp as m h as b e e n e m p h a si z e d . lm or d er t o cl ar ify w h e th e r

i m m u n ol o gi c al r e a cti o n s ta k e a r ole i n d e v el op m e nt of c e r eb r al v a s o s p a s m
,
S e V er al is s u e s sh o uld b e re s oI v e d: W h e th e r s o m e

an t lg e n S e Xist i n th e s u b ar a Ch n oid sp a c e fbll o w l n g S A H
,

W h at ki n d of i m m u n ol o gi c al r e a cti o n ∝ C ur S th er e , an d h o w t h e

i m m u n ol o gi c al r e a c tio n c orr ela te s w ith th e ti m e c o u r s e of v a s o s p as m . m e p r e s e n t st u d y w a s p erfb rm e d t o a n aly z e th e

ki n eti c s of i m m u n e c ell s u b s ets i n th e s ub ar a c h n oid s p a c e aft er S A H i n th e r at . O n e h u n d r e d an d ei gh t S p
r a g u e - D a w l ey r ats

W er e di vid e d i nt o th e S A H a n d th e s al in e g r o u p s ･ S A H w a s i n d u c ed b y a ut ol o g o u s a rte ri al bl o o d ( 0 .3 mi ) i nj e cti o n i n to th e

Cist e m a m a g n a i n th e S A H g r o u p an d th e s a m e a m o u nt of s ali n e w a s l n J e Ct e d i n th e c o ntr oI s ali n e gr o u p ･ n le an i m al s w ere

S a C r 漬ce d a t 1 0 mi n o r l
,
2

,
3 , 5 , Or 7 d a y s a fte r S A H in d u c ti o n . H i st o p a th 0l ogi c al c h an g e S Of th e b a sil ar ar t ery a n d th e

S u b ar a C h n oi d sp a c e w e re ob se r v e d by H E st ai ni n g . T h e a p p e a r a n c e of T c e11 s u b s et s an d M H C cl as s I I ( +) c ell s w e re

O b se r v e d b y m e aJIS Of i m m u n ohi s t ∝ h e mi s 仕y ･ T h e p e r c e n t ag e of ap p ea n n c e o f an ti -

m a C r O ph ag e an ti b o d y
-

P O Si ti v e c ell s o r

P O Siti v e c ell s to T c ell s ub s et s an ti b o d i e s (C D 5
,
C D 4

,
O r C D 8) w e r e m e a s u re d b y n o w c y t o m etry . N ar r o w i n g of th e v as c u l ar

l u m e n o f th e b asil ar ar te ry a n d i n 丘1 t rati o n of m o n o n u cl e ar C ells i n th e ad v e n ti ti al l a y er w e r e m ost p r o mi n e n t 2 an d 3 d ay s

aft er S A H i n d u c ti o n . I m m u n o hi st o c h e mi c al s tu d y r e v e ale d an a p pe a r a n C e O f M H C cl a s s II ( +) m o n o n u cl e a r c ell s i n th e

S u b ar a c h n oid s p a c e l t o 3 d a y s afte r S A H
, P n O r tO t h e ap pe ar a n C e Of T c ell s u b s e ts . A fl o w cy t o m e 由c stu d y re v e al ed th e

P e ak of pe r C e n t ag e O f a pp e a m n c e ( 1 3 .5 ±2 .5 %
,

辻S E M ) o f m a c r o p h ag e s 2 d ay s af ter S A H . T h e C D 4/ C D 8 r ati o i n c r e a se d

Sig ni 丘c a n tly ( 3 ･2 1 ±0 .8 9) 2 d ay s af te r S A H i n th e S A H g r o u p . T h e p r es e nt r e s u lts i n d i c a t e th at a n ti g e n -

Pr e S e n tati o n b y

m ac r o p h a g e s a n d d el ay ed - ty p e h y pe rS e n Siti v ity r e a cti o n b y T l y m p h o c y t e s o c c u r i n th e s u b a r a c h n oi d s p a c e afte r S A H ･

T h e s e s e ri al r e a c ti o n s m a y pl ay an i m p o r ta n t r ol e i n eli citi n g th e d e v el o p m e n t of c er e b r al v a s o s p as m .
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