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本論文に関連する主な薬物の化学構造

VA－045
　　　（＋）－Eburnamenine－14’carboxyhc　acid　2－nitroxyethyl　ester
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緒　論

　意識障害をきたす主な疾患は脳循環障害，多量の睡眠剤及びアルコー

ルの服用，一酸化炭素中毒，糖尿病性昏睡，尿素症昏睡及び肝性昏睡等

の代謝性障害に起因するものと脳出血，脳炎，脳梗塞，脳腫瘍及び脳外

傷等に起因する器質性脳疾患の2つに大きく分類されている．　中でも，

頭部外傷及び脳血管障害を伴う意識障害は患者の予後に及ぼす影響が大

きく，治療の対象として重要な疾患であり，その患者数は年々増加して
いる．

　意識障害発生の急性期は原因（原疾患）に対する治療が優先される．

急性期に救命処置をほどこされ，生命の危機を脱すると意識障害は軽減

してくる．　脳損傷が意識中枢に関係なければ意識は清明となり，社会復

帰が可能となるが，意識障害が完全に回復せず，失禁，意欲低下，周囲

への無関心，発語が少ないなどの症状を残して，遷延した時（遷延性意

識障害）は社会復帰が困難な場合が多い．　このような症状に対して，従

来の脳代謝賦活剤及び脳循環改善剤が用いられているが，必ずしも十分

な効果は期待できない．

　Thyrotropin－releasing　hormone（TRH）は下垂体から　thyroid－

stimu．lating　hormOne（TSH）やprolactin（PRL）を分泌させるホル
モン作用とは別に，自発運動量増加作用1’2’3），麻酔短縮作用4’5’6’7），

脳波賦活作用8’9）など，中枢神経系に対して賦活的に働くことが明ら

かになってきた．

　また，TRH誘導体は実験的な頭部衝撃昏睡マウス10’11），　頭部衝撃

ラット12），脳虚血ラット13’14），後部視床下部破壊ネコ5’15）及び脳

幹圧迫ネコ16）などの意識障害動物モデルにおいて，意識障害改善作用

が認められている．

　TRHは，臨床においても下垂体TSH分泌機能検査薬としての使用に
加え，遷延性意識障害や脊髄小脳変性症の治療に繁用されている．　しか

し，TRHは血中や脳内でその分解酵素であるthyroliberinaseやTRH
deamidaseによって速やかに不活性化され17’18’19），中枢作用発現よ

りも低用量で内分泌作用を示すなど，遷延性意識障害治療薬としての欠
点を有している．

　TRH及びTRH誘導体はいずれも本質的には内因性のTRH様作用
を有しているのが現状であり，TRH様の副作用がなく，正常状態では全
く中枢興奮作用を発現せず，脳障害時の機能低下のみを回復させる意識

障害改善作用を有する化合物の開発が望まれている．

　VinpocetineはVinca　mior　L．（キョウチクトウ科，ヒメツルニチニ

チ草）から抽出されたアルカロイド（Vincamine）の誘導体である．
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　Vinpocetineは選択的脳血流量増加作用20・21・22），91ucoseの脳内

取り込みの促進，脳内アミンの代謝回転の促進，脳虚血時の脳内lactate
増加抑制作用及びadenosine　triphosphate（ATP）含量増加作用23）な

どの脳代謝改善作用ならびに脳虚血保護作用23）を有し，臨床的には脳梗

塞後遺症，脳出血後遺症及び脳動脈硬化症に伴う症状の改善に対して有

用性が認められている．

　そこで，Vincamineの薬理作用に注目し，　apovicaminic　acidの新規

誘導体の合成研究を行った結果，脳循環改善作用がvinpocetineより優

れているVA－045［（＋）－eburnamenine－14－carbOxylic　acid　2－
nitroxyethyl　ester］を見出した．

　VA－045はvinpocetineと同様，脳循環改善作用及び脳保護作用を有
し，さらに頭部外傷後の意識障害モデルにも有効であり，治療効果が期

待できる化合物である．そこで本研究ではapovincaminic　acidの誘導体

であるVA－045の薬理学的特徴を明確にすることを目的として，脳循環

に対する作用，脳保護作用及び実験的意識障害モデルに対する作用を検

討し，併せて作用機序の検討も行った．
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第1章　VA－045の末梢循環及び脳循環改善作用

1．1緒言

　臨床において，外傷性及び虚血性脳損傷による神経障害の大きな原因
が局所の脳血流量の減少によることが報告されている24）．また，ラット

の外傷性脳損傷モデルにおいて損傷初期はすべての部位での脳血流量の
減少と外傷部位での持続的な脳血流量の減少が報告されており25），脳循

環の改善が外傷性及び虚血性脳損傷の神経障害予防に重要な役割をして

いると考えられている．

　Vinpocetineはvincamine　acidの誘導体の1つで，現在，脳梗塞後
遺症や脳出血後遺症の治療薬として広く用いられており，特に脳血管に

選択性が高く，脳血管拡張作用による脳血流増加作用を有することが知
られている21’22）．

　VA－045はvinpocetineと同様に若齢ラット及び老齢ラットの脳血
流量を増加させ26），イヌの摘出血管を用いた場合，大腿動脈と比較して，

脳底動脈血管を選択的に拡張させることが報告されている27）．

　本章では，循環動態に対するVA－045の作用をイヌを用いて詳細に検
討した．対照薬にはvinpocetine，　apovincaminic　acid，　brovincamine

及びnicergolineを用いた．
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1．2実験材料及び方法

1．2．1動物

　体重8～12kgの雌雄のビーグル犬（東洋ビーグル）を用いた．

　動物は実験を開始する前，少なくても1週間は室温22±2℃，湿度
55±15％で6：00AM～6：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で個別飼
育し，飼料（DS，オリエンタル酵母）は1日1回の制限給餌
（300g）としたが，水は自由に摂取させた．

1．2．2薬物

　VA－045（大正製薬），vinpocetine（武田薬品工業）及びapovincaminic

acid（大正製薬）は10％アスコルビン酸溶液に溶解した．

　Nicergoline（田辺製薬）は1／40　Mの酒石酸で溶解し，pH5～6に
調製した．Brovincamine（Sandoz）は生理食塩液に溶解した．

　投与液量は0．2m1／kgとし，上記の薬物を大腿静脈に挿入したカニュ

ー レより投与した．

1．2．3測定方法

　イヌをpentobarbita1－Na（30　mg／kg，　i．v．及び5mg／kg／hr，　i．v．の

持続注入）で麻酔し，背位に固定した．固定後，気管カニューレを挿入

し，人工呼吸器（SN－480－3，シナノ製作所）を用い，以下の実験を行っ
た．

1）血圧及び心拍数の測定

　血圧は大腿動脈に挿入したポリエチレンカニューレに接続した圧トラ

ンスジューサー（TP－300T，日本光電）を介して歪み圧力用アンプ
（AP－601G，日本光電）で測定し，レコーダ（WT－645G，日本光電）に

記録した．　心拍数は血圧の圧波を瞬時心拍計（AT－601G，日本光電）に

誘導し，レコーダ（WT－645G，日本光電）に記録した．
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2）椎骨動脈，総頚動脈及び大腿動脈血流量の測定

　血流量は椎骨動脈，総頚動脈及び大腿動脈に装着したプルーブ（FG型，

日本光電）を介して電磁血流計（MFV－1200，日本光電）で測定し，2
台のレコーダ（VP－6621A，ナショナル製またはSS－250F，　SECONIC）
に記録した．

3）大脳皮質血流量の測定

　頭蓋骨を露出させ，Lim　et　al．28）の脳図譜に従って，小孔から一側

の大脳皮質（シルビウス上回）血流量をプルーブ（OP型，アドバンス）

を介してレーザー組織血流計（ALF2100，アドバンス）で測定し，レコ

ー ダ（SS－250F，　SECONIC）に記録した．

1．2．4統計処理

　薬物投与前値を100％とした時の薬物投与後10分間の最大変化時
の割合（％）を算出し，平均と標準誤差（mean±S．E．M．）で示した．

　媒体群と薬物群との比較は，一一元配置分散分析後，Dunnett検定を用

いた．　また，危険率5％以下で差がみられる場合を統計学的に有意差
ありとした．

5



1．3結果

1．3．1末梢循環に対する作用

　10％アスコルビン酸溶液の静脈内投与では，血圧，心拍数，総頚動
脈血流量，椎骨動脈血流量及び大腿動脈血流量に影響はなかった．

　VA－045（0．03，0．1及び0．3　mg／kg）の静脈内投与は，用量依存的

に血圧及び心拍数を減少させ，椎骨動脈血流量を増加させたが，総頚動

脈血流量及び大腿動脈血流量には影響しなかった（Table　1－1及び1－
2）．

　Vinpocetine（0．03，0．1及び0．3　mg／kg）の静脈内投与は，血圧と

総頚動脈血流量，椎骨動脈血流量及び大腿動脈血流量に影響はなかった

が（Table　1－1及び1－2），0．3　mg／kg投与では心拍数を有意に減少さ

せた（Tableユー1）．

　Apovincaminic　acid（0．3，1．0及び3．O　mg／kg）の静脈内投与は，

用量依存的に心拍数を減少させた（Table　1－1）．　また，3．O　mg／kg投

与では椎骨動脈血流量を有意に増加させた（Table　1－2）．

　Nicergoline（0．01，0．03及び0．1mg／kg）の静脈内投与は，用量依

存的に血圧を低下させた（Table　1－1）．しかし，心拍数と総頚動脈血流

量，椎骨動脈血流量及び大腿動脈血流量には影響しなかった（Table　1－1

及び1－2）．

　Brovincamine（0．3，1．0及び3．O　mg／kg）の静脈内投与は，椎骨動

脈血流量を用量依存的に増加させ，総頚動脈血流量を用量依存的に減少

させた（Table　1－2）．　しかし，血圧，心拍数及び大腿動脈血流量には

影響しなかった（Table　1－1及び1－2）．
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Table　1－1

Effects　of　VA－045，vinp㏄etine，　apovincaminic　acid，　brovincamine　and　nicergoline

on　mean　blood　pressure（MP）and　heart　rate（HR）in　anesthetized　dogs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dose

Drug　　　　　　　　　　mg／kg　　　　　　　　　％of　pretreatment

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i．v。　　　　　　　　MP　　　　　　　　　　　　　　HR

10％ascorbic　acid　　　　　　　－　　　　　　　10L6　±　0．9　　　　　　　　　　　100．3　±　0．7

VA－045　　　　　　　　　　　0．03　　　　　99．3　±　0．8　　　　　　　　　99．5　±　0．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　　　　　96．3　　±　　1．6　　　　＊　　　　　　　　95．7　　±　　2．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．3　　　　　　91。1　±　　1．6　　　　＊＊　　　　　　87．6　±　　3．4　　　＊＊

Vinp㏄etine　　　　　　　　O．03　　　　100．1　±　α9　　　　　　　　　99．6　±　0．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　　．　99．6　　±　　1．9　　　　　　　　　　　　98．4　　±　　0．3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．3　　　　　　　99．5　　±　　1．8　　　　　　　　　　　　　97．7　　±　　0．7　　　＊

Apovincaminic　acid　　　　　O．3　　　　　98．2　±　1．3　　　　　　　　　　99．4　±　1．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　94．0　　±　　3．1　　　　　　　　　　　　　85．0　　±　　2．3　　　＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．0　　　　　　9L8　　±　　5．2　　　　　　　　　　　　77．5　　±　　4．5　　　＊＊

Saline　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　98．9　±　　0．7　　　　　　　　　　　101．7　±　　0、9

Brovincamine　　　　　　　　　O．3　　　　　　99．2　±　0．7　　　　　　　　　　　99．1　±　0．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　99．1　±　　0．4　　　　　　　　　　　　97．7　±　　1．9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．0　　　　　　　98．6　　±　　1．6　　　　　　　　　　　　97．2　　±　　3．7

N1㏄rgoline　　　　　　　　　O．01　　　　　94．8　±　L9　　　　　　　　　102．8　±　0．8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．03　　　　　　　84．1　　±　　1．7　　　　」≠＃　　　　　　102．9　　±　　1．0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　　　　　79．5　　±　　2．5　　　　＃＃　　　　　 103．0　　±　　L9

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．10％ascorbic　acid（Dunnett’s　test）．

＃＃p＜0．01vs．　sahne（Dunnett’s　test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M、（n＝5）．

Table　1－2

Effects　of　VA－045，　vinpo㏄tine，　apovincaminic　acid，　brovincamine　and　nicergoline　on　ventral

arterial　blood　flow（VBF），　femoral　arterial　blood　flow（FBF）and　carotid　blood　flow（CBF）in

anesthet眈d　dogs
　　　　　　　　　　　　　　　　Dose

Drug　　　　　　　　　mg／kg　　　　　　　　　　　　　　％of　pretreatment

　　　　　　　　　　　　　　　　　i．v．　　　　　　VBF　　　　　　　　　　FBF　　　　　　　　　　CBF

10％ascorbic　acid　　　　　－　　　　　102．9　±　　　1．2　　　　　103．5　±　　　2．3　　　　　100．9　　±　　　0．5

VA－045　　　　　　　　　　　　0．03　　　　107．0　　±　　　2．7　　　　　106．2　　±　　　2．5　　　　　102．0　　±　　　　0．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　123．4　　±　　　4．7　　　　　112．4　±　　　9．5　　　　　102．8　±　　　2．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．3　　　　137．3　　±　　　10．9　＊＊　　100．6　　±　　　4．9　　　　　　97．0　　±　　　　7．6

Vinp㏄etine　　　　　　O．03　　　101．5　±　　1．5　　　　102．8　±　　1．5　　　　102．4　±　　0．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　102．1　±　　　3．4　　　　　107．1　±　　　1．1　　　　　10L7　±　　　LO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．3　　　　104．0　　±　　　3．3　　　　　108．8　　±　　　2．0　　　　　103．0　　±　　　　1．7

Apovincarninic　acid　　　　O．3　　　　108．6　±　　　2．6　　　　　102．9　±　　　2．7　　　　　100．5　　±　　　0．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　106．5　　±　　　4．8　　　　　　99．1　　±　　12．0　　　　　　90．2　　±　　　　6．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．0　　　　149．7　　±　　　10。5　＊＊　　　117．6　　±　　　9．8　　　　　105．6　　±　　　10．5

Saline　　　　　　　　　　　　　－　　　　　102．6　±　　　1．6　　　　　　99．0　±　　　0．9　　　　　100．5　　±　　　0．3

Brovincamine　　　　　　　　O．3　　　106．5　±　　　1．7　　　　104．4　±　　0．9　　　　101．1　±　　　0．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　123．8　　±　　　　3．1　＃　　　　10L9　　±　　　2、5　　　　　　　98．3　　±　　　　2、2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．0　　　　151．8　　±　　　　8．3　＃＃　　　97．9　　±　　　3．8　　　　　　91．5　　±　　　　3．7　＃

Ni㏄rgoline　　　　　　　O．01　　　101．4　±　　1．4　　　　103．7　±　　1．4　　　　100．2　±　　　1．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　0．03　　　　100．1　　土　　　2．8　　　　　110．5　　コこ　　4．3　　　　　107．6　　±　　　4．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　　100．1　　士　　　　7．0　　　　　110．2　　±　　　7．0　　　　　　106．5　　±　　　　8．5

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．10％ascorbic　acid（Dunnett’s　test）．

＃p＜0．05，＃＃p＜0．01vs．　saline（Dunnett’s　test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（n＝5）．
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1．3．2脳循環に対する作用

　10％アスコルビン酸溶液の静脈内投与では，血圧，心拍数及び大脳

皮質血流量に変化はなかった．

　VA－045（0．03，0．1，0．3及び1．Omg／kg）の静脈内投与では血圧及

び心拍数に変化はなかったが（Table　1－3），大脳皮質血流量を用量依存

的に増加させた（Table　1－3）．

　Vinpocetine（0．03，0．1，0．3及び1．Omg／kg）の静脈内投与では大

脳皮質血流量，血圧及び心拍数に変化はなかった（Table　1－3）．

　Apovincaminic　acid（0．3，1．0及び3．O　mg／kg）の静脈内投与では

大脳皮質血流量及び血圧に変化はなかったが，3．O　mg／kg投与で心拍数

を有意に減少させた（Table　1－3）．

　Brovincamine　1．0及び3．O　mg／kgの静脈内投与で大脳皮質血流量

を有意に増加させたが，3mg／kg投与では血圧を有意に低下させた．

　Nicergoline（0．01，0．03及び0．1mg／kg）の静脈内投与では大脳皮

質血流量及び心拍数に変化はなかったが，0．03及び0．1mg／kg投与で
血圧を有意に低下させた（Table　1－3）．

Table　1－3

Effects　of　VA－045，vinp㏄etine，　apovincaminic　acid，brovincamine　and　nicergoUne　on　mean　blood

pressure（MP），　cerebral　cortical　blood　flow（CerBF）and　heart　rate（HR）in　anesthetized　dogs

　　　　　　　　Dose
Drug　　　　　　mg／㎏　　　　　　　　　％of　pretreatment
　　　　　　　　Lv．　　　　　MP　　　　　　　　　CerBF　　　　　　　　HR
10％ascorbic　acid　　　　　　－　　　　　98〆1　±　　1．2　　　　　　102．7　　±　　0．7　　　　　　103．1　±　　2．8

VA－045　　　　　　　　　　0．03　　　98．6　±　1．4　　　　　102。2　±　1．7　　　　101．6　±　1．4

　　　　　　　　0。1　　　　97．9　　±　　0．9　　　　　　104．7　　ゴ：　L6　　　　　　101．4　　±　　4．4

　　　　　　　　0．3　　　　95．7　　±　　2．5　　　　　　111．9　　±　　2．4　　　　　　102．3　　±　　4．1

　　　　　　　　1．0　　　　94．9　　±　　6．2　　　　　　130．6　　±　　6．3　＊＊　　　10L8　　±　　4．1

Vinpocetine　　　　　　　O．03　　　97．9　±　1．1　　　　105，3　±　2．2　　　　100．8　±　1．2

　　　　　　　　0ユ　　　　　97．1　　±　　1．9　　　　　　107．8　　±　　3．1　　　　　　　96．1　　±　　2，8

　　　　　　　　0．3　　　　96．4　　±　　3．1　　　　　　110．7　　±　　4．1　　　　　　98．8　　±　　2．6

　　　　　　　　1．0　　　　100．2　　±　　3．7　　　　　　119．7　　±　　8．5　　　　　　　96．1　　±　　2．8

Apovincaminic　acid　　　O3　　100．0　±　1．5　　　　104．5　±　LO　　　　97．7　±　4．2
　　　　　　　　1．0　　　　　98．8　　±　　2．3　　　　　　　103．0　　±　　2．0　　　　　　　88．5　　±　　3．3

　　　　　　　　3．0　　　102．3　　±　　6．6　　　　　　103．3　　±　　4．2　　　　　　8L5　　±　　6．1　　＊＊

Saline　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　99。6　　±　　1．0　　　　　　100．1　±　　0．8　　　　　101．3　　±　　0．9

BrovincarniDe　　　　　　　O。3　　　99．5　±　1．2　　　　　102．8　±　0．6　　　　　100．9　±　2．5

　　　　　　　　1．0　　　　96．8　　±　　1．5　　　　　　103．3　　±　　1．1　＃　　　　100．9　　±　　2．5

　　　　　　　　3．0　　　　93．6　　±　　1．9　＃　　　　105．4　　±　　0．9　＃＃　　　98．2　　±　　3．O

Ni㏄rgoline　　　　　　　O．01　　　94．2　±　1．8　　　　101．0　±　3．0　　　　　98，9　±　1．9

　　　　　　　　0．03　　　　88ピ4　　±　　3．5　＃　　　　101．1　　±　　2．8　　　　　　　99．1　　±　　1．7

　　　　　　　　0．1　　　　83．4　　±　　4．4　＃＃　　　101．7　　±　　3．4　　　　　　97．3　　±　　1．5

＊＊p＜0．01vs．10％ascorbic　acid（Dunnett㌔test）．

＃p＜0．05，＃＃p＜0．01vs．　saUne（Dunnett’s　test）．

Each　value　represents　the　mean±S．EM．（n＝5）．
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1．4考察

　本研究から，VA－045は今回用いた対照薬物より椎骨動脈及び大脳皮
質動脈に対して選択的な血管拡張作用を有することが明らかとなった．

　VA－045は大腿動脈血流量及び総頚動脈血流量に影響せず，椎骨動脈

血流量を用量依存的に増加させた．　また，血圧に影響することなく，大
脳皮質血流量を用量依存的に増加させた．Miyataet　a1．27）は，　VA－045

がラット摘出血管において拡張作用を有し，この作用は脳底動脈に選択

的であり，末梢動脈に対しては作用しないことを報告している．　本研究
の結果はMiyata　et　a1．27）のin　vitroの結果と一致するものであった．

　Vinpocetine（0．03及び1．Omg／kg）の静脈内投与では，血圧と椎骨

動脈，大腿動脈，総頚動脈及び大脳皮質血流量に影響はなかった．　この
結果は　Karpati　and　Szporny　29）が報告したα一chloraloseと

urethaneで麻酔した雑犬を用いた結果と異なっている．　彼らは
vinpocetine（0．2及び0．5　mg／kg）の静脈内投与で脳血管抵抗の減少

に伴う脳血流量の増加を示すと報告した．

　この相違の原因はイヌの種類（ビーグル犬と雑犬）及び麻酔条件の違

い　（pentobarbital麻酔とα一chloralose＋urethane麻酔）など，実験
条件の相違に起因しているかもしれない．また，Okuyama　et　al．26）は，

halothane麻酔，　gallamine不動化条件で，　vinpocetineがラット脳血

流量に影響しないことを報告していることからvinpocetineはVA－
045のような明確な脳循環改善作用を示さない可能性も考えられる．

　Apovincaminic　acidは血圧を低下させ，椎骨動脈血流量の増加作用を

示したが，その増加作用強度はVA－045の約1／10であった．
　また，apovincaminic　acidがVA－045の主要な代謝産物であること

から，VA－045の椎骨動脈及び大脳皮質血流量の増加作用はVA－045
の未変化体によるものと思われる．

　Brovincamineは椎骨動脈血流量及び大脳皮質血流量を用量依存的に
増加させた．Brovincarnineは冠状動脈及び脳血管に対して血管拡張作
用を有することが報告されており30），本研究の結果と一致するもので

あった．　また，brovincamineはVA－045より椎骨動脈血流量を増加
させたが，大脳皮質血流量についてはVA－045に比べ増加作用は弱いも
のであった．

　従って，brovincamineの脳血管に対する選択性はVA－045に比べる
と低いと思われる．

　Nicergolineは椎骨動脈血流量及び大脳皮質血流量に影響せずに血圧
を低下させた．Shintomi　eta1．31）はネコを用いた場合，　nicergoline

の静脈内投与では脳血流量に影響することなく，血圧を低下させること
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を報告しており，本研究の結果と一致するものであった．

　さらに，nicergolineのadrenalineα1受容体遮断作用は
phentolamineより強力であることが報告されている32）．　従って，イ

ヌの脳循環に対してはnicergolineのadrenalineα1受容体遮断作
用は関与していないと考えられる．

　VA－045の化学構造は　Ca2＋calmoduline依存性のcyclic
nucleotides　phosphodiesterase（PDE）阻害剤であるvinpocetineと
構造が類似している33）．　また，cyclic　nucleotides　PDE活性に対する

VA－045の影響がvinpocetineと同様であることが報告されている27）．

このことから，VA－045による大脳皮質血流量及び椎骨動脈血流量の増

加は，vinpocetineと同様，血管平滑筋のPDE活性の抑制に関与して
いる可能性が考えられる．しかし，本研究ではVA－0450．3mg／kgの静
脈内投与で椎骨動脈血流量を，また，1．O　mg／kgの静脈内投与で大脳皮

質血流量の有意な増加が認められたが，vinpocetineは1．O　mg／kgの

静脈内投与でも大脳皮質血流量に影響は認められなかった。以上，VA－

045の脳循環改善作用は血管平滑筋のPDE活性の抑制作用だけでは説
明できないと考えられる．
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1．5　ノ』、右舌

1．5．1末梢循環に対する作用

1．VA－045の静脈内投与は，用量依存的に血圧及び心拍数を減少
　　させ，椎骨動脈血流量を増加させたが，総頚動脈及び大腿動脈

　　血流量を変化させなかった．

2．Vinpocetineの静脈内投与は，血圧と総頚動脈，椎骨動脈及び

　　大腿動脈血流量を変化させなかったが，0．3mg／kgの静脈内投

　　与では心拍数を有意に減少させた．

3．Apovincaminic　acidの静脈内投与は，用量依存的に心拍数を

　　減少させた．　また，3mg／kgの静脈内投与では椎骨動脈血流

　　量を有意に増加させた．

4．Nicergolineの静脈内投与は，用量依存的に血圧を低下させた．

　　しかし，心拍数と総頚動脈，椎骨動脈及び大腿動脈血流量を変

　　化させなかった．

5．　Brovincamineの静脈内投与は，椎骨動脈血流量を用量依存的

　　に増加させ，総頚動脈血流量を用量依存的に減少させた．

　　しかし，血圧，心拍数及び大腿動脈血流量を変化させなかった．
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1．5．2脳循環に対する作用

1．VA－045の静脈内投与では，血圧及び心拍数に変化はなかった
　　が，　大脳皮質血流量は用量依存的に増加させた．

2．Vinpocetineの静脈内投与では，大脳皮質血流量，血圧及び

　　心拍数に変化はなかった．

3．Apovincaminic　acidの静脈内投与では，大脳皮質血流量及び

　　血圧に変化はなかったが，心拍数は有意に減少させた．

4．　Brovincamineの静脈内投与では，大脳皮質血流量を有意に増

　　加させたが，血圧は有意に低下させた．

5．Nicergolineの静脈内投与では，大脳皮質血流量及び心拍数に

　　変化はなかったが，血圧は有意に低下させた．
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第2章　ウサギ摘出脳底動脈に対するVA－045の弛緩作用

2．1緒言

　VA－045は若齢及び老齢ラットの脳血流量を増加させ26），in　vitro試

験においてイヌの脳血管を選択的に拡張させることが報告されている27）．

また，第1章においてVA－045は選択的にイヌの椎骨動脈及び脳血管を
拡張させ，血流量を増加させる作用を有していることを報告した．

　VA－045の血管拡張作用の作用機序に関しては血管平滑筋の
phosphodiesterase（PDE）活性の抑制に起因している可能性が示唆され
ている27）が詳細は不明である．

　本研究では，ウサギの摘出脳底動脈を用いて，VA－045の血管平滑筋
弛緩作用の作用機序を各種イオンチャネルの関与を含め検討した．

2．2実験材料及び方法

2．2．1動物

　体重1．8～2．1kg（11週齢）の日本白色（JW）系雄性ウサギを使用
した．

　動物は実験を開始する前に少なくとも3日間は8：00AM～8：00
PM照明の明暗サイクルの部屋で飼育し，飼料（RC4，オリエンタル酵母）
及び水を自由に摂取させた．

2．2．2薬物

　VA－045（大正製薬），histamine（Sigma），非選択的K＋conductance

遮断薬のtetraethylammonium：TEA（Sigma）及び4－aminopyridine
（Sigma）34），Ca2＋依存性K＋チャネル遮断薬のcharybdotoxin
（Sigma）及びapamin（Sigma）35’36’37），adenosine　triphosphate（ATP）

感受性K＋チャネル遮断薬のglybenclamide（Sigma）38’39）を使用した．

2．2．3Krebs－Henseleit液

　NaCl：118．OmM，　KCI：4．7mM，　NaHCO3：25．OmM，　CaCl2：1．9mM，

NaH2PO4：1．2　mM，　MgSO4：1．2　mM，　Glucose：11．O　mMの組成の

Krebs－Henseleit液を使用した．
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2．2．4方法

　ウサギをpentobarbita1－Na（30　mg／kg，　i．v．）で麻酔し，総頚動脈を

切断し，放血致死させた．　脳を取り出し，脳底動脈を摘出後，95％02

＋5％CO2混合ガス通気下のKrebs－Henseleit液内に入れた．
Krebs－Henseleit液内で摘出した脳底動脈を顕微鏡下で長さ3mmの
リング標本を作製した．　リング標本をMagnus管（10　ml容，
Krebs－Henseleit液の設定温度：37℃）に懸垂し，95％02＋5％CO2
混合ガス通気下で1gの張力を負荷し，60～90分間安定させた．安
定後，脳底動脈をhistamine（1r6M），histamine（1r6M）＋15mM
KC1，30　mM　KC1及び60　mM　KCIで収縮させた．　収縮が安定した後，
VA－045（10－9～10－5M）を累積的に添加した．

　VA－045による弛緩反応はhistamine（10－6M），histamine（10－6M）

＋15mM　KC1，30　mM　KCI及び60　mM　KC1による収縮を100％と
したときの減少を％で表示した．

2．2．5統計処理

　すべてのデータは平均とその標準誤差（mean±S．E．M．）で示した．

有意差検定は一元配置分散分析後，Student’s　t一検定を用いた．　また，

危険率5％以下で差がみられる場合を統計的に有意差ありとした．
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2．3結果

　VA－045（10『9～10－5M）はhistamine（10－6M），histamine（1『6M）

＋15mM　KC1，30　mM　KCI及び60　mM　KC1による脳底動脈の収縮を
濃度依存的に弛緩させた（Fig．2－1）．　しかし，高濃度のKC1による収

縮に対するVA－045弛緩作用の発現にはVA－045の高濃度を必要とし
た．

　脳底動脈におけるVA－045による弛緩作用に対する各種K＋チャネ
ル遮断薬の影響を検討した．　4種のK＋チャネル遮断薬併用処置
（10mM　TEA，10－6M　4－aminopyridine，10　6M　charybdotoxin，

1r6M　glybenclamide），1r6M　4－aminopyridine単独処置あるいは

10－7Mapamin単独処置ではVA－045による弛緩反応の用量一反応曲
線はhistamine（10－6M）によって収縮を維持させた場合とほぼ同程度

であり著変はなかった（Fig．2－2）．

　また，等張性のhigh　K＋（30　mM）による脳底動脈の収縮に対する

VA－045の弛緩作用はmethylene　blue（10－5M）でも影響されなかっ
た（Fig．2－3）．
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Fig．2－1　Effect　of　VA－0450n　histamine，300r　60　mM　KCI　and

histamine十15　mM　KC1－induced　contraction　of　the　basilar　artery．

Ri㎎s　of　the　basilar　artery　were　contracted　with　histarnine

（10－6M），　histamine（10｝6　M）with　15　mM　KCI　or　isotonic

high　K十（300r　60　mM　KC1）．

When　the　contractions　reached　a　plateau，　VA－045　was

added　cumulatively　to　the　bath．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．　of　6　preparations．
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F㎏．2－2Effects　of　apε輌e，4－aminopyridne　or　potassi㎜

charmel　blockers　on　VA－045－induced　relaxation　of　the

basilar　arteW．

A丘er　ri㎎s　of　the　bas丑ar　artery　were　treated　with

10－7Mapamin，10－6　M　4－aminopyridine，　or

four　potassium　channel　blockers（10　mM　TEA，

10－6M4－aminopyridine，10－6　M　charybdotoxtn

and　10－6　M　glybenclamide），　the　tonus　of　the　artery

was　raised　by　10－6　M　histamine．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．　of　6　preparations．
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Fig．2－3　Concentration－response　curves　for　VA－045－

induced　relaxation　of　the　basilar　artery　contracted　with

isotorUc　high　K十（30　mM）．

After　the　basilar　artery　was　treated　with　methylene　blue

（10－5M）for　20　min，　the　tonus　of　the　artery　was　raised

by　isotorUc　high　K十（30　mM）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．　of　6　preparations．
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2．4考察

　第1章でVA－045は大腿動脈血流量及び総頚動脈血流量を変化させ
ずに椎骨動脈血流量を用量依存的に増加させ，血圧に影響を及ぼすこと

なく大脳皮質血流量を用量依存的に増加させることを報告した．

　本研究ではウサギ脳底動脈のhistamine，　histamine＋KCI及び
KC1による血管攣縮に対してもVA－045が弛緩作用を発現し，この
VA－045による血管弛緩作用は脱分極した血管については減弱すること

が明らかとなった．　すなわち，VA－045はhistamineによる脳底動脈
の収縮を濃度依存的に弛緩させた．　しかし，histamineによる脳底動脈

の収縮に対するVA－045の弛緩作用は等張性K＋（15　mM）を併用した
場合，より高濃度を必要とした．また，VA－045の等張性K＋（30　mM

または65mM）による収縮に対する弛緩作用の発現にはhistamineに
よる収縮に対する弛緩作用の発現より高濃度を必要とした．従って，K＋

conductanceの増加の程度がVA－045の弛緩作用の強弱と関係するこ
とが示唆された．

　次に，VA－045による弛緩反応に対する5つのタイプのK＋チャネル
遮断薬（TEA：非選択的なK＋conductance遮断薬，4－aminopyridine：

非選択的なK＋conductance遮断薬，　charybdotoxin：Ca2＋依存性K＋
チャネル遮断薬，apamin：Ca2＋依存性K＋チャネル遮断薬，

glybenclamide：ATP感受性K＋チャネル遮断薬）の影響を検討した．

　Histamineによる脳底動脈の収縮に対するVA－045の弛緩作用に対
してこれらのK＋チャネル遮断薬は影響しなかった．HarataetaL　40）は，

中枢神経系の細胞におけるVA－045のK＋conductanceの増加は，　K＋

チャネル遮断薬の薬理学的性質と異なることを報告しており，本研究の
結果と一致するものであった．　また，Harata　et　al．40）は中枢神経細胞

を用いたパッチクランプ法で検討した場合，　VA－045による
K＋conductanceの増加は，glybenclamide，apamin，charybdotoxin及
びBa2＋処置では影響を受けず，さらに，　Ca2＋や他のセカンドメッセン

ジーを介することなく，K＋チャネルを直接活性化することを報告してい
る．

　一方，VA－045はイヌの脳底動脈に対して拡張作用を示し，この作用
は末梢血管では発現せず，選択的に脳底動脈に発現することが報告され
ている27）．　また，Miyata　et　al．27）は脳底動脈に対するVA－045の血

管拡張作用はcyclic　guanosine　monophosphate（cyclic　GMP）を介し

た経路よりむしろcyclic　adenosine　monophosphate（cyclic　AMP）を
介した経路によると結論づけている．
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　本研究でもMiyata　et　a1．27）の報告と一致して血管拡張作用は

guanylate　cyclaseの特異的拮抗薬であるmethylene　blueで影響され
なかった．　このことから，VA－045の弛緩作用は，　cyclic　GMP経路を

介さずに発現するものと考えられる．

　また，本研究ではVA－045は等張性high　K＋（65　mM）により脱分

極させた脳底動脈については，軽度な弛緩作用を示すのみであった．従

って，VA－045の血管拡張作用はcyclic　AMP経路を介したものと思わ
れる．

　以上の成績より，VA－045はPDE阻害作用によるcyclic　AMP蓄積
作用以外にKイオンの透過性を上げ，膜を過分極させる作用があるこ
とが示唆された．
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2．5　ノ』、ホ舌

1．VA－045はウサギ摘出脳底動脈のhistamine，　histamine＋KCl
　　及びKC1による脳底動脈の収縮を濃度依存的に弛緩させた．

　　しかし，高濃度のKC1による収縮に対する弛緩作用の発現には，

　　VA－045の高濃度を必要とした．

2．脳底動脈におけるVA－045による弛緩作用に対する各種K＋チ
　　ャネル遮断薬の影響を検討した．　4種類のK＋チャネル遮断薬

　　（TEA，4－aminopyridine，charybdotoxin，glybenclamide）併用

　　処置，4－aminopyridine単独処置あるいはapamin単独処置では，

　　VA－045による弛緩反応の用量一反応曲線はhistamineによっ
　　て収縮を維持させた場合とほぼ同程度であり著変はなかった．

3．等張性のhigh　K＋による脳底動脈の収縮に対するvA－045の弛

　　緩作用はmethylene　blue処置では影響されなかった．

4．VA－045はK＋チャネルを直接活性化して作用を発現し，その他
　　のCa2＋依存性K＋チャネル，　TEA感受性K＋チャネル及び

　　ATP感受性K＋チャネルには関与しないことが明らかとなった．

　　さらに，VA－045はcyclic　GMPを介した経路よりむしろcyclic
　　AMPを介して脳底動脈を弛緩させることが示唆された．
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第3章VA－045の脳虚血保護作用

3．1緒言

　実験動物や人間において脳内酸素濃度の減少は，脳機能障害を誘発す
ることが報告されている4L42）．　酸素濃度の減少に伴う脳機能低下を抑

制する脳保護薬は頭部外傷や脳血管障害患者の治療にも用いられている．

　Vinpocetineはヒメツルニチニチ草から抽出されるアルカロイド
（vincamine）の誘導体であり，選択的脳血流量増加作用，脳内酸素消費

量の増加，glucoseの脳内取り込み促進，脳内アミンの代謝回転の促進

及び脳虚血時の脳内乳酸増加抑制，adenosine　triphosphate（ATP）含

量増加作用などの脳代謝改善作用及び脳虚血保護作用を有し，臨床的に

も脳梗塞後遺症，脳出血後遺症及び脳動脈硬化症に伴う症状の改善に対

して有用性が認められている．

　VA－045はvinpocetineと同様にvincamineの誘導体であり，化学
構造もvinpocetine　33）と類似している43）．　第1章では，　VA－045は

イヌにおいてvinpocetineより強力な椎骨動脈血流量及び大脳皮質血
流量の増加作用を有することを，また，第2章では，ウサギにおいても

脳血管弛緩作用を有することを明らかにした．

　本章では，VA－045の脳代謝改善作用及び脳虚血保護作用の可能性を

検討した．Vinpocetineは脳循環改善作用を有するが，意識障害改善作
用はない．　そこで，現在，意識障害改善作用を有するといわれている

TRHを対照薬として使用した．　TRHは視床下部ホルモンであり，ホル
モン作用とは別に自発運動量増加作用，麻酔短縮作用及び脳波賦活作用
など中枢神経系に対し賦活的に働くことが報告されている1’2’3’4’5’6’7’8’
9）．
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3．2実験材料及び方法

3．2．1動物

　体重約309のICR系雄性マウス（日本チャールス・リバー）を使用
した．動物は実験を開始する前に少なくとも7日間は室温22±2℃，

湿度55±15％で6：00AM～6：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で
飼育し，飼料（CRF－1，オリエンタル酵母）及び水は自由に摂取させた．

3．2．2薬物

　VA－045（大正製薬）は2．5％アスコルビン酸溶液に溶解した．

Thyrotropin－releasinghormone酒石酸塩（TRH）　（Sigma）は生理食
塩液に溶解した．

3．2．3Normobaric　hypoxia法

　Normobaric　hypoxiaはマウスをプラスチックチャンバーに入れ
96％N2＋4％02の混合ガスを10　m1／minの流量でチャンバー内空
気と置換することにより発現させた．Normobaric　hypoxiaによる生存
時間は低酸素状態のスタートから呼吸停止までの時間を指標とした．

　VA－045及びTRHはnormobaric　hypoxiaの開始10分前に静脈
内投与した．　また，10分前投与で作用が認められた場合には前投与時

間を30，60及び120分としてVA－045及びTRHの作用持続時間の
検討も合わせて行った．

3．2．4Histotoxic　anoxia　法

　Histotoxic　anoxiaはKCN　4　mg／kgを0．1　ml／10　secの速度で静

脈内投与することにより発現させた．Histotoxic　anoxiaによる生存時

間はKCN投与終了から呼吸停止までの時間を指標とした．

　VA－045及びTRHはKCN投与10分前に静脈内投与した．また，
10分前投与で作用が認められた場合には前投与時間を30，60及び
120分としてVA－045及びTRHの作用持続時間の検討も合わせて行
った．
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3．2．5Complete　ischemia法

　脳虚血は瞬間的にマウスを断頭することにより発現させた．評価は，

断頭と最後のgaspingの間の時間　（gasping　duration）を指標とした

　VA－045及びTRHは断頭10分前に静脈内投与した．　また，10分
前投与で作用が認められた場合には前投与時間を30，60及び120分
としてVA－045及びTRHの作用持続時間の検討も合わせて行った．

3．2．6統計処理

　すべてのデータは，平均値±標準誤差（mean±S．E．M．）で示した．

　検定は，分散比のF検定後，分散が等しい場合にはStudent’s　t一検
定を，不等分散の場合にはAspin－Welch’s　t一検定を行った．　また，危

険率5％以下で差がみられる場合を統計学的に有意差ありとした．

3．3結果

3．3．1Normobaric　hypoxiaに対する作用

　VA－045及びTRHは0．3　mg／kg以上の静脈内投与で用量依存的で
かつ有意に生存時間を延長させた（Table　3－1）．

　作用持続時間の検討で，VA－0451．O　mg／kgの静脈内投与は，
normobaric　hypoxia開始120分前処置でも生存時間を有意に延長さ
せた（Fig．3－1）．しかし，TRH　1．Omg／kgの静脈内投与は，normobaric

hypoxia開始30分前処置では生存時間の延長作用は消失した
（Fig．3－1）　．

Table　3－1

Effects　of　VA－045　and　TRH　on　normobaric　hypoxia　in　mice

Drugs　　　　　　Dose（mg／kg）　　　n　　　　Survival　time（min）

Vehicle　　　　　　　　　　－　　　　　　12　　　　　　2．2　±　　0．2

VA－045　　　　　　　　　　　0．1　　　　　12　　　　　　2．2　　±　　0．2

　　　　　　　　0．3　　　　　　　12　　　　　　　　2．8　　±　　 0．2　　　　　＊

　　　　　　　　1．0　　　　12　　　　　2．8　±　0．2　　　＊
Vehide　　　　　　　　　　－　　　　　　12　　　　　　2．3　±　　0．2

TRH［　　　　　　　　　　　　　　　　0ユ　　　　　　　12　　　　　　　　2．0　　±　　 0．2

　　　　　　　　0．3　　　　　　　12　　　　　　　　3．0　　±　　 0．2　　　　　＊

　　　　　　　　1．0　　　　　　12　　　　　　　3．0　　±　　0．2　　　　　＊

Test　drugs　were　administered　i．v．10　min　before　the　hypoxic　condition．

＊p＜0．05vs．　vehicle－treated　group（Student’s　t－test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（n＝12）．
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Fig．3－1　Duration　of　action　of　VA－045　and　TRH　on

normobaric　hypoxia　in　mice．

The　vehicle－treated　group：open　column．

The　dr㎎一treated　group：hatched　column．

＊p＜0．05，＊＊p〈0．01vs　vehicle－treated　group

（Student’s　t－test　or　Aspin－Welch’s　t－test）．

Each　column　represents　the　mean±S．E．M．（nニ12）．
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3．3．2Histotoxic　anoxiaに対する作用

　VA－0451．O　mg／kgの静脈内投与は，　KCN投与による生存時間を有
意に延長させた（Table　3－2）．　しかし，　TRH（0．1～1．O　mg／kg）の静

脈内投与では，KCN投与による生存時間に変化はなかった（Table　3－2）．

　作用持続時間の検討で，VA－0451．Omg／kgの静脈内投与は，KCN投
与30分前処置では生存時間に変化はなかった（Fig．3－2）．

Table　3－2

Effects　of　VA－045　and　TRH　on　histotoxic　anoxia　in　mice

Drugs　　　　　　Dose（mg／kg）　　　n　　　　Survival　time（sec）

Vehide　　　　　　　　　　－　　　　　　12　　　　　30．8　±　　0．8

VA－045　　　　　　　　　　　0．1　　　　　12　　　　　3α3　　±　　α8

　　　　　　　　　　0．3　　　　　　　12　　　　　　　3L3　　±　　 1．1

　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　12　　　　　　　34。5　　±　　　1．0　　　　　　＊

Vehicie　　　　　　　　　　－　　　　　　　12　　　　　30．7　±　　0．8

TRH　　　　　　　　　　　　　　　　 O．1　　　　　　　12　　　　　　　31．1　　±　　 0．9

　　　　　　　　　　0．3　　　　　　12　　　　　　　31．3　　±　　0．4

　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　12　　　　　　　31．7　　：｛：　　1．2

Test　drugs　were　administered　Lv．10　min　before　KCN　irDection．

＊p＜0．05vs．　vehide－treated　group（Student’s　t－test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（nユ12）．

VA－045

St画val　time（sec）

40
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0
30　　　　60　　　　120

Time　before　KCN　irDection（min）

Fig．3－2　Duration　of　action　of　VA－0450n　histotoxic
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

anOXla　ln　m1Ce．

The　vehicle－treated　group：open　column．

The　dr㎎一treated　group：hatched　column．

Each　co1㎜n　represents　the　m飽n±S．E．M．（n＝12）．
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3．3．3Complete　ischemiaに対する作用

　VA－0450．1　mg／kg以上の静脈内投与で用量依存的なgasping
durationの延長作用を示し，1．O　mg／kg投与で有意差が認められた

（Table　3－3）．　TRHは0．1　mg／kg以上の静脈内投与でgasping
durationを延長し，0．1及び1．O　mg／kg投与で有意差が認められた
（Table　3－3）　．

作用持続時間の検討では，VA－0451．Omg／kgの静脈内投与は，断頭60
分前処置でgasping　durationを有意に延長させた（Fig．3－3）．

　一方，TRH　1．Omg／kgの静脈内投与では断頭30分前処置でgasping
durationに変化はなかった（Fig．3－3）．

Table　3－3

Effects　of　VA－045　and　TR｝I　on　decapitation－indu㏄d　gasping　in　mi㏄

Drugs　　　　　　Dose（mg／kg）　　　n　　　Gasping　duration（sec）

Vehicle　　　　　　　　　　－　　　　　　12　　　　　18．7　±　　0．5

VA－045　　　　　　　　　　　0．1　　　　　12　　　　　19．6　　±　　0．5

　　　　　　　　　0．3　　　　　　　12　　　　　　　20．3　　±　　 0．7

　　　　　　　　　1．0　　　　　　　12　　　　　　　21．8　　±　　 0．9　　　　　　＊＊

Vehicle　　　　　　　　　　－　　　　　　12　　　　　18．2　　±　　0．6

TRI二1　　　　　　　　　　　　　　　　0．1　　　　　　　12　　　　　　　19．7　　±　　 0．3　　　　　＊

　　　　　　　　　0．3　　　　　　12　　　　　　19．6　　±　　0．4

　　　　　　　　　1．0　　　　　　　12　　　　　　　20．4　　±　　0．3　　　　　＊＊

Test　drugs　were　administered　i．v．10m三n　before　decapitation．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－treated　group（Student’s　t－test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（r12）．
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VA－045　　　　　　　　　　　　　　　TRH

Gasping　dtlration（sec）　　　　　　　　　　Gasping　duration（sec）
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Fig．3－3　Duration　of　action　of　VA－045　and　TRH　on

decapitation－induced　gasping　in　mice．

The　vehicle－treated　group：open　column．

The　dr㎎一treated　group：hatched　column．

＊p＜0．05vs．　vehicle－treated　group（Student’s　t－test）．

Each　col㎜n　represents　the　mea11±S．E．M．（n＝12）．
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3．4考察

　脳への酸素とglucoseの供給が不十分になると脳機能障害が誘発さ
れる．　臨床上，心停止，脳外傷，脳血管痙攣及び脳卒中の場合，脳は低
酸素，無酸素及び虚血状態になることが報告されている44）．

　VA－045はnormoboric　hypoxia，　histotoxic　anoxia及びcomplete

ischemiaに対して有意な脳虚血保護作用を示した．

　Normoboric　hypoxiaモデルにおいてVA－045及びTRHの　0．3
mg／kgの静脈内投与で有意に生存時間が延長した．　この結果は低酸素

条件下でもVA－045及びTRHは脳への酸素供給を改善し，虚血保護
作用を発現したと考えられる．

　KCNによる致死は，主にミトコンドリアのチトクロームオキシダー
ゼ活性の抑制と細胞内エネルギー代謝の障害により起きることが報告さ
れている45）．

特に安田ら46）は，KCNの致死を詳細に検討し，　KCNの致死量の投

与で，1actate及びadenosine　monophosphate（AMP）の著しい増加
を伴う脳内glucose，クレアチンリン酸及びadenosine
triphosphate（ATP）の急速かつ有意な減少を引き起こし，脳内エネル
ギー代謝を障害することを報告している．

　VA－045はKCNによるhistotoxic　anoxiaにおいて生存時間を有
意に延長した．　この結果はVA－045が脳内エネルギー代謝障害に対し
ても改善作用を示すことを示唆している．　実際，VA－045は31P－NMR

を用いたin　vivoの実験で頭部外傷によるATP含量の減少を改善し
47），脳エネルギー代謝を改善することが報告されている．

　一方，TRHはhistotoxic　anoxiaに対して無効であった．　また，
Nagai　et　a1．48）らはTRHが脳局所グルコース利用率（10cal　cerebral

glucose　utilization：LCGU）を低下させ，脳エネルギー代謝に抑制的に

作用することを報告している．

　断頭によるcomplete　ischemiaの場合，薬物による生存時間の延長
は呼吸中枢の神経細胞の保護に関与する可能性が報告されており49），

呼吸中枢神経機能の維持が生存時間の延長につながると思われる．

　VA－045及びTRHは，断頭によるgasping　durationを延長させた
ことから，呼吸中枢の神経細胞を保護する作用を持つ可能性が考えられ

る．　また，VA－045のcomplete　ischemiaによる脳保護作用の持続時

間はTRHより長かった．
　この点に関してはTRHが生体内で速やかに代謝されることに起因し
ていると考えられる．さらに，VA－045は静脈内投与により中枢神経系

に速やかに入り，血液脳関門を通過し，脳の広範な部位に長時間分布す
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る（未発表データ）ことによると考えられる．

　多くの研究者は，barbituratesや他の中枢神経抑制薬の脳保護作用を
報告している50’51’52）、　これら薬物の脳保護作用のメカニズムは脳代謝

の低下またはエネルギー需要の抑制によると説明されている50’52）．　し

かしながら，脳内エネルギー代謝を改善するVA－045は，

pentobarbita1による睡眠時間を短縮し，この効果はTRHより強力で
あった53）．　なお，VA－045の睡眠短縮作用の作用機序については脳内

エネルギー代謝の改善が関与している可能性は高いが詳細は不明である．

VA－045は脳血管拡張作用および脳血流増加作用を示すことから，この

作用による脳保護効果も考えられる．　TRHについては中枢のコリン作

動性の神経伝達を活性化することによりpentobarbita1による睡眠時間
を短縮することが知られている4’5’6’7）．

　以上，VA－045とTRHの脳保護作用は，　barbituratesや抗アノキシ
ア薬とは異なる機序により発現することが明らかとなった．
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3．5小括

1．Normobaric　hypoxiaに対し，　VA－045及びTRHは用量依存的

　　に生存時間を延長させた．作用持続時間の検討で，VA－045は

　　normobaric　hypoxia開始120分前処置でも生存時間を有意に

　　延長した．　しかし，TRHはnormobaric　hypoxia開始30分前
　　処置では生存時間の延長作用は消失した．

2．Histotoxic　anoxiaに対し，　VA－045はKCN投与による生存時

　　間を有意に延長させた．　しかし，TRHはKCN投与による生存
　　時間を変化させなかった．　作用持続時間の検討で，VA－045の

　　KCN投与30分前処置では生存時間に変化はなかった．

3．Complete　ischemiaに対し，　VA－045は用量依存的にgasping
　　durationを延長させた．　TRHも同様にgasping　durationを延
　　長させた．　作用持続時間の検討で，VA－045は断頭60分前処

　　置でgasping　durationを有意に延長させた．　TRHの断頭30
　　分前処置ではgasping　durationに変化はなかった．

4．以上，VA－045はTRHに比べ強力でかっ持続的な脳虚血保護作
　　用を有することが明らかとなった．さらに，VA－045の脳虚血保

　　護作用はbarbituratesや抗アノキシア薬と異なる作用機序によ

　　り発現することが明らかとなった．
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第4章　VA－045の実験的意識障害モデルに対する改善作用

4．1緒言

　意識障害をきたす主な疾患としては頭部外傷，脳血管障害，脳腫瘍，

脳炎，髄膜炎，脳膿症，重傷感染症，糖尿病あるいは肝性昏睡などの代

謝性疾患がある．　頭部外傷や脳血管障害に伴う意識障害は患者の予後に

及ぼす影響が大きく，治療の対象として重要な疾患であり，その患者数

は年々増加している．

　Thyrotropin－releasing　hormone（TRH）は実験的意識障害モデル，
すなわち，頭部衝撃昏睡マウス10’11），頭部衝撃ラット12），脳虚血ラッ

ト13’14），後部視床下部破壊ネコ5’15）及び脳幹圧迫ネコ16）で意識障害

改善作用が報告されている．　臨床的にもTRHは頭部外傷やクモ膜下出
血による遷延性意識障害の治療薬として用いられている54’55）．　しかし

ながら，外因性のTRHは血液中や脳内でその分解酵素である
thyroliberinaseやTRH　deamidaseによって速やかに不活性化される
ことが報告されている17’18’19）．

　VA－045は選択的に椎骨動脈血流量及び大脳皮質血流量を増加させる

ことを第1章で明らかとした．　さらに，第3章では，VA－045はTRH
に比べ強力でかつ持続的な脳虚血保護作用を有することが明らかとなっ

た．本章では，VA－045の各種意識障害モデルに対する改善作用をTRH
と比較した．
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4．2実験材料及び方法

4．2．1動物

　体重約30gのICR系雄性マウス（日本チャールス・リバー）と体重
約3209のWistar系雄性ラット（日本チャールス・リバー）を使用し
た．

　動物は実験を開始する前に3日間以上は室温22±2℃，湿度55±
15％で8：00AM～8：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で飼育し，
飼料（CRF－1，オリエンタル酵母）及び水は自由に摂取させた．実験は

9：00AM～6：00　PMの間に行った．

4．2．2薬物

　VA－045（大正製薬）は2．5％アスコルビン酸溶液に溶解した．
Thyrotropin－releasing　hormone酒石酸塩（TRH）　（Sigma）は生理食
塩液に溶解した．

4．2．3ラットのpentobarbital睡眠に対する作用

　Pentobarbital－Na　50　mg／kgの腹腔内投与によりラットを麻酔した．

VA－045及びTRHはpentobarbital－Na投与10分後に静脈内投与し，
正向反射消失時間（睡眠時間）を測定した．

4．2．4マウスの頭部衝撃に対する作用56）

　ハロセン吸入麻酔後，マウスをスポンジの上に腹臥位に手で固定し，

プラスチック管をマウスの頭頂部に設定した．　頭部衝撃は35cmの高

さからプラスチック管を通して21gの重りを頭頂部に落下させること
で行った．　この頭部衝撃直後，マウスは強直性痙攣を誘発した．　頭部

衝撃数分後には痙攣はおさまり無動状態が観察された．　その後，マウス

は正向反射の回復と探索行動を伴う落ち着きのない歩行が観察された．

意識障害の観察は頭部衝撃から自発運動発現までの時間を指標とした．

　VA－045及びTRHは静脈内投与の場合，頭部衝撃10分前に，経口
投与の場合は30分前にそれぞれ投与した．　加えて，この試験では
VA－045及びTRHの静脈内投与による作用持続時間もあわせて検討し
た．
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4．2．5マウスの自発運動量に対する作用

　マウスの自発運動量は防音箱内のSCANET装置（Neuroscience
Inc．）を用いて5分毎に30分間測定した．1群5匹のマウスを使用
し，自発運動量の変化は媒体投与群の総カウントを100％とした時の
VA－045及びTRH投与後の総カウント数の変化率（％）を求めた．

　VA－045及びTRHは自発運動量測定10分前に静脈内投与した．

4．2．6ラットの脳虚血に対する作用14）

　ラットをpentobarbital－Na　50　mg／kgの腹腔内投与により麻酔し，

脳定位固定装置（SR－6，成茂化学器械研究所）に腹臥位に固定した．　背

側頚部の皮膚及び筋肉層を切開して，第1頚椎を露出し，第1頚椎の両
端にあるalar　forarnineに双極性固定器（Mizuho，　MICRO－30）のピン

セットの先端を刺入して椎骨動脈を両側性に電気焼均して皮膚を縫合し
た．

　次に，ラットを背位に固定し腹側頚部を切開して，両側総頚動脈に糸

を輪状にかけた後，皮膚を縫合した．　椎骨動脈焼均の翌日，ハロセン吸

入麻酔後，ラットを背位に固定し，腹側頚部の皮膚を再び開き，両側総

頚動脈を露出させた．　吸入麻酔停止後，動脈クレメンで両側総頚動脈を

10分間閉塞した．　動物は閉塞後数秒で正向反射の消失が観察された．

　また，閉塞10分後，動脈クレメンを注意深く除去したが，両側総頚
動脈再潅流後しばらくの間，ラットには正向反射の消失が観察された．

その後，ラットは正向反射の回復と探索行動を伴う落ち着きのない歩行

が観察された．　神経障害は両側総頚動脈の再潅流から正向反射の回復ま

での時間と，自発運動の回復までの時間を指標とした．

　VA－045とTRHは，両側総頚動脈の再潅流直前に腹腔内投与した．
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4．2．7受動的回避学習反応に対する作用

　ギロチンドアで仕切られた明箱（12cm×12　cm×25　cm）と床のグリ

ッドから電気刺激を与えられる暗箱（30cm×12cm×25　cm）の2箱か
らなるstepthrou．gh型受動的回避反応装置を用いた．ギロチンドアを
閉めたままの状態でラットを明室に入れ，ギロチンドアを開けた．

　ラットの四肢が完全に暗室に入ったときギロチンドアを閉め，床のグ

リッドを通して0．3～0．35mAの電気刺激を3　秒間与えた．その
後，ラットを装置から取り出し，ホームケージに戻した．　ここまでの操

作を獲得試行とした．　獲得試行24時間後に保持試行を行い，ラットを

明箱に入れてから，暗箱に入るまでの時間をstep　through　latencyと

して測定した．　また，step　through　latencyは最長300秒とした．

　4．2．6と同様の方法で椎骨動脈を永久閉塞したラットを作製し，24時

間後に両側総頚動脈閉塞による10分間の一過性前脳虚血を行った．一
過性前脳虚血1時間後にラットを明箱に入れ，step　through　latency

を測定した．VA－045及びTRHは再潅流直前に腹腔内投与した．

4．2．8統計処理

　受動的回避反応以外のデータは平均値と標準誤差（mean±S．E．M．）で

示した．　検定は，一元配置分散分析後，Scheffe検定またはDunnett
検定を用いた．受動的回避反応のデータは中央値と4分位数で示した．
検定は，Kruska1－Wallis検定後，　Scheff’e型検定を用いた．　いずれの

検定においても，危険率5％以下で差がみられる場合を統計的に有意
差ありとした．
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4．3結果

4．3．1ラットのpentobarbita1睡眠に対する作用

VA－0450．1～LO　mg／kgの静脈内投与及びTRH　1～10　mg／kg
の静脈内投与により睡眠時間は用量依存的な短縮を示した（Table　4－1）．

また，VA－0450．3　mg／kg以上の静脈内投与及びTRH　10　mg／kgの

静脈内投与では有意な短縮を示した（Table　4－1）．

Table　4－1

Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　disturbance　in　consciousness　induced　by

concussive　head　ir加ry　in　mice，　on　spontaneous　locomotor　activity　in　Ini㏄and

on　pentobarbital　anesthesia　in　rats

Drugs　　Dose　Route　n　Disturban㏄tirne　n　　　Duration　of　　n（＋）Total　locomotor

　　　　　　　　　　　　　　　　　in　consciousness　　　　Anesthesia　　　　　　activity　count　for

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（sec）　　　　　　　　（sec）　　　　　　　30　mhユ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％of　control）

Vehicle　　　－　　i．v．　19　486±　38　　　8　5378±　226　　　　4　　　　100
VA－045　　0．03　Lv．　10　406±　43　　　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　N．T．

　　　　　　　0．1　Lv．　10　313±　34　＊　8　4751±　280　　　　4　　　　NT．
　　　　　　　0．3　　Lv．　　10　　214　±　38　＊＊　8　　3743　±　　227　＃＃　　　4　　　　　　　85

　　　　　　　1．O　i．v．　　　　　　N．T．　　　　8　3419±　118＃＃　　4　　　　　86

　　　　　　　3．O　　Lv．　　　　　　N．T．　　　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　　77

Vehicle　　　－　　p．o．　11　400±42　　　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　N．T．

VA－045　　　1．O　　p．o．　11　323　±　40　　　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　NT．

　　　　　　　3．O　　p．o．　13　215　±　22　＊＊　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　　N．T．

　　　　　　　10．O　p．o．　10　170±　22　＊＊　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　NT．

Vehicle　　　－　　Lv．　10　644±　79　　　8　4923±　560　　　　4　　　　　100

TRH　　　　O．1　Lv．　13　423±　69　　　　　　　　　N．T．　　　　　　　　　　N。T．

　　　　　　　0．3　i．v．　12　266±　27　＊＊　　　　　　N．T．　　　　　　　　　N．T．

　　　　　　　1．0　　宝．v．　10　　275　±　36　＊　　8　4109　±　356　　　　　4　　　　　　93

　　　　　　　3．O　i．v．　　　　　　N．T．　　　　8　3639±　349　　　　4　　　　　141

　　　　　　　10．O　i．v．　　　　　　N．T．　　　　8　3037±　174＃＃　　4　　　　　200　＃

n：number　of　animals．

n（＋）：number　of　groups（5　animals／group）．

N．T．：not　tested．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－trated　group（Scheffe’s　test）．

＃p＜0．05，＃＃p＜0．01vs．　vehicle－treated　group（Dunnett‘s　test）．
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4．3．2マウスの頭部衝撃に対する作用

　VA－0450．03～0．3　mg／kgの静脈内投与及び1～3mg／kgの経
口投与により自発運動の回復時間は用量依存的に短縮した（Table　4－2）．

　静脈内投与の場合は0．1mg／kg以上で，経口投与の場合は3mg／kg
以上で有意な短縮を示した（Table　4－1）．

　TRH　O．1～1．O　mg／kgの静脈内投与により自発運動の回復時間は

VA－045と同様，用量依存的に短縮し，0．3mg／kg以上では有意な短縮

を示した（Table　4－1）．VA－0450．3mg／kg及びTRH　1．Omg／kgの

静脈内投与の作用持続時間の検討で，VA－045は頭部衝撃60分前投与
においても自発運動回復時間の有意な短縮作用が認められた（Fig．4－1）．

　一方，TRHは頭部衝撃30分前投与では自発運動回復時間の有意な短
縮作用は認められなかった（Fig．4－1）．

VA－045　　　　　　　　　　　　TRH

Recovery　time（sec）　　　　　　　Recovery　tilne（sec）

600

400

200

0

＊

Vehicle10　30　60　120　　　　Vehicle　10　30　60　120

　　Time　before　head　ir∬ury　　　　Time　before　head　ir∬ury
　　　　　　（min）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（min）

Fig．4－1　Duration　of　action　of　VA－045　and　TRH　on　the

disruption　of　spontaneous　movement　caused　by　head

㎞pact　in　rnice．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－treated　group
（Scheffe’s　test）．

Each　column　represents　the　mean±S．E．M．（n＝10－15）．
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4．3．3マウスの自発運動量に対する作用

　VA－0450．3～3．Omg／kgの静脈内投与は，自発運動量に対して影響
しなかった　（Table　4－1）．

　TRH　1および3mg／kgの静脈内投与は，自発運動量に対して影響
しなかったが，10mg／kgの静脈内投与は，自発運動量を有意に増加し
た（Table　4－1）．

4．3．4ラットの脳虚血による神経障害に対する作用

　脳虚血による正向反射消失時間及び自発運動消失時間は，VA－045

0．3～3．O　mg／kg及びTRH　1～10　mg／kgの腹腔内投与で用量依存
的に短縮した　（Fig．4－2）．

4．3．5ラットの受動的回避学習反応における脳虚血による学習障害に対

　　　する作用

　Step　through型受動的回避反応におけるstep　through　latencyは，

脳虚血により有意に短縮し，脳虚血によって学習障害が惹起された
（Fig．4－3）．　VA－0450．3～3．O　rng／kgの腹腔内投与は，脳虚血によ

り短縮したstep　through　latencyを延長させたが，　TRH　1～10
mg／kgの腹腔内投与ではstep　through　latencyに影響しなかった
（Fig．4－3）．
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Righti㎎re且ex

VA－045　　　　　　　　　　　　TRH

Recovery　time（sec）　　　　　　　Recovery　time（sec）

2000

1500

1000

500

0

＊

Vehicle　O．3　　1　　3　　　　　　Vehicle　1　　3　　10

　　　　　　　㎎／㎏，i．P．　　　　　　㎎／㎏，i．P．

Spontaneous　movement
TRH

VA－045

Recovery　time（sec）　　　　　　　Recovery　time（sec）

4000

3000

2000

1000

0
Vehicle　O．3　　1　　3　　　　　　Vehicle　1　　3　　10

　　　　　　　㎎／㎏，i．P．　　　　　　㎎／㎏，i．P．

Fig．4－2　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　recovery　time　of

righti㎎renex　and　of　spontaneous　movement　induced　by

global　cerebral　ischemia　in　rats．

＊P＜0．05，＊＊P＜0．01vs．　vehicle－treated　group（Scheffs　test）．

Each　col㎜n　represents　the　mean±S．E．M．（n＝6）．
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D㎎　　Acquisition　　　Retention
↓　　　　　　↓　　　　　　　　　　　　↓

Ischemia　10　min

1hr　　　　　　　　24　hr

VA－045　　　　　　　　　　　　TRH

Step　through　latency（sec）　　　　　Step　through　latency（sec）

300

200

100

0

＃＊

＃＃　＃　　＃　＃＃

■■■■■■■
ConVehi．0．3　1　　3　　　　　　Con．Vehi．1　　3　　10
　　　　　　　m9／㎏，i．P．　　　　　　　　n培／㎏，i．P．

Ischemia　　　　　　　　　　　　Ischemia

Fig．4－3　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　global　cerebral

ischemia－induced　cognitive　dysfunction　in　a　passive

avoidance　task　in　rats．

The　middle　line　indicates　the　value　of　the　ardmal　whose

is　50％in　the　group（medium），　Hkewise　the　bottom　line

indicates　25％（quartile　Q　1）and　the　toP　line　indicates　75％

（quartile　Q3）．

Con．：control

Vehi．：vehicle

＃P＜0．05，＃＃P＜0．01vs．　control　group（Scheffe’s　test）．

＊p〈0．05vs．　vehicle－treated　global　cerebral　ischemia

group（Scheffe’s　test）．

Each　group　consists　of　8　an㎞als．
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4．4考察

　VA－045はpentobarbital誘発睡眠を短縮し，その作用はTRHより
も強力であった．TRHは，　pentobarbita1誘発睡眠を短縮すること4・
5・6・7）及び自発運動量を増加させること1・2・3）が報告されており，本研

究の結果と一致するものであった．一方，VA－045はpentobarbita1誘
発睡眠の短縮作用は認められたが，自発運動量の増加作用は認められな
かった．　さらに，TRHは脳幹網様体の神経細胞を興奮させるが57），

VA－045には脳幹網様体賦活作用はなく58），抑制性の線条体一視床一皮
質系を遮断することが報告されている59）．

　意識障害に対する薬物の効果を検討する場合に，振塗性頭部外傷5）

や両側椎骨動脈焼均24時間後に両側頚動脈を閉塞するモデル14）が用

いられる．VA－045はマウスの頭部衝撃モデルの自発運動回復時間を

短縮した．VA－045はラット脳虚血による神経症状の指標である自発運

動消失時間と正向反射消失時間を短縮させ，これらの作用はTRHより
も強力であった．従って，VA－045は臨床上，意識障害を改善する可能
性が示唆された．

　VA－045は脳虚血による受動的回避学習反応のstep　through
latencyの短縮を延長したが，　TRHでは作用は認められなかった．　従

って，受動的回避学習反応におけるVA－045の改善作用は，脳虚血に
よる記憶障害の改善が関与している可能性が考えられる．

　振塗性頭部外傷や脳虚血は中枢のmonoamine系，choline系，amino
acids系及び脳内エネルギー代謝を障害すること14・60・61）が報告されて

いる．

　VA－045の頭部外傷モデルを用いた脳局所グルコース利用率（10cal
cerebral　glucose　utilization：LCGU）の測定の結果，頭部外傷により低

下したLCGUはVA－045により改善することが報告されている62）．
さらに，Arakawa　et　a1．63）はVA－045が頭部外傷による青斑核の自発

発火頻度の減少を回復させることを報告している．　従って，頭部外傷及

び脳虚血モデルに対するVA－045の改善作用はこれら神経伝達物質や
脳内エネルギー代謝系が関与している可能性も考えられる．

　一一方，TRHやTRH誘導体の中枢作用は，中枢のdopamine作動性
神経系とcholine作動性神経系が関与していることが報告されている4・
5・6・7・64・65）．従って，VA－045とTRHの中枢神経系に対する作用態

度は異なると思われる．
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4．5小括

1．ラットのpentobarbital睡眠に対し，VA－045及びTRHは用量
　　依存的な睡眠時間の短縮作用を示した．

2．マウスの頭部衝撃に対し，VA－045は腹腔内投与及び経口投与に

　　より自発運動回復時間を用量依存的に短縮した．　TRHは静脈内

　　投与により自発運動回復時間をVA－045と同様，用量依存的に

　　短縮した．VA－045及びTRHの静脈内投与の作用持続時間の検
　　討で，VA－045は頭部衝撃60分前投与においても自発運動回復
　　時間の有意な短縮作用が認められたが，TRHは頭部衝撃30分前
　　投与では自発運動回復時間の有意な短縮作用は認められなかった．

3．マウスの自発運動量に対し，VA－045の静脈内投与で変化はみら

　　れなかったが，TRHの静脈内投与では有意に増加した．

4．　ラットの脳虚血による神経症状に対し，’VA－045及びTRHの腹
　　腔内投与で用量依存的な改善作用を示した．

5．　ラットの受動的回避学習反応におけるstepthrough　latencyは，

　　脳虚血により有意に短縮し，脳虚血によって学習障害が惹起され

　　た．　脳虚血により短縮したstep　through　latencyに対して，

　　VA－045には延長作用がみられたが，TRHは影響を及ぼさなかっ
　　た．

6．以上，VA－045は意識障害モデルに対して改善作用を示すことが

　　明らかとなり，さらに，VA－045の中枢神経系に対する作用態度

　　がTRHとは異なることが明らかとなった．
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第5章　頭部衝撃モデルに対するVA－045の改善作用

5．1緒言

　第4章で，VA－045がマウス頭部衝撃モデルで頭部衝撃後の正向反射
の消失や自発運動の回復時間に対して改善作用を示した．　また，ラット

脳虚血に伴う神経症状の改善作用や受動的回避学習反応の改善作用を有

することも明らかにした．　本章ではVA－045の頭部衝撃に対する改善

作用をより明確にすることを目的として，ラット頭部衝撃（closedhead

injury）後の意識障害に対するVA－045の作用をTRHと比較した．

5．2実験材料及び方法

5．2．1動物

　体重約3809のWistar系雄性ラット（日本チャールス・リバー）を
使用した．

　動物は実験を開始する前に3日間以上，室温22±2℃，湿度55±
15％で7：00AM～7：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で飼育し，
飼料（CRF－1，オリエンタル酵母）及び水は自由に摂取させた．

　実験は9：00AM～6：00　PMの間に行った．

5．2．2薬物

　VA－045（大正製薬）は2．5％アスコルビン酸溶液に溶解した．

Thyrotropine－releasing　hormone酒石酸塩（TRH）　（Sigma）及び塩

酸scopolamine（和光純薬工業）は生理食塩液に溶解した．

5．2．3頭部衝撃モデル66）

　ハロセン吸入麻酔後（神経学的実験及び受動的回避反応）または
urethane麻酔後（電気生理学的実験），ラットをスポンジの上に腹位に，

または脳定位固定装置に固定し，ラットの頭部にプラスチック管を設置

した．頭部衝撃は70cmの高さからプラスチック管を通して400　gの
重りを頭頂部に落下させて行った．
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5．2．4神経症状

　頭部衝撃直後，ラットは強直性痙攣と意識障害を発現し，無動状態が

観察された．　その後，ラットは正向反射の回復と探索行動を伴う落ち着

きのない行動が観察された．　意識障害の観察は頭部衝撃から正向反射回

復までの時間と自発運動発現までの時間を指標に行った．　VA－045と

TRHは頭部衝撃直前に静脈内投与した．

5．2．5受動的回避学習反応

　ギロチンドアで仕切られた明箱（12cm×12cm×25　cm）と床のグリ

ッドから電気刺激を与える暗箱（30cm×12cm×25cln）の2箱からな
るstepthrough型受動的回避学習反応装置を用いた．ギロチンドアを
閉めたままの状態でラットを明室に入れ，ギロチンドアを開けた．　ラッ

トの四肢が完全に暗室に入ったときギロチンドアを閉め，床のグリット

を通して0．3～0．35mAの電気刺激を3秒間与えた．　その後，ラッ
トを装置から取り出し，ホームケージに戻した．　ここまでの操作を獲得

試行とした．　獲得試行24時間後に保持試行を行い，ラットを明箱に

入れてから，暗箱に入るまでの時間をstep　through　latencyとして測

定した．　また，step　through　latencyは最長300秒とした．

　頭部衝撃135分後にラットを明箱に入れ，step　through　latencyを
測定した．　Scopolamille（1mg／kg）は獲得試行30分前に腹腔内投与

した．　VA－045及びTRHは獲得試行120分前に静脈内投与した．

5．2．6電気生理学的実験

　ラットをu．rethane（1．2　g／kg）の腹腔内投与麻酔後，脳定位固定装

置（SR－6，成茂化学器械研究所）　に腹位に固定し，保温機で体温を

37～38℃に維持した．　刺激用の針電極を左前足の手掌の表面に装着
した．体性感覚誘発電位は刺激と対側の大脳半球から単極で記録した．

直径10mmのステンレス円板と導出電極（ステンレスネジ）を頭骨に固

定した．刺激は1Hz，ユmsec，0．2～2mAの矩形波を用いた．
体性感覚誘発電位はオシロスコープ（VC－10，日本光電）を通して20回

の波形加算を行い，波形加算平均装置（DAT－1100，日本光電）を用い加

算平均し，その波形をレコーダ（WT－645G，日本光電）に記録した．

体性感覚誘発電位に対する薬物の影響と頭部衝撃の影響は，negative

waveの振幅の変化を指標に行った．　VA－045及びTRHは頭部衝撃
5分後に静脈内投与した．
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5．2．7統計処理

　神経学的及び電気生理学的実験のデータは平均値と標準誤差（mean±

S，E．M．）で示した．検定は，一元配置分散分析後，　Scheff’e検定また

はDunnett検定を用いた．　受動的回避反応のデータは，中央値と
4分位数で示した．　検定は，Kruskal－Wallis検定後，　Scheff’e型検定

を用いた．いずれの検定においても，危険率5％以下で差が見られる
場合を統計的に有意差ありとした．

5．3結果

5．3．1病理学的所見

　頭部衝撃群では大脳基底槽に軽いクモ膜下出血を形成しているが，脳
挫傷や脳梗塞病変は見られなかった．　また，肉眼的にはいずれの動物に

も脳実質内出血は認められなかった．

5．3．2神経症状に対する作用

　VA－0450．1～1．Omg／kg及びTRH　O．3～3．Omg／kgの静脈内投
与は，頭部衝撃による自発運動消失時間と正向反射消失時間を用量依存

的に短縮した（Fig．5－1）．　また，　vA－045の効果はTRHより3倍以
上強力であった．

5．3．3受動的回避学習反応に対する作用

　Step　through型受動的回避反応におけるstep　through　latencyは
頭部衝撃によって有意に短縮した（Fig．5－2）．　VA－0451．O　mg／kgの

静脈内投与は，頭部衝撃による受動的回避学習反応でのstep　through
latencyの短縮を延長したが，　TRH　3．Omg／kgの静脈内投与では影響し

なかった（Fig．5－2）．しかしながら，　vA－0450．3～10．o　lng／kgの

静脈内投与ではscopolarnine（1．O　mg／kg）によるstep　through
latencyの短縮を延長しなかった．
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Righti㎎reHex

　　　　　　　　VA－045　　　　　　　　　　　　TRH

Recovery　time（sec）　　　　　　　　Recovery　time（sec）
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＊＊

Vehicle　O．1　0．3　　1　　　　　　Vehicle　O．3　　1　　3

　　　　　　　㎎／㎏，i．v．　　　　　　㎎／㎏，i．v．

Spontaneous　movement

　　　　　　　　VA－045　　　　　　　　　　　　TRH

Recovery　time（sec）　　　　　　　Recovery　time（sec）

2000

1500

1000

　500

　　　0
　　　　　　　Vehicle　O．1　0．3　　1　　　　　　Vehicle　O．3　　1　　3

　　　　　　　　　　　　　　　㎎／㎏，i．V．　　　　　　㎎／㎏，i．V．

Fig．5－1　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　recovery　time　of

righti㎎reHex　and　of　spontaneous　movement　fo且owi㎎closed
head　irU’ury（CHI）－induced　in　rats．

＊p〈0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－treated　group（Scheffe’s　test）．

Each　co1㎜n　represents　the　mean±S．E．M．（n＝10－12）．
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15rnin　　　　2hr　　　　　　　　　24　hr

↑　　　　↑　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　↑

CHI　　　Drug　　　　　Acquisition　　　　　　　　Retention

VA－045　　　　　　　　　　　TRH

300

Step　through　latency（sec）　　　　Step　through　latency（sec）

　　　　　　　　　　　　　　　　＃＊

　　　　　　　　　　　　　　　（30）　　　　　　　　　　　　　＃＃

200

100

0

一（13）　＃＃
　　　　　（24）

吉＃＃（23）
　　　　（24）

Con．　Vehi．　1　　　　　　　　Con．　Vehi．　3

　　　　㎎／㎏，i．V．　　　　　㎎／㎏，i．V．

CHI　　　　　　　　　　　　　　　CHI

Fig．5－2　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　closed　head　irUury

（CHI）－induced　cognitive　dysfunction　in　a　passive　avoidance

task　in　rats．

The　middle　Hne　indicates　the　value　of　the　ar直mal　whose　is

50％in　the　group（medium），1ikewise　the　bottom　Hne　indicates

25％（quartile　Q　1）and　the　top　line　indicates　75％（quartile　Q3）．

Con．：control

Vehi．：vehicle

＃P＜0．05，＃＃P＜0．01vs．　control　group（Scheffe’s　test）

＊p＜0．05vs．　vehicle－treated　CHI　group（Scheffe’s　test）

Numbers　in　parentheses　show　number　of　animals．
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5．3．4電気生理学的実験

　体性感覚誘発電位の振幅は頭部衝撃によって60～70％減少した
（Fig．5－3）．　体性感覚誘発電位の振幅の減少はvA－0450．1～1．o

mg／kgの静脈内投与で用量依存的に改善した（Fig．5－3）．　TRH　3．O

mg／kgの静脈内投与では頭部衝撃による体性感覚誘発電位の減少に影
響しなかった．　なお，VA－0451．Omg／kgの静脈内投与は，正常ラット

の体性感覚誘発電位の振幅に影響しなかった（Fig．5－3）．

5．4考察

　振塗性頭部外傷動物は意識障害に対するsteroid　67’68），

N－methy1－D－asparatate　antagonist　69），　TRH　5）及びTRH誘導体5’6）

の評価に用いられている．　本研究でVA－045が頭部衝撃後の神経機能
障害を改善することを明らかにした．

　VA－045は頭部衝撃による正向反射消失時間や自発運動消失時間の短

縮を延長し，その作用はTRHより強力であった．　また，　TRHは流誕
などの自律神経作用70’71），呼吸興奮などの中枢興奮作用72）と共に振戦

70・73）などの不随意運動が発現することが報告されているが，VA－0450．1

～1．Omg／kgの静脈内投与では唾液分泌，興奮，低体温及び鎮静のよう

な異常行動は発現しなかった．　TRHは意識障害の患者に治療薬として
汎用されている74）ことから，VA－045もまた意識障害患者の治療薬に

使用できる可能性が高い．

　VA－045は外傷後投与で頭部衝撃による受動的回避学習反応のstep
through　latencyの短縮を延長したが，　TRHは外傷後投与では影響し

なかった．　本研究に用いたVA－045とTRHの用量は神経症状の実験
で十分に効果を発現する用量を用いた．　同じスケジュールで
scopolamine投与によるstep　through　latencyの短縮に対してVA－
045は影響しなかった．従って，VA－045の受動的回避学習に対する
作用は薬物誘発健忘に対する作用とは異なり，頭部外傷による機能障害

による記憶障害を改善することが示唆された．　また，頭部衝撃による体

性感覚誘発電位の振幅の減少をVA－045は改善したが，　TRHは影響し
なかった．一般的に誘発電位は頭部外傷予後の実験の指標に使用され75），

主要な感覚皮質からの感覚情報の伝達の延長の関与が示唆されている
76）．

　従って，VA－045は頭部衝撃による体性感覚経路のシナプス伝達の障
害または機能不全に対して改善作用を有しているものと思われる．

48



％of　pre－drug　value

120

100

80

60

40

20

＃　　　＃　＃

↓Dr㎎

＊＊

＊＊　　　　＊＊　　　　　　　　　　　　＊＊

　　　　　　　　一5　0　　5　10　15　20　25　30　354045　50　55　60

　　　　　CHI↑　　　　　　　　Time（min）

Fig．5－3　Effect　Of　VA－0450n　c10sed　head　iru’ury（CHI）－

induced　reduction　in　the　ampHtude　of　the　somatosensory

evoked　potentials　in　rats．

＃p＜0．001vs．　sharn十vehicle－treated　group（Student’s
t－test）．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　CHI十vehicle－treated　group
（Dunnett’s　test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（n＝6）．

　　　一一〇－　Sham十Vehicle

　　　十　Sham十VA－0451mg／kg

　　　－一ロー－　C｝II十Vehicle

　　　＋CHI＋VA－0450．1㎎／㎏

　　　＿△＿CHI＋VA－0450．3mg／㎏

　　　十CHI＋VA－0451mg／㎏
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5．5小括

1．頭部衝撃による神経症状に対し，VA－045及びTRHは自発運動
　　消失時間と正向反射消失時間を用量依存的に短縮させた．　また，

　　VA－045の効果はTRHより3倍以上強力であった．

2．Step　through型受動的回避学習反応におけるstep　through
　　latencyは頭部衝撃によって有意に短縮した．　VA－045は頭部衝

　　撃による受動的回避学習反応でのstep　through　latencyの短縮

　　を延長したが，TRHは影響しなかった．　しかし，　VA－045は

　　scopolamineによるstep　through　latencyの短縮には影響し
　　なかった．

3．体性感覚誘発電位の振幅は頭部衝撃によって60～70％減少
　　した．　体性感覚誘発電位の振幅の減少に対しVA－045は用量依

　　存的に改善した．　TRHは頭部衝撃による体性感覚誘発電位の減
　　少に影響しなかった．

4．以上，ラット頭部衝撃モデルの神経症状に対してもVA－045は
　　TRHより強力な改善作用を有することが明らかとなった．
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第6章　老齢ラットにおける頭部衝撃による神経障害に対するVA－045
　　　　の改善作用

6．1緒言

　人間の外傷性脳障害予後の予測において，年齢は重要な因子の1つで
ある．　すなわち，　外傷性脳障害は，運動性と認知性の損失の増加を示

し，外傷性脳障害による急性の神経障害と死亡率の増加と関係している
ことが報告されている77’78）．　また，老化が外傷による特定部位での神

経膠星状細胞の反応性の増加に関連していることが報告されている79）．

このことから，老齢ラットは加齢により増加する易損性脳障害の唯一の

モデルであると考えられている．VA－045は年齢に関連した機能変化，

例えばcaudate　spindleの促進，自発性紡錘突発波の増加，受動的回避i
学習反応の障害などを改善することが報告されている26）．

　また，第5章では，VA－045がラットの頭部衝撃による意識障害に対
して改善作用を有することを明らかにした．

　本章では，加齢ラットを用いて，頭部衝撃による神経障害に対する
VA－045の作用を検討した．

6．2実験材料及び方法

6．2．1動物

　21～28箇月齢のWistar系雄性ラット（日本チャールス・リバー）
を使用した．

　動物は実験を開始する前に3日間以上は室温22±2℃，湿度55±
15％で7：00AM～7：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で飼育し，
飼料（CRF－1，オリエンタル酵母）及び水は自由に摂取させた．

6．2．2薬物

　VA－045（大正製薬）及びThyrotropine－releasing　hormone酒石酸
塩（TRH）（Sigma）は2．5％アスコルビン酸溶液に溶解した．
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6．2．3頭部衝撃モデル66）

　ハロセン吸入麻酔後，ラットをスポンジの上に腹位に固定し，ラット

の頭部にプラスチック管を設置した．頭部衝撃は150cmの高さからプ

ラスチック管を通して400gの重りを頭頂部に落下させて行った．　な
お，外傷後は人工呼吸を3分間行い，自発呼吸が回復しないラットにつ

いては最長30分間人工呼吸を行った．

6．2．4慢性神経症状

　神経症状は足反射で評価し，刺激（pinch）の間に足が反応した時，足

反射陽性と判定した．　また，足反射は下記に示す基準で評価した．

　　　（スコアー4）4足の反射抑制

　　　（スコアー3）3足の反射抑制と1足の正常反射
　　　（スコアー2）2足の反射抑制と2足の正常反射
　　　（スコアー1）1足の反射抑制と3足の正常反射

　　　（スコアー0）4足の正常反射

6．2．5Beam　balance　task　80）

　Beam　balane　taskは幅が3cmの木の棒の上にラットを置き，棒の
上の保持時間で評価し，最大60秒として測定した．　頭部衝撃実施約

1時間前に3回のbeam　balance　taskを行い，3回の平均保持時間を
頭部衝撃前値とした．　なお，保持時間と体重は，頭部衝撃誘発後14日

間毎日測定した．
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6．2．6試験条件

　予備試験として頭部衝撃惹起前2日間　beam　balance　taskと足反
射を試行した．

　頭部衝撃惹起1時間以上，4足反射の抑制が持続した動物を下記に

示す4つ（第2群～第5群）のグループに分けた．
　　第1群：偽衝撃群（2．5％アスコルビン酸溶液投与）

　　第2群：頭部衝撃惹起群（2．5％アスコルビン酸溶液投与）

　　第3群：頭部衝撃惹起群（VA－0451mg／kg投与）
　　第4群：頭部衝撃惹起群（VA－0453mg／kg投与）
　　第5群：頭部衝撃惹起群（TRH　10　mg／kg投与）

なお，2．5％アスコルビン酸溶液，VA－045及びTRHの腹腔内投与は，

頭部衝撃惹起24時間後にスタートし，1日1回14日間行った．

6．2．7統計処理

　データは平均値と標準誤差（mean±S．E．M．）で示した．　検定は

Friedmanまたは一元配置分散分析後，　Student’s　t一検定を用いた．い

ずれの検定においても危険率5％で差がみられる場合を統計的に有意
差ありとした．

6．3結果

6．3．1体重に対する作用

　頭部衝撃群で，頭部外傷前の体重と頭部外傷後の体重は，それぞれ

437±9gと412±9gとなり，頭部衝撃により体重が有意に減少した．
頭部衝撃群の媒体投与群は偽衝撃群の媒体投与群に比較して体重が有意
に減少した．

　頭部衝撃群の媒体投与群の体重と比較してVA－0453mg／kg投与群
の体重は有意に重かった．一方，VA－0451mg／kg及びTRH　10mg／kg
投与群の体重は，媒体投与群の体重と差はなかった（Fig．6－1）．
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Fig．6－1　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　closed　head

iru’ury（CHI）－induced　loss　of　body　weight　in　aged　rats．

Body　weight　before　irロ’ury　and　24　hr　after　i珂’ury　was

437±9gand　412±9g，　respectively．　Data　is

expressed　as　the　means±S．E．M．　of　body　weight

before　CHI　percentage，　and　analyzed　usi㎎atwo－way

analysis　of　variance（ANσVA）．　ANOVA　showed；sham
vs．　CHI，　F（1，168）＝1161．30，　p＜0．01．，

CHI　vs．　VA－0453mg／kg，　F（1，168）＝56．80，　p＜0．01．

十　　Sham（n＝7）

一
［トーCHI（p＜0．01　vs．　Sham，　ANOVA）（nニ7）

十CHI＋TRH　10mg／㎏（n＝7）

十CHI＋VA－0451㎎／㎏（n－7）

十CHI＋VA－0453mg／㎏（p＜0．01vs．　CHI，　ANOVA）（n＝7）
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6．3．2慢性神経障害に対する作用

　頭部衝撃群の媒体投与群と偽衝撃群の媒体投与群間でスコアーに有意

な差が認められた．　頭部衝撃群のVA－0451及び3mg／kg投与群と
偽衝撃群の媒体投与群とのスコアーの差は頭部衝撃群の媒体投与群と偽

衝撃群の媒体投与群のスコアーの差より小さくなり，有意であった．　一

方，TRH　10　mg／kg投与群では差はなかった（Fig．6－2）．

6．3．3Beam　balance　taskに対する作用

　頭部衝撃群の媒体投与群では，偽衝撃群の媒体投与群と比較して

beam　balance　taskの保持時間の有意な短縮がみられた．頭部衝撃群に

おいてVA－0453mg／kg投与群は，媒体投与群と比較してbeam
balance　taskの保持時間が有意に延長した．　一方，　TRH　10　mg／kg投

与群では影響しなかった（Fig．6－3）．

6．4考察

　本研究の成績により，老齢ラットの頭部衝撃では長期的な神経障害

（体重の減少及びbeam　balance　taskの保持時間の短縮）が惹起される

ことが明らかとなった．　若齢ラットでは，頭部衝撃による神経障害（自

発運動消失及び正向反射消失）は24時間以内に回復するため，頭部外
傷急性期のモデルとして適している81）．　Hammet　a1．78）はラットの

fluid　percussion　brain　injuryモデルで加齢に伴い増加する人間の脳障

害でみられる慢性の病巣を再現できることを報告している．従って，老

齢ラットの頭部衝撃モデルは，老人の脳損傷による神経障害の治療薬の

評価に適していると考えられる．

　本研究でVA－045は，老齢ラットの頭部衝撃による神経障害（体重
の減少及びbeam　balance　latencyの保持時間の減少）を改善した．　ま

た，VA－045の投与は頭部衝撃24時間後に開始し，1日1回14日
間としたが，VA－045は頭部衝撃後の投与でも神経障害に効果があるこ
とが明らかとなった．　このことは，VA－045を臨床での治療に使用する

場合，かなり重要なことである．
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Fig．6－2　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　closed　head

ir功ury（CHI）－induced　neurological　deficits　in　aged　rats．

Data　is　expressed　as　the　mean±S．E．M．，　and　analyzed

usi㎎Friedman　with　rank（non－parametric　two咽ay
analysis　of　variance　with　block　design）using　mean　values

of　each　day．

Statistical　data　showed；sham　vs．　CHI，　Q（1）ニ14，　P〈0．01．，

CHI　vs．　VA－0451mg／㎏，　Q（1）＝8．64，　p〈0．01．，

CHI　vs．　VA－0453mg／kg，　Q（1）－14，　P＜0．01．

一一〇一一　Sham（n＝7）

十　CHI（p〈0．01　vs．　Shaln，　Friedman）（n＝7）

十CHI＋TRH　10mg／㎏（n－7）

十　CHI十VA－0451mg／kg（p＜0．01vs．　CHI，　Friedman）（n＝7）

十　CHI十VA－0453mg／kg（p＜0．01vs．　CHI，　FHedman）（n＝7）
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Fig．6－3　Effects　of　VA－045　and　TRH　on　the　closed　head

inlury（CHI）－induced　shortened　beam　balancing　latency

in　aged　rats．

Data　is　expressed　as　the　means±S．E．M．，　and　analyzed

usi㎎atwo－way　analysis　of　variance（ANOVA）．

ANOVA　showed；sham　vs．　CHI，　F（1，168）＝130．84，　p＜0．01．，

CHI　vs．　VA－0453mg／㎏，　F（1，168）＝6．69，　p＜0．01．

一一〇一一　Sham（n＝7）

十　CHI（p＜0．01　vs．　Sham，　ANOVA）（n＝7）

十CHI＋TRH　10mg／㎏（n－7）

十CHI＋VA－0451㎎／㎏（n－7）

十CHI＋VA－0453mg／㎏（p＜0．01　vs．　CHI，　ANOVA）（n＝7）
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　N－methyl－D－aspartate（NMDA）のfluid　percussion　injury後30
分以内82）やfluid　percussion　injury前投与83）で頭部外傷に対する

脳保護作用を示すことが報告されている．　また，ムスカリン受容体拮抗

薬であるscopolamineのfluid　percussion　injury　15分後の投与では

体重の減少と協調運動障害を改善するが，fluid　percussion　injury　30及

び60分後のscopolamine投与では運動障害には無効であることが報
告されている84’85）．

　VA－045の作用機序は明確ではないが，頭部衝撃またはadrenaline
α2受容体アゴニストであるclonidineによる青斑核の神経活動の低下
を回復させることが報告されている63）．　また，VA－045による青斑核

の神経活動の変化は，自発脳波の脱同期に先行していること63），同様

に脳幹網様体では頭部衝撃やclonidineによる神経発火頻度の減少を
VA－045が用量依存的に回復させることが報告されている58）．しかし，

VA－045はscopolamineによる神経発火頻度の減少には作用しないこ
とから中枢性choline作動性神経系の関与の可能性は低いことが報告
されている58）．

　脳幹（青斑核，脳幹網様体）の機能低下が意識障害の発現に重要な役
割をはたし58’63），意識障害には中枢のnoradrenaline作動性神経系

及びcholine作動性神経系の抑制が関与している58）．　頭部衝撃による

神経障害に対するVA－045の改善作用は中枢のadrenalineα2受容体
を介した脳幹の神経活動の抑制の活性化に関与していることが考えられ
る．　しかし，VA－045はadrenalineα2受容体に親和性を示さず，

頭部衝撃による青斑核の発火頻度の減少に対してVA－045の青斑核へ
の電気泳動的な直接適用でも影響を示さない63）．　また，VA－045は

自発脳波及び脳幹網様体の自発発火頻度に影響しないことも報告されて
いる58’63）．従って，VA－045はnoradrenaline作動性神経系に対し

て，間接的に賦活することが示唆された．
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6．5小括

1．老齢ラットの頭部衝撃により慢性的な神経症状を発現することが
　　明らかとなった．

2．頭部衝撃前の体重と頭部衝撃後の体重を比較すると，頭部衝撃によ

　　り体重は有意に減少した．　頭部衝撃群の溶媒投与群は偽衝撃群の

　　媒体投与群に比較して体重が有意に減少した．　頭部衝撃群の媒体

　　投与群の体重と比較してVA－045投与群の体重は有意に重かっ
　　た．

3．慢性神経症状は頭部衝撃群の媒体投与群と偽衝撃群の媒体投与群

　　間でスコアーに有意な差が認められた．　頭部衝撃群のVA－045

　　投与群と偽衝撃群の媒体投与群のスコアーの差は頭部衝撃群の媒

　　体投与群と偽衝撃群の媒体投与群のスコアーの差より小さくなり

　　有意であった．　一方，TRH投与群では差はなかった．

4．頭部衝撃群の媒体投与群では，偽衝撃群の媒体投与群と比較して

　　beam　balance　taskの保持時間の有意な短縮がみられた．頭部衝

　　撃群においてVA－045投与群は媒体投与群と比較してbeam
　　balance　taskの保持時間を有意に延長した．一方，TRH　10mg／kg

　　投与群で影響は認められなかった．

5．VA－045が老齢ラットの頭部衝撃による慢性的な神経障害を改善
　　することが明らかとなった．

59



第7章　ラットの中枢noradrenaline神経系に対するVA－045の作用

7．1緒言

　第4章で，VA－045が脳虚血による神経症状を改善することを明らか
にした．　また，第5章で，VA－045が頭部衝撃による意識障害を改善す

ることを，第6章で，VA－045が老齢ラットの頭部衝撃による慢性的な

神経症状を改善することを明らかにした．VA－045の作用機序の一部は
VA－045が頭部衝撃による青斑核の自発発火頻度の減少63）及び脳幹網

様体の自発発火頻度の減少58）を回復させることから，中枢
noradrenaline作動性神経系が関与することが報告されている，また，

VA－045はadrenalineα2受容体アゴニストのclonidineによる青斑
核の自発発火頻度減少を回復させる63）こと，同様に，VA－045は

clonidineによる脳幹網様体の自発発火頻度の減少を回復させることが

報告されており，中枢noradrenaline作動性神経系のうちα2受容体が
関与することが示唆されている58）．

　一方，VA－045はadrenalineα2受容体に親和性を示さないこと，
頭部衝撃による青斑核の自発発火頻度の減少に対してVA－045の静脈
内投与では改善作用を示すが，青斑核への直接適用では影響を示さない
63），さらに，正常動物の自発脳波，青斑核及び脳幹網様体の自発発火頻

度に影響しないことが報告58）されており，VA－045はnoradrenaline

作動性神経系に対して間接的に作用していることが示唆された．

　本研究ではVA－045の中枢noradrenaline作動性神系に対する作用
を詳細に検討した．
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7．2実験材料及び方法

7．2．1動物

　体重約330gのWistar系雄性ラット（日本チャールス・リバー）を
使用した．

　動物は実験を開始する前に14日間以上は室温22±2℃，湿度55±
15％で7：00AM～7：00　PM照明の明暗サイクルの部屋で飼育し，飼
料（CRF－1，オリオンタル酵母）及び水は自由に摂取させた．実験は9：00

AM～6：00　PMの間に行った．

7．2．2薬物

　VA－045（大正製薬）は2．5％アスコルビン酸溶液に溶解した．

Thyrotropine－releasing　hormone酒石酸塩（TRH）　（Sigma）及び塩

酸clonidine（フナコシ）は生理食塩液に溶解した．

7．2．3頭部衝撃モデル66）

　ハロセン吸入麻酔後，ラットをスポンジの上に腹位に固定し，ラット

の頭部にプラスチック管を設置した．頭部衝撃は70cmの高さからプ
ラスチック管を通して400gの重りを頭頂部に落下させて行った．

7．2．4神経学的実験

　頭部衝撃直後にラットは強直性痙攣と意識障害を発現し，無動状態が

観察された．　その後，ラットは正向反射の回復と探索行動を伴う落ち着

きのない行動が観察された．　意識障害の観察は頭部衝撃から正向反射回

復までの時間と自発運動発現までの時間を指標に行った．VA－045及び

TRHは頭部衝撃直前に静脈内投与した．

7．2．5N－2－chloroethyl－N－ethyl－2－bromobenzylamine（DSP4）処置

　選択的noradrenaline神経毒であるDSP4（50　mg／kg）は使用直前
に生理食塩液に溶解し，ラットに腹腔内投与した．　意識障害はDSP4

処置14日後に頭部衝撃により惹起させた．
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7．2．6脳内monoamine濃度の測定

　ラットにマイクロ波を照射（TMW－6402，東芝）し，脳を摘出した．

脳は氷上で前脳皮質，線条体，扁桃体，視床下部，海馬，視床＋中脳，

橋＋延髄及び小脳の8部位に分割した．　各部位のnoradrenaline，
dopamine及びserotonin濃度は高速液体クロマトグラフィーで分離
後，電気化学検出器で定量した．なお，抽出液中の蛋白はLowry法86）

で測定し，各monoamineとの比を算出した．

7．2．7脳内微小透析法

　ラットをurethane（1．Og／kg，Lp．）で麻酔し，脳定位固定装置（SR－6，

成茂化学器械研究所）に固定し，保温機を用いて体温37～38℃に
維持した．　透析プルーブをPaxinos　and　Watson　87）の脳図譜に従って，

大脳皮質前頭葉（FC）　（A：3．7rnm，　L：3．5　mm，硬膜から3．5　mm）

と青斑核（LC）　（A：－3．Omm，　L：1．2mm，1：2．75　rnm）に挿入し，

頭蓋骨に固定した．透析プルーブはFC用透析プルーブ（透析膜2mm，
分子量50000，外径0．22mm，　A－1－4－2，　Eicom）とLC用透析プルー

ブ（透析膜1mm，分子量50000，外径0．22mm，　A－1－12－1，　Eicom）

を使用し，無菌のリンゲル液（NaCl：147　mM，　KCI：4mM，　CaCl2：

2．3mM）をマイクロシリンジポンプ（EP－60，　Eicom）を用いて

2μ1／minで潅流した．　脳潅流スタート1時間後，潅流液を20分間
隔で回収した．　脳潅流液中のnoradrenaline，　dopamine及び
serotoninの各濃度は高速液体クロマトグラフィーで分離後，電気化学
検出器で定量した．

7．2．8統計処理

　データは，平均値と標準誤差（mean±S．E．M．）で示した．　神経症状

実験の検定には，一元配置分散分析後，Tukey検定を用いた．　脳内
monoamine濃度及び脳内微小透析法によるnoradrenaline濃度につ
いては一元配置分散分析後，Student’s　t一検定を用いた．いずれの検定

においても危険率5％以下で差が見られる場合を統計学的に有意差あ
りとした．
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7．3結果

7．3．1神経症状に対する作用

　本研究のVA－045とTRHの投与量は，第5章で，頭部衝撃による
神経障害を高率的に改善する用量，すなわち，VA－045は1mg／kgを，

TRHは3mg／kgを用いた．
　DSP4処置で，ラットの一般症状に異常はみられなかった．頭部衝撃
群の媒体投与群でみられる正向反射の消失時間及び自発運動の消失時間

をVA－0451mg／kg及びTRH　3　mg／kgの静脈内投与は有意に短縮さ
せた（Fig．7－1）．　一方，頭部衝撃による神経障害に対するVA－045

の改善作用はDSP4前処置により消失したが，　TRHの神経障害に対す
る改善作用はDSP4前処置で影響されなかった．　なお，　DSP4処置に
より全ての中枢神経系部位の内因性noradrenaline濃度は有意に減少
した（Table　7－1）．　前脳皮質のdopamine及びserotonin濃度は
DSP4処置では影響を受けなかった．

Table　7－1

Regiollal　changes　in　noradrellaUne（NA）concerユtratiolls　irユthe　CNS　of　rats

treated　with　vehicle　or　DSP4

NoradrenaUne（ng／rng　Protein）

Brain　regions　　　　　　　　n　　Vehicle－treated　rats　　　　　n　　DSP4－treated　rats

Frontal　cortex　　　　　　　　　　8　　　　3．6　±　　0．5　　　　　　　　　　8　　　　0．5　±　　0．2　　　＊＊＊

Straturr1　　　　　　　　　　　　　　8　　　　1．8　　±　　0．2　　　　　　　　　　　8　　　　　1．1　　±　　0．1　　　＊＊

Amygdala　　　　　　　　　　　　8　　　　4．6　±　　2．2　　　　　　　　　　8　　　　1．3　±　　0．2　　　＊＊＊

Hypothalamus　　　　　　8　　　8．8　±　1．0　　　　　　　8　　　4．8　±　0．8　　＊＊

Hippocampus　　　　　　　8　　　3．5　±　0．1　　　　　　　8　　　0．1　±　0．1　　＊＊＊

Thalamus十Midbrain　　　8　　　4．0　±　0．2　　　　　　　8　　　1．2　±　0．1　　＊＊＊

Pons十Medu且a　　　　　　8　　　4．3　±　0．3　　　　　　　　8　　　2．9　±　0．6　　＊

Cerebelum　　　　　　　　　8　　　1．6　±　0．1　　　　　　　8　　　0．2　±　0．0　　＊＊＊

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01，＊＊＊p＜0．001vs．　vehicle－treated　group（Student’s　t－test）．

Each　value　represents　the　Inean±S．E．M．（n＝8）．
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Fig．7－1　Effects　of　VA－045　and　TRH　On　the　recovery　time

o耐ghti㎎re且ex　and　of　spontaneous　movernent　induced
by　closed　head　iru’ury　in　vehicle－or　DSP4－treated　rats．

The　ve団cle－treated　group：open　colu㎜．

The　d㎎一treated　group：hatched　co1㎜．
＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－treated　group

（TUkeヅs　test）．

十十p＜0．01vs．　vehicle十VA－045－treated　group
（Tukey’s　test）．

＃＃p〈0．01vs．　DSP4十vehicle－treated　group（Tukey’s　test）．

臨ch　colu㎜represents　the　m斑±S．E．M．（n＝12）．
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7．3．2ラットの前脳皮質及び青斑核の細胞外noradrenaline濃度に対

　　　するVA－045の作用

　前脳皮質及び青斑核のnoradrenaline濃度は，潅流2時間後に安定

した．　前脳皮質の媒体投与群とVA－045投与群の投与前の
noradrenaline濃度の平均値はそれぞれ2．68±0．23　pg／20　minと
2．76±0．23pg／20　minであった．また，青斑核の媒体投与群とVA－045

投与群の投与前のnoradrenaline濃度の平均値はそれぞれ6．10±1．28

pg／20　minと6．13±1．19pg／20　minであった．

　VA－0451mg／kgの静脈内投与では前脳皮質及び青斑核の細胞外
noradrenaline濃度は変化しなかった（Fig．7－2）．
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Fig．7－2　Effect　of　VA－0450n　extrace皿ular

concentrations　of　noradrenaline（NA）in　the　rat

frontal　cortex（A）and　1㏄us　coeruleus（B）in　rats．

For　each　time　point，　mean±S．E．M．（n＝6）is

expressed　as　a　percent　of　the　respective　baselme

values　of　NA（average　of　three　samples　coUected

before　the　adm血istration　of　VA－0450r　vehicle）．

　　　　一（〉一一　Vehicle

十VA－0451㎎／kg，　i．v．
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7．3．3　Clonidine潅流時のラットの前脳皮質及び青斑核の細胞外

　　　　noradrenaline濃度に対するVA－045の作用

　Clonidineは最終濃度が5×10－6Mになるようにリンゲル液に溶解

し，透析プルーブを通して潅流した．Clonidineの潅流開始1時間後
には潅流液中のnoradrenaline濃度は減少し，　noradrenaline濃度は

clonidine潅流開始3時間後にclonidine潅流開始前値の1／2に減少
した（Table　7－2）．　青斑核で認められたnoradrenaline放出に対する

clonidineの抑制作用は前脳皮質でより強力であった．　前脳皮質及び青

斑核において，VA－0451mg／kgの静脈内投与は，　noradrenaline遊離
に対するclonidineの抑制作用に対して拮抗した（Fig．7－3）．

Table　7－2

Clonidine（5×10－6　M）infusion　led　to　inhibition　of　NA　output　in　the　frontal　cortex（FC）and

locus　coeruleus（LC）in　rats

NoradrenaHne（pg／20min）

n　　　　　FC　　　　　　　n　　　　　LC
Pre－clonidine
Vehicle－treated　group　　　　6　　　2．72　±　0．24　　　　　　6　　　6．36　±　0．78

VA－045－treated　group　　　　　6　　　　3．68　±　　0．56　　　　　　　　6　　　　7．86　±　0．75

Post－clonidine
Vehicle－treated　group　　　　　6　　　　1．19　±　　0．13　　＊＊　　　6　　　　2，87　±　0．68　　＊＊

VA－045－treated　group　　　　6　　　1．81　±　0．28　　＊＊　　　6　　　3．23　±　0．44　　＊＊

＊＊p＜0．01vs．　Pre－clonidine　va正ue（Student’s　t－test）．

Each　value　represents　the　mean±S．E．M．（n＝6）．
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Fig．7－3　Effect　of　VA－0450n　after　local　infusion　of

cloni（Hne（5×10－6　M）on　extracellular　concentration

of　noradrenaline（NA）in　the　frontεd　cortex（A）and

locus　coeruleus（B）in　rats．

For　each　time　point，　mean±S．E．M．（n＝6）is　expressed

as　a　percent　of　the　respective　baseline　values　of　NA

（average　of　three　samples　coUected　befbre　the

administration　of　VA－0450r　vehicle）．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．01vs．　vehicle－treated　group

（Student’s　t－test）．

一
〈〉－　Vehicle

十VA－0451㎎／kg，　i．v．
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7．4考察

　Noradrenaline作動性神経系がDSP4の全身投与によって生化学的
及び病理学的にも障害されることが実験動物でも認められ，この現象は

DSP4によるnoradrenaline作動性神経の神経終末の変性によって生
じることが報告されている88）．しかし，DSP4は末梢のnoradrenaline

作動性神経にも作用するが，その作用は短時間であることが報告されて
いる89）．

　　本研究で，DSP4の全身投与によってすべての脳部位で
noradrenaline濃度を有意に減少させ，　DSP4がdopamine及び
serotonin作動性神経に作用せず，　noradrenaline作動性神経に対して

非常に選択的に作用することが明らかとなった．

　頭部衝撃による神経障害に対するVA－045の改善作用は，　DSP4の前

処理により消失した．　しかし，TRHの改善作用には影響しなかった．

この結果は，VA－045の作用機序に中枢のnoradrenaline系が関与す
ることを示唆している．一方，TRHの興奮作用は，脳内のdopamine系
及びcholine系神経とTRH神経系の相互作用の結果であることが報
告されており4），中枢noradrenaline神経系の関与は少ないと考えら
れる．

　脳微小透析法において，VA－045は正常ラットの前脳皮質及び青斑核

のnoradrenalineの細胞外濃度に影響しなかった．　このことは，　VA－

045が自発脳波と脳幹（青斑核及び脳幹網様体）の自発発火頻度に影響
しないことと一致している58’63）．　一方，clonidineの注入によるシナ

プス前のnoradrenalineα2受容体の活性化がnoradrenaline濃度を
減少させ，これらのautoreceptorが青斑核の細胞体と同様に前脳皮質
のnoradrenaline作動性神経終末にも存在し90），　clonidilleの潅流に

よって細胞体及び神経終末のnoradrenaline放出が抑制されることが
報告されている85）．また，noradrenalineの放出に対するclonidineの

抑制作用は青斑核の方が前脳皮質より強力であった．　この相違は神経節

前部のnoradrenalineα2受容体の局所性によって説明できる．　すな
わち，青斑核のnoradrenalineα2受容体の密度が細胞体では前脳皮質
より高いこと91）によっても支持される．

　本研究ではclonidineによるnoradrenaline放出の抑制がVA－045
によって拮抗された．従って，VA－045の作用機序は青斑核や前脳皮質

のnoradrenalineα2受容体の拮抗作用の関与が考えられる．　また，

電気生理学的にも頭部衝撃やclonidineによる青斑核神経の自発発火頻
度の減少は，VA－045の静脈内投与によって改善し，　VA－045による青

斑核神経活動の変化は自発脳波の脱同期に先行することが報告されてい
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る63）．　さらに，同様の結果は，脳幹網様体でも認められ，VA－045は

用量依存的に頭部衝撃及びclonidineによる自発発火頻度の減少を改善
することが報告されている58）．　頭部衝撃による脳幹（青斑核と脳幹網

様体）の神経活動の低下のメカニズムは明確ではないが，青斑核から辺

縁皮質系に投射するnoradrenaline作動性神経が外部刺激から起こる
神経の入力を高め，注意力や覚醒レベルを調節していることが報告され
ており92），少なくとも脳幹の神経活動の減少が意識障害の発現に重要な

役割りをしている可能性が示唆されている．　さらに，その一部は中枢

noradrenaline作動性神経系の抑制に関係していると思われる．

　以上，頭部衝撃による神経障害に対するVA－045の改善作用は中枢
noradrenaline作動性神経系を介した脳幹の神経活動の低下の賦活化に
関係していると考えられる．　しかし，VA－045は，　noradrenaline

α2受容体に親和性を示さないこと，さらに，VA－045の青斑核への直
接適用では，頭部衝撃による青斑核の自発発火頻度の減少に対して影響

しないことから，VA－045は直接noradrenalineα2受容体に作用する
のではなく，青斑核に入力している興奮性入力（グルタミン作動性神経）

の元進，あるいは抑制性入力（GABA作動性神経）の抑制が考えられる
が，詳細は不明である．
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7．5小括

1．頭部衝撃群の媒体投与群でみられる正向反射の消失時間及び自発

　　運動の消失時間をVA－045及びTRHは有意に短縮させた．

2．DSP4処置で，ラットの一般行動に異常は認められなかった．

　　頭部衝撃による神経障害に対するVA－045の改善作用はDSP4
　　前処置により消失したが，　TRHの神経障害に対する改善作用は

　　DSP4前処置で影響されなかった．　なお，　DSP4処置により全て

　　の中枢神経系部位の内因性noradrenaline濃度は有意に減少し

　　たが，前脳皮質のdopamine及びserotonin濃度はDSP4処
　　置では影響を受けなかった．

3．VA－045の静脈内投与で正常ラットの前脳皮質及び青斑核の細胞

　　外noradrenaline濃度は変化しなかった．

4．Clonidineの潅流開始1時間後には潅流液中のnoradrenaline
　　濃度は減少し，noradrenaline濃度はclonidine潅流開始3時
　　間後にclonidine潅流開始前値の1／2に減少した．青斑核で認

　　められたnoradrenaline放出に対するclonidineの抑制作用は
　　前脳皮質でより強力であった．前脳皮質及び青斑核において，VA－

　　045はnoradrenaline遊離に対するclonidineの抑制作用に対
　　して拮抗した．

5．VA－045は中枢のnoradrenalineα2受容体を介した脳幹の神経
　　活動の低下を活性化させることにより意識障害を改善することが

　　明らかとなった．
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第8章　総括

　VA－045は大正製薬で開発されたvinpocetineの誘導体であり，頭
部外傷及び脳血管障害後の意識障害とそれに付随する脳神経障害に対し，

治療効果が期待できる化合物である．本研究では，VA－045の薬理学的

特徴を明確にすることを目的に研究し，以下の結論を得た．

1．VA－045の末梢循環及び脳循環に対する作用

　VA－045は麻酔イヌにおいて0．03～0．3　mg／kgの静脈内投与
で椎骨動脈血流量を用量依存的に増加させ，その増加率は総頚動脈

血流量及び大腿動脈血流量の増加率を上回った．　一方，血圧及び心

拍数は0．3mg／kgで有意に減少した．　また，　VA－0450．03～
1．O　mg／kgの静脈内投与は，大脳皮質血流量を用量依存的に増加さ

せたが，血圧は低下傾向を示すのみであった．

　Vinpocetine　O．03～0．3mg／kgの静脈内投与は，椎骨動脈血流

量，総頚動脈血流量，大腿動脈血流量，血圧及び心拍数に影響しな

かった．

　また，vinpocetine　O．03～1．O　mg／kgの静脈内投与は，大脳皮

質血流量を増加させる傾向がみられたが，血圧は低下傾向を示した．

　Nicergoline　O．01～0．1mg／kgの静脈内投与は，椎骨動脈血量，

総頚動脈血流量，大腿動脈血流量及び心拍数に影響しなかったが，

血圧は用量依存的に低下させた．Nicergoline　O．01～0．1mg／kg

の静脈内投与は，大脳皮質血流量には影響せず，血圧を用量依存的

に低下させた．

2．VA－045のウサギ摘出脳底動脈に対する作用

　VA－04510－9～1r5Mの添加で，　histamine（1r6M）による脳

底動脈の収縮を濃度依存的に弛緩させた．また，VA－045は
histamine（10－6M）＋15　mM　K＋及び等張性のhigh　K＋（30また

は65mM）による脳底動脈の収縮に対して弛緩作用を示したが，こ
の作用はhistamine収縮に対してよりも高濃度を必要とした．
　一方，脳底動脈に対するVA－045の弛緩作用は，5種類のK＋チ
ャネル遮断薬（10－3M：tetraethylammonium，　1『4M：

4－aminopyridine，　1『6M：charybdotoxin，　10－7M：apamin及

び10－6M：glybenclamide）及びguanylate　cyclaseの特異的拮抗
薬（10－5M：methylene　blue）で影響されなかった．
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3．VA－045の脳虚血保護作用（マウスのnormobaric　hypoxia，
　　histotoxic　anoxia及びcomplete　ischemia）

　VA－0450．3　mg／kg以上の静脈内投与は，いずれの方法において

も脳虚血保護作用を示した．一一方，TRHはnormobaric　hypoxia及
びcomplete　ischemiaで脳虚血保護作用を示したが，　histotoxic

anoxiaでは無効であった．　持続時間の検討では，　normobaric

hypoxiaの場合，　VA－045は120分前投与で，　complete　ischemia

の場合，VA－045は60分前投与で脳虚血保護作用を示した．

　一方，TRHは両試験法において，10分前投与では脳虚血保護作
用を示したが，30分前投与では無効であった．

4．VA－045の意識障害に対する作用

　VA－0450．1～1．O　mg／kgの静脈内投与は，ラットの

pentobarbital誘発睡眠を用量依存的に短縮し，その作用はTRH
より強力であった．

　VA－0450．03～0．3mg／kgの静脈内投与は，マウスの頭部衝撃
後の正向反射回復時間を短縮させなかったが，自発運動回復時間は

用量依存的に短縮させた．

　一方，TRHは正向反射回復時間及び自発運動回復時間を短縮させ
たが，用量依存性は認められなかった．

　VA－045は自発運動回復時間を120分前投与で短縮させたが，

TRHは10分前投与でのみ有効であった．　VA－0450．3～3．O
mg／kgの腹腔内投与は，脳虚血による神経障害を改善した．

　一方，TRH　1～10　mg／kgの腹腔内投与は，脳虚血による神経

障害を改善した．また，脳虚血による受動的回避反応のstep

through　latencyの短縮に対して，　VA－0450．3～3．O　mg／kgの

腹腔内投与は，stepthrough　latencyを延長させたが，　TRH　1～10

mg／kgの腹腔内投与では延長作用は認められなかった．

　VA－0450．3～3．O　mg／kgの静脈内投与は，自発運動量に影響し

なかったが，TRH　10　mg／kgの静脈内投与は，自発運動量を増加さ
せた．
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5．　ラットの頭部衝撃モデルに対する作用

　VA－0450．1～1．Omg／kgの静脈内投与は，頭部衝撃による自発
運動消失時間及び正向反射消失時間を短縮した．　また，この作用は

TRHより3倍強力であった．
　VA－0451．O　mg／kgの静脈内投与は，頭部衝撃による受動的回避

学習反応のstep　through　latencyの短縮を延長したが，　TRH　3

mg／kgの静脈内投与では延長作用は認められなかった．VA－0450．3

～ 10．Omg／kgの静脈内投与は，scopolamineによる受動的回避学

習反応のstep　through　latencyの短縮に影響しなかった．

　VA－0450．1～1．O　mg／kgの静脈内投与は，頭部衝撃による体性

感覚誘発電位の振幅の減少を改善したが，TRH　3　mg／kgの静脈内投

与では改善作用を示さなかった．

6．老齢ラットの頭部衝撃による神経障害に対する作用

　21～28箇月齢のラットにおいてVA－0451及び3mg／kgの腹
腔内投与で頭部衝撃による持続的な体重減少及び神経障害を改善し

たが，TRH　10　mg／kgの腹腔内投与は，改善作用を示さなかった．

　また，VA－045はbeam　balance　taskの保持時間の減少を有意に

延長したが，TRHは延長作用を示さなかった．

7．　ラットの中枢noradrenaline作動性神経に対する作用

　VA－0451mg／kgの静脈内投与による頭部衝撃後の神経障害の改

善作用は，選択的noradrenaline神経毒のDSP4の前処置で消失
した．

　また，正常ラットにおいて，VA－0451mg／kgの静脈内投与は，
前脳皮質及び青斑核の細胞外noradrenaline濃度に影響しなかっ

たが，noradrenalineα2受容体アゴニストであるclonidineによ
る前脳皮質及び青斑核のnoradrenaline遊離抑制作用に対しては
拮抗作用を示した．
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　以上の結果をまとめると，VA－045は経口投与，静脈内投与及び

腹腔内投与で頭部外傷あるいは脳血管障害によって生じる意識障害

（神経症状，体性感覚誘発電位の振幅減少及び受動的回避学習能障

害）を改善した．また，VA－045はこれら作用の他にpentobarbital

麻酔拮抗作用，抗アノキシア作用及び脳血管弛緩作用による脳循環

改善作用を示した．　VA－045の作用はTRHより強力かつ持続的
であった．なお，VA－045による頭部外傷後の意識障害の改善作用

はnoradrenaline神経をDSP4で破壊することにより消失するこ
と，また，VA－045は正常ラットのnoradrenaline遊離に作用を示
さず，noradrenalineα2受容体アゴニスト（clonidine）による

noradrenalineの遊離抑制に拮抗することから，　VA－045は中枢

noradrenaline作動性神経系を活性化させることにより意識障害を

改善することが示唆された．
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