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要旨 

 

【背景と目的】  

近年、急性期 脳梗塞 治療は早期の閉塞血管の再開通を目指し、 r t -PA 静注療

法や 血栓回収療法が多く行われ、 血栓回収療法の 適応例や適応時間が大きく拡

大し てきている(No gue i ra  e t  a l . ,  2018)。しかし、 再開通 後の著明な脳浮腫 や

出血 による症状の増悪を認める脳虚血再灌流傷害 が生じることがあり (Zhou  et  

a l . ,  2023) 、未だ効果的な治療法はまだ確立 していない(M i zu ma et  a l . ,  

2018) 。  

これまで我々 は再灌流後早期 に生じる脳 微小血管 の狭小化 による循環不全に

着目 し(I to  e t  a l . ,  2011) 、赤血球より微小な酸素運搬体である Hemo glo b in  

(Hb） を基盤とした人工酸素運搬 体 Hemo glob i n -based  o xy gen  carr ier  

(HBO C) による神経保護効果を研究してきた。１つの Hb と３つのヒト血清ア

ルブミン Hu man serum a lbumin (HSA)のクラスターである Hb -HSA ₃の経動

脈投与による 神経保護効果を報告してきたが (Gek ka  e t  a l . ,  2018 ;  I to  e t  a l . ,  

2020) 、Hb の自動酸化による met Hb 化により 酸素運搬能 が低下することが 課

題であった(Hosaka  e t  a l . ,  2014) 。 そこで、抗酸化能を付与した HBO C 製 剤

を使用することで 更なる 治療効果の増強を図り、治療汎用 化 のため経静脈投与

での実験 を行った 。  

【方法】  

全ての実験で８週の S D ラットの雄（体重 265 -320 g）に対し、糸栓子を用

いた一過性中大脳動脈閉塞モデルを用い、 2 時間虚血後、再灌流時に製剤を

6ml/k g 、5 分間で静脈投与し、その後評価を行った。  

第一章では、抗酸化能を強化した各 種 HBOC 製剤による治療効果を再灌流

後 24 時間で検証し、最も治療効果の高い製剤を選定 した。 (1)白金ナノ粒子

Pl at inu m nano par t i c l e  (Pt NP)＋Hb -HSA ₃、 (2) カタラーゼとアルブミンを

結合させた Cata l ase  a lbu min  c lus ter  (C-A ct )＋Hb -HS A ₃、 (3)フリーラジ

カルスカベンジャー である Edaravo ne  + Hb -HSA ₃、 (4) カタラーゼが内包さ

れた新規 HBOC である Stro ma - fr ee  hemo glo b i n  nanop ar t i c l e  (SFHb NP)

の以上４種類 で評価した (各 n=3-5)。評価は神経症状(18-po i nt  neuro lo gi ca l  

sca le  s cor e )、脳切片の 2 ,3 ,5 - t r i pheny l te t razo l iu m ch lo r ide  (TT C )染色に

より 脳梗塞/脳浮腫体積 を計測し た。  

第二章では、選定された新規 HBOC である SFHb NP を用い、 ２時間虚血/
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再灌流後 24 時間の評価で、 神経保護効果を検証した。 (1) Phosphat e -

buf fe red  sa l ine( PBS)群、 (2) Hb -HSA 3 群、 (3)SFHb NP 群の３群間 (各

n=10) で血圧や動脈血ガスデータ の変化、神経症状、脳梗塞 /脳浮腫体積、病

理学的評価(脂質酸化ストレス：4-hydroxy -2-no nena l( 4HNE )、白血球遊

走：My elo pero x i dase (M PO )、血液脳関門 (BBB)の破綻：Rat  I gG )として

Western  b lo t t ing (WB)、組織免疫染色で評価した。  

第 三 章 で は 、 再 灌 流 早 期 で の 微 小 循 環 不 全 に 対 す る 治 療 効 果 を 検 証 す る た め 、

実験 (1)微小血管内の赤血球及び HBO Cs の存在の検討 、実験 (2)再灌流早期の

脳血流(CBF）、脳組織酸素分圧 (PtO 2 ）の検討 、実験(3) 再灌流早期での

HBO Cs の血管外漏出について評 価を行った。実験(1) では第二章同様の 3 群

比較で再灌流直後、 2 時間後、 6 時間後 (各 n=4)に屠殺し、無灌流の脳切片を

PBS 群は抗 ラット Hb 抗体、 HBO C 群は抗ヒトアルブミン抗体で 免疫染色を

行い、ペナンブラ領域の 5 視野を無作為 抽出し、 微小血管 (＜20μ m)で染色陽

性血管数を比較した。 実験(2) は同 様の 3 群で行い(各 n=5) 、虚血前後、再灌

流前後、 2 時間後、 6 時間後 にそれぞれ CBF、PtO 2 を測定し比較した。 実験

(3) は Hb-HSA 3 群、SFHb NP 群を用い(各 n=4) 、再灌流 2 時間後、6 時間後

で屠殺し、灌流固定した脳切片を抗 ヒトアルブミン抗体で免疫染色し、血管外

漏出した HBOC の面積を比較した。  

【結果】  

第一章は、神経症状 、脳浮腫体積 において各群で有意差を認めなかっ たが、

梗塞 体積で SFHb NP 群 が PBS 群と比較し縮小 を認めたため(P<0.05)、今後

の研究は SFHb NP を用いて行うこととした。  

 第 二章では、HBOCs 投与による血圧、動脈血ガスの変動は認め ず、神経症

状は HBOC s 投与群で改善を認め (P<0.01)、脳梗塞/脳浮腫体積では

SFHb NP 群が PBS 群と比較し縮小を認めた (P<0.05) 。WB では、 ４HNE、

MPO 、Rat  I gG は PBS 群、Hb-HSA 3 群、SFHb NP 群の順に発現低下を認め、

MPO 、Rat  I gG では PBS 群と SFHb NP 群で有意差 を認めた (P<0.05) 。 免疫

染色 も同様の傾向にあった。  

 第 三章は、 実験 (1)において PBS 群は再灌流後 Hb 陽性血管が 減少したが

(P<0.05) 、Hb -HSA 3 群、SFHb NP 群は再灌流 2 時間後、 6 時間後 で PBS 群

より HBOC 陽性血管数が多かった(P<0.05)。実験 (2)におい て PBS 群は

CBF、PtO 2 共に再灌流後低下した（ -2 時間  v s  6 時間、p <0.05 ）。Hb -HSA 3

群、SFHb NP 群の CBF は高値を保持したが、 PtO 2 では Hb -HSA 3 群は 6 時

間後には低下したが（2 時間  v s  6 時間、p<0.01)、SFHb NP 群は再灌流後か

ら高い状態が維持された。 実験(3) において、SFHb NP 群 は Hb-HSA 3 群と比
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較し再灌流 2 時間後、6 時間後ともに 血管外 漏出が少ない 結果であった

(P<0.05) 。  

【考察】  

SFHb NP は脳虚血後再灌流時に静脈投与することで有力な神経保護効果を示

し た 。 そ の 要 因 を 探 る た め 、 再 灌 流 後 早 期 の 微 小 循 環 不 全 で の 検 討 を 試 み る と 、

Hb -HSA 3 群、SFHbNP 群いずれも微小循環を 改善させたが、Hb -HSA 3 は 6

時間後の PtO 2 の低下を来たした。一方、SFHb NP は 6 時間後も PtO 2 が維持

されており、この高い酸素運搬能が 効果的な 神経保護に繋がった可能性が示唆

された。SFHb NP の高い酸素運搬能については、粒子内に存在するカタラーゼ

の抗酸 化能 が met Hb 化を 抑制 して い ること が関 与し てい るもの と考 えら れた 。

また、BBB 破綻による血管外漏出 は、 Hb -HSA 3 (直径 15nm) より

SFHb NP (直径 90nm) の粒子径が大き いため漏出が少なく、灌流量が維持され

たことも神経保護効果に関与した可能性がある。  

【結論】  

SFHb NP は経静脈投与により、脳虚血再灌流傷害に対し、酸化ストレスや白

血球遊走、BBB 破壊の減少をもたらすことで、神経症状の改善や脳梗塞 /脳 浮

腫の軽減といった有用な神経保護効果を示した。 また、SFHb NP は虚血後再灌

流早期における脳微小循環不全を改善し、高い酸素運搬能により早期から組織

酸素レベルを高く維持し、かつ低い血管外漏出 作用により、強い神経保護効果

を来す可能性がある。  
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略語表 

 

BBB ＝  b lood -b ra i n  b arr ier  

C-Act = Cat a l ase  a lbumi n c lus t er  

CBF=  Cer ebr a l  b l ood  f lo w  

CCA = co mmo n ca ro t id  ar ter y  

DAB= 3 ,3′ -d iaminob enzi d i ne  

ECA = exte rna l  ca ro t id  ar ter y  

HA ＝Hb-HSA 3  

Hb = h emo g lob i n  

HBO Cs = Hemo gl ob in -based  oxygen ca rr i ers  

H 2 O 2 ＝hy dro gen  p ero x i de  

HSA =hu man seru m a lbu min  

ICA = i nte rna l  car o t id  ar t ery  

MCA=  middl e  cer ebra l  a r t ery  

MPO = my elop ero x i dase  

OA= o cc i p i ta l  a r t ery  

PBS＝p hosph ate -buf fe red  sa l ine  

PEG-Hb=po lyet hy lenegly co l  Hemo glob in  

PNPH ＝Poly ni t ro xy l a ted  Pegy l a ted  Hemo glob in  

PPA= pt ery gop a l a t ine  a r te ry  

Pt NP＝Pl at i num Nanop ar t i c l e  

PtO ２ ＝ t i s sue  pa r t ia l  Oxy gen p ressu re  

RBC ＝ red  b loo d ce l l  

r t -PA = reco mbi nant  t i s su e  p la smino gen  act iva tor  

STA= sup er i or  t h yro id  a r te ry  

SFHb NP= St roma - free  Hemo glob i n  Nanop ar t i c l e  

TTC=  2 ,3 ,5 - t r iph eny l te t razo l ium ch lor i de  

tMCAO = t rans i en t  mi ddle  ce reb ra l  a r te ry  o cc lu s io n  

4HNE=4 -hy dro xy -2-no nena l  
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緒言 

 

 近年、急性期脳梗塞の治療は、 r t -PA 静注療法 だけでなく、特に血管内治療

による機械的血栓 回収療法の有効性が 数多く 示されている (Albers  e t  a l . ,  

2018;  Camp bel l  e t  a l . ,  2015;  Goy a l  e t  a l . ,  2015 ;  Jov i n  e t  a l . ,  2015) }。  

また、多くの臨床 研究から therap eut i c  t ime wi ndow の延長が 期待できるこ

とが示され(No gue i ra  e t  a l . ,  2018;  Saver  e t  a l . ,  2015) 、更には重篤な広範

囲虚血例においても治療効果が示され、益々治療適応の拡大がなされてきてい

る(Yo sh i mur a  e t  a l . ,  2022) 。 しかしながら、 急性期治療により早期に閉塞血

管の 再開通が得られたとしても、 脳虚血再灌流傷害による著明な脳浮腫 や 出血

を来たし 梗塞の増悪を認める 機会も増えてきている (Zhou  e t  a l . ,  2023) 。 この

脳虚血再灌流傷害 の軽減目的にこれまで様々な研究がなされているが、臨床的

に効果的な治療法はまだ 確立されておらず、大きな課題である (M izu ma  et  a l . ,  

2018;  Po wers  e t  a l . ,  2019) 。  

 これまで、 脳虚血再灌流傷害に対して様々な脳保護療法が研究されてきてい

るが、その一つに人工酸素運搬体による治療が挙げられる。人工酸素運搬体

(Hemo glob i n  based  o xy gen  carr ie rs :  HBOCs )は赤血球に比べて粒径が小さ

く粘度の低い性質を持っており、 微小血管内 での良好な灌流ならびに酸素運搬

が期待されている。虚血再灌流障害の病理学的機序 の一つ に no -r e f lo w 現象と

呼ばれる微小血管 灌流障害がある。完全再開通後でも二次的な梗塞拡大を 来た

すなど近 年報告が増えてきている (Hu e t  a l . ,  2023;  Muj anov ic  e t  a l . ,  2023)  。

この機序として、 再灌流後早期の A stro cyt e の end  foo t の膨化 (再灌流後 3-8

時間 )( I to  e t  a l . ,  2011) 、per icy te の 酸化ストレス 依存性の収縮反応(再灌流

後 2 時間以内)(Kor te  e t  a l . ,  2022;  Zh ou  e t  a l . ,  2022) により 微小血管の狭小

化を来たし、赤血球の通過障害による微小循環不全 を引き起こす事が想定され

ている。動物実験では、再灌流後 2 時間前後で生じる po st - i schemi c  de lay ed  

hypoper fus io n と呼ばれる脳血流低下現象としても報告されている  (再灌流後

2 時間以内)  (Kar i b e  e t  a l . ,  1994) 。このような病態において 、赤血球より粒

径が小さい HBO C が良好な灌流ならびに酸素運搬をもたらし no -r e f lo w 現象

を抑制することが期待される。  

我々はこれまで、中央大学理工学部 応用化学科、小松研究室で開発された

HBO C である、 Hb １分子に ヒト血清アルブミン ３分子を架橋結合したヘモグ

ロビン‐アルブミン複合体である Hb -HSA 3 を使用し、 虚血再灌流障害に対す

る神経保護効果を報告してきた (G ekka  e t  a l . ,  2018;  I to  e t  a l . ,  2020) 。Hb -
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HSA 3 の動脈投与により、微小血管への灌流と酸素運搬、また共有結合してい

るアルブミンが持つ抗酸化作用により血管内⽪障害や炎症反応の活性化を抑制

し、脳梗塞による神経症状の改善と梗塞体積の縮小をもたらした (Gek ka  e t  a l . ,  

2018) 。また、 10℃ に冷却した Hb -HSA 3 を経動脈的に投与することで、より

強い脳梗塞縮小効果や抗浮腫効果を得ることも認めた (I to  e t  a l . ,  2020) 。  

 しかしながら HBOC 製剤が有する避けられない特性として 、Hb -HSA 3 は分

子内 の Hb が徐々に自動酸化 し、その過程で生成される スーパーオキシド、過

酸化水素 (H 2 O 2 )がさらに Hb を酸化し met Hb 化してしまうことで、酸素運搬

能が低下することが知られ ていた。(Ho saka  e t  a l . ,  2014) 。そこで、HBO C

に抗酸化能を付与 することで自動酸化を防ぎ、 酸素運搬能を維持 することで治

療効果の向上 が期待されるのではないかと 着想を得て 、抗酸化能が強化された

HBO C 製剤を用いて神経保護効果を検証する研究を行う事を計画した。 また、

これまでの研究では急性期血栓回収療法を想定し経動脈投与 による治療効果の

研究を行ってきたが、抗酸化作用を付与することで治療効果の向上が期待され

るため、治療汎用 性を拡大する目的に 経静脈投与による脳虚血再灌流傷害 への

神経保護効果の検証を行う。  

第一章では、 抗酸化能を強化した各種 HBOC 製剤を用意し、脳虚血再灌流

モデルラットに経静脈投与を行い、 脳虚血再灌流傷害 に対する治療効果の検証

を行い、最も治療効果の 高い製剤を選定する実験について 報告している。第二

章では、 第一章の実験で選定された s t r oma - fr ee  hemo glo b in  n anop ar t i c le

（SFHb NP ）を用いて 、脳虚血再灌流傷害 に対する 治療効果の 詳細な検証につ

いて報告をしている。 第三章では、治療効果の作用機序 について 、再灌流 後早

期の 微小循環 における自己赤血球と SFHb NP の灌流状態 や組織酸素分圧を比

較することで SFHb NP の微小循環改善効果を 検証し 報告している。  
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第一章 

抗酸化作用を付与した各種人工酸素運搬体製剤による  

脳虚血再灌流傷害への神経保護効果の比較検討  

 

【緒言】  

我々はこれまで、中央大学理工学部応用化学科、小松研究室で開発された

HBO Cs である、Hb１分子に ヒト血清アルブミン３分子を架橋結合したヘモグ

ロビン‐アルブミン複合体である Hb -HSA 3 を使用し、脳虚血再灌流傷害ラッ

トモデルに対する神経保護効果を報告してきた (G ekka  e t  a l . ,  2018;  I to  e t  a l . ,  

2020) 。Hb -HSA 3 は経動脈投与にて十分な脳梗塞縮小効果を示したが、

HBO C 製剤が有する避けられない特性として、 Hb の自己酸化による酸素運搬

能の低下 が問題とされて きた。この問題を解消するために、 抗酸化作用を 強化

した各種 HBOC 製剤を用意し、自己酸化を防ぎ、酸素運搬能を維持すること

により、 治療効果の向上とそれによる 経静脈投与での 治療汎用性の拡大を目的

とした。 用意した各種 HBO C 製剤について、脳虚血再灌流傷害ラットモデル

に対する神経保護効果を比較検討した。  

白 金 ナ ノ 粒 子 （ Pla t inu m Nanop ar t i c le :  Pt NP ） は 強 い 抗 酸 化 作 用 を 持 ち 、

それに伴って 神経保護効果を示すと報告されているが  (T ak amiy a  e t  a l . ,  

2012) 、この Pt NP を Hb-HSA 3 のアルブミンに結合させた PtNP -Hb -HSA 3

が中央大学小松研究室で既に開発され ており (Ho sak a  e t  a l . ,  2014) 、第 1 の

製剤の候補とした。  

第 2 の製剤の候補として、抗酸化物質であるカタラーゼをアルブミン４分子

と結合させた Cat a l ase  a lbumin  c lus t er  (C -A ct ) （中央大学小松研究室で開

発）を活用することを考えた。この C-Act と Hb -HSA 3 を混合 することで、

Hb -HSA 3 単独の場合より良い 保護効果が得られるか検討することとした。  

第 3 の製剤の候補として、実臨床で使用されているフリーラジカルスカベン

ジャーである Edar avone （EV）と Hb -HSA 3 を混合した製剤を用意した。 EV

の容量はこれまでの報告を参考に 3mg/kg とした(Yamash i ta  e t  a l . ,  2009) 。  

 第 4 の製剤の候補として 、中央大学小松研究室で 新たに 開発された HBOC

製剤 である s t roma- fr ee  hemo glob in  nanop ar t i c l e を用いた。これは、赤血

球から採取されたヒト Hb を球状に重合させたコア周囲に HSA を 共有結合さ
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せた 直径 90nm のナノ粒子 である。また、赤血球に元々存在する抗酸化 物質の

カタラーゼが Hb コア内部に 内包されており、この HBO C 自体が抗酸化作用

を持ち合わせている 特性があり(Ok amo to  e t  a l . ,  2022) 、本製剤も 検証する こ

ととした。  

以上の 4 種類の抗酸化作用を付与した HBOC 製剤による脳虚血再灌流傷害

への治療効果を検証した。本章では、 t MCAO （ t r ans ient  mi ddle  cer eb ra l  

a r te ry  o cc lu s io n）モデルラットに対し、各 製剤を大腿静脈に留置したカテー

テル から経静脈投与し、 24 時間後の脳梗塞体積により評価を行った。  

 

【方法】  

１）  実験動物  

 

 以下すべての実験は、国立大学法人北海道大学動物実験委員会の承認を受け  

ている。 動物の管理とケアについては、動物実験に関する施設ガイドライン に

従って管理されている（室温  25  ℃、湿度  50  %、明暗サイクル  12  時間）。体

重  250g-320g の Sprague -Dawl ey (SD) ラット  (日本クレア株式会社、東京、

日本 )を使用した。 術後くも膜下出血、痙攣重積、虚血が不十分で神経症状が軽

いもの、M CA 領域以外の広範囲な脳梗塞、手術関連死、これらの個体は除外

して実験を行った。  

 

２）  tM CA O モデル  

 

tMCAO  モデルの作成は、過去に報告されている糸 栓子を用いた方法

（ in t ra lu mi na l  su t ure  method  ）  を基に行った(G ekka  e t  a l . ,  2018;  I to  e t  

a l . ,  2020) （ Fi gur e  1）。麻酔導入は 4% i so f lur ane+N 2 O :O 2  (70: 30)  の吸 入

麻酔 で行い、術中維持麻酔は 1 .5% i so f lurane+ N 2 O:O 2  (70 :30)  にて行った。

呼吸抑制が著明な場合や痛み刺激 による覚醒や体動が多い場合、適宜

i so f lurane  を調整し麻酔深度を調整し た。術中は、ホットパッドでラ ットの体

幹を保温し、直腸温を持続的に測定し 36 .5~37 .5℃ で維持した 。  
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 手術は、仰臥位・頚部

を軽度伸展させ、頚部正

中から腹側に下顎下縁か

ら胸骨上部まで正中切開

を行い、筋層を鈍的に剥

離し、ゴム付きの針で各

筋層、⽪膚を両外側へ 牽

引し 、右外頚動脈

（ext erna l  caro t id  

ar te ry ,  ECA ）、右総頚動

脈（ commo n ca ro t id  

ar te ry ,  CCA ）を 露出さ

せた。その際に、迷走神

経 刺 激 に よ る 呼 吸 抑 制 や 、

物理的な圧迫・牽引によ

る気道狭窄を生じること

があり、注意して行った。 ECA 周囲を剥離し、 後頭動脈（ occ ip i t a l  a r t er y ,  

OA）、上甲状腺動脈（ su per ior  thyro id  ar t ery ,  STA ）が確認できるまで遠位

を確保し、ECA を 7-0 絹糸で結紮し 凝固切断し 手前に牽引した。次にその奥

に確認できる I CA を剥離し、遠位側 で Pter y gopa la t i ne  ar t ery  (PPA )と頭蓋

内に向かう ICA への分岐を確認し、 PPA を結 紮した。この際 強い牽引で引き

抜き損傷や解離を引き起こすため、周囲の剥離を十分行い作業スペースを確保

して行った。 I CA 、CCA が確保できたところで、糸栓子を 短く切り 20mm の

位置で折り曲げ印をつけて スタンバイし、脳外科手術で 使用するマイクロクリ

ップにて I CA 、C C A を一時クランプし、結紮切断した ECA に小切開を加え、

糸栓子を頭蓋内に向けて約 20mm を目安に挿入 した。糸栓子が 中大脳動脈

（mi ddle  ce reb ra l  a r te ry ,  M CA ）の起始部に到達すると、微かな抵抗を感じ

るため、それを元に挿入位置を規定した。入れすぎる ことで MCA などを穿通

し、 くも膜下出血をきたす。その場で呼吸停止する ことや、神経症状の 想定以

上の 増悪など合併症となるため、慎重な操作が求められた。 良い位置に到達し

た後、動かないように ICA とともに、 7-0  絹糸で 後に 解除できるような形で固

定し 、マイクロクリップでも固定し、そのまま ⽪膚を 3－ 0 ナイロンで縫合し

閉創した。  

糸栓子は、ラットの体重 毎の推奨サイズに合わせて 0 .37 もしくは 0 .39mm

のシリコンコーティングされた ナイロンフィラメントを使用した （Do cco l  

F i g u r e  1 .  I n t r a - o p e r a t i v e  p h o t o g r a p h  o f  t M C A O  

m o d e l  r a t .  ( L e f t )  T h e  r i g h t  C C A ,  I C A ,  E C A  a n d  

P P A  w e r e  e x p o s e d .  T h e  E C A  w a s  l i g a t e d .  ( R i g h t )  

T h e  I C A  a n d  C C A  w e r e  t e m p o r a r i l y  c l i p p e d ,  a n d  

s i l i c o n e  c o a t e d  m o n o f i l a m e n t  w a s  i n s e r t e d  t o w a r d  

t h e  I C A  v i a  t h e  E C A .  
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Corp . ,  R ed lands ,  CA ,  USA ) 。  

このモデルに おいて は、M CA の閉塞が不十分で 脳血流低下が十分ではない

場合や、 糸栓子による MCA の貫通 で生じたくも 膜下出血など合併症のリスク

がある。そのため t MCAO モデルラットは以下の inc lus i on  cr i ter ia  を設定し

た。 tM CAO 手術前後に右 MCA が灌流する大脳 半球⽪質の微小血管 の脳血流

（Cerebra l  b lood  f low ,  CBF ）をレーザードプラー 血流計（OM EGA FLO W 

FLO -C1;  O MEGA WAVE,  To kyo ,  J apan ）にて計測し、 術前後で CBF の

70% 以上の低下を認め、かつ神経症状が Bederso n  s cor e  (Bederso n  e t  a l . ,  

1986) にて grade  3  以上であるラットを tMCAO 成功例とし、その後の実験に

使用した。  

以上のようにモデルを作成し た後、覚醒させ神経症状を確認し、 2 時間経過

時 に 再 度 全 身 麻 酔 を 行 い 、 糸 栓 子 を 抜 去 し ECA を 凝 固 止 血 さ せ た 後 に 、 ICA 、

CCA の遮断を解除し順行性の血流を再開 し 再灌流状態とさせ、再度創部を閉創

した。  

 

３）  経静脈的 製剤投与方法  

 

 上述のようにｔM CAO モデル

作成で再 灌流 時に麻 酔をかけ た際 、

右鼠径部を切開し、 大腿 静脈を剥

離し、遮断下で小動物用カテーテ

ル PE10  (br ck  LT D,  Toky o ,  

Japan) を挿入し、 7-0 絹糸で固

定した。各薬剤をシリンジポンプ

FP1000E （Melquest t  Ltd ,  

Tokyo ,  Japan ）を用いて、 6 .0ml /㎏/5min の流速で持続静脈投与を行 った。

投与量は、これまでの研究結果を参考として、循環血液量の 10％を超えない量

とし、6 .0ml/k g とした (Gek ka  e t  a l . ,  2018) 。投与時に空気が混入しないよ

うシリンジ、カテーテル内の脱気を十分に行った。  

 

  

F i g u r e  2 .  I n t r a - o p e r a t i v e  p h o t o g r a p h  o f  t r a n s -

v e n o u s  i n f u s i o n .  ( L e f t )  T h e  r i g h t  f e m o r a l  v e i n  

w a s  e x p o s e d .  ( R i g h t )  A  m i c r o  c a t h e t e r  w a s  

i n s e r t e d  i n t o  t h e  f e m o r a l  v e i n .  
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４）  薬剤  

 

 上述の 抗酸化作用を付与した 4 種類の HBO C 製剤と Hb-HSA 3 を比較して

検討した （Figu re  3 .）  

 

(1)  Hb -HSA 3  

Hb -HSA 3 は Hb コアとその周辺に共有結合した HSA で構成される 非細胞型

HBO C である(To mita  e t  a l . ,  2013) 。その粒子サイズは直径約 15nm と微小

で赤血球（ red  b lo od ce l l ,  RBC ）の 1/500 のサイズと小さく、 微小循環不全

を改善する こ とをこれまでの研究で報告している(Gekk a  e t  a l . ,  2018) 。アル

ブ ミ ン コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る た め 陰 性 荷 電 （ pI =5 .1 ） し て お り 、 ま た RBC

（ P50=25  Torr ） よ り 酸 素 親 和 性 が 高 く な っ て い る （ P50=9 To rr ）。 Hb-

HSA 3 は通常、 PBS ([Hb]  = 5 .0  g/dL 、p H 7 .4)  で調製され ている。 これま

で の 脳 保 護 効 果 は 経 動 脈 投 与 に よ る 効 果 を 示 し て き て お り (Gekk a  e t  a l . ,  

2018;  I to  e t  a l . ,  2020) 、今回の静脈投与での治療効果は検証出来ていない。

これまでの治療効果の比較対象 も兼ねて選択した。 投与量は 6 .0ml /k g とした。  

 

(２ )  Pt NP -Hb-HSA 3  

強い抗酸化作用を有する白金ナノ粒子（ Pt NP）を Hb -HSA 3 のアルブミンに

結 合 す る 構 造 と な っ て い る 。 中 央 大 学 で の 報 告 で は 、 Hb -HSA 3 と Pt NP を

1: 1 で結合させた配合比で抗酸化作用が示されていた (Hosaka  e t  a l . ,  2014) 。

しかし Tak ami ya らの報告にある Pt NP の投与量は４μ mol/k g であり、この

量で HemoA ct と結合させると、Hb-HSA 3 ：Pt NP-  Hb -HSA 3 ＝ 273 ：1 とい

う少ない量となり、 Hb の met Hb 化を抑制する程の効果が認められなかった。

そのため、今回は Hb-HSA 3 ： Pt NP - Hb-HSA 3 ＝ 100 ：1 となるまで PtNP 量

を増量し、実験を行うこととした。投与量は Hb-HSA 3 同様に 6 .0ml/k g とし

た。  

 

(３ )  Hb -HSA 3 ＋C-Act （1：1）、Hb -HSA 3 ＋C-Act10（1：10）  

C-Act は抗酸化物質であるカタラーゼをアルブミン４分子と結合させて作成

されている。カタラーゼの 抗酸化作用 は微量でも効果を発揮することが知られ

ているが、至適投与量が不明のため Hb -HSA 3 と C-Act の混合比を (1)1：1、

(2)1：10 と設定し、投与実験を行うこととした。 いずれも投与量は Hb -HSA 3

同様に 6 .0ml/k g とする。  
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（4） Hb -HSA 3 ＋Edar avone  

 Edar avone は実臨床で使用されているフリーラジカルスカベンジャーである。

脳梗塞急性期 24 時間以内に使用され、活性酸素による二次的損傷を防ぐ目的

で使用される。既に治療効果が報告された治療薬で あり実臨床で使用されてい

るため、今後の臨床応用が容易であ り治療候補とした。Hb-HSA 3 を事前に混

合させたものを作成し、同時投与として行う。 Edar avo ne の容量はこれまでの

報告を参考に 3mg/kg とした(Yamash i ta  e t  a l . ,  2009) 。投与量は Hb -HSA 3

同様に 6 .0ml/k g とする。  

 

（5）SFHb NP  

 SFHb NP は s t ro ma - free  Hb を球状に重合させ、その表層を HS A で覆った

コアシェル構造の HBOC で、 大きさは約 90nm である (O kamoto  e t  a l . ,  

2022) 。SFHb NP は天然の s t ro ma - fr ee  Hb を使用しており、赤血球に含まれ

るカタラーゼを内包しているため抗酸化作用を有しており、 Hb の自己酸化も

抑制する効果がある。 H 2 O 2 水溶液中でも非常に安定した O 2 複合体を形成 する

ことがわかっている 。P50 と T1/2 はそれぞれ 7 To rr と 20 .7 時間であり、

Hb -HSA 3 と同程度である(P50=9 To r r ,  T1/2=18.5 時間 )。SFHb NP の投与

量は 過去論文と同様に 6 .0ml/k g とする。  

 

その他、v eh i c l e 群として、 PBS 群（p hosphat e -bu f fer ed  sa l ine ,  PBS）

を設けた 。  

 

 

 

F i g u r e  3 .  S t r u c t u r e  o f  e a c h  f o r m u l a t i o n  a n d  m i x i n g  r a t i o  o r  d o s e .  

S t r u c t u r e  o f  H b - H S A 3  a n d  P t N P :  論 文 よ り 抜 粋  ( H o s a k a  e t  a l . ,  

2 0 1 4 ) .  S t r u c t u r e  o f  S F H b N P : 論 文 よ り 抜 粋  ( O k a m o t o  e t  a l . ,  2 0 2 2 )  
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５）  実験プロトコール  

 

 tMCAO モデル ラットにより、 2 時間虚血 を行い、再灌流時に 製剤 を静脈投

与し、その 24 時間後に全身麻酔下で安楽死させ、冷却した生理食塩水をペリ

スタティックポンプにて左心室より灌流し大静脈から脱血させた。脱血液が灌

流液に置換された後、脳組織等を摘出し脳梗塞評価に用いた。 以下の 7 群に振

り分け、各群 n=4-5 で行った。 それぞれ製剤は 37℃に加温し、6 .0ml/k g を 5

分間で静脈持続投与を行った。 各製剤は [Hb]=5.0  g/dL、p H 7 .4 に調整され

ている(Fi gur e  4) 。  

(1) PBS 群 、 (2)  Hb -HSA 3 （ HA ） 群 、 (3)  Pt NP -Hb -HSA 3 (HA +Pt 100) 群 、

(4)  Hb -HSA 3 ＋ C-Act （1：1） (HA＋CA) 群、 (5)  Hb -HSA 3 ＋C -A ct（1：

10） (HA+CA10) 群、 (6)  Hb -HSA 3 ＋Edar avone(HA+EV) 群、（ 7）

SFHb NP 群  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

６）  神経学的所見  

 

 MCA O作成後、再灌流直後、再灌流 24時間後に 18-po i n t  neuro lo g ica l  

sca le  s cor e  (Gar c i a  e t  a l . ,  1995) を用いて神経学的所見の評価を行った。 3-

18点で評価され 、18 点が正常な状態である。  

 

 

F i g u r e  4 .  S c h e m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l .   

R a t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  7  g r o u p s  a f t e r  t h e  t M C A O  s u r g e r y .  A f t e r  2 4 h r s  o f  

r e p e r f u s i o n  i n j u r y ,  a l l  r a t s  w e r e  s a c r i f i c e d  f o r  f u r t h e r  e v a l u a t i o n .   

 

 S t r u c t u r e  o f  H b - H S A 3  a n d  P t N P :  論 文 よ り 抜 粋   

S t r u c t u r e  o f  S F H b N P : 論 文 よ り 抜 粋   
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７）  脳梗塞、脳浮腫体積評価  

 

 脳梗塞・脳浮腫体積 評価は、2 ,3 ,5 - t r ipheny l t e t r azo l iu m ch lo r ide  (TT C;  

S i gma-Aldr i ch  Ch emi ce  Gmb H,  Bu chs ,  Swi t zer l and) に よ る 染 色 で 行 っ た 。

摘出脳を 2mmの厚さで冠状にスライスし て6個のブロックを作成し、 2% TT C 

溶液に37℃、20  分間浸透させ染色した。染色した摘出脳は写真撮影し、 I mage  

J  so f t ware  ( Image  J  1 .53e ;  NI H,  Be thesda ,  M D,  USA ) を使用して解析した。

脳梗塞体積および脳浮腫体積は以下の計算式に基づき算出した。  

 

・梗塞体積： I n far c t  vo lu me  (%) =  

(co ntr a l a te ra l  hemispher ic  vo lu me  –  ip s i l a te ra l  non - i nfar ct  vo lume)  /  

contra la t era l  h emi spher i c  vo lu me  

・浮腫体積： Edema vo lu me  (%) =  

( ip s i l a ter a l  hemi spher i c  vo lu me  –  cont ra la t er a l  h emispher i c  vo lu me)  /  

contra la t era l  h emi spher i c  vo lu me  

 

８）  CBF測 定  

 

 前述したレーザードプラー血流計を用いて、右 M CAが灌流する大脳半球⽪質

の微小血管の CBFを測定し 、虚血時に虚血前から７０％以上の低下がなされて

いるか評価し た。低下例を inc lu s io nとした。血流計のプローベは、 b regma よ

り側方８mm、後方2mmの部位にて経頭蓋的に測定した。 測定時は全身麻酔が

行われた後、 頭部に小切開を加え、側頭筋を 軽度下方に剥離 し、頭蓋骨を露出

させ測定した 。  

 

９）  統計学的解析  

 

 データは、 mean ±S Eで示した。 統計解析はR  (v er s io n  4 .0 .3)  wi th  EZR  

ON R co mmander  (ver s io n  1 .54)を使用した。 ウィルコクソンの順位和検定

で評価し、p<0.05 を統計学的に有意とした。  
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【結果】  

１）  神経症状所見の比較  

 

 18-po i nt  neuro l ogi ca l  sco r i ng  s ca le  を用いた神経症状評価では、 24 時間

後の評価は、 PBS 群(10± 1 .0)、HA 群(8 .3 ±0.8 )、 HA +Pt 100 群 (10 .0±

1 .3 )、HA ＋C A 群 (10 .5± 1 .5)、HA+CA10 群(8 .2±0 .4)、HA+ EV 群(9 .0±

0 .4)、 SFHb NP 群 (1 1 .2± 0 .7) であっ た。各群に有意差を認められなかったが、

HA ＋CA 群と SFHbNP 群のみ平均で 改善を認めた。(Fi gure  5)  

 

２）  脳梗塞、脳浮腫体積の比較  

 

 再灌流後 24 時間後に灌流し摘出した脳のスライス切片を TTC 染色し撮影し

たデータで計測した。 梗塞体積は、PBS 群 (38 .6±5 .0％)、HA 群 (33 .8±

7 .4 ％)、HA+Pt 100 群 (28 .6± 7 .1％ )、HA＋CA 群 (32 .3 ±7 .8％ )、

HA +CA 10 群 (30 .4 ±5 .9％ )、HA +EV 群(25.5 ±9 .3％ )、SFHb NP 群(21.2

±2 .8％ )であり、 PBS 群と比較し SFHbNP 群が有意に小さかった。一方、脳

浮腫体積は、 PBS 群(20.1 ±5 .2％ )、HA 群(14 .1 ±7 .1％ )、HA +Pt100 群

(14 .9±4 .2％)  、HA＋CA 群 (16 .0±5 .1％ )、HA +CA10 群(10.0 ±3 .9％ )、

HA +EV 群 (10 .1±6 .4 ％)、SFHb NP 群(15.7 ±5 .2％ )であり、統計学的な差

は認めなかった。 (Fi gur e  6)  

F i g u r e  5 .  N e u r o p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  H B O C s  w i t h  a n t i o x i d a n t  e f f e c t  o n  

n e u r o l o g i c a l  f i n d i n g s .  N e u r o l o g i c a l  f u n c t i o n s  e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  1 8 - p o i n t  

n e u r o l o g i c a l  s c a l e  s c o r e .  P B S ( n = 5 ) ,  H A ( n = 3 ) ,  H A + P t 1 0 0 ( n = 5 ) ,  H A + C A ( n = 4 ) ,  

H A + C A 1 0 ( n = 5 ) ,  H A + E V ( n = 4 ) ,  S F H b N P ( n = 5 )   

u s i n g  t h e  1 8 - p o i n t  s c a l e  ( n = 8  i n  e a c h  g r o u p ) .  

R a t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  7  g r o u p s  a f t e r  t h e  t M C A O  s u r g e r y .  A f t e r  2 4 h r s  o f  

r e p e r f u s i o n  i n j u r y ,  a l l  r a t s  w e r e  s a c r i f i c e d  f o r  f u r t h e r  e v a l u a t i o n .   

 

 S t r u c t u r e  o f  H b - H S A 3  a n d  P t N P :  論 文 よ り 抜 粋   

S t r u c t u r e  o f  S F H b N P : 論 文 よ り 抜 粋   
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F i g u r e  6 .  N e u r o p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  H B O C s  w i t h  a n t i o x i d a n t  e f f e c t  o n  b r a i n  

i n f a r c t  a n d  e d e m a  v o l u m e s .  ( A ) R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  o f  b r a i n  s e c t i o n s  w i t h  

2 , 3 , 5 -  t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  c h l o r i d e  s t a i n i n g .  Q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  ( B )  

i n f a r c t  v o l u m e s  a n d  ( C )  e d e m a  v o l u m e s .  * P  <  0 . 0 5 .  

* 
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【考察】  

 本 章の実験では、脳虚血再灌流時に経静脈的に 抗酸化作用を付与した HBO C

製剤 を投与し神経保護効果の有無を検証した。  

神経症状はばらつきが多数認められたが、平均的には HA ＋ CA 群と

SFHb NP 群で改善傾向にあることが伺えた。一方、脳梗塞体積では SFHb NP

群が PBS 群と比較して有意差を持って縮小が得られた。 その他、脳浮腫体積に

おいてはいずれもばらつきが多く評価としては困難な結果であった が、全体的

に平均値では PBS 群よりも小さい結果となり、いずれの 製剤も脳浮腫改善効果

をもたらす可能性は示唆された。  

 以上から、脳梗塞の縮小効果が認められた SFHb NP を用いて 脳虚血再灌流

傷害 に対する神経保護効果の研究を進めることとした。  
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第二章  

新規人工酸素運搬体 st roma-free hemoglobin  nanopart ic le による

脳虚血再灌流傷害に対する神経保護効果の検討  

 

【緒言】  

 第一章では抗酸化作用を付与した 複数の HBO C 製剤の脳虚血再灌流傷害へ

の神経保護効果を検証し、 s t ro ma - fr ee  hemo glob i n  nano par t i c l e  

(SFHb NP)  が最もその効果が期待される結果であった。以上より、 SFHb NP

を用いて その治療効果を検証していく。  

SFHb NP は Hb を球状に重合させたコア Hb の周囲に HS A を共有結合させ、

直径 90nm のナノ粒子として作成される。さらに、 Hb コア内部には赤血球に

元々存在する抗酸化酵素のカタラーゼが内包されており、この SFHb NP 自体

が抗酸化作用を持ち合わせ ている。また 、H 2 O 2 水溶液中でも met Hb 化を強く

抑制することが示され、 Hb -HSA 3 よりも酸素運搬能が高いことが わかってお

り(Ok amo to  e t  a l . ,  2022) 、経静脈投与においても高い治療効果を示すことが

期待される(Fi gur e  7) 。  

本章 で は SFHbNP が よ り強 い 神 経 保護 効 果 を発 揮 す るか ど う かを 検 証 する 。

第一章と同様に 2 時間虚血の tM CA O モデルラットに対し、再灌流時に大腿静

脈から製剤を投与し、その安全性と再灌流傷害への神経保護効果を検証する。

本研究では、 3 つの群： (1) PBS 群 、(2)Hb-HSA 3 群、(3)SFHb NP 群に分け

て 検 証 し た 。 神 経 保 護 効 果 の 評 価 と し て 、 神 経 機 能 、 脳 梗 塞 お よ び 脳 浮 腫 体 積 、

病理学的評価（酸化ストレス、白血球遊走、血液脳関門（ b l ood-bra in  

barr i er ;  BBB ）の破綻）を再灌流 24 時間後に 3 群間で比較検討した。  
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【方法】  

１）  tM CA O モデルラット  

 

 以下すべての実験は、国立大学法人北海道大学動物実験委員会の承認を受け

ている。実験動物は 8 週の S D ラットの雄を使用し、体重は 265－320g のも

のを使用した。 tM CAO モデルの作成 、製剤の静脈投与方法については第一章

で述べた通りに行った。より慎重に糸栓子を挿入 することで 、くも膜下出血発

症のリスクを減らす工夫を行った。 またクリップでの 固定を減らすことで創部

内での糸栓子への刺激を減ら し、糸栓子の安定化を図った。  

 

２）  実験プロトコール   

 

 tMCAO モデルラットを次の３群に振り分けて実験を行った ； (1)PBS 群

(n=10)、 (2) Hb -HSA 3 群 (n=10)、および (3)SFHb NP 群 (n=10)。各製剤は

37℃に加温し、 6 .0ml/k g を 5 分間持続で静脈 投与を行った。 Hb -HSA 3 およ

F i g u r e  ７ .  S t r u c t u r e  a n d  m e t H b  f o r m a t i o n  r a t e  o f  H b - H S A 3  a n d  S F H b N P .  

S c h e m a  o f  ( A )  H b - H S A 3  a n d  ( B )  S F H b N P .  ( C )  T i m e  c o u r s e  o f  m e t H b  

f o r m a t i o n  ( a b s o r b a n c e  a t  6 3 0  n m )  o f  H b - H S A 3  a n d  S F H b N P  ( [ H b ]  =  1 0 μ M )  

i n  2 0 μ M  H 2 O 2  s o l u t i o n  a t  2 5 ℃ .  ( C )  i s  a d a p t e d  w i t h  p e r m i s s i o n  f r o m  

( O k a m o t o  e t  a l . ,  2 0 2 2 )  C o p y r i g h t  2 0 2 2  A m e r i c a n  C h e m i c a l  S o c i e t y  a n d  

a d a p t e d  w i t h  p e r m i s s i o n  f r o m  ( H o s a k a  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  C o p y r i g h t  2 0 1 6  P L O S .  
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び SFHb NP においては ラベルを b l i nd にして行った。製剤 の投与方法、安楽

死、脳の摘出 は第一章と同様に行っている （ Fi gur e  8）。虚血時 CBF が 70％

以上の低下であること、虚血時 Bederson sco re  で 3 点以上のもの を

inc lus ion とし、くも膜下出血例、痙攣重積、 MCA 領域外の広範囲梗塞例、手

術関連死亡例は除外した。  

 

 

 

３）  生理学的パラメータ  

 

 虚血の開始前後、再灌流の開始前後、 再灌流後 30 分間まで 10 分毎、および

再灌流 24 時間に、尾動脈により 収縮期血圧を測定した。 テールカフ装置（BP-

98A、Sof t ron,  Japan）を使用し、測定は全身麻酔下で、体温を安定させて

測定した。また、動脈血液ガス測定を、虚血前と再灌流 24 時間後行った。血

液ガス分析装置（GASTAT-navi、Techno Media ,  Japan ）を用いて 、血圧

測定後、尾動脈より採血して 測定を行った。  

 

４）  神経学的所見  

 

MCAO 作成後、再灌流 後、再灌流 24 時間後（安楽死時）に 18 -point  

neurolog i ca l  sca le  score を用いて神経学的所見の評価を行った。 3 -18 点で

評価され、18 点が正常な状態である。  

 

 

 

F i g u r e  8 .  S c h e m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l .  R a t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  P B S  

g r o u p ,  H b - H S A 3  g r o u p ,  S F H b N P  g r o u p  a f t e r  t h e  t M C A O  s u r g e r y ( e a c h  

g r o u p s ;  n = 1 0 ) .  A f t e r  2 4 h r s  o f  r e p e r f u s i o n  i n j u r y ,  a l l  r a t s  w e r e  s a c r i f i c e d  f o r  

f u r t h e r  e v a l u a t i o n .   
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５）  脳梗塞、脳浮腫体積評価  

 

 第一章と同様に行った。  

 

６）  CBF 測定  

 

 こちらも第一章と同様に測定した。  

 

７）  West er n  b lo t t ing  (WB)  

 

 TTC 染色後の脳切片で、線条体を含むものの患側半球切片を -80℃で冷凍保

存しておき WB を行った。 酸化ストレスマーカーの一つである 4 -hy dro xy -2-

nonena l  (4HNE )、炎症反応を反映した白血球遊走 のマーカー として

myeloperoxidase  (MPO)、BBB 破綻のマーカーとして R at  I gG をターゲッ

トに各種抗体を使用して行った。  

 摘出した患側大脳を RI PA  lys i s  bu f fer  (Santa  Cru z  Bi o techno logy ,  

Santa  Cru z ,  CA ,  USA ) を使用し、ho mo geni ze し、遠心分離した上清を保存

してタンパク質抽出を行った。抽出したタンパク質 10μg を、泳動用ゲルで あ

る Nu Page  8% Bi s -Tr i s  Gel  (L i fe  T ech no lo gie s ,  Car l sbad ,  CA ,USA ) を 使

用して 200mV、35  分間の電気泳動を行なった。ゲルは i B lo t  2  Dry  B lo t t ing  

Sys t em (Ther mo  Fi sher  Sc i en t i f i c ,  Wa l tham,  MA ,  USA) を使用し、 ニトロ

セルロース膜 (I nv i t rogen ,  Wal th am,  MA,  USA ) に転写した。膜は 0 .05  % 

PBS T ween-20 に ECL T M  Pr ime b lo ck ing  agent  (Cyt iv a ,  Tokyo ,  Jap an) を

2%で溶かし、 室温 1 時間のブロッ キングを行い、1 次抗体反応は 4℃ ov er  

ni ght  で行った。その後、 pero x idase -con ju gat ed  seco ndar y  ant i body  

(1 :10000;  Cyt iva ,  #NA934 o r  NA 931 -100UL,  Tok yo ,  J apan) と室温で 1 時

間反応させ、 標識タンパク質は化学 発光 (ECL Adv ance  Wester n  Blo t t ing  

Det ect io n  Ki t :  G E Hea l th car e  L i fe  Sc i ences ,  Chi cago ,  IL ,  USA ) による検

出を行い 、Ch emiDoc Tou ch  i magi ng  sy s tem (Bi o -R ad ,  Her cu l es ,  CA ,  

USA )で撮影 および定量化を行った。標準化は Gly cera ldehyde -3 -pho sphat e  

dehy dro genase (G APDH)を用いて行った。使用した一次抗体 、GA PDH の種

類と 濃度は以下の通りである。  
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・ant i -4HNE po ly c lo na l  ant ibo dy  (1 :2000;  B io ss  Ant i bodi es ,  #b s -6313R,  

Wobur n ,  M A,  USA)  

・ant i -M PO mo no clo na l  ant i body  (1 :1000;  Ab cam,  #ab208670 ,  

Cambr i dge ,  MA ,  USA )  

・ant i - ra t  I gG  po l yc lo na l  ant i body  (1 : 5000;  GeneTex ,  #G TX26703 ,  

I rv ine ,  CA ,  USA )  

・ant i -GA PDH po lyc lona l  an t ibo dy  (1 :10000;  G eneTex ,  #GT X100118 ,  

I rv ine ,  CA ,  USA )  

 

８）  免疫染色 ( Immunohistochemistry 、IHC)  

 

 WB で行った４HNE、MPO、Rat  IgG について組織学的評価を行うため、

同様の抗体で免疫染色を行い解析した。  

TTC 染色後の線条体を含む脳切片を 4% par a formal deh y de にて、1-2 日

間の浸透固定を行 い、パラフィン包埋し 、4μm 厚のパラフィン 切片を作成し

た。この切片をキシレンに 30  分間浸し、パラフィン除 去を行い、p H6.0  クエ

ン酸緩衝液を加熱沸騰させ、切片 に 2 分間の加熱処置による抗原賦活を行った。

3％  H 2 O 2  で内因性ペルオキシダーゼ活性を b lock ing  後、各種一次 抗体を使用

し、室温 1 時間で反応させた。 2 次抗体反応は 酵素結合 ポリマー試薬

(His to f i ne  S i mp le  Sta in  MA X -PO ,Nich i re i  Co . ,  Tokyo ,  J ap an) を室温 30

分で反応させ 3,3′ -d iamino benzi d ine (DA B)  による発色を 2-3 分で行い、  

ヘマトキシリン染色を行った。 使用した一時抗体と濃度は以下 に列挙する。  

 

・ant i -4HNE po ly c lo na l  ant i body  (1 : 400 ;  B ios s  A nt i b odie s ,  #bs -6313R ,  

Wobur n ,  M A,  USA)  

・ant i -M PO mo no clo na l  ant i body  (1 :100 ;  A bcam,  #ab 208670 ,  

Cambr i dge ,  MA ,  USA )  

・ant i - ra t  I gG  po l yc lo na l  ant i body  (1 : 500;  G eneTex ,  #GT X26703 ,  

I rv ine ,  CA ,  USA )  

 

９）  統計学的解析  

 

 データは、 mean ±S Eで示した。統計解析は R  (v er s io n  4 .0 .3)  wi th  EZR  

ON R co mmander  (ver s io n  1 .54)を使用した。 3群間の比較は、動脈血ガス

分析、脳梗塞 /脳浮腫体積においては o ne -way  A NOVA で解析し、po st -ho c  
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tes t に  Bonferro ni  tes t を用いた。また、神経学的所見、 WBの解析は Krusk a l -

Wa l l i s  t es t  を用い、post -ho c  te s t にBonferro ni  t es tを用いた。p <0.05を 統

計学的に有意とした。  

 

【結果】  

 

１）  血圧及び動脈血液ガスパラメータにおける SFHb NPの影響  

 

 いくつかの HBO Cは、細胞外 Hb の一酸化窒素への結合反応によって誘発され

る血管収縮により血圧を上昇させ ることが知られている (Ci po l la  e t  a l . ,  2018;  

Taver ne  e t  a l . ,  2017) 。Hb の細胞外投与による血圧の上昇は非常に速く、 10 

分以内に起こ ると報告されている (Haru k i  e t  a l . ,  2015) 。以上のHBOCsの副

作用の出現がないか確認を行った。  

 血圧はいずれの時期においても 3群ともに血圧の上昇を認めなかった (Fi gur e  

9) 。3群間で血圧の有意な差は認めなかった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  9 .  C h a n g e s  i n  s y s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 4 - h o u r  

r e p e r f u s i o n .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  e a c h  g r o u p s .  I O :  

i s c h e m i a  o n s e t .  R O :  r e p e r f u s i o n  o n s e t   
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 また、動脈血液ガス分析は、手術開始時と再灌流後 24時間での測定結果であ

る。ガス分析はpH、pCO2、pO2 、Ht、Hbを測定しているが、3群ともに有意

差を認めなかった（ Table  1）。  

 

Table  1 .  

Blood gas  data  before  i schemia  and a t  24 -hour reper fusion  

 

 

 

２）  2時間虚血 /再灌流24時間での 神経症状、脳梗塞 /脳浮腫体積の比較  

 

 2時間虚血 /再灌流24時間でのSFHb NPによる神経保護効果を、神経症状、脳

梗塞体積、脳浮腫体積で 3群比較した。 神経学的所見は、虚血後、再灌流後、お

よび 再灌流24 時間後で評価した。３群において虚血後および再灌流後に 症状の

悪化を認め s cor eは減少したが、有意差は認めなかった。一方、再灌流24時間

後では、 PBS群よりもHb-HSA 3 群および  SFHb NP群がより有意な改善を認め

た(PBS群：7 .0±0 .13 、Hb -HSA 3 群：10 .9±0 .78 、SFHb NP群：11 .1±

0 .73)  (p<0 .01)。（Fi gur e  10A ）  

 また、 3群間の脳梗塞体積や、脳浮腫体積を比較すると、 PBS群 (梗塞：

37.0±2.1％、浮腫：15.7±1.7 ％）、Hb-HSA 3 群 (梗塞体：26.6± 5.84％、浮

腫10.9±1.85％ )および  SFHb NP 群 (脳梗塞：19.2± 5.33 ％、脳浮腫：

9.2±1.8％ )の順に脳梗塞、脳浮腫ともに減少してい た。PBS 群と  SFHb NP 群

の間では両方の体積に有意差が 認められた。 (p<0 .05)  （Fi gur e  10B -D）  
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３）  2時間虚血 /再灌流 24時間における酸化ストレス、白血球遊走、 BBB 破 綻

の比較  

 

 脳 虚 血 再 灌 流 傷 害 に 対 す る SFHb NP の 効 果 に つ い て 病 理 学 的 評 価 を 行 う た め 、

酸化ストレス、白血球遊走、 BBB 破綻に焦点を当てて評価した。 WBと免疫染

色により、脂質酸化マーカーである 4HNE 、好中球リソソームタンパク質であ

るM PO、脳実質へ漏出する血清タンパク質である I gGを用いて評価した。  

 

 A B 

C  D 

F i g u r e  1 0 .  N e u r o p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o f  S F H b N P  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 4 - h o u r  

r e p e r f u s i o n .  ( A ) N e u r o l o g i c a l  f u n c t i o n  e v a l u a t e d  u s i n g  a n  1 8 - p o i n t  n e u r o l o g i c a l  

s c a l e  s c o r e  a t  p o s t - i s c h e m i a  o n s e t  ( p o s t - I O ) ,  p o s t - r e p e r f u s i o n  o n s e t  ( p o s t -

R O ) ,  a n d  2 4 - h o u r  r e p e r f u s i o n .  * P  <  0 . 0 1 .  ( B )  R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  o f  b r a i n  

s e c t i o n s  w i t h  2 , 3 , 5 - t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  c h l o r i d e  s t a i n i n g .  Q u a n t i t a t i v e  

e v a l u a t i o n  o f  ( C )  i n f a r c t  v o l u m e s  a n d  ( D )  e d e m a  v o l u m e s .  * P  <  0 . 0 5 .  
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 WBでは、 4HNE 、M PO、 IgGのタンパク発現量はPBS 群、Hb -HSA 3 群、

SFHb NP群の順で減少していること明らかになった (F i gu re  1 1)。M PO および

IgG に関しては、 PBS群とSFHb NP群の間で有意差 を認めた(p <0.05) 。  

 免疫組織化学分析においては、虚血再灌流傷害を受けた脳 領域 で、4HNE は

異形成を示す脳実質細胞 、M POは脳実質内に遊走した白血球、 I gG は脳内に微

小血管から漏出した（ BBBの破綻）と思われる部位、でそれぞれ陽性になって

いた。いずれの免疫染色とも PBS群 、Hb-HSA 3 群、および SFHb NP群の順に

染色 の程度が軽減される傾向を認めた 。  

 

 

 

 

 

【考察】  

 本章の 2時間虚血 /再灌流 24時間での tMCAO モデルラットにおいて、

SFHb NPの静脈投与は、現在の投与条件（ 6ml/k g 、Hb濃度  5g/DL ）で血圧

や血液ガス分析に有害事象を生じることなく、 神経保護作用 を示すことが明ら

F i g u r e  1 1 .  E f f e c t s  o f  S F H b N P  o n  o x i d a t i v e  s t r e s s ,  l e u k o c y t e  r e c r u i t m e n t ,  a n d  B B B  

d i s r u p t i o n  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 4 - h o u r  r e p e r f u s i o n .  R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  a n d  

q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  W e s t e r n  b l o t t i n g  o f  ( A )  4 H N E ,  ( B )  m y e l o p e r o x i d a s e ,  a n d  

( C )  I g G .  * P  <  0 . 0 5 .  R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  o f  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  o f  ( D )  4 H N E ,  

( E )  m y e l o p e r o x i d a s e ,  a n d  ( F )  I g G .  
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かとなった。 PBS群と比較し、SFHb NP群は神経症状、脳梗塞、脳浮腫におい

て優れた効果を発揮し、酸化ストレス、白血球 脳実質内遊走、BBB破綻の減少

を認めた。Hb-HSA 3 群に おいては神経症状では改善認めたが、その他の 検討項

目ではPBS 群とSFHb NP群の中間の値を示 していた。  

 以上より、SFHb NPの脳虚血再灌流傷害に対する脳保護効果が示された。こ

の脳保護効果のメカニズムとして、再灌流後早期での微小循環不全の改善、酸

素運搬能の改善が想起される。そこで次章では、再灌流早期での SFHb NPの微

小循環状態、酸素運搬能について解析を行った。  
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第三章 

脳虚血再灌流傷害早期における stroma-free hemoglobin 

nanopart icle の治療効果機序の検討  

 

【緒言】  

 

第二章では、SFHb NPの静脈投与により2時間虚血 /再灌流24時間における 神

経症状の改善や脳梗塞、脳浮腫体積の減少、酸化ストレスマーカーの低下や白

血球遊走、BBB破綻の軽減効果など 神経保護効果を示した。 これらの治療機序

のうち、再灌流後 早期での微小血管狭小化による循環不全に対して、治療効果

を来 たしているのかを検証する。  

虚血再灌流傷害の様々な機序のうち、 再灌流後早期にA stro cyt eのend foot

の膨化(3－ 8時間 )( I to  e t  a l . ,  2011) 、per i cy t eの酸化ス トレス依存性の 収縮反

応(再灌流後 2時間以内)(Kort e  e t  a l . ,  2022;  Zh ou  e t  a l . ,  2022) が生じ、微小

血管の狭小化 を来たし、赤血球の通過障害による微小循環不全が生じる 。 これ

により酸素供給の低下を来たし、 さらなる脳梗塞の増悪をもたらしている と考

えられる 。本章では、SFHb NP が急性期虚血再灌流後の微小循環不全に対する

治療効果について検討を行う。  

 

【方法】  

 

１）  実験プロトコール  

 

 以下すべての実験は、国立大学法人北海道大学動物実験委員会の承認を受け

ている。実験動物は 8週のS Dラットの雄を使用し、体重は 265 －320gのものを

使用した。 tMCAO モデルの作成、製剤の静脈投与方法については 第二章で述

べた通りに行った。  

 今回の実験において、再灌流後早期の評価を行うため再灌流後０時間、２時

間、６時間で それぞれ評価を行った。 (Fi gur e  12)  
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(1)  脳虚血再灌流早期での微小血管内の赤血球及び HBOC の存在の検討  

(2)  脳虚血再灌流早期の 脳血流（ CBF）、脳組織酸素分圧 (PtO 2 ）の検討  

(3)  脳虚血再灌流早期での HBOC の血管外漏出 の評価  

 

 

 

 

 

F i g u r e  1 2 .  S c h e m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p r o t o c o l .  ( A )  E x p e r i m e n t a l  d e s i g n  

d i a g r a m  o f  m i c r o v a s c u l a r  p e r f u s i o n  s t a t e s  a n a l y s i s  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 -  

o r  6 - h o u r  r e p e r f u s i o n .  ( e a c h  g r o u p s ;  n = 4 )  ( B )  E x p e r i m e n t a l  d e s i g n  

d i a g r a m  o f  C B F  a n d  P t O 2  a n a l y s i s  ( e a c h  g r o u p s ;  n = 5 ) .  ( C )  E x p e r i m e n t a l  

d e s i g n  d i a g r a m  o f  e x t r a v a s a t i o n  a n a l y s i s  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 -  o r  6 - h o u r  

r e p e r f u s i o n .  ( e a c h  g r o u p s ;  n = 4 )  

 

 

A 

C 

B 
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実験 (1)で は微小血管内への Hb キャリア（ PBS群では自己赤血球、 Hb -HSA 3

およびSFHb NP 群では HBO C）の灌流状況を検証するため、 PBS群、Hb -

HSA 3 群およ びSFHbNP群で、それぞれ2時間 (n=4)、6時間 (n=4 )で屠殺し 、

その際血液の灌流状況を保つため、 生理食塩水での灌流処置 を行わずに脳サン

プル を摘出し評価を行った。（ Fi gu re  12A ）  

実験 (2)では各群 n=5で行い、CBF測定とPt O2 測定をそれぞれ 虚血前後、再

灌流前後、２時間後、６時間後 で経時的に測定を行った。（ Fi gur e  12B ）  

実験 (3)は Hb-HSA 3 群およびSFHb NP 群の 2群で比較し、 2時間(n=4)、6時

間(n=4)で屠殺し、通常 通り生理食塩水による 灌流を 行い、 脳サンプルを摘出

し評価した。 (F i gu re  12C )  

 

２）  脳血流と脳組織酸素分圧の測定  

  

 脳血流（CBF）は、前述の通りレーザードップラー血流計を用い、 MCA 領 域

での血流を評価する。測定は これまで と同様の部位で行った。  

また組織酸素分圧 ( t i s su e  p ar t i a l  O xy gen  pr es sure ,  PtO 2 )は、脳組織酸素

分圧測定装置（PO G-203 ,  Uniqu e  M edi ca l ,  Tok yo ,  Jap an ）で酸素電極を用

いて測定した 。頭部を正中切開し 頭蓋骨を露出させbr egma より側方 3mm、 後

方2mm の部位に電動ドリル でburr  ho l eを穿ち、最小限 の 硬膜切開を加え電極

台をbu rr  ho le に設置し、レジンで固定した。 酸素電極を 電極台にセットし脳 表

から 2mmの深さで組織 酸素分圧を測定した。測定前 には、酸素電極はエアポン

プにてエアレーションされた水道水を用い、 150mmHg にキャリブレーション

して行った。 これまでの報告で、 5分間の安静により数値の安定が得られるとあ

り(G ekka  e t  a l . ,  2018) 、プローブ を挿入して 5分ほど安静後 のデータを採用と

した。測定は、MCAO手術前後、再灌流直前後、再灌流 2時間後、再灌流6時間

後で測定を行った。  

 

３）  免疫染色（ I mmunohi s to ch emis t ry 、 IHC )   

 

 第 二章で提示したプロトコ ールと同様に2mm厚に冠状断した線条体を含む脳

スライスを4% para for mal dehy de にて１ -２日間の 固定後、パラフィン包埋、

4μm切片を作成し、DAB染色とヘマトキシリン染色で免疫染色を行い 評価し

た。 実験 (１ )ではPBS群は抗ラット Hb 抗体を用いてラットの赤血球を染色し、

HBO C投与群は 抗ヒトアルブミン抗体で HBOC を染色した。過去の報告とは別

の抗体を使用したところ、交差反応により 抗ヒトアルブミン 抗体 でPBS 群が染
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色される様子があり、過去の報告と同様の抗体で試すと negat ive  cont ro l が取

れるなど、予備検討により良好な染色条件を確立させた。 実験(3) でも抗ヒトア

ルブミン抗体染色により血管外漏出した HBO C評価を行った。 以下の抗体と濃

度で評価を行うに至った。  

 

・ant i - ra t  Hb  po ly c lo na l  ant i body  (1 :100 ;  Clou d -Clo ne  Corp . ,  

#PAB409R a01 ,Kat y ,  TX,  USA)   

・ant i -human  a lb umin  ant ib ody  (1 : 200;  Ab nova ,  #M AB3598 ,  Ta i pe i ,  

Ta iwan)   

 

４）  再灌流後ペナンブラ領域における微小血管灌流評価  

  

実験 (1)で採取した脳切片のうち、線条体を含む切片で評価を行った。 PBS 群

は抗ラットHb抗体でラットの自己赤血球を染色し、 HBO C投与群は抗ヒトアル

ブミン抗体で染色を行った。  

 評価方法としては、患側の M CA 灌流域における⽪質梗塞周囲部（ペナンブ

ラ領域）からランダムに 5視野（ ×400 ）を抽出して観察し 、視野内のすべての

微小血管（<20μm）で、ラット Hb 抗体陽性血管数 または ヒトアルブミン抗体

陽性血管数を測定し、平均値を算出して評価を行った。  

 

５）  統計学的解析  

 

 データは、これまで同様に、 mean±SEで示し、統計解析はR  (v ers ion  

4 .0 .3)  w i th  EZR ON R co mmander  (ver s io n  1 .54)を使用した。 ２群間比較

にはM ann -Whit ney  U  te s t を使用し、 3群間の比較は、 Hb キャリア血管評価

にお いてはone -way  A NOVA で解析し 、post -ho c  te s t にBonferro ni  t es t を 用

いた。また、 CBFやPt O 2 解析には、 p ai red  t - te s tを用いて評価した。 p <0.05

を統計学的に有意とした。  

 

 【結果】   

 

( １ )  脳虚血再灌流早期での 微小血管内の赤血球及び HBO Cs の存在の検討  

 

 微小血管内の赤血球及び HBOC の灌流状態を示した I HC の結果は Fi gur e  
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13A-C の 通 り で あ る 。 I HC で 陽 性 と な っ た 微 小 血 管 の 数 に よ る 定 量 的 検 討 で は 、

PBS群で、再灌流後 の時間経過で自己赤血球 陽性血管数は減少して おり、灌流

が悪化していくことがわかった (0時間v s  6時間、p <0.05)  (Fi gur e  13D)。 一

方、 Hb-HSA 3 群お よび SFHb NP 群で は、HBOC 陽性微 小血管数 は投与後 2 時間、

6時間とも PBS 群の自己赤血陽性血管数より有意に多い状態が維持されおり、

HBO Cでは良好な灌流状態が保たれていることが分かった （Figu re  1 3E-F）。  

 

 

 

 

( ２ )  脳虚血再灌流早期の脳血流（ CBF）、脳組織酸素分圧（ PtO2 ）の検討  

  

 CBFは、PBS群では時間経過と共に有意に減少した（ -2時間  v s  6 時間、

B C A 

F  E  D  

F i g u r e  1 3 .  E f f e c t s  o f  S F H b N P  o n  m i c r o p e r f u s i o n  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 -  o r  6 -

h o u r  r e p e r f u s i o n .  R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  o f  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  o f  ( A )  r a t  

H b  ( t o  d e t e c t  a u t o l o g o u s  e r y t h r o c y t e )  i n  t h e  c o n t r o l  ( 0  h )  a n d  P B S  g r o u p s  ( 2  

h  a n d  6  h ) ,  ( B )  h u m a n  a l b u m i n  ( t o  d e t e c t  H b - H S A 3 )  i n  t h e  H b - H S A 3  g r o u p ,  

a n d  ( C )  h u m a n  a l b u m i n  ( t o  d e t e c t  S F H b N P )  i n  t h e  S F H b N P  g r o u p .  ( D )  

Q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  H b - c a r r i e r - p o s i t i v e  m i c r o v e s s e l s  i n  

t h e  c o n t r o l  a n d  P B S  g r o u p s .  Q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  H b -

c a r r i e r  p o s i t i v e  m i c r o v e s s e l s  i n  t h e  3  g r o u p s  a t  ( E )  2 - h o u r  r e p e r f u s i o n  a n d  

( F )  6 - h o u r  r e p e r f u s i o n .  * P  <  0 . 0 5 .  
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p<0.05） が、Hb -HSA 3 群およびSFHbNP群 では減少を認めなかった。

(F i gure  14A )  

PtO 2 においても、 PBS群では時間経過と共に有意に減少したが（ -2時間  v s  

6時間、 p<0.05）、 Hb -HSA 3 群およびSFHb NP群では異なる挙動を示した。

Hb -HSA 3 群では再灌流後上昇を認めた PtO 2 は再灌流 6時間後には再び減少 する

結果となった （2時間  v s  6時間、p <0.01) 。一方、SFHb NP群は再灌流後から

PtO 2 は術前比 100％以上の高いレベルを維持した (Fi gur e  14B) 。  

 

 

 

 

( ３ )  脳虚血再灌流早期の HBOCsの血管外漏出度の評価  

 

 BBB破綻により、血漿タンパク質 と同程度のサイズである HBOC は血管外 に

漏出する可能性が あり、これにより灌流する粒子が減少 する 可能性がある。免

B 

A 

F i g u r e  1 4 .  E f f e c t s  o f  S F H b N P  o n  C B F  a n d  P t O 2  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 -  o r  6 -

h o u r  r e p e r f u s i o n .  ( A )  C h a n g e s  i n  C B F  i n  t h e  3  g r o u p s .  ( B )  C h a n g e s  i n  P t O 2  

i n  t h e  3  g r o u p s .  
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疫染色により、血管外漏出 の程度を検討した 。  

 Hb-HSA 3 群およびSFHb NP 群いずれにおいても血管外漏出を認めたが、

SFHb NP群がいずれの時間においても より血管外漏出が少ない 結果であった

(F i gure  15A )。漏出面積を解析し、再灌流 2時間(p<0 .05) 、6時間（p <0.05 ）

いずれにおいてもSFHb NP群は有意に Hb -HSA 3 群より漏出が 少ない結果であ

った (F i gure  15B )。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

F i g u r e  1 4 .  E x t r a v a s a t i o n  o f  H B O C s  i n  2 - h o u r  i s c h e m i a / 2 -  o r  6 - h o u r  

r e p e r f u s i o n .  ( A )  R e p r e s e n t a t i v e  i m a g e s  o f  i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y  o f  

h u m a n  a l b u m i n  ( t o  d e t e c t  H B O C s )  i n  t h e  H b - H S A 3  a n d  S F H b N P  

g r o u p s .  Q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  e x t r a v a s a t i o n  a r e a  i n  t h e  H b -

H S A 3  a n d  S F H b N P  g r o u p s  a t  ( B )  2 - h o u r  r e p e r f u s i o n  a n d  ( C )  6 - h o u r  

r e p e r f u s i o n .  * P  <  0 . 0 5   

 

B C 
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【考察】  

 

 2時間虚血 /再灌流2時間、または 6時間での脳虚血再灌流傷害早期の病態につ

いて評価を行った結果、実験 (1)、 (2) より、Hb-HSA 3 およびSFHb NP群では

再灌流早期で 微小血管へのHBOC による灌流、およびCBFが高レベルに維持さ

れることが明らかになった。しかしながら、 PtO 2 レベルには差異が観察され、

Hb -HSA 3 群では再灌流 ６時間後で有意に減少したが、 SFHb NP群では高いま

ま維持されていた 。さらに、実験 (３ )より、 HBO Cの血管外漏出の程度は

SFHb NP群で有意に低かった。  

酸素運搬能力を示す PtO 2 レベルの違いは、 虚血再灌流傷害に対する Hb -

HSA 3 とS FHb NP の神経保護効果の違いに関連していると考えられ る。前述の

通り、酸化ストレスにより Hb-HSA 3 の酸素運搬能が低下してしまうことが報告

されており(Ok amo to  e t  a l . ,  2022) 、それを反映して実験 (2)の通り Hb-HSA 3

群の PtO 2 は2時間という投与直後では酸素化が改善するも、酸化ストレスによ

り酸素運搬能を維持出来ず、 6時間後で大きくPt O 2 の低下を来たした可能性が

ある。一方、SFHb NPは内因性カタラーゼの 抗酸化 効果により長時間に渡 り

met Hb 化 を 抑 制 し 酸 素 運 搬 能 を 保 持 す る た め 、 6 時 間 後 で も PtO 2 を 高 く 維 持 し 、

no-re f lo w 現象による虚血の進行を防ぎ、神経保護に繋がった可能性が示唆さ

れた。  

また、BBB破綻による血管外漏出作用はHb-HSA 3 群で著明に認められ、これ

もHb-HSA 3 群の酸素運搬能の低下に関連している可能性がある。 Hb-HSA 3 (直

径15nm)は IgG( 直径14 .5nm) と同様の大きさであり (T an et  a l . ,  2008) 、 I gG

と同様に 脳実質内へ受動的に漏出したものと思われる。一方、 SFHb NP( 直径

90nm) は 粒 子 径 が 大 き い こ と で 漏 出 が 少 な く 、 灌 流 量 が 維 持 さ れ た と 考 え ら れ 、

この特性もSFHb NPが より良い神経保護効果に関与した可能性がある。  
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考察 

 

 本研究により、脳虚血後再灌流時に SFHb NP を経静脈投与をすることで、

神経症状の改善、脳梗塞および脳浮腫の軽減などの神経保護効果を示した。虚

血再灌流後の病態評価で、酸化ストレス、白血球脳実質内遊走、 BBB 破綻がい

ずれも抑制されていた 。これらの作用機序の一つとして、再灌流後早期の脳微

小血管灌流の改善 と組織酸素化の高い改善がより良い効果を示したと考えられ

た。また、以前の研究で も使用された Hb-HSA 3 は微小なため血管外漏出が多

く、SFHb NP は血管外漏出が少ない結果となり、 作用機序の更なる一つと考え

られた。  

 虚血再灌流傷害の重要な病理学的機序の一つに no -re f lo w 現象があるが、そ

の根底にあるメカニズムや治療方法に関してはまだ完全には解明されておらず

有効な治療法も確立されていない (Hu e t  a l . ,  2023;  Muj anov ic  e t  a l . ,  2023) 。

No -r ef low 現象の機序として、 血液の流動性や血管の形態学的変化に関して報

告がなされている。血液の流動性については、血管内⽪への白血球の接着

(Ri t t er  e t  a l . ,  2000) 、血小板の凝集 (Yang  e t  a l . ) 、さらにフィブリン形成

(Ch en  et  a l . ,  2022) によって血流の減少または停滞が引き起こされる。 また、

血管の形態学的変化については、 a s t ro cyte の end  foot の膨化 (I to  e t  a l . ,  

2011;  Kur i su  e t  a l . ,  2016) により再灌流後数時間（ 3-8 時間）のうちに引き

起こされることが電子顕微鏡等で報告されている (I to  e t  a l . ,  2011) 。その他、

per i cy t e の酸化ストレス依存性による 収縮反応 も微小血管狭窄の原因として報

告され、かつ再灌流後 2 時間以内に発生 するとされており 、発症 早期からの治

療介入の必要性が問題となる (Kort e  e t  a l . ,  2022;  Yemi sc i  e t  a l . ,  2009) 。

HBO C は赤血球よりも著明に小さく、 no-re f lo w 現象による血流の停滞や微小

血管狭窄という悪条件においても酸素輸送に適しており、 この機序への治療方

法として 他の神経保護薬に比べて 直接作用できる点で メリットが高いと考えら

れる。また静脈投与による治療効果を得られたことも、治療の簡便性と汎用性

の向上に寄与したと考えられる。  

 HBO C による虚血性脳卒中への治療法はいくつか報告がある。我々の報告し

た Hb-HSA 3 や SFHb NP 以外に、 tM CAO モデルラットまたはマウスに対し

て、 重合 Hb  (Mito  e t  a l . ,  2009 ;  Nemoto  e t  a l . ,  2006) 、ポリエチレングリ

コール化 Hb  (po ly ethy l enegly co l  h emo glob i n ：PEG -Hb)  (Cao  e t  a l . ,  

2017;  Zh ang  e t  a l . ,  2012) 、カプセル化 Hb (Kaneda  e t  a l . ,  2014;  Sh i mbo  
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et  a l . ,  2017;  Sh i mbo  et  a l . ,  2014) などでの神経保護効果が報告されている。

これらはある程度の治療効果を示しているが、 これらの報告は虚血後 30 分で

薬剤の投与を行っているモデルが多く、我々のプロトコールとはやや違う点で

ある 。この中で、ポリニトロキシル化 PEG -Hb(po ly ni t ro xy la t ed  PEGy lat ed  

hemo glo b i n :  PNPH) のみが、再灌流 2 時間後の投与であっても梗塞サイズを

有意に減少させた 報告であった(Cao  e t  a l . ,  2017) 。この PNPH は

superox ide  d i smut ase かつカタラーゼ模倣活性を有するため 抗酸化能力を持

っている。この報告では若干の投与遅れでも効果がある可能性が示された。前

述の通り、酸化ストレスにより met Hb レベルが上昇することで HBOC の酸素

運搬能力が低下する。よって、 我々の使用した SFHb NP や PNPH のように強

い抗酸化能力を持つ HBO C であれば 虚血再灌流傷害により生じる酸化ストレ

ス条件下でも高い酸素運搬能力を維持できる可能性がある。また、酸化ストレ

スは虚血再灌流傷害により影響を受けた脳組織へのアポトーシス、オートファ

ジー、炎症反応の誘導などにも関与するため (Had j  A bda l l ah  e t  a l . ,  2018) 、

強い抗酸化能力を持っている事は これらの酸化ストレスによる有害事象を防ぐ

可能性も備えているといえる。  

 本研究の Li mit a t ion としては、まず第 1 に、本研究では用量や投与時間 を

変化させての 治療効果の 検討がなされていないことが挙げられる。 Hb-HSA 3

と SFHb NP を比較するため、Hb-HSA 3 を用いた以前の研究 と同 等の用量 で 行

っている (Gek ka  e t  a l . ,  2018) 。SFHb NP の有効容量の特定をするため耐容量

範囲研究 をする必要がある。第 2 に、Hb-HSA 3 や SFHb NP の met Hb 化に関

するデータは H 2 O 2 溶液中での結果であり、 脳虚血再灌流時の生体内での経過

は不明である。第 3 に、今回の SFHb NP の作用機序が、優れた酸素運搬能に

よる直接的な作用であったか、カタラーゼによる抗酸化作用による 間接的な作

用であったのかは分かっていない。また、第 4 にこの研究では薬物動態解析が

出来ていない。薬理効果のメカニズムの解明だけでなく、投与の用量やタイミ

ング、頻度の解明にも寄与するため解明が必要である。  
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総括および結論  

 

本研究により、以下の新たな知見が得られた。  

 

１）  SFHb NP の経静脈投与により、脳虚血再灌流傷害に対し、酸化ストレス

や白血球遊走、BBB 破壊の減少をもたらすことで、神経症状の改善や脳

梗塞/脳浮腫の軽減といった有用な神経保護効果を 示した 。  

 

 

２）  SFHb NP は虚血後再灌流早期における 脳微小循環不全を改善し、高い酸

素運搬能により早期から組織酸素レベルを高く維持 し、かつ低い血管外

漏出により、強い神経保護効果を 来す 可能性がある。  

 

 

以上より、 s t ro ma - fr ee  hemo glob in  nanop ar t i c l e は虚血性疾患や微小循環

不全に対する治療薬として、 新たな選択肢となる可能性がある。さらに 詳細な

作 用 機 序 の 解 明 や 最 適 投 与 法 な ど 臨 床 応 用 に 向 け た 基 礎 研 究 の 蓄 積 が 望 ま れ る 。  
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K a w a b o r i ,  M . ,  O s a n a i ,  T . ,  N a k a y a m a ,  N . ,  K a z u m a t a ,  K . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 8 ) .  N o v e l  

H e m o g l o b i n - B a s e d  O x y g e n  C a r r i e r  B o u n d  W i t h  A l b u m i n  S h o w s  N e u r o p r o t e c t i o n  

W i t h  P o s s i b l e  A n t i o x i d a n t  E f f e c t s .  S t r o k e  4 9 ,  1 9 6 0 - 1 9 6 8 .  

G o y a l ,  M . ,  D e m c h u k ,  A . M . ,  M e n o n ,  B . K . ,  E e s a ,  M . ,  R e m p e l ,  J . L . ,  T h o r n t o n ,  J . ,  

R o y ,  D . ,  J o v i n ,  T . G . ,  W i l l i n s k y ,  R . A . ,  S a p k o t a ,  B . L . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  R a n d o m i z e d  

a s s e s s m e n t  o f  r a p i d  e n d o v a s c u l a r  t r e a t m e n t  o f  i s c h e m i c  s t r o k e .  N  E n g l  J  M e d  3 7 2 ,  
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1 0 1 9 - 1 0 3 0 .  

H a d j  A b d a l l a h ,  N . ,  B a u l i e s ,  A . ,  B o u h l e l ,  A . ,  B e j a o u i ,  M . ,  Z a o u a l i ,  M . A . ,  B e n  

M i m o u n a ,  S . ,  M e s s a o u d i ,  I . ,  F e r n a n d e z - C h e c a ,  J . C . ,  G a r c í a  R u i z ,  C . ,  a n d  B e n  

A b d e n n e b i ,  H .  ( 2 0 1 8 ) .  Z i n c  m i t i g a t e s  r e n a l  i s c h e m i a - r e p e r f u s i o n  i n j u r y  i n  r a t s  b y  

m o d u l a t i n g  o x i d a t i v e  s t r e s s ,  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  s t r e s s ,  a n d  a u t o p h a g y .  J  C e l l  

P h y s i o l  2 3 3 ,  8 6 7 7 - 8 6 9 0 .  

H a r u k i ,  R . ,  K i m u r a ,  T . ,  I w a s a k i ,  H . ,  Y a m a d a ,  K . ,  K a m i y a m a ,  I . ,  K o h n o ,  M . ,  

T a g u c h i ,  K . ,  N a g a o ,  S . ,  M a r u y a m a ,  T . ,  O t a g i r i ,  M . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  S a f e t y  

E v a l u a t i o n  o f  H e m o g l o b i n - A l b u m i n  C l u s t e r  " H e m o A c t "  a s  a  R e d  B l o o d  C e l l  

S u b s t i t u t e .  S c i  R e p  5 ,  1 2 7 7 8 .  

H o s a k a ,  H . ,  H a r u k i ,  R . ,  Y a m a d a ,  K . ,  B o t t c h e r ,  C . ,  a n d  K o m a t s u ,  T .  ( 2 0 1 4 ) .  

H e m o g l o b i n - a l b u m i n  c l u s t e r  i n c o r p o r a t i n g  a  P t  n a n o p a r t i c l e :  a r t i f i c i a l  O 2  c a r r i e r  

w i t h  a n t i o x i d a n t  a c t i v i t i e s .  P L o S  O n e  9 ,  e 1 1 0 5 4 1 .  

H u ,  J . ,  N a n ,  D . ,  L u ,  Y . ,  N i u ,  Z . ,  R e n ,  Y . ,  Q u ,  X . ,  H u a n g ,  Y . ,  a n d  J i n ,  H .  ( 2 0 2 3 ) .  

M i c r o c i r c u l a t i o n  N o - R e f l o w  P h e n o m e n o n  a f t e r  A c u t e  I s c h e m i c  S t r o k e .  E u r  N e u r o l  

8 6 ,  8 5 - 9 4 .  

I t o ,  U . ,  H a k a m a t a ,  Y . ,  K a w a k a m i ,  E . ,  a n d  O y a n a g i ,  K .  ( 2 0 1 1 ) .  T e m p o r a r y  

[ c o r r e c t e d ]  c e r e b r a l  i s c h e m i a  r e s u l t s  i n  s w o l l e n  a s t r o c y t i c  e n d - f e e t  t h a t  c o m p r e s s  

m i c r o v e s s e l s  a n d  l e a d  t o  d e l a y e d  [ c o r r e c t e d ]  f o c a l  c o r t i c a l  i n f a r c t i o n .  J  C e r e b  

B l o o d  F l o w  M e t a b  3 1 ,  3 2 8 - 3 3 8 .  

I t o ,  Y . ,  A b u m i y a ,  T . ,  K o m a t s u ,  T . ,  F u n a k i ,  R . ,  G e k k a ,  M . ,  K u r i s u ,  K . ,  S u g i y a m a ,  

T . ,  K a w a b o r i ,  M . ,  O s a n a i ,  T . ,  N a k a y a m a ,  N . ,  e t  a l .  ( 2 0 2 0 ) .  N e u r o p r o t e c t i v e  

e f f e c t s  o f  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  o f  r e g i o n a l  c o l d  p e r f u s i o n  a n d  h e m o g l o b i n - b a s e d  

o x y g e n  c a r r i e r  a d m i n i s t r a t i o n  o n  r a t  t r a n s i e n t  c e r e b r a l  i s c h e m i a .  B r a i n  R e s  1 7 4 6 ,  

1 4 7 0 1 2 .  

J o v i n ,  T . G . ,  C h a m o r r o ,  A . ,  C o b o ,  E . ,  d e  M i q u e l ,  M . A . ,  M o l i n a ,  C . A . ,  R o v i r a ,  A . ,  

S a n  R o m a n ,  L . ,  S e r e n a ,  J . ,  A b i l l e i r a ,  S . ,  R i b o ,  M . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  T h r o m b e c t o m y  

w i t h i n  8  h o u r s  a f t e r  s y m p t o m  o n s e t  i n  i s c h e m i c  s t r o k e .  N  E n g l  J  M e d  3 7 2 ,  2 2 9 6 -

2 3 0 6 .  

K a n e d a ,  S . ,  I s h i z u k a ,  T . ,  S e k i g u c h i ,  A . ,  M o r i m o t o ,  K . ,  a n d  K a s u k a w a ,  H .  ( 2 0 1 4 ) .  

E f f i c a c y  o f  l i p o s o m e - e n c a p s u l a t e d  h e m o g l o b i n  i n  a  r a t  m o d e l  o f  c e r e b r a l  i s c h e m i a .  

A r t i f  O r g a n s  3 8 ,  6 5 0 - 6 5 5 .  

K a r i b e ,  H . ,  Z a r o w ,  G . J . ,  G r a h a m ,  S . H . ,  a n d  W e i n s t e i n ,  P . R .  ( 1 9 9 4 ) .  M i l d  

i n t r a i s c h e m i c  h y p o t h e r m i a  r e d u c e s  p o s t i s c h e m i c  h y p e r p e r f u s i o n ,  d e l a y e d  

p o s t i s c h e m i c  h y p o p e r f u s i o n ,  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  b r a i n  e d e m a ,  a n d  
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n e u r o n a l  d a m a g e  v o l u m e  a f t e r  t e m p o r a r y  f o c a l  c e r e b r a l  i s c h e m i a  i n  r a t s .  J  C e r e b  

B l o o d  F l o w  M e t a b  1 4 ,  6 2 0 - 6 2 7 .  

K o r t e ,  N . ,  I l k a n ,  Z . ,  P e a r s o n ,  C . L . ,  P f e i f f e r ,  T . ,  S i n g h a l ,  P . ,  R o c k ,  J . R . ,  S e t h i ,  H . ,  

G i l l ,  D . ,  A t t w e l l ,  D . ,  a n d  T a m m a r o ,  P .  ( 2 0 2 2 ) .  T h e  C a 2 + - g a t e d  c h a n n e l  

T M E M 1 6 A  a m p l i f i e s  c a p i l l a r y  p e r i c y t e  c o n t r a c t i o n  a n d  r e d u c e s  c e r e b r a l  b l o o d  

f l o w  a f t e r  i s c h e m i a .  J  C l i n  I n v e s t  1 3 2 .  

K u r i s u ,  K . ,  A b u m i y a ,  T . ,  N a k a m u r a ,  H . ,  S h i m b o ,  D . ,  S h i c h i n o h e ,  H . ,  N a k a y a m a ,  

N . ,  K a z u m a t a ,  K . ,  S h i m i z u ,  H . ,  a n d  H o u k i n ,  K .  ( 2 0 1 6 ) .  T r a n s a r t e r i a l  R e g i o n a l  

B r a i n  H y p o t h e r m i a  I n h i b i t s  A c u t e  A q u a p o r i n - 4  S u r g e  a n d  S e q u e n t i a l  

M i c r o v a s c u l a r  E v e n t s  i n  I s c h e m i a / R e p e r f u s i o n  I n j u r y .  N e u r o s u r g e r y  7 9 ,  1 2 5 - 1 3 4 .  

M i t o ,  T . ,  N e m o t o ,  M . ,  K w a n s a ,  H . ,  S a m p e i ,  K . ,  H a b e e b ,  M . ,  M u r p h y ,  S . J . ,  B u c c i ,  

E . ,  a n d  K o e h l e r ,  R . C .  ( 2 0 0 9 ) .  D e c r e a s e d  d a m a g e  f r o m  t r a n s i e n t  f o c a l  c e r e b r a l  

i s c h e m i a  b y  t r a n s f u s i o n  o f  z e r o - l i n k  h e m o g l o b i n  p o l y m e r s  i n  m o u s e .  S t r o k e  4 0 ,  

2 7 8 - 2 8 4 .  

M i z u m a ,  A . ,  Y o u ,  J . S . ,  a n d  Y e n a r i ,  M . A .  ( 2 0 1 8 ) .  T a r g e t i n g  R e p e r f u s i o n  I n j u r y  i n  

t h e  A g e  o f  M e c h a n i c a l  T h r o m b e c t o m y .  S t r o k e  4 9 ,  1 7 9 6 - 1 8 0 2 .  

M u j a n o v i c ,  A . ,  N g ,  F . ,  M e i n e l ,  T . R . ,  D o b r o c k y ,  T . ,  P i e c h o w i a k ,  E . I . ,  K u r m a n n ,  

C . C . ,  S e i f f g e ,  D . J . ,  W e g e n e r ,  S . ,  W i e s t ,  R . ,  M e y e r ,  L . ,  e t  a l .  ( 2 0 2 3 ) .  N o - r e f l o w  

p h e n o m e n o n  i n  s t r o k e  p a t i e n t s :  A  s y s t e m a t i c  l i t e r a t u r e  r e v i e w  a n d  m e t a - a n a l y s i s  

o f  c l i n i c a l  d a t a .  I n t  J  S t r o k e ,  1 7 4 7 4 9 3 0 2 3 1 1 8 0 4 3 4 .  

N e m o t o ,  M . ,  M i t o ,  T . ,  B r i n i g a r ,  W . S . ,  F r o n t i c e l l i ,  C . ,  a n d  K o e h l e r ,  R . C .  ( 2 0 0 6 ) .  

S a l v a g e  o f  f o c a l  c e r e b r a l  i s c h e m i c  d a m a g e  b y  t r a n s f u s i o n  o f  h i g h  O 2 - a f f i n i t y  

r e c o m b i n a n t  h e m o g l o b i n  p o l y m e r s  i n  m o u s e .  J  A p p l  P h y s i o l  ( 1 9 8 5 )  1 0 0 ,  1 6 8 8 -

1 6 9 1 .  

N o g u e i r a ,  R . G . ,  J a d h a v ,  A . P . ,  H a u s s e n ,  D . C . ,  B o n a f e ,  A . ,  B u d z i k ,  R . F . ,  B h u v a ,  P . ,  

Y a v a g a l ,  D . R . ,  R i b o ,  M . ,  C o g n a r d ,  C . ,  H a n e l ,  R . A . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 8 ) .  T h r o m b e c t o m y  6  

t o  2 4  H o u r s  a f t e r  S t r o k e  w i t h  a  M i s m a t c h  b e t w e e n  D e f i c i t  a n d  I n f a r c t .  N  E n g l  J  

M e d  3 7 8 ,  1 1 - 2 1 .  

O k a m o t o ,  W . ,  H a s e g a w a ,  M . ,  K o h y a m a ,  N . ,  K o b a y a s h i ,  T . ,  U s u i ,  T . ,  O n o z a w a ,  H . ,  

H a s h i m o t o ,  R . ,  I w a z a k i ,  M . ,  K o h n o ,  M . ,  G e o r g i e v a ,  R . ,  e t  a l .  ( 2 0 2 2 ) .  C o r e - S h e l l  

S t r u c t u r e d  H e m o g l o b i n  N a n o p a r t i c l e s  a s  A r t i f i c i a l  O ( 2 )  C a r r i e r s .  A C S  A p p l  B i o  

M a t e r  5 ,  5 8 4 4 - 5 8 5 3 .  

P o w e r s ,  W . J . ,  R a b i n s t e i n ,  A . A . ,  A c k e r s o n ,  T . ,  A d e o y e ,  O . M . ,  B a m b a k i d i s ,  N . C . ,  

B e c k e r ,  K . ,  B i l l e r ,  J . ,  B r o w n ,  M . ,  D e m a e r s c h a l k ,  B . M . ,  H o h ,  B . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 9 ) .  

G u i d e l i n e s  f o r  t h e  E a r l y  M a n a g e m e n t  o f  P a t i e n t s  W i t h  A c u t e  I s c h e m i c  S t r o k e :  
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2 0 1 9  U p d a t e  t o  t h e  2 0 1 8  G u i d e l i n e s  f o r  t h e  E a r l y  M a n a g e m e n t  o f  A c u t e  I s c h e m i c  

S t r o k e :  A  G u i d e l i n e  f o r  H e a l t h c a r e  P r o f e s s i o n a l s  F r o m  t h e  A m e r i c a n  H e a r t  

A s s o c i a t i o n / A m e r i c a n  S t r o k e  A s s o c i a t i o n .  S t r o k e  5 0 ,  e 3 4 4 - e 4 1 8 .  

R i t t e r ,  L . S . ,  O r o z c o ,  J . A . ,  C o u l l ,  B . M . ,  M c D o n a g h ,  P . F . ,  a n d  R o s e n b l u m ,  W . I .  

( 2 0 0 0 ) .  L e u k o c y t e  a c c u m u l a t i o n  a n d  h e m o d y n a m i c  c h a n g e s  i n  t h e  c e r e b r a l  

m i c r o c i r c u l a t i o n  d u r i n g  e a r l y  r e p e r f u s i o n  a f t e r  s t r o k e .  S t r o k e  3 1 ,  1 1 5 3 - 1 1 6 1 .  

S a v e r ,  J . L . ,  G o y a l ,  M . ,  B o n a f e ,  A . ,  D i e n e r ,  H . C . ,  L e v y ,  E . I . ,  P e r e i r a ,  V . M . ,  A l b e r s ,  

G . W . ,  C o g n a r d ,  C . ,  C o h e n ,  D . J . ,  H a c k e ,  W . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  S t e n t - r e t r i e v e r  

t h r o m b e c t o m y  a f t e r  i n t r a v e n o u s  t - P A  v s .  t - P A  a l o n e  i n  s t r o k e .  N  E n g l  J  M e d  3 7 2 ,  

2 2 8 5 - 2 2 9 5 .  

S h i m b o ,  D . ,  A b u m i y a ,  T . ,  K u r i s u ,  K . ,  O s a n a i ,  T . ,  S h i c h i n o h e ,  H . ,  N a k a y a m a ,  N . ,  

K a z u m a t a ,  K . ,  N a k a m u r a ,  H . ,  S h i m u z u ,  H . ,  a n d  H o u k i n ,  K .  ( 2 0 1 7 ) .  S u p e r i o r  

M i c r o v a s c u l a r  P e r f u s i o n  o f  I n f u s e d  L i p o s o m e - E n c a p s u l a t e d  H e m o g l o b i n  P r i o r  t o  

R e d u c t i o n s  i n  I n f a r c t i o n s  a f t e r  T r a n s i e n t  F o c a l  C e r e b r a l  I s c h e m i a .  J  S t r o k e  

C e r e b r o v a s c  D i s  2 6 ,  2 9 9 4 - 3 0 0 3 .  

S h i m b o ,  D . ,  A b u m i y a ,  T . ,  S h i c h i n o h e ,  H . ,  N a k a y a m a ,  N . ,  K a z u m a t a ,  K . ,  a n d  

H o u k i n ,  K .  ( 2 0 1 4 ) .  P o s t - i s c h e m i c  i n t r a - a r t e r i a l  i n f u s i o n  o f  l i p o s o m e -

e n c a p s u l a t e d  h e m o g l o b i n  c a n  r e d u c e  i s c h e m i a  r e p e r f u s i o n  i n j u r y .  B r a i n  R e s  1 5 5 4 ,  

5 9 - 6 6 .  

T a k a m i y a ,  M . ,  M i y a m o t o ,  Y . ,  Y a m a s h i t a ,  T . ,  D e g u c h i ,  K . ,  O h t a ,  Y . ,  a n d  A b e ,  K .  

( 2 0 1 2 ) .  S t r o n g  n e u r o p r o t e c t i o n  w i t h  a  n o v e l  p l a t i n u m  n a n o p a r t i c l e  a g a i n s t  

i s c h e m i c  s t r o k e -  a n d  t i s s u e  p l a s m i n o g e n  a c t i v a t o r - r e l a t e d  b r a i n  d a m a g e s  i n  m i c e .  

N e u r o s c i e n c e  2 2 1 ,  4 7 - 5 5 .  

T a n ,  Y . H . ,  L i u ,  M . ,  N o l t i n g ,  B . ,  G o ,  J . G . ,  G e r v a y - H a g u e ,  J . ,  a n d  L i u ,  G . Y .  ( 2 0 0 8 ) .  

A  n a n o e n g i n e e r i n g  a p p r o a c h  f o r  i n v e s t i g a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  p r o t e i n  

i m m o b i l i z a t i o n .  A C S  N a n o  2 ,  2 3 7 4 - 2 3 8 4 .  

T a v e r n e ,  Y . J . ,  d e  W i j s - M e i j l e r ,  D . ,  T e  L i n t e l  H e k k e r t ,  M . ,  M o o n - M a s s a t ,  P . F . ,  

D u b é ,  G . P . ,  D u n c k e r ,  D . J . ,  a n d  M e r k u s ,  D .  ( 2 0 1 7 ) .  N o r m a l i z a t i o n  o f  h e m o g l o b i n -

b a s e d  o x y g e n  c a r r i e r - 2 0 1  i n d u c e d  v a s o c o n s t r i c t i o n :  t a r g e t i n g  n i t r i c  o x i d e  a n d  

e n d o t h e l i n .  J  A p p l  P h y s i o l  ( 1 9 8 5 )  1 2 2 ,  1 2 2 7 - 1 2 3 7 .  

T o m i t a ,  D . ,  K i m u r a ,  T . ,  H o s a k a ,  H . ,  D a i j i m a ,  Y . ,  H a r u k i ,  R . ,  L u d w i g ,  K . ,  

B o t t c h e r ,  C . ,  a n d  K o m a t s u ,  T .  ( 2 0 1 3 ) .  C o v a l e n t  c o r e - s h e l l  a r c h i t e c t u r e  o f  

h e m o g l o b i n  a n d  h u m a n  s e r u m  a l b u m i n  a s  a n  a r t i f i c i a l  O 2  c a r r i e r .  

B i o m a c r o m o l e c u l e s  1 4 ,  1 8 1 6 - 1 8 2 5 .  

Y a m a s h i t a ,  T . ,  K a m i y a ,  T . ,  D e g u c h i ,  K . ,  I n a b a ,  T . ,  Z h a n g ,  H . ,  S h a n g ,  J . ,  M i y a z a k i ,  
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K . ,  O h t s u k a ,  A . ,  K a t a y a m a ,  Y . ,  a n d  A b e ,  K .  ( 2 0 0 9 ) .  D i s s o c i a t i o n  a n d  p r o t e c t i o n  o f  

t h e  n e u r o v a s c u l a r  u n i t  a f t e r  t h r o m b o l y s i s  a n d  r e p e r f u s i o n  i n  i s c h e m i c  r a t  b r a i n .  J  

C e r e b  B l o o d  F l o w  M e t a b  2 9 ,  7 1 5 - 7 2 5 .  

Y a n g ,  L . ,  C h e n ,  X . ,  W a n g ,  S . ,  F e i ,  Y . ,  W a n g ,  D . ,  L i ,  Y . ,  H e ,  G . ,  W u ,  Q . ,  C h u ,  S . ,  

a n d  F a n g ,  W .  

Y e m i s c i ,  M . ,  G u r s o y - O z d e m i r ,  Y . ,  V u r a l ,  A . ,  C a n ,  A . ,  T o p a l k a r a ,  K . ,  a n d  D a l k a r a ,  
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