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脳虚血に伴う脳神経脳細胞死に対する

オロト酸の作用に関する研究

学位論文内容の要旨

  脳卒中はがん、心臓病に次いで死亡原因の上位を占める疾患であり、一般的に脳出血と脳梗
塞に分類される。脳梗塞では脳血管の閉塞によって循環障害をきたし、脳組織の壊死を呈する。
  虚血により脳へのエネルギー供給が断たれると、その結果個々の細胞はその恒常性を保つこ
とができなくなり、この状態が続くことにで死に至る。またたとえ短時間の血流の遮断であっ
ても一旦虚血にさらされた神経細胞は、血流が再開されることによって一時的にはエネルギー
代謝が回復するものの、数日後に神経細胞が死に至る現象、すをわち遅発性神経細胞死という
現象が知られるようになり、虚血による神経細胞死の機序は単にエネルギー代謝の障害のみで
はなくより複雑なものであると考えられるようになった。
  脳虚血に伴う細胞内の変化として、細胞内のヌクレオチドの変動、特にピリミジンヌクレオ
チド濃度が低下することが知られている。オロト酸はピリミジンヌクレオチドの前駆体である。
オロト酸の合成は、ピリミジンヌクレオチド生合成の律速であるため、外部からのオロト酸の
供給は脳内ピリミジンヌクレオチドの濃度を上昇させ、それに続くピリミジンヌクレオチドが
関与するさまざまな生体反応に影響を及ぼすと考えられる。
  本研究では、脳虚血の病態に対しオロト酸を供給することは低下したピリミジンヌクレオチ
ド濃度を上昇させ、結果として虚血後の神経細胞の障害を軽減する可能性があるものと考え、
オロト酸の神経細胞保護作用にっいての研究を行った。

j．―遡艦彪鍼意虚だ伴彡繊怒繊麭死だガナるオロ宀霞の働ヲ
  一過性前脳虚血による遅発性神経細胞死に対するオロト酸の神経細胞保護作用を検討した。
虚血処置の1時間後にオロト酸300 mg/kgを腹腔内投与した場合、ほば完全に遅発性神経細胞
死が抑制された。
  オロト酸による遅発性神経細胞死抑制作用のTherapeutic Time Windowを検討した結果、血
流再灌流24時間後に投与した場合でも、遅発性神経細胞死がほぼ完全に抑制された。本研究
の結果は、オロト酸による遅発性神経細胞死抑制作用が用量依存的であり、また他の化合物に
は 認め ら れ な い 、 広 いTherapeutic Time Windowをも つこ とを 示し てい る。

2．オロ宀屡1の＃鰹：紐瘤架農繃ヲの麓亭
  本研究ではマウス前脳皮質アストロサイト初代培養系において、低酸素、再酸素化負荷によ
る細胞内代謝に及ぼすオロト酸の作用を検討した。その結果、オロト酸はアストロサイトの低
酸素、再酸素化という負荷に伴うエネルギー代謝障害、脂質代謝障害、核酸代謝障害に対し改
善作用を有することが明らかとなった。また虚血侵襲に伴う神経細胞における細胞内代謝障害
に対しても同様に抑制作用もつことが推測された。これらの結果は、オロト酸が虚血に伴う細
胞内代謝障害を改善し、その結果神経細胞を保護する効果を持つことを示唆している。

3．オロF讃のプロドヲックつ酸およびその一週艦鴕鍼虚虚′こ伴彡緲醒紬鱠死にガナる競栞
  オロト酸は水溶性が低く、また脳への移行性も低い。そのため、末梢から投与する場合脳内
ヘ十分量のオロト酸を供給するためには、末梢から高用量を懸濁液として投与しなければなら
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ない。本研究においてはYM-39558（オロト酸エチルエステル）が脳内ヘ効率よくオロト酸を
供給することが可能な、オロト酸のプロドラッグであることを示した。｀{M-39558は末梢から
投与した場合、効率よく脳内へ移行し、そこで加水分解を受け活性本体であるオロト酸となる。
  このYM-39558により、オロト酸と同様、一過性前脳虚血による遅発性神経細胞死を抑制す
る効果が確認された。またこの時のオロト酸の脳脊髄液中濃度を検討した結果、効果発現には
脳脊髄液中オロト酸の濃度が数十LLM以上、かつこの濃度が低下することなく長時間維持さ
れることが必要であることが明らかとなった。
  ラット、イヌ、ヒトにおいてのYM-39558の代謝、分解を検討した結果より、｀)CM-39558を
末梢投与した場合、イヌ、ヒトではラットと比較し、より効率よく脳内ヘオロト酸を供給する
ことが可能であることが判った。またYM-39558の水溶性はオロト酸の約5倍であった。以上
よりYM-39558をヒトに応用する場合には水溶液として静脈内投与が可能であり、またオロト
酸自体を投与する場合に比ペ、より低用量の末梢投与で脳内に必要量のオロト酸を効率よく供
給できると考えられた。

4ネコ≠．尢錨動鍜閲讐：屈厨溌艫zだ伴彡鰡2戳眉盈攬澎増冬佑と梗饗喋鮒の閲鑷
  ネコの中大脳動脈閉塞局所脳虚血モデルにおいて、脳波、脳血流、および梗塞巣の関係を検
討した結果、電気生理学的機能を維持するのに必要となる脳血流の閾値が10 ml/min/100gと20
ml/min/100gの聞に存在すること、この血流閾値を下回る程度の虚血状態の個体においては6
時間という時間の要因が加わることにより、均一に広範囲が梗塞となることが判った。また、
中大脳動脈閉塞後15分間の脳波を観察することにより虚血の程度を推測することが可能であ
り、この間に脳波の回復が認められない個体、すなわち上記の血流闕値を下回る程度の虚血状
態の個体を選択することにより、虚血負荷の程度が均一な個体群を作成することが可能である
ことが明らかとなった。

iネコチ 元甜 勤餠 閉饗 矚励 瀰嘘 位だ 伴彡 梗墓 巣進 露に ガナ る YM-39558の繃ヲ
  ネコの中大脳動脈閉塞局所脳虚血モデルにおいて、YM-39558の神経細胞保護作用を検討し
た。その結果、11.8 mg瓜gm静脈内持続投与により、大脳皮質の梗塞巣進展が抑制された。こ
の時の脳脊髄液中のオロト酸の濃度を検討した結果から、オロト酸が梗塞巣の進展を抑制する
には、数十山Mの濃度が必要であることが明らかとなった。この濃度は、一過性前脳虚血に
よる遅発性神経細胞死を抑制するのに必要となる脳脊髄液中オロト酸濃度、さらにm晒伽実
験系において低酸素、再酸素化負荷に伴う細胞内代謝障害を抑制する作用を示したオロト酸濃
度と一致していた。以上より、オロト酸は数十pMの濃度で、虚血侵襲に対し神経細胞保護
作用をもっものと考えられる。
  オロト酸は水溶性が低く、そのため高用量を投与した場合、腎臓に結晶が析出し腎毒性を示
した。これに対し、YM．39558の有効用量は低減され、またその水溶性はオロト酸の約5倍で
あらたことより、腎臓には結晶が析出せず腎毒性を回避できるものと予想した。しかしながら、
ネコにYM‐39558を静脈内投与した場合、検討したいずれの用量群においても腎臓の集合管内
に析出結晶が存在する個体が認められた。いずれの個体においても集合管に組織傷害は認めら
れなかったものの、腎障害を引き起こす可能性を完全に否定し得ない。そのため、ヒ卜に応用
するには安全性の観点より危険であると結論した。また、YM＿39558の有効用量に関しても、
ヒトヘの投与量に換算した場合、さらなる低用量化が望まれる。さらに性質を改善したオロト
酸プロドラッグの開発が必要である。
  今後、脳虚血による神経細胞障害の過程を解明する上で、オロト酸がその研究ツールとして
の―役を担うことと共に、オロト酸の神経細胞保護作用が明らかにされ、さらにはそれに基づ
いて医薬の開発が成されることを切望する。
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学 位 論 文 題 名

脳虚血に伴う脳神経脳細胞死に対する

    オロト酸の作用に関する研究

  申請者は、脳虚血に伴う脳神経細胞死についての研究を進め、ピリミ

ジンヌクレオチド生合成過程における前駆体であるオロト酸が脳虚血に

伴う神経細胞死を抑制することを見い出し、その作用機序を検討、さら

にYM―39558（オロト酸工チルエステル）が脳内ヘ効率よくオロト酸を

供給することができるオロト酸のプロドラッグであること、また脳虚血

モデル動物におぃてYM－39558を投与することにより脳虚血に伴う神経

細胞死が著明に抑制されるとぃう新知見を得、本学位論文として申請し

た。

  オロト酸が、―過性前脳虚血に伴う海馬CA1領域における遅発性神経

細胞死を抑制すること、またこの効果は虚血再灌流の24時間後に投与し

た場合にも認められることを見い出した。これは、臨床の現状におぃて

脳虚血病態の発症から治療開始までにある程度の時間を要することを鑑

み、非 常に大きな メリットと なり得る性質であることを示唆した。

  次に、オ口ト酸がァストログリア細胞の低酸素、再酸素化負荷に伴う

エネルギ一代謝障害、脂質代謝障害、核酸代謝障害に対し明確な改善効

果をもつことを示し、これらの事実からオロト酸は虚血侵襲に伴う細胞

内代謝障害を改善し、その結果神経細胞を保護するものと示唆した。

  オロト酸は水溶性が低く、また脳への移行性も低い。そのため、末梢

から投与した場合脳内ヘ十分量のオロ卜酸を供給するためには、末梢か

ら高用量を懸濁液として投与しなければならなぃ。今回、申請者はYM-



39558が脳内ヘ効率よくオロト酸を供給することが可能な、オロ卜酸の

プロドラッグとなり得ることを見し、出した。YM-39558は、末梢から投

与された場合、効率よく脳内ヘ移行し、そこで加水分解を受け活性本体

であるオロ卜酸となる。このYM-39558を末梢投与することにより、一

過性前脳虚血による遅発性神経細胞死が抑制されることを示した。また

この時のオロト酸の脳脊髄液中濃度を検討した結果、効果発現には脳脊

髄液中オロト酸の濃度が数十mM以上、かつこの濃度が低下することな

く長時間維持されることが必要であることを明らかにした。さらにラッ

卜、イヌ、ヒ卜におぃてYM―39558の体内動態を検討した結果より、

YM－39558をヒトに応用する場合には水溶液として静脈内投与すること

が可能であり、低用量で脳内に必要量のオロト酸を供給でき、それによっ

て 効 果 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し た 。

  ネコの中大脳動脈閉塞局所脳虚血モデルにおぃて、脳波、脳血流、お

よび梗塞巣の関係を検討し、電気生理学的機能を維持するのに必要とな

る脳血流の閾値が10 ml/min/l OOgと20 ml/min/l OOgの間に存在す

ること、この血流閾値を下回る程度の虚血状態の個体におぃては6時間

とぃう時間の要因が加わることにより広範囲が梗塞となることを示した。

また、中大脳動脈閉塞後15分間の脳波を観察することにより虚血の程度

を推測することが可能であり、この間に脳波の回復が認められなぃ個体、

すなわち上記の血流閾値を下回る程度の虚血状態の個体を選択すること

により、均ーな虚血強度が負荷された個体群を作成することが可能であ

ることを明らかにした。

  ネコの中大脳動脈閉塞局所脳虚血モデルにおぃて、YM－39558の神経

細胞保護作用を検討し、その結果、11.8 mg/kg／h静脈内持続投与によ

り、大脳皮質の梗塞巣進展が著明に抑制されることを示した。さらにこ

の時の脳脊髄液中のオロト酸の濃度を検討し、オロト酸が梗塞巣の進展

を抑制するには、数十mMの濃度が必要であることを明らかにした。こ

の濃度は、遅発性神経細胞死を抑制するのに必要となる脳脊髄液中オロ

ト酸濃度、さらにin vitro実験系におぃて低酸素、再酸素化負荷に伴う

細胞内代謝障害を抑制する作用を示したオロト酸濃度と一致しており、

オロト酸は数十mMの濃度で、虚血侵襲に対し神経細胞保護作用をもつ

との考えを示した。

  ネコにYM－39558を静脈内投与した場合、検討したぃずれの用量群に

おぃても腎臓の集合管内に析出結晶が存在する個体が認められ、いずれ



の個体におぃても集合管に組織傷害は認められなかったものの、腎障害

を引き起こす可能性を完全に否定し得なぃことを示した。そのため、申

請者は現段階でYM－39558をヒ卜に応用するには安全性の観点より問題

があり、さらに性質を改善したオロト酸プロドラッグの開発が必要であ

ると結論した。

  以上、審査委員会は本論文を脳虚血に伴う脳神経細胞死に対するオロ

ト酸の神経細胞保護作用、作用機序、またオロト酸プロドラッグとして

のYM―39558の体内動態、さらにはその神経細胞保護作用に関し、新知

見を得た内容であると判定し、博士（薬学）の学位を受けるに十分値す

ると認めた。


