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【研究成果】

<背景 >
　交通事故や転倒・転落などによる外傷性脳損傷（Trau-
matic Brain Injury: TBI）の受傷者は、本邦では年間 28
万人、世界的には年間 1000 万人にものぼる（Maas et 
al., 2008 Lancet Neuronal）。TBI は脳神経細胞の脱落や
脳内炎症に関わるグリア細胞活性化を惹起するため、神
経機能不調を呈する脳疾患発症 ( てんかんや脳神経変性
疾患など ) の危険因子である。しかし TBI 後の神経障
害を予防・改善するための方法は未だ確立されていない。
さらに TBI は急性肺傷害の合併症を引き起こしやすい

（Zygun et al., 2005 Crit Cre Med）。頭部外傷を受傷し
た脳から放出される high-mobility group box protein 1

（HMGB1）などの炎症性メディエーターは肺機能を低下
させる（Weber et al. 2014 Sci Transl Med）。また TBI
を受傷することで大脳皮質・海馬におけるα 7 nicotinic 
acetylcholine receptor（nAChR）の発現量が減少し、
ニコチンを慢性的に投与することで TBI によって減少
したα7 nAChR の発現量が回復したという報告がある

（Verbois et al., 2010 J Neurotrauma.）
　一方、禁煙補助薬バレニクリンはα4β2 nAChR 部分
作動薬及びα7 nAChR 完全作動薬であり、従来のニコ
チン代替療法よりも禁煙成功率が高く画期的な薬であ
る。我々は、バレニクリンが、α7 nAChR を介してブ
タ膵エラスターゼ（PPE）誘発による肺胞径拡大を伴う
肺傷害を抑制したことから、本医薬品が肺保護作用を
有する可能性を指摘した（Koga et al. 2018 J Pharmacol 
Sci.）。
　このように、TBI 後の脳組織においてα7 nAChR が
減少すること、TBI 後に急性肺傷害が惹起しやすいこと、
バレニクリンがα7 nAChR を介して PPE 誘発の肺障害
を抑制することを総合すると、TBI による脳障害及び

急性肺傷害において、α7 nAChR が共通して関与する
ことが考えられる。そこで仮説「α7 nAChR 完全作動
薬であるバレニクリンが TBI 後の脳障害の重症化及び
急性肺傷害の発症・増悪を抑制する。」を検証した。す
なわち、頭部外傷モデルマウス、神経細胞、肺胞マクロ
ファージを用いてバレニクリンによる神経保護作用及び
肺保護作用を評価した。

<方法 >
１．頭部外傷モデルマウス
　体重 18-23 ｇの雄性 C57BL/6J（６～ 8 週齢）を実験
に用い、水と飼料を自由摂取環境下で、室温 23 ～ 25℃
で飼育した。
　イソフルラン（2.5%）吸入麻酔後、吸入器で持続的
な麻酔下（1.5%）で Controlled Cortical Impact（CCI）
装置を用いて頭部外傷モデルマウスを作製した（Sakai 
et al. 2021, J Pharmacol Sci.）。頭蓋骨の骨頂・側頭葉部

（-2.5mm bregma and 2.75mm lateral）に４mm 程度の
穴をあけ、CCI 装置で施術部位に外傷を与えた。CCI 条
件は直径３mm の先端が平らな金属棒を用いて、速度：
3.0m/s、深さ：0.5mm、衝撃持続時間：120ms で行った。
対照群として、頭蓋骨剥離処置のみを行ったマウス群を
sham、頭蓋骨剝離処置に加え、CCI 負荷を与えたマウ
ス群を CCI とした。
　頭蓋骨剝離処置及び CCI 装置による負荷処置の実施
日を Day 0 として、その前日から Day 3 までの５日間
で１日１回バレニクリン（１mg/kg/day）を皮下投与
した。バレニクリンに対する対照群については vehicle
として saline を同様に投与した。

２．脳におけるバレニクリンの効果
2-1．頭部外傷の評価
Neurological Severity Score（NSS）
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　 頭 部 外 傷 の 重 症 度 は Neurological Severity Score
（NSS）を用いて評価した。TBI 後のマウスにおける運
動機能と一部の認知機能を評価するために、NSS を用
いて CCI により形成された頭部外傷の重症度に関する
評価を行った。NSS は核磁気共鳴画像及び組織学的検
査を使用して得られたデータと高度に相関し、脳組織の
損傷を反映する。NSS の測定は CCI 負荷後１時間経過
してから行った。NSS の各評価項目を以下に示す（Table 
1）。左脳に CCI 負荷を与えると右足に麻痺が現れ、運
動機能に障害が生じる。また、CCI の負荷による重症度
が高くなることで障害が大きくなり、その増大に相関し
て NSS の値も大きくなる。NSS ４点未満を軽度、４～
７点を中等度、８点以上を重度とした。

Table 1．NNS 評価項目

Task Points (success/failure)
1．Exit a circle within 3min 0/1
2．Presence of seeking behavior 0/1
3．Ability to walk straight 0/1
4．Ability to walk on a 3cm wide beam 0/1
5．Ability to walk on a 2cm wide beam 0/1
6．Ability to walk on a 1cm wide beam 0/1
7．Ability to balance on a 7mm wide beam 0/1
8．Ability to balance on a round stick 0/1
9．Absence of mono-or hemiparesis 0/1
10．Presence of startle reflex 0/1

Total score 0 ～ 10

2-2．頭部外傷モデルマウスの脳における組織学的評価
　CCI 負荷後 Day 4 にイソフルラン麻酔下で脳及び肺
組織のサンプルを採取した。心臓から PBS を灌流後、
肺組織を取り出し -80℃に保存した。また PBS 灌流後、
脳を固定するために４％ paraformaldehyde（PFA）で
さらに灌流した。その後、脳を取り出して PFA に４℃
で一晩放置した。固定した脳組織は、20％スクロース溶
液に浸透させ、４℃で保存
した。スクロースに置換後、
20µm の厚さの凍結切片を作
成し、Ｈ＆Ｅ染色及び免疫組
織染色を行い脳を組織学的に
評価した。
2-3． 神 経 細 胞（SH-SY5Y）
におけるバレニクリンの神経
保護効果
　神経細胞は、SH-SY5Y を
用 い た。10 ％ FBS、100U/
mL penicillin/streptomycin、
ピルビン酸ナトリウム、非必
須アミノ酸を含む E-MEM/
Ham’S F-12 培 地 で 培 養 し、
60mm dish に播種した。培

養条件は 37℃、５％ CO2/95％大気下とした。SH-SY5Y 
cells にバレニクリン 0-10uM を処置し、HMGB1 のタン
パク発現を評価した。

３．肺におけるバレニクリンの効果
3-1．頭部外傷モデルマウスの肺組織におけるバレニク
リンの効果
　採取した肺組織は、使用するまで -80℃に保存し
た。肺組織は、ホモジネート後にタンパク定量を
行い、ウエスタンブロット法により、HMGB1 及び
cyclooxygenase2（COX2）の発現を評価し、頭部外傷
モデルマウスの肺組織において、炎症に対するバレニク
リンの効果を検証した。
3-2．肺胞マクロファージ細胞におけるバレニクリンの
効果
　肺胞マクロファージは MH-S cells を用いた。0.05mM 
2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル、10 ％ FBS 及 び 100U/mL 
penicillin/streptomycin を添加した RPMI1640 培地で培
養し、60mm dish に播種した。培養条件は 37℃、５％
CO2/95％大気下とした。炎症を誘発させるため lipo-
polysaccharide（LPS; 50ng/mL）とバレニクリン（０，０．1，
１，10µM）で４時間処理し、COX2 タンパク発現をウ
エスタンブロット法で評価した。

<結果 >
CCI 及びバレニクリンによる NSS と体重の経時的変化
　CCI ＋ vehicle 及 び CCI ＋ varenicline 群 に お い て、
CCI 処置１時間後における NSS 値の中央値は、いずれ
も５で右足に麻痺が残るような中等度の傷害であった。
一方、CCI 処置４日後の NSS 値は、vehicle 及びバレニ
クリンを投与した CCI マウスにおいて、それぞれ中央
値が２と 1.5 であった。このことから、NSS はバレニク
リン投与により、CCI の傷害を軽微に改善した（Figure 

Figure 1．CCI モデルマウスにおける NSS に対する varenicline の効果
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1）。
　 ま た、sham ＋ vehicle、CCI ＋ vehicle 及 び CCI ＋
varenicline の３群間で体重変化に差はなかった。

バレニクリンによる CCI 負荷による脳組織欠損への効果
　Ｈ＆Ｅ染色により組織の形態を比較したところ、CCI
＋ vehicle 群では sham ＋ vehicle と比較すると皮質及
び海馬の一部に欠損が認められ、脳が損傷していた。一
方、CCI ＋ vehicle 群、CCI ＋ varenicline 群間で比較す
ると、脳組織の欠損に差は認められなかった。よって、
バレニクリンは、CCI による脳組織の欠損を抑制・改善
しなかった（Figure 2）。

バレニクリンによる脳神経細胞の樹状突起への影響
　神経保護作用を評価するため、MAP-2（神経細胞に
おける樹状突起のマーカー）の蛍光免疫染色を行なっ
た。海馬 CA1 及び DG（歯状回）において、sham ＋
vehicle 群では MAP-2 が明確に発現していた。CCI 負荷
により、MAP-2 の発現が減少した。一方、バレニクリ
ンは CCI による MAP-2 発現減少を抑制した（Figure 3）。

したがって、バレニクリンは CCI による神経細胞の樹
状突起の消失を抑制した。

バレニクリンによる脳神経細胞の細胞核・細胞体への影
響
　NeuN 抗体を用いて、蛍光免疫染色を行い神経細胞に
おける細胞核・細胞体へのバレニクリンの効果を評価し
た。sham 群では神経細胞の細胞体が明確であるのに対
し、CCI 負荷により、NueN 発現量が減少した。しかし、
バレニクリンを投与しても、CCI 負荷による NeuN 発
現減少に変化はなかった（Figure 4）。

BBB 傷害による fibrinogen の血管外漏出に対するバレ
ニクリンの効果
　TBI によって fibrinogen が血管外（脳実質側 ) へ漏
出することから、fibrinogen 抗体及び lectin（血管の
マーカー）抗体を用いて蛍光免疫染色し、血管からの
fibrinogen 漏出を各群間で比較した。海馬 CA1 部位に
おいて、sham ＋ vehicle 群では fibrinogen は血管外に
漏出していないことが観察された。一方、CCI 負荷によ

Figure 2．CCI 負荷による脳組織欠損に対する varenicline の効果

Figure 3．CCI モデルマウスの海馬における脳神経樹状突起に対する varenicline の効果

─　─13頭部外傷後の脳および急性肺傷害におけるバレニクリンの効果

3（　）



り fibrinogen が血管外に漏出し、海馬の実質内に広く拡
散していた。しかし、バレニクリンは CCI 負荷による
fibrinogen の血管外漏出を変化させなかった（Figure 5）。

神経細胞（SH-SY5Y）におけるバレニクリンによる
HMGB1 発現変化
　SH-SY5Y にバレニクリンを 0-10uM を 24 時間処理し、
HMGB1 の発現を評価した。
　バレニクリンは、HMGB1 発現を減少させることが観
察され、3uM で最も顕著であった（Figure 6）。

CCI モデルマウスの肺組織におけるバレニクリンによる

HMGB1 及び COX-2 発現変化
　肺組織における COX2 発現は、sham ＋ vehicle 群と
比較して、CCI ＋ vehicle 群では差がみられなかった。
一方、バレニクリン投与により、sham ＋ vehicle 群及
び CCI ＋ vehicle 群と比較して、減少していた。CCI に
よって COX2 発現は増加しないが、CCI と関係なくバ
レニクリンは肺組織でCOX2発現を抑制する傾向であっ
た（Figure 7）。
　一方で、SH-SY5Y cells においてバレニクリンによっ
て発現減少した HMGB1 は、肺組織で発現していた
が、CCI 及びバレニクリンによって発現に差はなかった

（Figure 7）。

Figure 4．CCI モデルマウスの海馬における NeuN 発現に対する varenicline の効果

Figure 5．CCI モデルマウスにおけるフィブリノーゲンの血管外漏出に対する varenicline の効果
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肺胞マクロファージ（MH-S cells）におけるバレニク
リンによる COX2 発現変化
　バレニクリンは、肺組織において COX2 発現を減少
させた。そこで、肺胞マクロファージ（MH-S cells）に
おけるバレニクリンによる COX2 発現変化を評価した。
LPS 処理により COX2 発現を誘発させ、バレニクリン
処理したところ、LPS 誘発 COX2 発現増加をバレニク
リンは濃度依存的に抑制した（Figure 8）。

<考察 >
　今回の研究では、CCI による頭部外傷の脳損傷（Figure 
2）及び fibrinogen の血管外漏出（Figure 5）に対して、
バレニクリンは効果を示さなかった。しかし、CCI に

よる神経突起の減少を抑制する傾向にあり（Figure 3）、
神経細胞を保護する可能性がある。つまり、バレニクリ
ンは頭部外傷を受傷した後の重症化を抑制、後遺症を軽
減する可能性がある。
　HMGB1 は、自然免疫応答を介して炎症を促進し、敗
血症や自己免疫疾患、神経疾患など種々の炎症性疾患の
病態を増悪させる。SH-SY5Y cells において、バレニク
リンが HMGB1 発現を抑制する傾向にあった（Figure 
6）。したがって、バレニクリンは脳における神経細胞へ
の炎症を軽減する可能性があり、頭部外傷に限らず、脳
内の炎症を抑制するかもしれない。また頭部外傷を受
傷した脳から放出される HMGB1 などの炎症性メディ
エーターは肺機能を低下させる。バレニクリンは、SH-

Figure 6．SH-SY5Y cells における varenicline による HMGB1 発現変化

Figure 7．CCI モデルマウスの肺組織における varenicline による HMGB1 及び COX2 発現
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SY5Y cells における HMGB1 発現を抑制するため、脳
からの HMGB1 の放出を抑制することで肺傷害を保護
するかもしれない。
　しかし、肺組織においては、CCI による顕著な肺傷害
を観察できず、また CCI 負荷及びバレニクリン投与は、
肺における HMGB1 発現に影響しなかった（Figure 7）。
一方で、バレニクリンが CCI 負荷とは関係なく、肺組
織での COX2 発現を抑制する傾向であった（Figure 7）。
また、我々は PPE 誘発の肺傷害をバレニクリンが改善
することを報告している（Koga et al. 2018 J Pharmacol 
Sci.）。このように、バレニクリンは頭部外傷による肺傷
害に限らず、肺における炎症に対して有用である可能性
が示唆される。
　バレニクリンは、神経細胞の nAChR に作用すること
で禁煙効果を発揮することから、脳において作用する。
しかし、肺組織において、バレニクリンの作用点である
α4，β2 及びα７ nAChR の発現を確認している。した
がって、バレニクリンは中枢だけでなく、肺においても
直接作用し、炎症を抑制するかもしれない。
　今回は、動物へのバレニクリンの投与量は、１mg/
kg/day で投与期間も５日間と短期間であるため、バレ
ニクリンの効果が顕著ではなかったかもしれない。ま
た CCI による肺傷害も明確ではなかった。したがって、
CCI 負荷の程度、CCI 負荷後から評価までの期間、バレ
ニクリンの投与量・投与期間を検証することで、頭部外
傷の脳及び肺において効果が期待できるかもしれない。
今後の課題としたい。
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