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一

過性脳虚血 に よ り生 じる神経細胞死 は
t 多く の 神経細胞 に お い て は 早期の 血 液の 再濯流 に よ り防止す る こ とが 可 能で

ある ･ しか し
, 海馬 の ア ン モ ソ 角 ( c o r n u A m m o n is -1

,
C A -1) 領域 の 錐体細胞は

, 他 の 大部分の 神経細胞が 障害を受けな い 程度

の 一 過性 の 虚血 に さ ら された だけ でも数 日後に細胞死 に至 る こ とが 知 られ て お り
, 遅発性神経細胞 死 と よ ばれ て い る . C A -1

の 錐体細胞 は近時記憶を つ か さ ど る重要な ニ
ュ

ー

ロ ン である ため
,
脳血 管性の 記憶障害に対 して 適切な治療法を 開発す るため

にほ
t

こ うい っ た 虚血 に 対 して 脆弱 な神経細胞の 虚血 性障害の 病態を 解明する必要が ある . 近年 , 遅発性神経細胞障害の 原因

と して
, 虚血 がもた らす細胞 内カ ル シ ウ ム イ オ ン ( C a

2 +

) 濃度の 異常 な上 昇が 注月 されて い る .

本研究で は
t

サ ル の 海馬切片 を用 い て
, 虚血刺激 に 対する C a

2 +

動態と
ょ それに 伴う神経細胞 の 微細構造変化 に つ い て 検索

し, 虚血性神経細胞障害の 発生故序 に つ い て 考察 した . 厚さ 30 恥 m の 海馬切片に蛍光色素 である f 口r a- 2 を負荷 し
,
蛍光顕微

鏡テ レゼ カ メ ラ と画像処理装置を 用 い て C a
2 十

動態 の 観察を行 っ た . そ の 結果, 神経細胞外か らの C a
2 +

流入 の 有無 とは 無関係

に
, 虚血 に よ っ て 海馬 C A -1 ～ 4 の 全 て の 領域に お い て C a

2 十

濃度 の 上 昇が み とめ られ た . こ とに C A -1 に おい て ほ
,
C a

2 十
の 上

昇の 立ち 上 が りは 最も速や か で
, 上 昇 カ ー ブ ほ急峻で あ っ た . また

,
同様 の 虚血 刺激 を加えた海馬切片を

,
4 % パ ラ フ ォ ル ム

ア ル デ ヒ ドで 固定 し
, 免疫組織学的検索を 行 っ た と こ ろ, 虚血 後 の 神経細胞 の 胸体に お い て ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ ト ー ル 4 ふ

ニ リン酸 の 染色性が 有意に増加 して い た .

一

九 全身麻酔下で
, 脳 へ の 血流を 完全に速 断す る

一 過性 全脳 虚血 モ デ ル を 作製

し, 摘出 した海馬標本に つ い て形態的変化の 観察 を行 っ た と こ ろ
, 虚血 に よ っ て 粗面小胞体の 空胞化や ミ ト コ ン ドリ ア の 腰大

な どの 著明な変化が み られ た . 以上 の 結果か ら
, 虚血 後に 生 じる神経細胞内の C a

2 +

濃度 の 上昇 の 原因と して ほ
,

ホ ス フ ァ チ ジ

ル イ ノ シ ト ー ル 代謝系に よ る粗面小胞体か らの 放 出や 虚血 に 対す る ミ ト コ ン ドリア の 反応な どに よ っ て
, 細胞内に貯蔵 されて

い た C a
2 +

が 動員 され て い る こ と が 推測 され た . また ,
C A -1 領域の 錐体細胞 ほ

,
虚血 刺激 に 対する反応が 最も強く ▲ 細胞内の

C a
2 +

濃度 の 上 昇が最も著 明で ある こ と が遅発性神経細胞死を ひ き起 こ す原因で あると 推定され た .

K e y w o rd s i s c h e m ia , hip p o c a m p u s
,

d el a y e d n e u r o n a l d e a t h
,

C a
2 +

, p h o s p h a tid yli n o sit o1 4
,

5 - bis p h o s p h at e

脳虚血 に よ っ て t 細胞 内の ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 が 枯渇す る

と
, 神経細胞 は活動 で きな くな り , 細胞 内蛋白の 不 可逆的損傷

によ りや が て細胞死 に 至 る . した が っ て , 脳虚血 か ら神経細胞

を守るに は で きるだ け早期の 血流再開が 不 可 欠 で ある と され て

い る . しか し
,

一

部 の 神経細胞は
, 他 の 神経細胞に ほ致命的な

影響を与え な い ような 短時間の 虚血 に 対 して も脆弱で
,

血 流再

開後, 数日 間の 経過で 細胞死 をき たす こ とが
,
1 9 8 2 年 ,

K iri n o

に よ っ て 報告 され た
t)

. 彼 は ,
ス ナ ネ ズ ミ の 両 側内頸 動脈に 血

管ク リ ッ プを かけ て 4
～ 5 分間血 流を 遮断 した後 , 血 流を 再開

すると
,

1 ～ 2 日間 は海馬の C O r n u A m m o n is -1 領域(C A-1) の

錐体細胞に は何 の 形態学的変化も認め られ な い が
,

3 ～ 4 日 目

には神経細胞 の 脱落が お こ る こ とを 発見 し
, 遅発性神経細胞死

と呼称した . こ の ような
一 過性 の 虚血 に 対 し脆弱な神経細胞と

して ほ
t 海馬 C A -1 の 錐体細胞の 他に も, 小脳の プ ル キ ン エ 細

胞, 大脳皮質 の 第 3 層お よ び 第5 層の 錐体細胞 ,
お よび 線条体

平成 6 年1 1 月3 0 日受付, 平成 7 年 2 月20 日 受理

A b b r e vi atio n s : A B C , a V idi n - bio ti n -

p e r O Xid a s e

背外側の 中, 小型細胞な どが 知 られ て い る
2)

.

1 95 7 年 ,
S c o v ille らは

, 難治性て んか ん に 対 して
, 海馬 を 含

め 両側 側頭葉内側部の 切除術を お こ な っ た 臨床例 に お い て 近時

記憶 障害 が 生 じた こ と を 報 告 し た
3)

. そ の 後 ,
1 9 8 6 年 ,

Z ol a
- M o r g a n らは 心筋梗塞 に 対 して , 冠 動脈 の バ イ パ ス 術 を

行 っ た後に シ ョ ッ ク 状態に 陥 っ た 臨床例 に お い て
, 両側海 鳥

C A-1 領域の 神経細胞 死と 近時 記憶障害 が み ら れ た と 報告 し

た
4)

. それ 以来
, 海馬 と近時記憶障害と の 関係が 注 目 され て お

り,
Z ol a

- M o r g a n ら ほ ,
サ ル の 海馬切除 モ デ ル に お い て も記憶

障害 が み られ る こ とを 観察 して い る
5)

.
こ の よ う に , 海馬 は記

憶 回路 の 一 部を なすもの と して
, 近年 , ます ます注目 され て い

る . したが っ て
, 海馬に おける虚血 性神経細胞障害の 発生機序

を解 明す る こ と は
, 脳血 管性痴呆 や 近時 記憶障害 の 病態を 知

り
, 有効な治療法を 確立す る上 で

,
きわ め て重要で あると 思わ

れ る .

C O m pl e x ; C A
,

C O r n u A m m o nis ; I C C D
,

i n t e n sifie d

C h a r g e -

C O u pl e d d e vic e ; N M D A
,
N - m et h y l

-

D
-

a S p a rt at e ; P I
, p h o s p h atid yli n o sit ol ; P I P 2 ; p h o s p h atid yli n o sit o1 4

,

5 -bis p h os a p h a t e ; T B S
,
t ris - b u ff e r e d s alin e
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虚血 性神経細胞障害の 原因と して は
▲

こ こ 数年間 に グ ル タ ミ

ソ酸細胞毒説
6)
が 捷 唱されて きた . すなわ ち

,
虚血 刺激 に よ り

放 出され た グ ル タ ミ ソ 酸が 神経細胞 の 各種 の グ ル タ ミ ソ 酸 レ セ

プ タ ー を 刺激 し
, 神経細胞内の C a

2 +

濃度 の 著 し い 上 昇を きた

す .
こ の C a

2 +

に よ っ て 神経細胞内の 各種 の セ カ ン ド メ ッ セ ン

ジ ャ
ー

や プ ロ テ ア ー ゼ な どが 括性化 され, 細胞 内蛋 白の 不 可 逆

的損傷 に よ り遅発性神経細胞死が 生ずる と い う仮説 で あ る
8)

.

虚血急性期 に生 じる病態 に関 して ほ 様 々 な検討 が なされ て い る

が
, 虚血 中ま た ほ虚 血直後 に 生ず る神経細胞 内の C a

2 十

濃 度 の

上 昇が 重要 で ある こ とは 明らか で ある . そこ で
, 本研 究に お い

て は
.
人間に よ り近 い 高次機能を 持 つ サ ル の 海 馬を対象 と し,

虚血 急性期の 神 経細胞内の C a
2十

動態と神経細胞 の 阻織 学 的変

化 に つ い て 検討 した .

対象お よび 方法

Ⅰ . 海馬切片の C a
汁

動態

対象 と した の は
, 体重が 約 7k g , 1 4k g , 1 5 k g の ニ ホ ン ザ ル 3

頭 で ある .
フ ロ ー セ ン 麻酔下に 関頭術 を行 い

,
可 及的すみ や か

に 脳を摘 出 した . そ の 際 ,
神経細胞の 保護作用が ある よ うな薬

剤 は い っ さ い 使 用 し な か っ た . 1 2 4 m M N a C l
,
5 m M K C l

,

2 2 m M N a H C O , ,
2 m M M gS O 4 ,

1 .2 5 m M N a H 2P O 4 ,
2 .5 m M C a C 12 ,

お よび 10 m M グ ル コ ー

ス を 含む氷冷 リ ン ゲ ル 液中 で
, 摘 出脳

か らす早く両側の 海馬を摘 出 した . さら に
,
9 5 % 0 2 , 5 % C O 2 で

通気 した 約27 ℃の リ ン ゲ ル 液 中で
,

ス ラ イ ス カ ッ タ
ー

を 用い て

厚 さが 約 300 J上 m の海馬 の 前頭断切片を多数作製 した . 切片 の

作製に よ る物理的刺激か ら回復 さ せ るた め
,
9 5 % 0 2 ,

5 % C O 2 で

通気 した 約32 ℃ の リ ン ゲル 液中で 切片 を約30 分間静置 した .

C a
2 ･

の 測定に は
, 蛍光色素で ある 王u r a

-2 (F u r a
-2

⑧
, 同仁 化

学 , 熊本) を用 い た . C a
2 +

と結合 して い る f u r a
-2 ほ 紫外線を 照

∪V a 4 0 n m

射す る と信号を 発す るが
,

こ の 信 号を倒立 顕微鏡 に接続 した蛍

光 顕微 鏡 (i n t e n si王i e d c h a r g e- C O u ple d d e vi c e) ビデ オ カ メ ラ

C 2 4 0 0-8 7 (浜松 ホ ト ニ ク ス
, 浜 松) で 撮影 し

, 画像解 析装 置

A R G U S -5 0
,
A R G U S -1 0 0 (浜松 ホ ト ニ ク ス) を 用い て解析を行 っ

た (図 -1) . 王u r a
-2 自身は神経細胞膜 を通過で きな い が

,
f u r a

-2 の

カ ル ポ キ シ ル 基を エ ス テ ル 化 した f u r a-2/ A M は細胞 膜を 通過

する こ とが で きる . 細胞 内に 入 る と ア セ トオ キ シ メ チ ル 基が ほ

ずれ
,
f u r む2 は細胞 内に留 ま り C a

2 +

と結合す る . 作製 した 海馬

切片を 1 0 JIM の f u r a
- 2/ A M の リ ン ゲ ル 液 中 に 約 1 時 間保持

し, 神 経細胞 に f u r a- 2 を充分 に と り込 ませ た
Tl

.

C a
2 +

と結合 した f u r a
- 2 の 信号強度ほ

, そ の 濃度 や 光源 の 強

さ
,

ス ライ ス の 厚 さと い っ た条件 に よ っ ても微妙な 影響を受け

る可 能性が ある . そ こ で
,

こ れ らの 影響 を除くた め
, 通常 ほ光

源が 340 n m と 3 8 0 n m の 条件 で測定 を行 い
,

そ の 比 に よ っ て

C a
2 十

濃度 の 定量を 行うが
,
微量 の C a

2 +

濃度変化を 測定するに

は光源を 固定 して , 測定開始時と の 比率 を と っ て評価す る . 本

研究 で は微量 の C a
2 十

濃 度変化 を測定す る こ とを 目的と した た

め
, 測定開始時 に 3 40 n m と 3 8 0 n m の 比に よ っ て ス ラ イ ス 内の

C a
鈷

の 分布に 著 しい 差 が な い こ と を確認 し
, 光源 を 340 n m に

固定 して神経細胞 内の C a
2 +

濃度 の 変化 を測定 した
8)

.

測定に際 して ほ
,

ア ク リ ル 板で 直 径 が 約 2 .5 c m
,

短径 が約

1 .5 c m
, 深 さが 約 3 ～ 4 m m の 楕 円形の 測定用チ ェ ン バ ー

を 作製

し,
ペ リ ス タ ポ ン プで 3 ～ 5 m l/ m i n で 95 % 0 2 ,

5 % C O 2 を通気し

た リ ン ゲ ル 液 を港流 した (図 -1) . 海馬切片は そ の 辺綾部を円形

に曲げた 針金 で 軽く固定 した .

9 5 % 0 ゎ 5 % C O 2 の かわ りに 95 % N 2 ,
5 % C O 2 を通気 し,

リ ンゲ

ル 液 中の グ ル コ ー ス を 除く七 と に よ っ て チ ェ ン バ ー 内の 海馬切

片に虚血 刺激を 加 えた . 測定を 開始 して か ら 5 分間は虚血刺激

を与 えず コ ン ト ロ ー ル と して か ら虚血 刺激を20 分間行 っ た .

Fi g . 1 . S c h e m a ti c d r a w i n g of th e s y s te m f o r th e e v al u a ti o n of C a
2 +

m o bili z a ti o n i n th e sli c e d hi p p o c a m p u s ･



虚血 海馬に お ける C a
2 +

動態 と微細構造の 変化

今回? 実験で は無染色 の 標本 で 海馬 の 神経 細胞層 を 同定 し

た . すなわ ち
,

サ ル の 海馬 は 人間 の 海 馬と 非 常に 類 似 し て お

り ,
海馬の 前額断を 行う と

, 数層 に 神経細胞が 並ん で い るた め

無染色の 標本で も神経細胞層 が確認 しえた . 光顕上
,

C A -1 ほ

小錐体細胞 ,
C A-3 は 大錐体細胞領域で

,
C A

-2 は 両者 の 移行部

で 大小の 錐体細胞が 混在す ると こ ろで ある . 無染色の 画像 で は

それぞれの 境界 を 明確に 判断する こ と ほ困難で あ るが , 光顧標

本で 海 馬 切片 を 観察 した 結果 , 歯状回 に 陥入 する手前 の 部分

は C A -3 領 域 で
,

C A -4 ほ 歯状 回 に 陥 入 して い る 部分 で あ る

(図-2) . そ して , 錐体細胞層 の 渦巻きの 中心 に 対 して C A-4 と

約120 度を なす部分 よ り外側が C A
-

1 領域と考 え られ る( 図-2) .

C A- 2 は C A ,1 と C A -3 の 間に ある が , 無染色の 状態 で 明確に

同定する の は 困難 で あ っ た .

まず , 蛍光顕微鏡 カ メ ラ で 撮影 した 蛍光強度の 比率変化を 画

像と して 記録 した . さ らむこ
,
C A-1 と C A -3 の 領域に つ い てほ

,

蛍光強度の 比率変化を グ ラ フ と して プ ロ ッ ト した .

また , 以下の ように 測定条件を変 え て実験を 行 っ た .

1 . 虚血刺激 の 持続時間ほ20分 間と し
,

チ ェ ン バ ー の 温度が

29 ℃
,
3 1 ℃

,
3 3 ℃

,
3 6 ℃ の 条件で それ ぞれ測定を 行 っ た .

2 . 次に
, 細胞外 C a

2 十
の 関与を 調 べ るた め

, 港流リ ン ゲ ル 液

中の C a C I2 を 除い た 状態 で虚血刺激を 加 えた . チ ェ ン バ ー の 温

度は33 ℃の 条件 で測定を 行 っ た .

3 .
5 0 m M の K C l は l 細胞膜を 脱分極 させ る ため , 強簡的に

電位依存性の イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 開く こ と が 可 能 で ある
Ⅰ 馴

そ こ で
,

イ オ ン 性 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル の 温度依存性 を調 べ る

ため に
,
チ ェ ン バ ー の 温度が29 ℃ の 条件 で

,
5 0 m M の K C l 刺激

を行 っ た .

II . ホ ス 7 ァ チ ジル イ ノシ ト ー ル 4 , 5 - ニ リ ン酸 (p h o s p h
-

a tid yli n o sit o1 4
,
5 - bi s p h o s p h a t e

,
P I P 2) の 免疫染色

C a
2 +

動態の 測定用に 作成 した 300 /上 m の 切片 を用 い て
,

上 記

の虚血刺激を行 う前後 の PIP 2 の 変化に 関 して 免疫組織化 学的

検索を行 っ た . 海馬切片を 上 記の C a
2 十

動態 の 測定実験を お こ

な っ た際と 同様 の 方法で 虚血 状態 と し
, 虚血 終了後,

ただ ちに

4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定 した . そ の 後 ,
マ イ ク ロ ス

Fig ･ 2 ･ S c h e m a of th e c o r o n al s e c ti o n of m o n k e y h ip p o c a
-

m p u s . C A
,

C O r n u A m m o n is .
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ラ イ サ ー を用い て厚 さが 約 5恥 m の 切片 を作 製 し ,
マ ウ ス 抗

PIP 2 モ / ク ロ ー ナ ル 抗体( A M 2 1 2)
9)

を用 い て免疫鼠織化学的染

色を 行 っ た . 免疫染色は
l

ア ピ ジ ン
ー ビ オ テ ン

ー ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ 複合体 ( a vid in -

bi o ti n- P e r O Xid a,S e C O m Pl e x
.
A B C) 法 で

,

A B C-k it - E lit e (V e c t o r l a b o r a to ri e s , C alif o r ni a
,
U S A ) を用い て

行 っ た .

具体的には
一
切片を 50 m M ト リ ス 緩衝食塩水( T ris -b uff e r ed

S ali n e
, T B S ) で 各10 分 間,

3 回 洗浄後,
0 .1 M グリ セ リ ソ を含 む

50 m M T B S に 1 時間 つ けて固定液を 取 り除き ,
3 回 洗浄 した .

そ の 後 ,
ブ ロ

ッ キ ン グ抗体(正 常馬血清) 中 に 2 時間浸 漬 し
,

4 0 0 倍に 希釈 した 一 次抗体と 4 ℃ で 一 晩反応 さ せ た .
つ い で

,

5 0 m M T B S で 3 回洗浄 し
,

二 次抗体と1 .5 時間反応させ
,

3 回

洗浄 した . 最後に
,
A B C 複合体と 1 時間反応 させ た後 上 さら に

3 回洗浄 し
,
1 5 分 間発色 させ た . 発 色に は

,
5 0 m M T B S (p H

7 ･4) 4 m I に 1 0 m g/ 血 の 3 , 3
'

- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン を 20 0 膵 溶

解 した ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 溶液に
, 30タ首過酸化水 素水 を 1 . 恥1

加え た 発色反応液を用い た .

Ⅲ . 海馬組織横木の 作製

体重が 5k g 前復 の ニ ホ ン ザ ル 4 頭 を用 い て
,

Ⅰ . の 方法に 準

じて フ ロ
ー セ ン に よ る全身麻酔を 行い

, 以下の 要領で
一

過性脳

虚血 モ デル を作製 した .

1 . 虚血 刺激 の 方法

胸骨上 線 を 中心 に 上 下約 7c m の 正 中切 開を 行 い
, 胸骨 を

4 c m 程度切除 し
,
正 中 の 軟部組織を 分け心 外膜に達 した ∴岡 田

の 胸膜を傷 つ けな い ように丁 寧に 心 外膜 を開くと
, 大動脈か ら

分岐 した直後の 無名動脈と左鎖骨下動脈 が確認で きた . 両血 管

を 充分に 周開か ら剥離 し
, 血 管 ク リ ッ プ を用 い て

t
2 0 分間の 血

流遮断を行 っ た . こ の 手術操作に よ っ て
, 両側の 内頸 およ び椎

骨動脈の 血 流を遮断 し
, 全脳を 完全な虚血 状態と する こ とが で

きた .

2 . 濯流固定の 方法

20 分間の 血 流遮断後 ,
ク リ ッ プを はず して 血 流を再 開し

,
皮

切を 下方に 延長 して胸骨全体 を切除 し
,

上 記 と同様 に軟部艇織

を 分けて心 外膜に 達 した . 心 外膜を 完全 に開き, 左心 室と右心

耳を 確認 し
,
下行大動脈を周囲か ら剥離 した . ま ず, 左心室 に

18 ゲ
ー ジの 注射針を刺 し

,
5 0 0 c c の 生理 食塩水を 点滴 し

, 下行

大動脈を結熱 した後 , 右心耳を 切開 L 血 液を 排出 した . 生理 食

塩水の 還流を 行 っ てか ら, 約 15 0 0 c c の 固定液を約 1 時間か け

て 還流 した . 固定液 ほ0 . 1 % タ ン ニ ン 酸を加え た2 . 5 % ダ ル ク ー

ル ア ル デ ヒ ドを 用い た . 還流固定の 終了 後 , 脳を 摘出 し
, 組織

切片を作製 した .

な お , 虚血 操作 を加 え な い コ ン ト ロ
ー

ル 標 本の 作製 に ほ
,

1 . の 操作中の 血流遮断 の み 行わ ず , 2 .
の 港流固定 の み を

行 っ た ,

3 . 電子顕微鏡 に よ る観察

実体顕微鏡下で C A-1 ,
C A-2 , C A-3 お よ び C A-4 の 各錐体細

胞層の 約 1 ×1 ×2 m m 大の 切片を 作製 した . 切片を0 . 1 % タ ン

ニ ン 酸を加え た2 . 5 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドで さ らに 2 時間固

定 した後,
1 5 % シ ュ ク ロ ー

ス 溶液で24 時間洗浄 した . そ の 後 ,

1 % 四酸化オ ス ミ ウ ム で 1 時間固定 した .
エ タ ノ ー ル で脱水 し

た 後き 酸化 プ ロ ビ レ ソ で 置換 し
,

エ ボ ン8 1 2 に包哩 した . ウル ト

ラ ト
ー ム N O V A (L K B

,
B r o m m a

,
S w e d e n) で超薄切片な作製

し , 酢酸ウ ラ ニ ー ル と鈴の 2 重染色 を施 して
,

H 牒00 型電子顕

微鏡 (日立製作所 , 東京) で観察 した .



B e た汀 e a n O Xi a

A 3 6 ℃

B 3 3 ℃

C 3 1 ℃

D 2 9 ℃

E C a(
一

) .
3 3 ℃

F E C ‖ o ad
,
2 9 ℃
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D n d n g a n o xi a (5 m in)

B ef o re m o xi a

B ef o r ¢ a n O Xia

B e fo r8 a n O Xi a

B ef o r e a n u xia

B eね re l o adi n g K Cl

D ロ d n g a n o xia ( 10 m in)

D u ri n g a n o xi a ( 1 5 m i n)

D u rin g a n o xia ( 15 mi n)

D u ri ng a n o xi a ( 10 mi n)

D u ri ng l o adin g K Cl ( 1 m i n)

D u d n g a n o xia ( 1 5 m i n)

D ロd n g a n o xia ( 1 5 1 ni n)

D 血 n g a n o xia ( 2 0 m i n)

D u d n g a n o xi 8 ( 2 0 m in)

D u rin g a n o xi a ( 15 m in)

D u ri n g l o adi n g K Cl ( 3 m i n)

F ig . 3 . D y n a m i c c h a n g e s of C a
2 +

m o bili z a ti o n i n th e sli c e d hi p p o c a m p u s a t v a ri o u s c o n diti o n s ･ A n o xi c s ti m ul ati o n w a s d o n e at

3 6 ℃ ( A) , 3 3 ℃ (B) ,
31 ℃ (C) ,

a n d 2 9 ℃ ( D),
C a C1 2 W a S r e m O V e d f r o m th e a r tifi ci al c e r e b r o s pi n al fl u id t o p r e v e n t th e i nfl u x of

C a
2 +

a t
●

3 6 ℃ ( E) . 5 0 m M K C I w a s l o a d e d a t 2 9 ℃ (F) ,
i n s t e a d of th e a n o xi c s ti m ul a ti o n . R a ti o i m a g e s w e r e o b t ai n e d f r o m

3 4 0 n m fl u o r e s c e n c e d a t a p r l O r t O S t u m ul a ti o n ･ C ol o r b a r b e sid e e a c h p h o t o g r a p h sh o w s th e r a ti o i m a g e s ･ T i m e f r o m th e

i n iti a ti o n o王 a n o x i c s ti m ul a ti o n w a s sh o w n a b o v e e a c h p h o t o g r a p h . ( A ) ～ ( F) ×2 0



虚血 海馬に おけ る C a
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5 1 0

†A 刀O Xi 8 St且 正

1 5 2 0 2 5 3 0

† A n o 裏8 e nd

Ti m e( m i n)

5 1 0

† A n o xi a st a正
15 2 0

Ti m e( mi n)

2 5 3 0

† A n o xi a e nd

5 1 0

t A n o 裏 a 5 は 爪

1 5 2 0

T i m e( m i n)

2 5 3 0

† A れO Xi a o n d

5 1 0

†A n o xi 8 S一員正

15 2 0

Ti m ¢( m in)

2 5 3 0

† A n o 裏 a e n d

26 3

成 績

1 . 海馬切片の C a
2 +

動態

1 . 潅流 リ ン ゲル 液中に C a
2 +

を含む 場合 ( 図3
,
4 - A ～ D )

まず,
サ ル の 体温に ほ ぼ近 い36 ℃ の チ ェ ン バ ー にお い た 切片

に 虚血 刺激 を行うと , 海馬の 神経細胞層 の 全 て に お い て C a
2 十

濃度の 上 昇がみ られた . しか し
,
C a

2 十

濃度 の 上 昇 の パ タ
ー

ン

は
,

各 々 の 神経細胞 層 で 違 い が み られ た . C A-1 領域 (以下

C A -1) に 最も早く C a
2 十

濃度 の 上 昇を 示す蛍光強度 の 比率増加

が 始 ま り , ま た , 蛍雅強度の 比率も最大で あ っ た(図3 - A ) . 具体

的 に グ ラ フ で C A-1 と C A-3 の C a
2 +

濃度 の 推移 を 比較す る

と
,
C A -1 ほ 虚血刺激開始後 1 分以内に C a

2十

濃度の 上 昇が 開始

した の に 対 して
,

C A-3 は虚血 刺激開始後 5 分後か ら濃度上 昇

が 始 ま っ た . ま た
,

C a
2 +

濃度 の 上 昇 曲線 も C A -1 の 方 が

C A -3 に 比べ て 急峻で あ っ た . C A -1 で は 9 ～ 1 0 分で C a
2 +

濃度

ほ ピ ー ク に達 し
,

C A-3 で ほ虚血 開始後15 ～ 1 6分 で ピ ー ク に 達

した .
ピ ー

ク の 値 も ∫
C ん1 が C A-3 よ りも高値で あ っ た .

C a
2 +

濃度は
,

ピ ー ク に 達する と
, 虚血 刺激終 了時 まで プ ラ ト

ー

状態 で経過 した . 虚血 が終了 する と C a
2 +

濃度 はすみ や か に虚

血 前 の 値に戻 っ た (図4 - A) .

次 に
,

チ ェ ン バ ー 内の 温度を変 え て 測定を行 っ た と こ ろ
, 海

1 .3

l .2

羞
1 ･1

1

0 . 9

5 1 0

t K C1 l o a d † E C 】l o ad

S【a 托 e nd

1 5 2 0 2 5 3 0

T i 血 e( m h )

F ig . 4 . D y n a m i c c h a n g e s of C a
2 十

m o biliz a ti o n in th e C A ql

a n d C AT3 s e c t o r s at th e s a m e c o n diti o n s . A ～ F
,

r ef e r

t o th e l e gl O n Of F ig . 3 . T h e p o r ti o n s w h e r e r a ti o i m a g e

W a S a n al y z e d in th e C A -1 a n d C A - 3 s e c t o r w e r e r e s p e c
-

ti v el y i n di c a t e d a s
`

○
'

a n d
l `

×
'

i n F ig . 3 .

-

0
-

C A -1 ,
- × - C A -3
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馬 の 神経細胞層の 全て に お い て温度が 低い ほ ど虚 血刺 激開始 か

ら C a
2 +

温度 の 上 昇 開始 ま で の 時 間 が 長く な る 慣 向 を示 した

(図3
-

A ～ D) . す なわ ち ,
C A -1 で は

▲ 虚血刺激 開始か ら C a
2+

濃

度 の 上 昇開始 まで の 時間は36 ℃ で ほ 1 分以 内(図 4 - A ) ,
3 3 ℃ で

は 5 分 (図4 - B ) ,
3 1 ℃で ほ 9 分(図4 - C ) 上

そ して 29 ℃ で は19 分 で

あ っ た ( 図4 - D ) . C A- 3 に つ い て も 同 様 で
,

3 6 ℃ で ほ 4 分

( 図4-A) ,
3 3 ℃で ほ 9 分 (図 4 - B )

,
3 1 ℃ で は11 分 で ( 図4 - C) ,

2 9 ℃で は20 分経過 しても上 昇ほ み と め られ なか っ た ( 因4 - D) .

ピ ー ク の 値 を み る と ,
い ずれ の 温度 に お い て も ,

C A -1 の 方が
,

C A -3 よ りも高値 で あ っ た ( 図4-A ～ D) .

2 . 濯流 リ ン ゲ ル 液中に C a
2 +

を含 まな い 場合 (図 3 ,
4 -

E )

チ ェ ン バ ー を 潅流する リ ン ゲ ル 液か ら C a C 12 を 除 い た 場合

も , 海馬の 神経 細胞層の 全て に お い て C a
2 +

濃度 の 上 昇 が み と

め られた ( 図3
-

E ) .
C A

-1 は虚血 刺激開始 4 分後に C a
2 +

濃度の

わ ずか な 上 昇を 示 した後 ,
1 0 分後よ り急激な 濃度上 昇が 開始 し

た . こ れ に 対 して C ん3 も虚血 刺激開始 4 分後に C a
2 +

濃度 の

わ ずか な 上 昇を み とめ , 1 2 分後 に や は り急 激 な 濃度 上 昇が 始

ま っ た .
こ の 急激な C a

2 十

濃度 の 上 昇 の 開始時間ほ 1 リ ン ゲ ル

液 中に C a
2 十

を含 ん で い た場合 の 時間 と非常 に 近 い もの で あ っ

た . また
, 両領域 とも虚血 刺激開始後1 7 ～ 1 8 分に ピ ー ク に 達し

た . ピ ー ク の 値 ほ
I
C A -1 の 方 が C A-3 よ りもや や 高値 で あ り,

C a
2 +

を含 んだ リ ン ゲ ル 液 の 場合 と同様 で あ っ た が , そ の 差 ほ

C a
2 +

を含 んだ リ ン ゲ ル 液 の 場合 よ り少な か っ た (固4-E) .

3 .
5 0 m M K C l 刺激 (図 3

,
4- F)

チ ェ ン バ ー の 温度 が29 ℃ の 状態 で
,
5 0 m M の K C l が チ ェ ン

バ ー 内に 流 入す る と
,

ほ ぼ瞬 間的に
, 海馬の 神経細胞層の 全て

に お い て C a
2 十

濃度 の 上 昇が 開始 した (図3-F) .
ピ ー

ク の 値ほ
,

C A -1 が C A- 3 よ り高値 で あ っ た (図 4TF) .

Fi g . 5 ･ I m m u n o h is t o c h e m i c al s t ai ni n g o f th e hi p p o c a m p al sli c e
-

u S in g a n ti- P I P 2 a n tib o d y ･ P I P 2 S t ai nip g w a s sig n ifi c a n tly in c r e a s e d

i n th e p e ri k a r y a of C A →1 n e u r o n s af t e r 2 0 m i n a n o x i c s ti m u la ti o n (D ,
F ) c o r n p a r e d t o th e c o n tr ol･( A

,
C) ･ I n c o n tr a st

,
th e r e is

l e s s si g ni王i c a n t i n c r e a s e in th o s e of C A -4 a n d d e n t a t e g y r u s n e u r o n s ( D
I

E) ,
C O m p a r e d t o th e c o n t r oI (A ･

B) ･ A I
D X 60 ･

B ･

E x 3 7 5
,
D

,
F x 7 5 0



虚血 海馬に お ける C a
2 +

動態 と傲細構造の 変化

Ⅱ . P I P 2 の 免疫組織 化学的染色 ( 図 5)

虚血前 の 海馬切片 を染色 した コ ン ト ロ ー ル 標本を 弱拡大 で観

察する と ,
C ん1 ～ 4 の 錐体細胞と 歯状 回 の 額粒細 胞 の 全 て が

PIP 2 陽性 で あ っ た (図5 - A ) . 強拡大で 細胞内の PIP 2 の 染色性

を観察す る と
,
P I P 2 は細胞 の 核に の み 陽性 で胸体の 染色性 は低

265

か っ た ( 図5 且 C) . こ れ に 対 して
, 虚血 後の 切片 を染色 した標

本 を 弱拡大 で 観察す る と 海馬 の す べ て の 神 経 細 胞 に お い て

PIP 2 の 染色性が増加 して い た (図5 - D) ∴強拡大 で 観察す る と
,

C A -1 錐体細胞 でほ こ とに 胞体 にお い て PIP 2 の 染色性が 著明に

増加 して い た (図5-F) . しか し
, 虚血後の 標本で も C A - 4 の 錐

Fig ･ 6 ･ E l e c tr o n mi c r o g r a p h s o f C A -1 n e u r o n s o王 th e c o n t r ol ( A ) a n d aL t e r th e i s c h e m ia f o r 20 m i n (B ,
C

,
D) . V a c u ol a ti o n of th e

C y to pl a s m (B ) ,
e nl a r g e m e n t o f th e r o u gh e n d o pl a s mi c r e ti c u l u m ( C) ,

a n d s w ell in g of th e mi t o c h o d ri a ( D) ,
W e r e Sh o w n ( u r a n yl

a n d l e a d s t ai n) . A x 6 ,
0 0 0 , B x 3

,5 0 0 ,
C x 1 2

,0 0 0 , D X 1 5
,
0 0 0



2 6 6

体細胞や歯状 回の 顆粒細胞 で ほ ▲
コ ン ト ロ ー ル と 同様 に胸体 の

PIP 2 の 染色性 ほ 弱か っ た ( 図5 - E ) .

Ⅲ . 微細 構造の 変化 (図6 )

虚血 を 行わ な か っ た コ ン 1 ト ロ ー ル 標 本 の C A -1 神 経細 胞 で

は
一 瓶面小胸体お よび ミ

ー

ト コ ソ ドリ ア の い ずれも正常 な超 徴形

態を 示 して い た (図 6 - A ) . しか し
,
2 0 分虚血 後 の 標本 にお け る

C A-1 領域の 神経細胞で は
1 粗面 小胞体ほ 著明 に 拡大 して い た .

ミ ト コ ン ドリ ア も同様 に 腫 大 しク リ ス タ が
一

部脱 落 して い た

(図 6 -B ,
C

, D) .

考 察

従来 , 虚血 に よ る神経細胞障害の 治療を考え る上 で は
l 血 液

の 再港流を い か に早期に 行う か と い う点 の み が 強調 され て い

た . しか し
, 虚 血 に よ っ て生 じる神経細胞障害 の 程度 は

, 虚血

時間の 長 さや 神経細胞 の 種類等に よ っ て様 々 で ある こ とが 近年

明らか に されて きた . 長 時間 にわ た っ て虚血 状態が 続く と
,

当

然 ,
す べ て の 神経細胞 が壊死 に陥 るが

,
比較的短時 間で 再濯流

が 行わ れても , 海馬 C A -1 錐体細胞な どの 一 部 の 脆 弱な神経細

胞は 再潅流 後数 日 間の 経過 でゆ っ く りと 死に 陥 る . こ の よ うな

遅発性に 生ずる神経 細胞 死が存在す ると い う事実 は
, 虚 血刺激

に 対す る神 経細胞の 応答 の 機構を 解明す る こ とが
, 神経細胞死

に対す る予防や 治療を 考える上 で 極 めて 重要で ある こ と を示唆

してい る .

虚血 性神経細胞障害の 枚序 と して ほ
,
従来 よ りグ ル タ ミ ソ 酸

- カ ル シ ウ ム 仮説が 主流 で あ っ た
2〉12)

. すなわ ち , 虚血 刺激が加

わ る と シ ナ プ ス 小脇 内に 貯蔵され て い る グ ル タ ミ ソ 酸が 放出 さ

れ, 細胞外の グ ル タ ミ ソ 酸濃度が 1 0 恥M が 超え る 位 まで
, 急

激に上 昇す る
13】

. 細胞外 の 異常に 増加 した グ ル タ ミ ソ 酸 が 細胞

内の C a
2十

濃度の 上 昇を ひ き起 こ すが
,

これに ほ イ オ ン チ ャ ン

ネ ル を持 っ た 受容体 と代謝型受容体の 両者が 関与 して い る . イ

オ ソ チ ャ
ン ネ ル を 介 して細胞外の C a

2 +

を 細胞 内に取 り込 む受

容体 は
,

特 性 の 違 い か ら 〃- メ チ ル 廿 ア ス バ ル ギ ソ 酸(〃-

m e th yl
-

D
-

a S p a r t a t e
,
N M D A ) 受容体 と非 N- メ チ ルーD - ア ス バ ル

ギ ソ 酸(n o n
- N M D A ) 受容体 に分けられる .

一

方 ,
イ オ ン チ ャ

ン

ネ ル を 持たず細胞 内 G 蛋 白と共役す る代謝型受容体 ほ
t

グ ル タ

ミ ソ 酸刺激に よ っ て膜 リ ソ 脂質を 加水分解し
,
そ の 代謝産物 が

細胞 内に 貯蔵して い た C a
2 +

を 動員す る
14)1 5)

. すな わ ち , 神経細

胞 内の C a
2 十

は
, 細胞外か ら流入 する もの と , 細胞 内か ら放 出

され るもの の 両者が あ る
18)

. こ の よ うに して
, 神経細 胞 内に 異

常に 増加 した C a
2 十

が引き金と な っ て 神経細胞 に 障害を 及ぼす

と い う仮説で ある .

本研究に お い て
, 虚血 刺激に よ る C a

2 十

濃度 の 変化を サ ル の

生理 的温度 で ある36 ℃ で み た 場合 , 海馬の 神経細 胞領域全て に

お い て C a
2+

濃度 上 昇を み と めた . な か でも C A -1 は よ 他の 領

域に 比べ て虚血 刺激 に対す る C a
2 +

濃度上 昇ほ最もす み や か に

始 ま り , 上 昇 曲線も急峻 で
, 他の 領域 よ りも い ち早く C a

2 +

濃

度ほ ピ ー ク に達 した . すなわ ち ,
C A -1 に お い て は

, 他 の 領域の

C a
2+

濃度が そ れほ ど上 昇 して い ない 程度の 短 時間の 虚 血 でも
,

C a
帥

濃度の 上 昇 が か な り認め られた . しか も ,
ピ ー

ク の 値も他

の 領域よ りも高値 で
l 虚血 前後 で の C a

2 +

濃 度格 差 が 著 明で

あ っ た .
こ の 結果 ほ

,

一 過性脳虚血 後に ,
C A - 1 の 神経細胞 の み

が 選択的に 遅発性細 胞死を きた す こ とと 関連が ある こ と を示唆

して い る . ま た
, 海馬の い ず れ の 領 域に お い て も , 細胞 内 の

C a
2 +

濃度 は虚血 開始15 分後に は プ ラ ト ー 状態 とな り
, 虚 血状態

が 改善され る ま で そ の 状態を 維持 して い た .
つ ま り

,
サ ル の 海

馬神経細胞 に 対 して15 分 以上 に わ た っ て 虚血 刺激 が 持続すれ

ば
,

い ずれ の 領域 の 神経細胞 に お い て もか な り危険な濃度ま で

細胞内の C a
2 十

濃度が 上 昇 し得 る とい う こ と に な る .

近年 , 低 体温に よ る脳 保護効果 が報告 され て い る
17)

. す なわ

ち
, 虚血 に よ る神経 細胞 死ほ

, 虚血 中 の 2 ～ 3 ℃の 体温低下に

よ っ て
, 少な か らず軽減 する と され て い る

17)
. さ ら に

, 神経細

胞死 の 程度は , 虚血 後の 低 体温 に よ っ て も あ る程 度軽減 する

が , そ の 程度ほ 虚血 中 に 低体温と した際 の 脳保護効果に ほ劣る

と い わ れて い る
1且)

. 本研究で ほ ,
チ ェ ン バ ー 内の 温 度 を変 え て

虚 血刺激に よ る C a
2 +

濃度 の 上 昇を 測定 した と こ ろ , 海 馬の い

ずれ の 領域に お い て も チ ェ ン バ ー 内の 温度 が低 い ほ ど ,
C a

2+

濃

度の 上 昇反応ほ 立 ち 上 が りが 遅く ,
しか も上 昇 の 程度も抑制さ

れる と い う傍 向を示 した . 低温に よ り細胞 内の C a
2 十

濃度の 上

昇が抑制 されて い る状態 で 虚血 性神経 細胞 障害 が抑制 され ると

い う こ の 結果 は 】 神経細胞 内の C a
2 +

濃度 の 上 昇が 虚血 に よる

神経細胞障害 に 深く関与 して い る こ と を 示 唆 して い る . 同時

に
,

こ の 温度依存性 の 反応 は
t

イ オ ン チ ャ ン ネ ル を介 した 細胞

外の C a
2十

の 流入 よ りは
, む しろ細胞 内で代謝性に C a

2 +

動員が

起 こ っ て い る こ と を示 唆す るも の で あ っ た . 実際 !
B u c h a n ら

は N M D A リセ プ ク
ー

に 対す る括抗剤 で ある M K -8 01 が
,
生体

内で ほ 虚 血 に 対 し て そ れほ ど効果 が な か っ た と 報告 して お

り
2q)

, グ ル タ ミ ソ 酸 - カ ル シ ウ ム仮説 以外 の C a
2 +

濃度上 昇の機

構 の 存在を 示唆 して い る .

こ の よ うに虚 血 時の 神 経細胞障害に 重要な 役割を 果たすと推

測 され る神経細胞内 C a
2 +

濃度上 昇が
,
主に 細胞 内の 代 謝性機

構に よ る C a
2十

動員で あ る こ と を説 明す るた めに
, 本研究でほ

,

既述 の 低温負荷の 他に 濯 流リ ン ゲ ル 液 中の C a
2 +

除去 , お よ び

高濃度 K CI 負荷 の 条件下 で実験を お こ な っ た . 低温負荷で虚血

時の ダ ル ク ミ ソ 酸放出に ほ 温度 依存性 が み と め られ た と い う

B u s t o ら の 報告
一g)

を考慮す る と
, 神経細胞内 C a

2 +

濃度上 昇の 温

度依存性は グ ル タ ミ ソ 酸 - カ ル シ ウ ム 仮説 で
一

応説 明する こ と

ほ可能 で ある . すなわ ち
,
脳 の 温度を 2 ℃程度下げ る こ と で グ

ル タ ミ ン 酸濃度 の 上 昇ほ 強く抑制 された と い う報告 は
,
温度依

存性に C a
2 十

濃度上 昇に 変化が み とめ られ た 本実 験結 果と よく

一 致 して い る . そ こ で 次 に
, 港流リ ン ゲル 液 中の C a

2 +
を 除い

た 状態で
, 虚 血刺激 に よ る C a

2 十

濃度 を測定 した . 細胞外か ら

の C a
2 十

流入 を 抑制 した 条件 下で も , 虚 血 状態 に す る こ と で

C a
2 +

濃度 の 上 昇 が認 め られ , 虚 血 刺激 開始か ら C a
2 十

濃度の 上

昇が 始ま る ま で の 時間も准流 リ ン ゲ ル 液中に C a
2 十

を 含ん でい

た 状態と非常 に 煩似 して い た . さらに
,
5 0 m M K C l で 細胞膜を

脱分極状態 と し , イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 強制的に 開か させ ると ,

チ ェ ン バ ー の 温度 と は 無関 係に
,

K C l 刺激 の 開 始 と 同 時に

C a
2 十

濃度 の 上 昇が 開始 し
,
イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 反応ほ温度非依

存性で あ る こ とも確認さ れ た . 本研究 でほ
, 定量的に 神経細胞

内の C a
2 +

濃度 の 測定を 行 っ た わ けで は な い こ と , お よ び実験

条件が 完全に 生体内 で の 虚血 状態 と 同 じで ほ な い こ と ,
とい う

二 つ の 制約が あ るもの の
,
以上 の 実験鷹 巣か らは

, 神経細胞内

の C a
2 十

濃度 の 上昇 は イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 介 した細胞外か らの

流入 よ りは む し ろ細胞内に貯 蔵さ れて い た C a
2 +

の 放出 が主体

を なすも の と推定 された .

細胞 内に おけ る C a
2 十

濃度 の 調節に ほ 粗面小胞 体と ミ ト コ ン

ドリ ア が 関与 して い る と さ れ て お
`

り , 虚血 時 の 細 胞 内か ら の

C a
2 十

放 出源 と して も
,

当然.
こ の 両者の 関与 が考 えられ る t



虚血 海馬に おけ る C a
2 +

動態 と敏細構造 の 変化

粗面小胸体か ら の C a
2 +

の 放出に つ い て は
,

イ ノ シ ト ー ル 三

リ ソ酸
21)

と リ ア ノ ジ ン リセ プ タ ー
22)

の 関与が 報告 されて い る .

イ ノ シ ト
ー ル 三 リ ソ 酸は

, 神経細胞膜 に 存在する リ ン 脂質の 分

解産物で
, 粗面小脇体 に ある イ ノ シ ト

ー ル 三 リ ン 酸受容体を刺

激 して ∴粗面小胞体か らの C a
2 +

放 出を 促 ず
l)

. 虚血刺激 に よ り

細胞膜 内に お い て ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ C の 活性化が お こ り , イ ノ

シ ト
ー ル リ ン 脂質 の 分解が 促進す る と の 報告が あ る

2さ)
. 本研究

に お い て も PIP 2 の 免疫覿織化学的染色 で は
, 虚血 後 に C A -1 錐

体細胞 で
,

ホ ス フ
ァ チ ジ ル イ ノ シ ー

ー ル 4
,
5 エ リ ン 酸 の 染色

性が こ と に胞体に お い て 有意に増 加 して お り
, 虚血 刺激 に よ っ

て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル 代 謝 ( p h o s p h a tid yI in o sit ol

tu r n o v e r) が促進 され た こ と を示 して い る . 低温 負荷 に よ っ て

C a
2 +

濃度上 昇の 開始が 遅延 した こ と ほ
,

C a
2 十

濃度上 昇 に 対す

るイ ノ ッ ト ー ル リ ン 酸代謝 の 影響を強く示 唆 して い ると 考えら

れる . リ ア ノ ジ ン リ セ プ タ ー は カ ル シ ウ ム依存性 カ ル シ ウ ム 放

出受容体 ( c al ci u m i n d u c e d c al ci u m r el e a s e) とも い わ れる磯序

に よ り, 細胞 内に 増加 した C a
2 +

に刺激 され た 粗面小胞体 か ら

さらに C a
2 +

を放 出させ る
22)

.

ミ ト コ ソ ド リ ア に つ い て ほ
,

こ れ ま で細 胞 内 に 増 加 し た

C a
2 十

を取 り込 ん で
, 細胞 内の C a .

2 +

濃度を 調節す る磯能が ある

こ と はわ か っ て い るもの の
,

どの よ うな 状 況 で貯 蔵 し た C a
2+

を放出するか に つ い て ほ 現在 な お 不 明 な 点 が 多い
. 電麒的 に

は
, 虚血 後の 標本 で ミ ト コ ン ドリ ア の 著明な 腰大と ク リ ス タ の

脱落がみ と め られた .
こ の 変化 ほ コ ン ト ロ ー ル で ほ全くみ られ

なか っ た こ と か ら , 明 らか に 虚血 に よ っ て 生 じた変化 と考え ら

れる . した が っ て
, 虚血 に よ っ て

,
イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸代謝に

Fig ･ 7 ･ S c h e m a ti c d r a w i n g of th e m e c h a ni s m o f th e

i s c h e mi a-i n d u c e d C a
2 +

m o bili z a ti o n . E R
,

r O u g h e n d o pl a s m
-

i c r e ti c ul u m ; M
,

m it o c h o n d ri a ; P I
, p h o s p h a ty d yli n o sit ol ;

PI P
, p h o s p h a t yd yli n o sit o1 4 -

p h o s p h a t e ; P I P 2
, ph o s p h a ty d yli

-

n o sit o1 4
, 5 b i s p h o s p h a t e ; P L C , p h o s p h oli p a s e C ; I P 3 ,

p h o s ph at yd yli n o sit ol l
,
4

, 5
- tri ph o s p h a t e ; D G

,
d ia c yl gly c e

→

r ol ; P K C
, p r O t ei n ki n a s e C ; CI C R

,
C a

2 +
-i n d u c e d - C a

2 +

-
r el e a s e ; I P 3

- R
,
I P ,

-i n d u c e d - C a
2 +

- r el e a s e ; N M D A
,
N -

m e th yl
,

D -

a S p a r t at e .
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よ る粗面小胸体か らの C a
2 +

動員と 共に キ ー コ ソ ドリ ア か ら の

C a
2 +

放出も生 じて い る可 能性が ある .

本研究に お い て得 られた 以上 の 蘇果か ら, 虚血 に よる神経細

胞 内の C a
2 十

濃度の 変化に つ い て 以下の よ うな機構 を推定 した

( 図8) . すな わ ち
,
虚血 刺激が加わ る と

, 前シ ナ プ ス か ら 放出

され た グ ル タ ミ ソ 酸 の 刺激 に よ っ て 少量の 細胞外 C a
2 +

が 流入

し
, 細胞膜で ホ ス フ ォ リ パ ー ゼ C の 括性 化が 起 こ っ てイ ノ シ

ト ー ル リ ン 酸代謝が生 じ る . こ の 結果作 られ た イ ノ シ ト ー ル

1
,

4
,
5 一 三 リ ン 酸に よ る刺激 に よ っ て

, 粗面 小胞体か らの

C a
之十

放出が促 され
, 細胞内の C a

2+

濃度が上 昇する . さ らに 細

胞 内に 増加 した C a
2+

に よ っ て リ ア ノ ジ ン リ セ ブ タ
ー

が刺 激 さ

れ る と小脇体か ら細胞 内 へ の C a
2 +

放出は さらに 増加す る .
こ

れに 対 して
, 虚血 状態を 解除す ると , 粗面小胸体 と ミ ト コ ン ド

リ ア へ の C a
2+

の 再取込 み が 起 こ る の で
, 徐 々 に 細胞 内の

C a
2 +

溝度は虚血 前の 状態に戻 る .

こ の ように して
, 虚血 中に 神経細胞内に増加 した C a

2 +
ほ

!

様 々 な経路で細胞構造に変化 を与え る ことが 推測され る .
P I P 2

の 代謝は イ ノ シ ト ー ル 1 , 4 ,
5べ≡ リ ン 酸を産生 し

, 前述 の よ

うに 粗面小胸体か らの C a
2 +

放出を促すだ けでなく, その 際に

同時 に ジア シ ル グリ セ ロ ー ル が 産生 さ れ る . ジ ア シ ル グ リ セ

ロ
ー ル ほ C a

2+

と連携 して プ ロ テ ィ ソ キナ
ー ゼ C を 活性化 させ

る こ とが 知 られ てい る
24)

. 活性化され た プ ロ テ ィ ソ キ ナ
ー ゼ C

は ▲ 膜 リセ ブタ ー

を 介 して さ らに細胞外 C a
2+

の 取 り込み を 促

進 した り ,
プ ロ ト オ ン コ ジ ー

ン を 活性化 す る こ と も予想 さ れ

る
24)

. ま た
,
C a

2 +

濃度の 上昇 は
,

エ ン ドヌ ク レ ア ー ゼ を 活性化

する こ とに よ り D N A に 直接不 可逆 的な損傷 を与 えて い る可 能

性もある . さ らに異常に 増加 した細胞 内 C a
2 +

に よ っ て カ ル パ

イ ン
,

カ ル モ ヂ ュ リ ソ 等の C a
2 +

依存性酵素が活性化 さ れ ,
こ

れ らが細胞骨格蛋白を 破壊 した り , 細胞 内情報伝達系を 修飾 し

て い る こ とも考えられ る
25)2 8)

. 虚血 の 際 に 活性 化 され た こ れ ら

の 蛋白が い か な る働きを 担 っ てい るか に つ い て は 現在もな お未

解決な 点が多 い が
,

なか で も細胞 内情報伝達系を 介す るよ うな

反応ほ
, ある程度の 時間経過 を必要と する ため

,
遅発性神経細

胞死 に 関与 して い る可 能性が高 い と考え られ る .

以上 の ように
, 本研究で 得 られ た 虚血刺激時の 海馬神経細胞

の C a
2 +

動態とイ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 代謝系の 悟性化 ,
お よ び形

態学的変化に
,

上 記の 細胞内に 異常に 増加 した C a
2+

の 神経細

胞 へ の 影響に 関する知見を考 え合わ せ る と ∴ 遅発性神経細胞死

の 機構に つ い て 以下の よ うな 仮説 が成 り立 つ . すなわ ち , 虚血

刺激 に 対 して 敏感な C ん1 神経細 胞は
】 虚 血刺激開始後速やか

に C a
2 +

濃度が 危険 な値ま で 上 昇する . その 結果, 細胞 内の 蛋

白合成磯構や情報伝達系が 影響を受けて 遅発性神経細胞に 至 る

一

連 の カ ス ケ
ー

ドが 始ま るもの と 推定 さ れ る .
こ の 際 ,

C A-1

神経細胞ほ ど虚血 刺激に 対 して 敏感 でな い 他の 神経細胞 は ∴ 短

時間の 虚血 で は C a
2 十

濃度の 上 昇が 軽度 に 留ま る ため
, 可 逆的

な変化 しか 生 じな い と 考えられる . そ して
, す べ て の 神経細胞

で C a
2十

濃度が 極度に増加 し
,

プ ラ ト
ー

状態に な る樫の 虚血 状

態が続く と
, 遅発性神経細胞死の 過程が 始ま る以前に細胞骨格

蛋白や 蛋白合成鶴橋が 崩壊 し, 神経細胞壊死の 状態に 陥 ると考

え られ る .

結 論

1 . 虚血 刺激に よ っ て
, 海馬 C ん1 ～ 4 の 全て の 領域に お い て

C a
2 + 濃度の 上 昇が み られ ,

C A -1 の 反応 が最も著 明で あ っ た .
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2 . 上 記の C a
鈷

濃度 の 上 昇反応に は ∴ 温度依存性 が み と め

られ た .

3 . 5 0 m M K C l 刺激 で は
, 温度依 存性 ほ み ら れず29 ℃ で も

C a
之+

濃度 の 上 昇が み られ た .

4 . 細胞外 か ら の C a
2 +

流入 を 除 い た 条 件下 で も , 虚 血 に

よ っ て細胞 内の C a
2 +

濃度が上 昇 した .

5 . 海馬切片 の 免疫魁織化学的検索で , 虚血後 の C A
-

1 錐体

細胞の 胸体 に お い て PIP 2 の 染色性 が有意に 増加 して い た .

6 . 電顕 的に 粗 面小胸体 の 著明な 拡大と ミ ト コ ン ドリ ア の 歴

大が み られ た .

以上 よ り ,

一 過性脳虚血 後 に 海馬 C A -1 に生ず る遅発性神経

細胞死に は
, 粗面小胸体 や ミ ト コ ン ドリ ア か ら の 細 胞 内貯蔵

C a
2 十

の 動員が 重要な役割を なすも の と推定 された .
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