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緒 言

脳血 管 障害 に よる死亡 率 は減少 して きたが,

その一 方 で,脳 虚 血発作 の後 に 多 くの神経細 胞

が 死滅 し,脳 血管性 痴呆 をは じめ とす るさ まざ

まな脳 血 管障 害後 遺症症 状 を発症 して くる症 例

が近年増加 して きて い る。従 って,こ れ らの症

状 を呈す る脳 機能 障害 の基礎 とな る脳 虚血 後の

慢 性期 の脳 内の生 化学 的変化 を明 らかにす るこ

とは,病 態生 理の解 明や 治療 法 の開発 の ために

重 要で あ る.

神経細 胞 の生存 維持 は呼 吸 の結果 産生 され る

ATPの エ ネ ルギー を用 い てな されて い るので,

虚 血等 に よっ て呼 吸が 障害 された神 経細 胞は,

エネ ルギー 欠乏 の ため に壊 死 す る と考 え られ て

きた.し か し, 1982年 にKirinoら1)が 遅 発性神

経 細胞壊 死(delayed neuronal death)の 現象

を発見 して か ら,虚 血 性脳 細 胞壊 死 を もた らす

機序 は単 に エ ネル ギー が 欠乏 した だけ では ない

こ とが 明 らか となった.遅 発 性神 経細 胞壊死 は,

短 時間 の一過 性 の虚血 侵襲 の あ と,血 流,細 胞

のエネ ル ギー 水準,内 部環 境 のい ずれ もが正常

に回復 した あ とで起 こ るこ とが知 られ る ように

なった か らで ある.し か も,こ の遅 発性神 経細

胞壊 死現 象 は, Kirinoら1) 2)がスナ ネズ ミを,ま

たPutsineliiら334)が四 血音 閉塞 モデ ル(four ves

sel occlusion model)5)を 用 い て,一 過 性 前脳虚

血 の後,海 馬に特 異的 に,し か もきわめ て緩慢

な病 変 として環 われ る こ とを示 したこ とか ら,

昔か ら知 られて いた脳 虚血 に おけ る海馬 の脆弱

性 が重要 であ るこ とが改め て再確 認 され るよ う

にこな った.

従 来 の遅発性 神経 細胞壊 死 に関す る研 究 は主

として形態学 的変化や エネル ギー代謝 の変 化 を,

しか も急性期 か ら亜 急性期 まで検 討 した もの が

大 部分 で あ り,慢 性期 までの検 討は ほ とん どみ

られ ない.そ こで今 回の研 究 では,脳 血管障 害

後遺症 の生化 学的 背景 を明 らか にす る 目的 で,

脳 虚 血後の神 経細 胞の変化 を,組 織学 的検 索 を

は じめ と して さらには脳機 能 と関係 が深い と考

え られているacetylcholine (AGh)含 量, muscar

ine性acetylcholine (mACh)受 容 体 結合, N-

methyl-D-aspartate (NMDA)受 容体 結合 の測

定 を行 な うこ とに よ り,多 角 的に しか も慢性 期

にこ到 る まで明 らか に しよ うとす る もの であ る.

材 料 と 方 法

実 験には9-10週 齢 雄性Wistar系 ラッ ト(体

重280-340g)を 用 いたが,実 験前 日まで食餌

お よび水分 を自由に摂取 させ た.

1. 脳虚 血モデ ル作製

椎 骨動 脈焼灼 手術 は, Pulsinelli & Brierley

の方 法5)にほぼ準 じた.す なわ ち, ketamine 100

mg/kg筋 肉内注射 による麻酔下 で,脳 定位 固定装

置 に ラッ トを腹 臥位 に固定 し,背 側 頸部 の皮膚

お よび筋 肉層 を切開 して,第 一頸椎 を露 出 した.

第一 頸椎 の両端 に あるalar foraminaに,歯 科

用 電 気 メ ス(OdontosurgeR, A/S L. Goof,

 Denmark)を 刺 入 して脳底 部へ上行 してい る椎

骨動 脈 を両側 とも電 気焼 灼で切 断 し,そ の後 皮
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膚 を縫 合 した.続 いて,ラ ッ トを実験 用手 術台

に背臥 位 に固定 し直 し腹側 頸部 の皮 膚 を切 開 し

て,両 側総 頸動 脈 を周囲 の組織 か ら分 離 し絹糸

を輪状 にかけ た後,皮 膚 を縫合 した.手 術 終 了

後,ラ ッ トは ケー ジへ戻 して観 察 し,行 動 上 異

常 が認 め られ ない こと を確認 した.

上記 方法 に よって椎 骨動脈 を焼 灼 した ラッ ト

を翌 日エー テ ル麻 酔下 に て実 験用 手術 台に背 臥

位 に固定 し,腹 側 頸部 の皮 膚 を再 び開 き,両 側

頸動脈 を露 出 した.ま ず右側 の総 頸動脈 を脳 動

脈瘤 ク リップ で閉塞 し,つ い です ぐに左 側 を同

様 に閉塞 した.両 側総 頸動 脈 を閉塞 して も,立

ち直 り反射 が 溝失 しなか った ものは,実 験 か ら

除 外 した. 20分 間 の脳虚 血後,脳 動 脈瘤 ク リッ

プ を除 去 した.血 流再 開 を直視 下で確 認 した後,

速 やか に切 開部 を縫合 し,プ ラスチ ックケー ジ

に静置 した.回 復 後は ホー ムケー ジ内 で通 常の

食餌 お よび水 分 を 自由 に摂取 させ た.

上記 と同様 に麻 酔 し,固 定 し,背 側お よび腹

側 頸部 の皮 膚 を切 開 しただ けで縫合 した ラッ ト

を偽手 術群 とした.

2. 組 織学 的検討

脳虚 血後 の生化 学的 変化 の背景 とな る組織学

的変化 をみ るため に,脳 虚 血終 了時,脳 血流再

開通3日 後, 10日 後, 21田 後 に組 織学 的検索 を

行 なっ た.ラ ッ トをpentobarbital 100mg/㎏ 腹

腔 内注射 に て麻 酔 し,断 頭 した後,脳 をす ばや

く取 りだ し, 10%フ ォ ルマ リン固定液 に入 れ,

 7日 間 固定 した.ア ル コー ル にて脳水 した後,

パ ラ フィ ンにて包埋 して,海 馬領 域 を含む前額

断切 片(厚 き5-8μm)を 作 製 した.そ れ をス ラ

イ ドグラ スの上 に載せ 伸展 させ た.キ シレンに

て脱 パ ラ フ ィ ン を行 い, hematoxylin-eosine

 (HE)染 色 を して光学 顕微鏡 的 に観 察 した.

3. AChの 定量

脳 虚血 終 了時 と脳 血流再 開通21日 後 に,ラ ッ

ト をマ イ ク ロ ウ エ-ブ(5kw, 1.5 sec.,

 Metabostat NJE 2601)で 脳 を固定 して 屠殺後

断頭 し,直 ちに頭部 を氷冷 後,氷 上 に載せ た ス

テン レス板 の上 に全脳 を摘 出 し, Glowinskiら の

方法6)に従 っ て,橋+延 髄,線 条体,大 脳皮 質前

頭葉,大 脳 皮質 側頭 葉,間 脳+中 脳 お よび海 馬

を取 り出 し,分 析 開始 まで-80℃ で保 存 した.

摘 出 した脳 各 部 位 を0.2 NHCIO,(0.1%EDTA

と 内部 標 準 と して1μMのethylhomochalineを

含 む)で ホ モ ゲ ナ イ ズ し, 12000g20分 間遠 心 分

離 し た.そ の 上 清 を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー

(Millipore; poresize: 0.45μm)で 濾 過 し,濾

液 中 のAChを 電 気 化 学 的 分 析 器 付 き高 速 液 体

ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(LC-304, Bioanalytical

 Systems, Lafayette, IN, U. S. A.)を 用 い て

分 析 した7).

4. mACh受 容 体 結 合

脳 虚 血 終 了 時,脳 血 流 再 開 通3日 後, 10日 後,

 21日 後 に,ラ ッ トを 断 頭 し,直 ち に全 脳 を摘 出

し, AChの 定 量 の 時 と同 様 に脳 の 部 位 分 け を行

450mM Tris/HGI緩 衝 液(pH 7.6)で ホ モ ゲ ナ

イ ズ した。12000g20分 間 遠 心 分 離 を2回 行 った

後,沈 渣 を約1mg protein/mlと な る よ うに50mM

 Tris/HCl緩 衡 液(pH 7.6)に 再 懸 濁 し,膜 標 品 とし

た 。 各 脳 部 位 の 膜 標 品 のmACh受 容 体 結 合 能

は[3H]-QNB (quinuclidinyl benzylate)を 放

射 性 リガ ン ドと して 受 容 体 結 合 実 験 法8)で 測 定 し

た.す な わ ち,膜 標 品(約250μg protein)と

0.08-1.5nMの[3H]-QNBと を総 量500μeの

50mM Tris/HCl緩 衡 液(pH 7.6)中 で25℃, 120

分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし,結 合 型(B)と 遊 離 型(F)

の 放 射 性 りガ ン トを級 引 濾 過 で 分 離 し, Bの 放

射 能 量 をβ-カ ウ ン タ ー で 測 定 した.非 特 異 的 結

合 は1μMのatropine存 在 下 の 放 射 能 量 と した.

5. NMDA受 容 体 結 合

mACh受 容 体 結 合 の 測 定 の 場 合 と同 様 に,脳

虚 血 終 了 時,脳 血 流再 開 通3日 後, 10日 後, 21日

後 に ラ ッ トを断 頭 屠 殺 し,脳 を部 位 分 け し た.

一各脳 組 織 に10倍 容 量 の0 .04%Triton X-100を 含

む50mM Tris/acetate衝 液(pH 7.5)を 加 え て

ホ モ ゲ ナ イズ し, 37℃ の 温 浴 中 で 振 盪 し なが ら

15分 間 イ ン キ ュベ-ト した.つ い で12000g20分

間 遠 心 分 離 を3回 行 な っ た 後,沈 渣 を50mM

 Tris/acetate緩 衝 液(pH 7.5)を 用 い て 約200g

ひrotein/meに 調 製 し,膜 標 品 と した.放 射 性 リガ

ン ドと しては, NMDA受 容 体 に 最 も特 異 性 と親

和 性 の 高 い9) 10)[3H]-CPP (3-(2-carboxy

piperazin-4-yl) prapyl-1-phasphonic acid)

を用 い た,結 合 実 験 の方 法 はMurphyら の方 法10)

に 準 じて 測 定 した .す な わ ち,膜 標 品(約50μg
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protein)と15nMの[3H]-CPPと を総量500μe

の50mM Tris/acetate緩 衝 液(pH 7 .5)中 で,

 37℃, 15分 間 イン キュベ ー トし, B-Fの 分 離の

ためにマイクロ超 遠 沈器(Kubata, KM-15000型)

で4℃, 12000g, 3分 間遠 沈 した.上 清 を吸引

排 除 した後,再 び冷 緩衝 液1meを 加 えて,同 一

条件 で遠 沈,沈 渣 を1NNaOHで 溶解 して シン

チ レー ター と共にβ-カ ウン ター で放 射能 量 を測

定 した. 1mMのL-グ ル タ ミン酸存在 下 の放射

能 量 を非 特異 的結合 として,総 結合 型放射 能量

か ら差 し引 い た もの を特 異的結 合 とした. Scat

chard分 析 の ため に は[3H]-CPPの 量 を1-900

nMま で変化 させ た.

6. 蛋 白質定 量

膜標 品の 蛋 白質 定 量 は,牛 血清 アル ブ ミン標

準 としてBio-Rad protein assaykitを 用 いて

測定 した.

7. 推 計学 的検討

得 られ た実験成 績 の有意差 検 定 にはone-way

analysis of valiance (ANOVA)を 用 いた.

結 果

1. 組 織学 的検 討

海馬に おけ る神 経 細胞 の脱 落壊 死の発 生の経

時 的変化 を組 織学 的に検討 した結 果 をFig. 1お よ

びFig. 2に 示す. Fig. 1-aは 偽 手術群 の海 馬

を, Fig. 1-bは 脳虚 血 ・脳血 流再 開10日 後の 海

馬 の弱拡大 の光顕 所 見 を示 した もの で,後 者 で

は海 馬のCA1領 域 のみ の錐体 細 胞の脱 落壊死

お よびア ス トログ リア の増殖 を認 め る. Fig. 2

はCA1領 域 の強拡 大 の光顕像 で虚 血後 の経 時

的変化 を示 した. Fig. 2-aは 偽 手術 群 のCA1

領域の 正常 錐体細 胞 層の 光顕像 で照形の 明 るい

錐 体細 胞が 整然 と配 列 して い る.脳 虚血 ・脳 血

流再開 通3日 後 には細胞 の境界 が不鮮 明 となり,

細 胞配列 が乱 れ核が凝 縮 しは じめている(Fig. 2

-b) . Fig. 2-cの よ うに10日 後 では,核 が濃縮

して小 さ くな り,錐 体 細 胞 どお しの細胞 間隙 が

拡 大 して見 え るよ うに な り,そ の 回に小 型の ア

ス トロ グ リアの増 殖 がみ られ る. 21日 後 で もほ

ぼ 同様 の細 胞脱落 が み られて い る(Fig. 2-d).

この よ うに,脳 虚 血 ・脳血 流再 開過10日 目で神

経細 胞 の脱落 お よび ア ス トログ リアの増殖 は完

成 してお り,そ れ以降,光 学顕微 鏡的 には進行

はみ られ なか った.

2. 脳虚 血 ・脳 血流再 開通 に よるACh含 量 の

変 化

Fig. 3に 示 したように,偽 手術群 の海 馬のACh

含 量 が8.41±0.2nmol/mg protein (mean±

SEM)で あ るの に対 して脳虚 血群 の脳虚 血終 了

時 には, 4.83±1.00nmol/mg protein (mean±

SEM)と 半 減 してお り,有 意な減 少が み られ た

(p<0.05).同 様 に線 条体 や大 脳 皮質 前 頭葉 で

も, ACh含 量 は偽 手術群 に対 して虚 血群 では有

意 な減少 がみ られた.一 方,そ の他 の脳部位 で

は,脳 虚 血に よ るACh含 量 には有 意 な変 化 は

認め られ なか った.

脳 血流再 開通21日 後 では,偽 手術群 と脳 虚血

群 との間 で全て の脳部位 に おいて, ACh含 量 に

は有 意 な変化は 認め られず,脳 虚血終 了時 に は

低下 して いたACh含 量は正常 値 に回復 して い

た(Fig. 3).

3. 脳虚 血 ・脳 血流 再開通 に よるmACh受 容 体

結 合の 変化

Table 1に,脳 虚血終 了時,脳 血 流再開通3日

後, 10日 後, 21日 後 のmACh受 容体結 合の解 離

定数(Kd)と 受容体 数(Bmax)の 経 時的変化 をま

とめた.脳 血流再 開通21日 後の海 馬に おい て,

 Bmaxが,偽 手術 群 では, 1.00±0.11pmol/mg

 protein (mean±SEM),脳 虚 血群 では, 1.44±

0.10pmol/mg protein(mean±SEM)と,蛋 白

当 りのmACh受 容 体結 合は有意 な増加 がみ られ

た(p<0.005).し か し,単 位 をpmol/mg protein

か らpmol/regionに 換 算 し,脳 部位 当 りの総受

容 体 量 と して表示 してみ る と,有 意 差 は認 め ら

れ な くなった(Table 1).従 って,脳 血 流再 開

通21日 後 の海 馬 に おけ る[3H]-QNB結 合 の

Bmaxの 増加 は見か け上 の もの で,総[3H]-

QNB結 合部位 数 に変化 が ない こ とが判 明 した.

4. 脳虚 血 ・脳血 流再開 通 によ るNMDA受 容

体 の変 化

脳虚血 終 了時,脳 血流再 開通3日 後, 10日 後,

 21日 後 の特異 的[3H]-CPP結 合 を経 時釣 に検

認 してみ ると(Fig. 4),脳 虚血10日 後 までは偽

手術 群 と有意差 が み られ なか った.し か し,脳



132　 吉 川 寛

Fig. 1•@ Histological feature of pyramidal cell layers in the hippocampus.

(a) sham-operated control.

(b) 10 days after transient forebrain ischemia.

Bar represents 0.5mm.
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Fig. 2•@ Histological changes in pyramidal cells in the CAI area of the hippocampus after transient

 forebrain ischemia.

(a) sham-operated control.

(b) 3 days after transient forebrain ischemia.

(c) 10 days after transient forebrain ischemia.

(d) 21 days after transient forebrain ischemia.

Bar in each part of the figure represents 25ƒÊm.
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血流再 開通21日 後 の海 馬の特 異的[3H]-CPP結

合 は,偽 手 術群 で は, 265.87±18.87 fmol/mg

 protein (mean±SEM)で あ るのに対 して,脳

虚血群 では, 118.23±9.10 fmol/mg protein

 (mean±SEM)と 半減 してお り,さ らに, Scat

chard分 析 によ っで海 馬にお け る脳血 流再 開過

21日 後 のNMDA受 容体 のKdお よびBmaxを

求め てみた ところ(Fig. 5),脳 虚 血群ではBmax

が 有意 に減少 しで お り(P<0.005), Kdは 有意

な変化 は認め られ なか った.こ のこ とはNMDA

受容 体 を持 つ海 馬の神経 細胞 の障害 が きわめ て

遅 発性 にお こ り,脳 虚 血21日 後に は半減 して い

るこ とを意 味す る.

Fig. 3•@ ACh concentrations in the rat brain regions just after and 21 days after transient forebrain

 ischemia.

Data are presented as mean•}SEM (n=8).

考 察

脳虚 血に よって もた らされ る神 経細胞 の壊死

に関 しでは,そ の引金 とな る現象 と遅発 性 に起.

こ って くる神 経細 胞壊 死の機 序 とを分 けて考 え.

る必要 が ある.

中枢神経 系の機 能 を担 ってい る神 経 細胞が,

無酸 素症(anoxia)や 脳虚 血(ischemia)に よ

って容易 に障害 を受 け るこ とは よ く知 られて い

る.神 経 細胞 は活発 なエ ネル ギー 代謝 を行 なっ

てい るため,酸 素や血 流へ の依 有度 が極め て高

いに もかかわ らず,そ れ らが不 足 した場合 の備

蓄 は ほ とん ど無 い.従 って,も し脳へ の血 流が

遮 断 されれば,直 ちにご脳波 は平 坦化 す る ととも

に脳 の構 造的 損傷が 生ず ると従 来 は考 え ちれて

い た11).しか し,脳 の部位 に よって,虚 血 に対す

る抵抗性 が異 な ってお り,海 馬の虚 血 に対 す る

選 択 的脆 弱性(selective vulnerability)は 昔か

らよ く知 られて いた現象 で あ る12).さらに, 1982

年 にKirinoら1)が 遅 発性神 経細 胞壊 死の現象 を

発見 してから,脳 虚 血後 の海 馬にこおけ る変化 が,

単 な るエ ネル ギー代謝 障害 では 説明 で きないこ

とが明 白 とな った.な ぜ な ら,神 経細 胞が壊死
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に よ る時期 に はす でにエ ネル ギー代謝 は正常 化

してい るか らであ る13).

Fig. 4•@ Specific [3H]-CPP receptor bindings in the rat brain regions after transient forebrain ischemia.

(S): sham-operated control,(I): ischemic group.

 Samples of each receptor preparation were incubated with 15 nM [3H]-CPP.

 Data are presented as mean•}SEM (n=4).

今 回の ラ ッ トに おけ る20分 間の前脳 虚血 ・脳

血 流再 開 通実 験で,光 学顕 微鏡 的組織 学的検 討

では從来 の検 討 と同様 に, 10日 後に は海 馬CA

1領 域 の錐体 細胞 の壊死 は完成 してお り,そ れ

以 降は進 行が み られ なか った.

脳 血管 障害 後遺症 の うち,痴 呆 症状 にはACh

系神 経機 構 の関与 が示唆 され てい るの で,ま ず,

 ACh系 に つ いての検 討 を行 った.

今 回 の実験 にお いて,明 らかに した脳虚 血終

了時(急 性 期)の,海 馬,線 条体,大 脳皮 質前頭

葉 にお け るACh含 量 の低下 は,脳 切片 を用 い

たin vitroの 実 験 にお いてAChの 合 成 が低酸

素 によ り低下 す ることが示 されている14)事を考 え

合 わせ る と, in vivoに お いて も虚血 中はACh

合 成が低 下 して い る可能 性が 考 え られ る。 しか

し慢 性期 のACh含 量 は正常 化 してい るので,

この急性 期 のACh含 量の低 下 とい う成 績は遅

発性 に神 経細 胞が 死亡 す るこ との 説明 とは な り

得 な い。

また,脳 虚血 ・脳 血流再 開通 に よ るmACh受

容体 結合 の変化 が脳血 流再 開通21日 後 の蛋 白量

当 りのBmaxが 偽 手術群 に比べ脳 虚血群 で有 意

な増加 がみ られ たが,総 結 合量 に は変 化が み ら

れず, mACh受 容体 を有す る神 経細胞 は正常 に

保 た れて いる.こ のよ うに,今 回の実 験の全 経

過 を通 じて, mACh受 容体 に は変化 がみ られ な

か った.

以 上の よ うに脳 虚 血 後 の慢 性 期 に お いて は

ACh神 経 機構 に関 しては シナ プス前 ならびに後

の機構 とも正常 に保持 され るこ とが 判明 し,本

研 究 で行 った よ うな一過性 脳虚 血 ではACh系

神 経機構 は障害 されな い.従 って,海 馬におけ

る神経 細胞 の変性 ・壊死 はACh系 以外 の系 に

求め なけ ればな らない.

最近,神 経細胞死 に は シナ プ ス給 合 が必要 だ

と考 え られる よ うに なって い る。 その根 拠 とな

った成績 は以下 の通 りであ る.通 常,培 養 神 経

細胞 は無酸素状 態 に15分 以上 さらされ ると死 滅
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す る15).しか し,ま だ互 いにこシナプ ス結合 が完成

して いな い培養2日 以 内の神 経 細胞 は無 酸素状

態に対 して よ く耐 え るのに対 して,培 養2週 以

上 で シナ プス結合 が 完成 して い る神 経細 胞は,

短 期間 の うちに崩壊 す る16).さ らに,シ ナプ ス伝

達 を阻害 す ることが知 られてい るMg2+を 培養2

週 間 目の神 経組 胞の 培養 液に加 え ると,無 酸素

によって神 経 細胞が破 壊 され ない16).こ の実験成

績 か らRothmanl6)は,神 経細 胞 を無酸素 状態 に

耐 えな くしているのは,興 奮性 ア ミノ酸(exitatory

amino acid)伝 達 物 質,特 に グル タ ミン酸 であ

る と想定 した.さ らに彼 は培養 神 経細胞 に10-4M

以 上の グル タ ミン酸 を加 え る と神 経細胞 が崩壊

し,さ らに グル タ ミン酸 の拮抗 剤 を併用 す るこ

とに よ りグル タ ミン酸 の毒 性 は消失 す る こ とを

発 見 し,グ ル タ ミン酸 の シナ プ ス伝 達 の阻害剤

が 培養 細胞 を無酸 素状 態 か ら護 るこ とを も示 し

た17).以 上 の報告 は,グ ル タ ミン酸 が無 酸素 ・脳

虚 血に よる神 経細 胞 の障 害に 関 して重要 な役割

を果 た してい るこ とを示 唆 した ものであ る.し

か し,実 験 はin vitroの 培養 系 を用 いて行 なわ

れ たため,実 際 のin vivoの 系で の証 明 を要 す

る と思わ れ る.

Fig. 5•@ Scatchard plots of [3H]-CPP receptor bindings in the hippocampus of the sham-operated control

 and the 21 days after transient forebrain ischemia. The inserted Kd and Bmax values are

 calculated from 4 rats (mean•}SEM).

*p<0.005 vs. sham-operated control (one-way ANOVA).

興奮 性 ア ミノ酸 の 中枢 で の役 割 は均 一 では な

く,部 位 に よって著 しく異 な る.現 在 では興奮

性 ア ミノ酸 の受容体 は3つ の グループ に分 類 し

得 る と考 え られてい る18).そ れ ぞれの グループは

選択 的 な作働 薬(agonist)に よる名 前がつ け ら

れ てお り, NMDAの 結合 す るNMDA受 容 体,

カイニ ン酸の結 合す るkainate受 容 体 そ して

キス カル酸の結 合す るquisqualate受 容 体の3

種 であ る.

グル タ ミン酸 をは じめ とす る興 奮性 ア ミノ酸

神経 伝達 物質 の細胞外 濃度 が上昇 すれ ば神経 細

胞 は損傷 を受 け るこ とは古 くか ら知 られて いた

こともあって19),興 奮性 ア ミノ酸が虚血 性神経 細

胞 障害 の原因 で ある と最近 では想定 され る よう

にな って いる.興 奮性 ア ミノ酸 は シナプ ス後部
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膜 の受容 体 に結合 す ると細 胞 内にCa2+が 大 量に

流入 し,蛋 白分解 酵素 が 活性化 され て蛋 白の破

壊 が起 こ り,神 経細 胞は 崩壊す る と考 え られ て

い る20).さ らに,脳 虚 血状 態で は, Ca2+の 流 入

ば か りで な く,イ オ ン環 境 の変化,こ とにCl-

イオ ンの 流入 に よっ て も神経 細胞 が障害 され る

と考 え られ て いる21).さ らにCa2+の 細 胞内へ の

流 入 に関与 す るのは興 奮性 ア ミノ酸 に対す る受

容 体 の中 で も特 にNMDA受 容:体であ る とされ

てい る22)ことか ら,虚 血性神 経 細胞病 変の メカニ

ズ ムにこお いてNMDA受 容 体 の役1が 重要視 さ

れ る よ うに なった.虚 血 に対 して最 も脆弱 な海

馬CA1領 域 はNMDA受 容体 の密 度の最 も高

い部 位 であ り18) 23) 24), NMDA受 容体 の非競 合的

拮 抗剤 で あるMg2+がin vitroで16),ま た競 合豹

拮 抗剤 で あ るAP 7がin vivoで25)脳 虚 血か ら

神 経細 胞 を保 護す るこ とな どが相 次 いで報告 さ

れて い る.今 回の 実験 で, 21日 とい う慢 性期脳

虚 血に お いて,海 馬 で, NMDA受 容 体が 有意 にに

低 下 した こ とは, NMDA受 容 体 を有 す る神経細

胞が変性 脱 落 した もの と理解 され,遅 発 性神経

細胞壊 死 に陥 る細 胞 はNMDA受 容体 を持 つて

い るこ とを示 した。す なわ ち, mACh受 容体 を

持 った細 胞は 死なず に, NMDA受 容体 を持 った

細胞 だけ が死亡 す る こ とを明確 に した.

この よ うに, NMDA受 容体 を有す る神 経 細胞

の みが,遅 発性 に壊 死 に陥 るこ とを明確 に した

が,一 過 性脳 虚血 の際 には海 馬で グル タ ミン酸

が放 出 され るが,そ の上昇 してい る時間 はわず

か10分 間程度 で,虚 血後 の血 流再開 直後20-25

分 で正常 値 に復 して しま う2B).従 って,グ ルタ ミ

ン酸がNMDA受 容 体 に作用 し, Ca2+やC1-が

神 経細 胞内 に流入 し,そ の後 は これ らの イオ ン

に よってひ きお こ され る一連 の反応 に よって神

経 細胞が 壊死 に陥 ると考 えられ る.し か し,脳

虚 血後 のCa2+の 流 入は グル タ ミン酸 濃度 の上昇

よ りは るか に遅 く, 24-72時 間 後 に 生 ず るの

で27)26),受容体 活性化 とCa2+流 入 とを直ちに結 び

つ けて考 える こ とは難 しい し, 21田 後 にNMDA

受容体 を保有 した神 経細 胞に壊 死 が生ず るこ と

の 説明 ともな り得 ない.し たが って,ひ とたび

高 濃度の グル タ ミン酸 に さら され たNMDA受

容体 を有 す る神 経細 胞 の性質 が変調 し,そ の後

正常 量 の グル タ ミン酸 が作用 し続 け る こ とが著

しく高 くは ないが 持続 的 なCa2+の 流入 をひ きお

こ し,ひ い ては神 経細 胞の壊 死 を もた らす 可能

性 も否定 で きな い.

従 来 の遅発性 神 経細 胞壊死 の研 究 は,海 馬の

錐体 細 胞の数 の減 少の み で論 じられ る傾 向 があ

ったが1) 2) 3),今 回の研究 で は,組 織 学的 にはす で

に完成 して しまった あ とで も生化 学的 に,特 定

の変化 が特 異的 に生ず るこ とを明確 に した.こ

の こ とは従 来の方 法論 だけ での研 究 では不十分

で,機 能 と直結 した受容 体 の検索 の重 要 性を示

して い る.こ の ように受 容体 を主 体 とす る生 化

学的研 究 の進歩 が さらに遅発 性神 経細 胞壊死 の

病態生 理 を明確 に し,ひ いては 治療薬 の開発 に

役立 つ情報 をもた ら して くれ る もの と考 え られ

る.

結 論

ラ ッ トに囚動 脈閉塞 に よ る一過 性脳 虚血 を起

こさせ た後 に経 時的 に慢性 期 にい た るまで脳 内

ACh系 神 経機構(ACh含 量, mACh受 容体)

な らび にNMDA受 容体 の 変化 を検 討 した.

1. 海 馬CA1領 域 の錐体 細胞 の崩壊 は脳血 流

再 開10日 後 には完成 してお り,光 学顕 微鏡 的に

はそれ以 降 の進 行 はみ られ なか った.

2. ACh含 量 は,虚 血終 了 時に,海 馬,線 条体,

大 脳皮質 前頭葉 で有 意 な減 少 が認め られ たが,

脳 血流再 開21日 後 には正常 に回復 して いた.

3. mACh受 容体 結合 は,脳 血 流再 開21日 後で,

海馬 にお いて,見 か け上 蛋 白量 当 りのBmaxが

増加 して いたが,海 馬全体 の総 受容体 数 には変

化は み られ なか った.

4. 従 って,慢 性期 に はACh系 神 経機構 に は

全 く変化が な く,こ の 系は遅 発性神 経細 胞壊死

とは直接 的な関係 は ない もの と考 え られた.

5. グル ダ ミン酸受 容体 のサ ブ タイプ の1つ で

あ るNMDA受 容体 は,海 馬に おい て, 10日 ま

で変化 な く,組 織 学的 には壊 死 の進行 が ないに

もか かわ らず21日 後 にBrnaxが 半 減 した.

6. 以上 の結果 か ら,脳 虚 血発作 後 の遅発性神

経細 胞壊 死が,興 奮性 ア ミノ酸 であ る グルタ ミ

ン酸 が放 出 され た ため に生 ず るだ ろ うとの 説に

頬 して,グ ル タ ミン酸 と対 応す るNMDA受 容
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体 を有 す る神 経細 胞の みが遅 発 性 に死 滅 す るこ

とを明確 に した.

稿 を終わ るに臨み,終 始御 懇篤 なる御指導 ならび

に御校 閲を賜 った森昭胤教授 ならびに直接御指導御

協力頂 きました小 川紀雄助教授に深 く感謝の意を捧

げます。 さらに,実 験遂行にあた り終始快 く御協 力

下 さった研究室 の皆様にに心か ら御礼申 し上げます.

また,組 織学的検討に簿協力下 さいました岡山大学

第一解剖学報差水川公直講師に感謝致 します.

本研究の要 旨は第41回 日本 自律神経学会総会(昭 和

63年11月12日,大 分)に おいて発表 した.
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In recent years, cases of sequelae of cerebrovascular disease such as vascular dementia due 

to death of many neurons have been increasing. Such neuronal death following brain ischemia 

had been considerd to be due to an energy deficiency resulting from an impaired respiratory 

chain. However, the detection of the delayed neuronal death showed that neuronal death is not 

caused by mere energy deficiency. Most previous studies on delayed neuronal death focused on 

the changes in morphology and energy metabolism in the acute to subacute stage. There are 

few reports concerning biochemical changes in the chronic stage, especially in neurotransmit

ter receptors.

Transient ischemia for 20 minutes in a rat four-vessel occlusion model was induced, and 

serial histological and biochemical changes were evaluated until the chronic stage. Destruc

tion of pyramidal cells in the CAI area of the hippocampus was completed by 10 days after 

cerebral ischemia followed by recirculation of cerebral blood flow. Light microscopy showed 

no progression after this day. The level of acetylcholine (ACh) was significantly decreased in 

the hippocampus, striatum, and frontal cortex at the termination of ischemia but recovered to 

normal 21 days after recirculation of cerebral blood flow. The binding sites of muscarinic ACh 

receptors (mACh-R) per usit of protein were increased in the hippocampus 21 days after 

recirculation of blood flow. However, no changes were observed in the total number of 

mACh-R in the entire hippocampus. These finings suggest no changes in the ACh neuronal 

system in the chronic stage and no direct association between this system and delayed 

neuronal death. On the other hand, N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors, a subtype of 

glutamate receptors, showed no change in the hippocampus until after 10 days, but decreased 

to half after 21 days despite no evidence of histological progression of neuronal death. Thus, 

delayed neuronal death after transient forebrain ischemia appears to be deu to release of 

glutamate, an excitatory amino acid. Our findings show the specific death of neurons with 
NMDA receptors for glutamate.


