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一過性全脳虚血後の痘撃に関する実験的研究

ーラット心停止蘇生後にみられる聴原性痘撃に注目して一

川合謙介



1.はじめに

脳梗塞や心肺綜生後など成血性脳障害に続発して撞怨発作やミオクローヌス発作がみられることはこれ

らの疾患の診療にあたる臨床家の聞ではよく知られている 19却 .21)。心肺蘇生後に痕慾発作の発生をみた症例

の予後は特に不良であったとの臨床的報告もあり 20)、脳虚血後盤慾の発生メカニズムを解明することは、い

まだその治療が手探りの状態である重度虚血性脳障害の予後を少しでも改普するためのひとつのアプローチ

となる可能性が考えられる。一方、げっ歯類を用いた実験的脳虚血の後に盤畿の発生をみることもよく知ら

れていたが、脳虚血後の痘!I!発生の頻度やそのメカニズムを直接対象とした研究はいまだなされていない。

これは、脳虚血を対象とした実験系では窪慾による二次的脳損傷の影響を避ける為、虚血後主主筆を呈した動

物を排除せざるを得なかったためと思われる拍.39)。

さて実験的盛態研究の分野では、 DBAβmouce、geneticallyepilepsy prone rat (GEPR)、geneticallyepilepsy

prone gerbilなどある株のげっ歯類が遺伝的に痘筆を起こしやすいことが知られていた。これらの動物では種々

の刺激により極製が誘発されうるが、特に共通して聴覚刺激によって極畿が誘発され、聴原性症患

audiogenic seizureと呼ばれている。このうち GEPRについては多くの研究が積み重ねられてきた。その盆怨

の表現型は非常に特徴的なもので数秒間の音刺激を加えると突然 wildrunningを始め、その後 tonic-clonic

selzureに移行するというものである4，5・問。まず破壊実験により下丘が隠原性患援の焦点として最も重姿であ

ることが推察されていたが口.44崎、その後下丘への薬剤微小注入実験などにより産自陸焦点としての下丘の重

要性が再確認され、さらに GEPRでは下丘における y-aminobutyric acid (GABA)作動性の抑制性神経伝達に

障害があることが電気生理学的に確認された3，7，8，9)。また、 GEPRの下丘では GABA性ニューロンの数が正

常ラットと比較して有意に増加していることも判明しており、これは遺伝的動物における補償的な作用の結

果ではないかと考えられている33.34)。

ラットの一過性全脳皮血後に聴原性窪祭が認められることを最初に記載したのは Rossらである35)。大

槽に人工鎚液を注入することにより頭蓋内圧を上げ一過性全脳虚血を作成したラァトは種々の刺激に対して

非常に過敏になっており、特に軽度の音刺激にも反応して窪継をおこすことに彼らは気付き、さらにその盤

理陸の表現型が wildrunningの後に tonicclonic convulsi叩 に移行するという GEPRに認められる極筆と全く同

ーのものであることを確認した。その後 Vollらは両側総頚動脈結教に低血圧を加えて全脳虚血を達成する

モデルでも 80%のラットに聴原性症援が認められることを報告した43)。また、著者らが確立したラット心

停止蘇生モデルでも定常的に聴原性霊祭の発生が認められた16)。

人間では聴原性の主主筆は通常認められないことからすると、ラ γ トで全脳虚血後に認められる聴原性箆
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!I!と臨床例で認められる虚血後の痩怨との聞にはその背景には大きな差異があるのは当然であるが、ラット

虚血後に発生してくる易産慾性のメカニズムを解明することは、虚血性脳損傷の病態を理解し臨床に応用し

てゆく上でもひとつのヒントになると考えられる。そこでこの研究は、心停止察生法16)を用いてラットに一

過性の全脳虚血を加え、脳内での形態学的な変化を調べると同時に、虚血後聴原性霊祭の全体像をとらえる

為に、種々の虚血時間ののちに経時的に発生頻度を追跡した。次いで厳血後聴原性症筆においても GEPR

と同様下丘が焦点なのかどうかを確認するため破壊実験を行なった。在i!!I!焦点と予測される下丘ではグルタ

ミン酸脱炭酸酵素 (glutamicacid dec町boxyl田e.GAD)に対する免疫組織学的染色を行って GABA性ニューロ

ンの定量的検索を行なった。一方、全脳虚血後強い選択的脆弱性を示す視床網様核に対しては連続切片で変

性部位の詳細な分布を検討した。これは、聴覚伝導路のうち内側膝状体のレベルで視床網様核が抑制l性に働

いていることが知られているが、視床網様核のうち虚血後に障害される部位が聴覚系と関係しているかどう

かを調べるためである。さらに、虚血後脳における GABAを介した抑制系の機能的変化の一例として海馬

で電気生理学的実験を行なった。これには穿通路 (perforantpath)入力への連発刺激によって誘発される歯状

回集合スパイクの抑制を調べるパラダイムを用いた22)0

以上の実験により、虚血後の脳内では形態学的にも機能的にも GABA系に広汎な変化が発生し、特に

下丘に代表される hindbrainでの変化が虚血後に認められる聴原性症筆の発生に深〈関与している可能性が

示唆されたので、これを報告する。

II. 方 法

心停Iト礁牛モデJレ

実験動物は Sprague-Dawleyラット (n=112)およびWistarラット (n=5)を用いた。ラットはすべて雄性で

体重は 200・4∞gであった。心停止蘇生法は既に報告したものを用いた 16)。簡略に説明すると、笑気と酸

素の混合ガス (2・1)および 1.5%のハロセンによる吸入麻酔下に左大腿動脈ヘカテーテルを挿入し動脈圧を

モニターする。直径約 1mmのステンレス鋼製フックを右第 3肋間より縦隔に婦人しこれを慎重に回転して

フック逮位部を上行大動脈下に位置する。直ちにフックを持ち上げ同時に胸郭外より指圧を加えて上行大動

脈をクランプすると直ちに血圧は OmmHgまで低下し 10秒以内に自発呼吸が停止する。 3分間の加圧によ

り心停止が誘発されるので、慎霊にフックを除去する。心停止後任意の時点(<15分)で心肺禁生を開始す

る。経鼻カニューレによる人工呼吸と指圧による胸郭外心マッサージにより通常 2分以内に自発的心拍出が
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回復するのでここで心マッサージを終了する。人工呼吸は循環再開後約15分間続ける。C14iodoantipynneを

用いたオートラジオグラフイ法およびレーザードツプラー血流計を用いた循環再開時の脳血流測定により大

腿動脈圧が約 50mmHgを超える点で脳血流の急激な回復をみているので16)、心停止誘発開始時点から蘇生

後平均血圧が 50mmHgまで回復する時点の待問をその動物の虚血時間として記録した。蘇生後の動物は経

鼻カニューレおよび動脈カテーテJレを抜去し、ケージに戻し食餌および水を自発摂取させた。この実験では

体温を維持するための工夫はしなかった。

聴原件痕径の誘挙試験

聴原性痕怨の誘発に用いる音i原は鍵束を揺すって出る音を使用した。テスト音の特性は騒音計

(lntegrating Sound Level Meter， NL-14， LlON，東京)、および周波数分析器 (1βOctaveBand Real-Time Analyze爪

SA-27， L10N，東京)を用いて分析した。この際、ラットに与えるのと同様の距離 (15-20cm)にて、 15秒間

のパワーアベレージを計測した。周波数分析器には 25.0-2∞∞Hzおよび ゆ0.0-8∞∞Hzの7イJレターを

セットしてそれぞれ4回の計測を行い、全周波数領域 (allpass)および 100巴0-2∞∞Hzでは B図の計測平

均値、 25-80Hzおよび25∞0-8∞∞Hzでは 4回の計調IJ平均値を算出した。ラットに与える場合、テスト

音は wild叩 nmngselZU陪が誘発されるまで続けるが、 90秒間刺激しても誘発されない場合は陰性とした。誘

発試験は心肺蘇生後 24時間の時点で l回行ない、その後は 7日毎に l回行なった。易穫祭性に対する虚血

時間の影響を調べるために心肺蘇生の開始時間を心停止誘発後 3分 (A群、 n;8)、5分 (B群、n;20)、7分

(C群、 n;75)、9分 (D群、 n;事)として誘発試験を行なった。A群より 3匹、B群より 8匹、 C群より 25匹、

D群より 8匹のラットは、長期の易主主筆性を調べるために数ヵ月間追跡した。すべての動物は心停止を誘発

する前に窪慾誘発試験を行い、陰性であること を確認した。

下丘および内側膝状体の破燐実験

心停止蘇生を与える 7目前にベントパルピタール麻酔下にラットを定位手術フレームに固定、頭部正中

に皮膚切開を加えて歯科用ドリルで穿頭した。電気破壊装置 (GrassLesion Maker LM4)に接続したステンレ

ス鋼電極(先端露出 1mm、先端直径 0.25mm)を目的の部位に進め、 30・60秒間 5mA通電することにより

下丘 (n~) または内側膝状体 (n~) を両側性に破壊した。 電極刺入の目標点は Paxinos and W剖sonのアトラス

加に従って、下丘は 9.0-1.5 -4.2、内側膝状体は5.5-3.4・ 6.2仲間gmaの尾側方向 ー正中から外側方向 -il.ll

叢表面から腹側方向、単位 mm)とした。ただし、下丘に垂直に上方からアプローチすると静脈洞損傷に よ

り出血が著しいため、後方より 20度または 30度の角度をつけて刺入した。電気破壊の 7日後、前述の方
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法で心停止蘇生を加えた。蘇生開始は 7分とした。虚血後のラ ットは 24時間後と 7日後に窪筆誘発試験を

行なった後、電気破壊病変のひろがりを確認するために、ホルマリン海流固定の後、下丘と内側膝状体から

20μmの連続切片を凍結薄切しクレシJレバイオレットで染色し、顕微鏡下およひ・画像分析装置で調べ記録

した。

急盆組盆隼Ef:.

GAD免疫組織化学用にはラットを 4群に分けた。I群 (n;7)は虚血を加えない正常ラット、 H群 (n;8)

は虚血後7日のラット、 田 群 (n;5)とIV群 (n;5)は虚血後長期間 (29-53日)追跡したラットである。日群

のラットはすべて屠殺時に易主主怨性を示しており、また、 1Il群のラットは屠殺時まで易m!l!性を示し続けた

もの、 N群のラットは虚血直後には易窪掌性を呈していたが屠殺の前までに易盤掌性を示さなくなったも

のである(結果参照)。

これらのラ γ トはハロセン麻酔下に経大動脈的にまず 100mlの生理食塩水ついで 400mlの 4%パラ

ホJレムアJレデヒドで潅流固定した。そのまま約 l時間の体内後固定の後に脳を取 り出し 20% (WN)の煎糖

溶液に 4'Cで 2日間侵潰した。凍結薄切で得られた 20μmの冠状切片を以下の手順で浮遊法により免疫

染色 した。まず 1% sodium borohydrideで30分培養し洗浄、10%の正常ウサギ血清で 2.5時間培養し洗浄

してから、 抗 GAD血清 (1:2∞0)で 2%の正常ウサギ血清とともに l晩振塗培養した。羊ポリクローナJレ抗

GAD抗体27)は米国国立衛生研究所 Nationallnstitute of Neurological Disorders and StrokeのLaboratoryof Clinical 

Science、Dr.Kopinの好意に より提供された。さらに 4'Cで l日培養してから 1%正常ウサギ血清で洗浄し、

45分間2次抗体 (1・200ピオチン化ウサギ抗ヒツジ IgG、Vector)で培養した。1%正常ウサギ血清での洗浄

の後、アピジン ピオチン化西洋ワサビベルオキシダ}ゼ(VectastainElite ABC kit、Vector)で45分間培養

し洗浄、トリス緩衝液 (pH7.6)で洗浄してからジアミノベンジジン (SK-4ωo、Vector)で発色した。上記の

溶液の溶媒およ び洗浄液は特に記載のない限り 0.1M リン酸緩衝液で pHは 7.4である。また、 特に記載の

ない場合は培養は室温で行なった。切片を洗浄し、 ゼラチン被膜スライドにマウント 、脱水の後、キシレン

透徹して光顕下に観察した。

下丘については定量的評価を行なった。すなわち、下丘の中心核 (centralnucleus of infenor colliculus， 

CNlC)を背内側部 (DM)と腹外側部 (VL)に分け、 各々の領域に 1mm四方の範囲を設定、 200μm毎の連

続 4切片で両側の GAD陽性細胞を数え、これを合計 したものを l匹のラッ トの GAD陽性細胞合計数とし

た(図 1)。この際、明確な細胞質境界を持ち、細胞質内に茶褐色の染色反応物質を有する細胞のみを陽性細

胞として数えた問。 ANOVA分析の後、 F凶 erPLSDおよびScheffeF test (p<0.05)で統計学的有意差を検定
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した。 虚血後 24時間の時点で A群、 B群、 c群のラットは完全に覚醒し運動障害もなく一見まったく正常であっ

視床網様核については虚血 7日後のラァトから 100μm毎の冠状連続切片を切出した。通常の染色法 たが、 D群のラットは多くが対麻揮を示していた。 しかし、この麻簿も数日中には消失し 7日後の時点では

では核および核内病変のひろがりが同定しにくいため、 7 ーヵーとしてカ Jレシウム結合蛋白であるパラアル ほほ正常の外見を呈していた。D群のラットのうち l匹が窪自控室積状態となって死亡した以外すべてのラツ

プミンに対する免疫組織染色を用いた。組織固定および免疫反応過程は GADとほぼ同様であるが、抗体は トは予定した屠殺の日まで生存した。

monoclonal田ll-pa円 albuminantibody (P3171， Sigma Chemical Co.， St.Louis， MO.)を 1:2∞oで用いた。ピオチ

ン化 2次抗体は horseanti-mouse IgG (Vector)を 1:400で用いた。下丘と同様に免疫染色した後、病変のひろ テスト普の介析

がりを顕微鏡下および画像分析装置で調べ記録した。 AII P出 Sによる計測では、テスト音の強度は 95.1土 0.8dBであった。周波数分析を図 2に示す。主成

分は 16∞OHzを中心とした高周波数領域の混合音であった。

海馬雷気牛現宴験による抑制件伝達の緒言寸

虚血後ラットでの抑制性伝達の変化を調べるためには海馬歯状回ニューロンへの穿通路入力に対する連 虚血後の易徳盛件左手の努牛率

発刺激法を用いた。穿通路刺激と同時に海馬歯状固から細胞外記録を行なうと興奮性シナプス後電位 ラγ トの体重は 200-400gにわたったがこの範囲ではランダムに分布しており体重と易痘祭性に関連は

(excitatory post-synaptic potential， EPSP)および集合スパイクが観察されるが、連発刺激を加えるとその刺激 認めなかった。

問時間によって 2固めの刺激に対する集合スパイクは l固めの刺激によるスパイクに比べて減少する22.38，41)0 虚血侵襲の程度と易穫量陸性の関連については表 lにまとめた。3分で蘇生を開始した A群(虚血時間

この 2固め刺激に対する反応の抑制は GABAを介した反回抑制によるものと考えられており、この現象の 4.5土 0.5分)のラットは虚血後どの時点でもまったく易撞筆性を示さなかった。5分で蘇生を開始した B群

変化を虚血後ラットで観察した。ラットをウレタン麻酔下に定位手術装置に固定、双極ステンレス電極を穿 (鹿血時間 8.3:t 0.7分)のラットのうち の %が易産家性を示した。7分で蘇生を開始した C群、 9分で蘇

通路に設置L..(bregma尾側 8.1mm外側 4.4mm)、細胞外記録用には 4mM NaCIを充填したガラス電極 (1-2 生を開始した D群のラットはすべてが易痩憲性を示した。

MO)をbregma尾側 2.5mm外側 3.0mmから海馬に進め、 EPSPおよび集合スパイクが最大になるように 虚血後のラットが易盆筆性を示す場合、その経時的経過は以下のようであった。すなわち、虚血後 6時

留置した。刺激は 20V 0.1 msecの矩形波を 0.1Hzで連発して与え、連発刺激の間隔は 20、25、30、40、60、 間頃にはほぼ覚醒するのだが、その頃より触覚刺激や単発の音刺激に対して myoclonicjerk様の過敏反応を

1∞、2∞、250、300、4∞ msecとした。誘発反応を増幅し A/Dcomputer inte巾田で記録した (Axolab110、 示すようになる。この頃より虚血後 l・2日目までラットは非常に聴原性症慾を起こしやすく なっており、

Axon Instruments)。集合スパイクの大きさは Tu仔らにしたがって川、スパイクの開始点および終末点を結ぶ 特に誘発試験を行なわなくても足音や水道の水の音でさ え時に産援を誘発してしまうほどであった。時に自

接線とスパイクの頂点との聞の距離として計測し、 l固め刺激によるスパイクに対する 2固め刺激によるス 発的に盤掌を起こしている ように見えることもあったが、完全防音施設で飼育していたわけではないので、

パイクの比を集合スパイク比とした。 本当に自発痘援なのかそれとも何らかの音に反応したのかは不明であった。虚血後ラットが易窪筆性を示す

場合、24時間後の誘発試験では常に陽性であり 、24時間後の試験で陰性でその後に陽性になるということ

はなかった。数日後よりこの過敏状態は徐々に減退し、 7日後には軽微な背景音で症患が誘発されるという

III. 結 果 ことはなくなり 、試験音でのみ誘発されるようになった。

窪費量の表現型としては 2つのパターンが認められた。すなわち、強直!商代性の痩援を伴うものと伴わな

心停止蘇牛モデlレによる一週性全脳嬬巾の作成
いものである。いずれの場合も、音刺激の開始とともにラットはやや不隠状態となり、通常 30秒以内に突

上述の方法により心停止蘇生を行なったラットはすべて問題なく昔草生された。各々のグループの虚血時
然 wildrunning seizureが始まる。この runntngは逃避などに伴うコントローJレされた走行ではなく、非常に

聞は A群 4.5士 0.5、B群 8.3土 0.7、C群 10.7:t 0.9、D群 13.7土 1.2(分、 mean:t SD)であった (表 1)。 特徴的なもので、観察ケージの盤やふたに激突し時に外表損傷を伴うほどである。数 10秒の wildrunning 
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の後に、体幹および四肢を伸展する tonicph田 eに入り、その後 clonicph酷 eに移行する。最後にラットは側

方に転倒し数秒間四肢のc10nicmovementを示してから静止状態となる。この時点で外部より何らかの刺激

を加えてやればラットは正常体位を回復する。一方、 一部のラットは tonic-clonicphaseを伴わずに wild

runmng selzureから catatonlcsta回に入った。これら 2種類の極怨表現型と虚血侵襲の強さや虚血後経過時間

との聞には特に明確な関連は認められなかった。

虚血後の経時的盤態発生率の変化も虚血侵襲の強さによ って異なっていた。表 2に示すように 5分で

蘇生を開始した B群では 24時間後には 65%のラットが易産祭性を示していたが、 l週間後には 50%、2

週間後には 25%と減少している。一方、虚血時間が長くなると易窓掌性もより長期持続するようになり、

5-6週間後にも 50%のラットが易窪筆性を示し続けていた。7日毎に連続的に誘発試験を繰り返した場合、

一度陰性化したラットはその後の試験でも易痘筆性を示すことはなかった。

虚血侵襲を加えないラットでは主主筆が誘発されることはなかった。また、 Wistarラットも虚血を加えた

(7分で蘇生開始)後にはすべて易症慾性を示した。主主筆の経時経過や表現型は Sprague-Dawleyラットと問機

であった。

さらに C群の一部のラットでいろいろな周波数で点滅するストロポ光やリズミカルな痛覚・触覚刺激

を体表や vibrissaeに加えることで聴覚刺激以外の刺激で窪筆を誘発することを試みたが、これらの刺激で盛

畿が誘発されることはなかった。

下丘および内側膝状体の破士事事験

下丘を破壊した群と内側膝状体を破壊した群の間には虚血時間に有意差はなかった (11.1:t 0.7分、

10.8土 0.7分;unpaired t-test、p=0.58)。図 3に作成された下丘および村側膝状体の破壊病変のひろがりと易

盆輩性の有無を示した。内側膝状体を破壊したラットはすべて 24時間後、 7日後ともに wildrun即時から強

直間代性症鐙に移行する盤慾を示した。一方、下丘破壊ラットのうち 3匹はまったく易痘母性を示さず l

匹は 24時間後 wildrunningのみを示し 7日後には陰性化した。このラットでは下丘の吻側背部に小さな破

壊病変しか形成されていなかった。

ニッスル染和およびGAD .~手持組織化掌による形熊学的観察

GAD免疫染色に用いた 1I群、 1II群、 IV群の虚血時間はそれぞれ 10.9:t 0.73分、 11.5:t 1.1分、 10.8

土 0.8分で有意差はなかった (ANOVA followed by F-test， p=0.43)。

下丘中心核での GAD陽性細胞の定量の結果を図 4に示した。虚血後の動物では約 50% にGAD陽性
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細胞数が減少していた。この減少は背内側部よりも腹外側部で著明であった。虚血後 7日後までに 50%ま

で減少した細胞数はその後変化を示さなかった。易主互理陸性を示し続けた群と易盤!ff性を消失した群の問にも

有意差は認められなかった。

光顕下での観察は以下のようであった。まず、正常ラットの下丘には多数の小型の細胞と少数の大型の

細胞が存在しており、後者には明確な核小体や輪郭のはっきりしたニツスル小体が認められた。虚血後の下

丘では明らかに GAD陽性細胞が減少しており、この減少は特に小型細胞の方に顕著であった。そのために

長期生存ラットの下丘では残存 GAD陽性細胞のうち、大型細胞の存在が目立った(図 5)。また、長期生存

ラット下丘のクレシルバイオレツト染色切片では典型的な centralchromatolysisを呈する神経細胞が認められ

た。すなわちこれらの細胞では核は辺縁に偏位し大型の核小体と均一な細胞質が特徴的であった。

視床網様核では変性部位は常に一定のパターンをとって認められた。すなわち、吻尾方向・腹背方向と

もにその中心部に限局していた(図 6)。核の吻側先端より 700・8∞μmで変性部位が出現し始め、 1.3-1.6 

mm尾側へと連続していた。内側膝状体および聴皮質と連絡を持ち auditoryreticular nucleusと呼ばれる腹尾

側部分36)は常に保たれていた。

海馬電気牛現実験による抑制件イ云遣の検討

正常ラットでは連発刺訟の刺激問時間が 30msec以下になると 2固め刺激に対する反応の抑制が認めら

れるが、虚血後 7日後のラットではこの抑制lが消失しておりむしろ増強が認められた(図 7)020 msecの刺激

問時間では統計的に有意な集合スパイク比の増加がみられた(表 3)。また、正常ラットに 50-150 msecの刺

激問時間で認められる増強効果は、虚血後ラットではさらに強くなっているようであった。ただし、これは

統計学的には有意ではなかった。一方、 2カ月後のラッ トではほぼ正常ラッ トと同様の反応しかみられず、

抑制の消失は認められなくなっていた。また、長い刺激問時間で出現する抑制は 7日後のラットでもほぼ正

常に近く 出現しており、虚血後 7日後に認められる抑制回路の障害は短い刺激問時間の反田抑制に特異的な

ものといえた。

IV. 考察

今回の実験で認められた一過性会脳虚血後に発生する箆怨は、聴覚刺激によって誘発され特徴的な wild

runmngを呈するという点で、遺伝的窪怨動物で知られていた聴原性症単に非常に近いものであると考えら
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れた4，31)o Jobeらはi宣伝的に易主主.性を呈する GEPR株を確立しその撞筆の表現型を詳細に観察分類した14)。

この分類によればラ ット全脳虚血後に認められた痩筆のうち wildrunning か ら tonic~c1onic convulsionに移行

する型は score3に相当すると思われる。今回の実験では刺激音として鍵束の金属音という混合音を用いた

が、通常 GEPRでの研究ではスピーカーからの純音を用いて検査が行なわれることが多い。鍵束を揺する

という人為的操作にはかなりのばらつきがあるのではないかと予想されたが、周波数分析では予想以上の再

現性が得られた(図 2)。また、純音による聴原性痩筆誘発試験システム(自治医科大学第 I生理学教室)で虚

血後ラットを試験した結果では鍵束の音と同様に窪筆が誘発されている。したがって、今回用いた聴原性症

祭誘発法は必ずしも理想的なものではないが、結果を大きく左右するような本質的な欠陥は想定しなくとも

よいと恩われる。さて、これまで報告されている GEPRはSp目gue-Dawleyまたは Wistarラットから交配さ

れている23.31)0 また正常な幼少 Sprague-Dawleyラァトに強度聴覚刺激を加えることにより臆原性窪援に対す

る易痘慾性を誘発することができるという 29)。今回の実験では Spraigue-Dawleyラットも Wist町ラットも虚

血前には主主筆誘発試験陰性であったが、虚血後に初めて陽性となった。易担EヨE性が虚血によりまったく新し

く引起こされた可能性もあるが、 Sprague-DawleyおよびWistarラットがもともと聴原性痩筆を起し←やすい遺

伝的要因を持っていて虚血侵襲がきっかけとなって易窪祭性が発生した可能性も考えられる。

げっ歯類に認められる聴原性盆慾の発生や伝播の背景をなす焦点 神経団路についてはいまだ不明の点

が多いが、 GEPRを中心とした過去の多くの研究でかなりのことが明らかになっている。GEPRではすでに

破壊病変作成実験、深部脳波、下丘への薬剤微小注入実験などから、下丘が聴原性主主筆の lnltlationsiteとし

て最も重要であることが知られている。すなわち、聴覚伝導路のうち下丘までの破壊では窪援が発生しなく

なるが、内側膝状体以上の部分では窪媛発生はとまらない2，17.叫。McCownらは易主主筆性のない正常ラット

の下丘を電気刺激すると wildrunningを誘発しえたと報告しており問、また、 MillanらによればGABA-a

回 tagoOlstを正常ラットの下丘に微小注入して聴原性盛費量を誘発しえたという 26)。さらにBagriらは GEPR

の下丘に GABA-aagonistを微小注入すると聴原性窪筆が発生しなくなることを報告している 1)0 Faingoldは

その総説の中で、 GEPRにみられる聴原性盛畿をになう neuralnetworkについて次のようにまとめている九

鍋牛神経核から上オリープ複合体を経て聴覚入力が下丘に至るが、正常なら過剰入力を抑制するはずの

GABAを介した抑制系に異常があるために GEPRの下丘では多くのニューロンに afterdischargeやhigh

mtenslty自nngが発生する。異常に増強・同期化した下丘からの出力は、脳幹網機体(おそらく下丘の背側皮

質や外側核を介して)に伝わり、脳幹網様体から黒質へと伝わる。さらに黒質からは上丘への出力や脳幹網

様体へ戻る出力が推察されている。また、最終的に wildrunning、tonic-clonicconvulsionといった形での運動

系への出力は、脳幹網様体からの下行路を介しているものと考えられている。tonic-clonicmovementが wild

runnmgに引き続いておこるのは、脳幹網様体への selz
UVltyのre-entryによ るのであろう。しかし、下

丘から内側膝状体を介した聴皮質への上行系の関与は、 GEPRでの脳波研究・破壊実験からは否定的である。

今回の実験では、虚血後に認められる聴原性症筆がその表現型からして GEPRに認められる聴原性痩

筆と同ーのものであったことより、 GEPRと同様の穫祭発生メカニズムが背景をなしている可能性が強〈示

唆された。そこで、最初からm.の mltlatlonsiteとして下丘に狙いを定め、下丘と内側膝状体の破壊実験の

みを行なったところ、 GEPRと同様、両側下丘にある程度の大きさの病変が作成されていたラットでは虚血

により易盆筆性は誘発されなったが、内側膝状体破壊ラットではm.発生がみられた(図 3)。従って、虚血

後の聴原性患筆においても、聴覚入力が脳内に selzu陀 actlvJtyを引き起こすには、聴覚上行路のうち少なく

とも下丘までは必要であるが、内側膝状体からの上行路の関与は少ないと考えられた。

きて、 Ribakらは 1979年に GABAを介した抑制系の障害が蜜掌発生のひとつのメカニズムとなりうる

ことを提唱し、これは広く受け入れられている32)0 一般に GABA性ニューロンは虚血侵襲に対して脆弱で

あると言われている4.5)0 両側総頚動脈結数および低血圧による全脳虚血後に易盤媛性を呈した動物では黒質

および基底核での GAD活性が低下していたという 11}0 今回用いた心停止蘇生モデルの組織学的検索では、

特に顕著な変性を示したのは視床網様核(図 6)と海馬 CAI錐体細胞であったが、その他、線条体外側部の

大型ニユーロン、黒質網様部、扇桃体中心核などでも変化が認められており、これらの多くがGABA性

ニューロンであるのは興味深い16)0 また、今回の海馬での電気生理学的笑験の結果も虚血後にシナプス後抑

制が減少傾向にあることを示している。連発刺激による集合スパイクの抑制は 30msec以下の短い刺激問時

間と 200msec以上の長い刺激問時間の際に認められるが、このうち前者は GABA-a受容体を介したもので

あり、後者は GABA-a受容体とは関係ないものと報告されている41)0 虚血後ラットで認められた短い刺激問

時間での抑制の消失(図 7)は虚血後脳内での GABAを介した抑制系の機能低下を示すひとつの例と考えら

れる。

このように虚血後、脳内では GABA系細胞に広範な変化を認めており、これが易産母性の背景となっ

ていることが推察されるわけだが、視床網様核の変性や海馬局在ニューロンの変化による GABA抑制の減

少が聴原性痘祭の直接の原因と考えることは短絡的であろう。視床網様核の神経細胞はすべて GABAを含

有し視床 relayニューロンに抑制性の出力を送っている。一方、視床網様核は、視床 relayニューロンおよび

その reciproca1な大脳皮質ニューロンから軸索側枝を受けており、これはグルタミン酸作動性の興奮性シナ

プスと考えられている叫)。全脳虚血後、視床網様核が海馬 CAlと並んで非常に変性に陥りやすい部位で

あったことから、 Rossらは虚血後に視床レベルで抑制障害が発生し聴原性謹製発生の原因になっていると

推察した35)。しかし、この視床 relayニューロン 知覚性大脳皮質ニューロン 視床網様核ニューロンから



なるループは体性感覚視覚 聴覚おのおのが独立した topographicalorgani剖 lonをなしており、網様核内

でもそれぞれの知覚モードと連絡するニューロンはそれぞれまとま って存在している。今回の実験では

anterogradel問 trograde四 clOgなどの組織学的手法や電気生理学的な刺激実験を虚血後の動物に直接応用したわ

けではないので断定はできないが、図 6に示したような虚血後に認められる網様核内の変性部位の分布は、

過去の報告と照らし合わせると体性感覚部に限局しており、聴覚部には変性は認められなかった。したがっ

て聴覚伝導路を上行してきた入力に対する視床レベル(広義の視床として内側膝状体を含む)での抑制の障

害が聴原性症慾の直接の原因になっている可能性は少なそうである。また、海馬に関しでも盤掌の表現型ー

wild running が limbicseizureに典型的なものではないことや、長期追跡ラットでは連発刺激による抑制の

消失から回復してくるにもかかわらず聴原性主主筆が認められることからすると、やはり直接の原因とは考え

にくい。ただし、前述した Faingoldの聴原性窪筆神経団路の仮説のように、下丘を lmtlatlOn51teとした

selzure actIvltyが脳幹網様体に re-en町することが事実だとすると、脳幹網機体からは脊髄への下行路を介し

てwildrunningがヲ|き起こされると同時に、脳幹網様体から視床や大脳皮質への広範な出力を介して selzu問

acttvityが全般化してゆく可能性は充分考えられる。さらに脳幹網様体の関与については、今回の実験では

直接の対象とはしなかったが stanlere日目や my皿 lonusとの関係が興味深い。脳幹網機体が sensonmotor

tntegratIOnにおいて重要な役割を担っていることはよく知られているが問、感覚刺激によって誘発される

startle reflexにおいても脳幹網様体の関与が報告きれている6.15)。また、臨床的に低酸素脳症の後遺症として

認められる intentionmyoclonusはその最初の報告者の名を冠してLance-Adamssyndromeとして知られている

が、彼らはその責任病巣を視床から皮質へ投射する神経回路においた21)。しかし、 myoclonusの責任病巣に

ついては確定的な結論が出ているわけではなく、皮質性、皮質下性、脳幹性、脊髄性などの複数の部位から

発生しうると考えられている 13)0実際、低酸素脳症でも脳幹性 myoclonusの報告がある 12)。虚血後のラッ

トでは虚血後数日以内の非常に hypersens山 veな時期には、単発の聴覚刺激や触覚刺激に対して強い startle

reflexを示した。組織学的には虚血後脳幹網様体そのものに於ける明確な変化は探知しえなかったが、黒質

その他からの脳幹網様体への GABA性入力の変化がその背景にあるのかも知れない。

今回示したように虚血後の動物では下丘の GAD陽性ニューロンの数が約 50%に減少していた(図 4)。

この事実からはニューロンそのものが失われてしまったか、生存していても GAD反応性を失ったか、のど

ちらかを示唆するにすぎないが、長期生存ラットでも陽性細胞数が回復してこないことから考えると前者の

可能性が高い。なぜなら虚血後ニューロンは蛋白合成能を失うが、細胞が生存する限り比較的すみやかに合

成能を回復するからである百)。ここで面白いのは GEPRでは下丘の GAD陽性細胞数が増えていたという

Robertsらの報告である34)。彼らはこれを遺伝的ラッ トにおける個体発生上の代償作用ではないか、と推察
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している。この GAD陽性細胞数の増加は主に下丘中心核の腹外側で強かったが、今回の研究では虚血f変動

物の GAD陽性細胞減少もやはり腹外側部で強かった。同じような聴原性主霊祭を示すにもかかわらず、虚血

後ラァトでは GAD陽性細胞が減少しており、 GEPRでは GAD陽性細胞が増加しているのは一見矛盾して

いるようではあるが、 Faingoldらの示唆するように GABA性局在ニューロンから relayneuronへのシナプス

後性の伝達障害が背景をなしているのであれば7，8.9)、うなづける事笑である。実際、長期観察ラットのうち

易盛敏性を示し続けたものと易皇室鯵性から回復したものとの問に GAD陽性細胞数の有意差がなかったこ と

は、虚血後の下丘では抑制性局在ニューロンも減少しているが、抑制を受ける側の relayneuronのGABA受

容体にも何らかの変化が起こっている可能性が考えられる。この場合、易撞祭性からの回復は GABA受容

体の機能的回復に伴ってもたらされると推察される。ただし、易痘筆性を示し続けるラットは、虚血侵製そ

のものによる変化によるのではなく kindling効果によって、永続的な易主i!:!Il性を獲得している可能性も否定

できない18，23.42)0また、生存する GAD陽性ニューロン数が変化しなくても、残存ニューロンの軸索発芽に

よる抑制シナプスの再構成なども考慮せねばならないであろう。このような虚血後ラットの下丘における

GABA抑制の障害およびその回復のメカニズムをさらに深く検討するためには下丘でのシナプス抑制を直接

とらえる電気生理学的実験パラダイムが必要となるが、残念ながら下丘については海馬のようにその細胞構

築 ・神経団路・電気生理学的特性が完全には明らかにされていない。しかし、聴原性盛訟に対する易痩怨性

発生および消退の機構をトランスミツターやその受容体のレベルで明らかにするためにはこのような実験系

を確立する必要があり、これに対してはスライス実験を含めた下丘での電気生理学的実験を進めているとこ

ろである。

一過性全脳虚血後、ラットは聴覚刺激に反応して主主筆をおこすようになる。破壊病変作成実験では聴覚

上行路のうち、下丘の関与が強〈示唆された。しかし、金脳虚血後の脳内では視床網様核など GABA系を

含めて広汎な変化がおこっており、虚血後に認められる聴原性主主筆に対する易復媛性や startlere日exに代表

される hypeπ'eact川 tyの背景をなしていると考えられた。

V. 結語

ラット心停止蘇生モデルを用いて一過性会脳虚血後の易産自医性について実験を行ない以下の結果を得た。

1)一過性全脳虚血後に認められる盛筆は遺伝的窪筆ラット (GEPR)に認められる聴原性盤鐙 aud.iogenic
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1)一過性全脳虚血後に認められる極繁は遺伝的盤鯵ラァト (GEPR)に認められる聴原性症悲 audiogenic

selzureとほぼ同一の表現型を とった。

2) 3、5、7、9分の心停止時間では易痘筆性発生率はそれぞれ口、65、100、100%であり、易盤費量性発生率

は虚血侵襲強度に関連していた。

3)易撞畿性は虚血後時間経過とともに消退するが、虚血侵襲強度が大きいほど易主主筆性が持続する傾向に

あった。

4)虚血前に両側内側膝状体を破壊したラットは一過性全脳虚血後易主主筆性を呈したが、両側下丘が充分破壊

されたラットは易痩畿性を示さなかった。

5)一過性全脳虚血後の下丘中心核では GAD陽性神経細胞数が約 50%に減少していた。虚血 1ヵ月後、易

窪家性を示し続けたラットと易主主筆性から回復したラットには GAD陽性神経細胞数に有意差はなかった。

6)一過性全脳虚血後、視床網様核は選択的脆弱性を示すが、その変性は体性感覚領域に限局しており、聴覚

領域には変性は認められなかった。

7)一過性会脳虚血後、海。弔歯状回ニューロンに対する穿通路入力の連発刺激で認められる GABA-a受容体を

介した抑制に一過性の障害が認められた。

これらの結果により 、一過性全脳虚血後、脳内では GABA作動性の抑制l系に広汎な形態学的および機

能的変化が発生しているものと考えられた。特に虚血後のラ ットに認められる聴原性窪慾には下丘での変化

が重要であると考えられた。
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表 l 心停止時間と聴原性盤!If発生率との関係

心停止時間 虚血時間(分) 易産自陸性陽性 易痘!If性
群 ラット数 (分) (平均±標準偏差) ラット数 陽性比率(%)

A 8 3 4.5 :t 0.5 。 。
B 20 5 8.3土 0.7 13 65 

C 75 7 10.7 :t 0.9 75 100 

D 9 9 13.7土1.2 9 l∞ 

表 2. 長期追跡による聴原性症法発生の推移

各々の虚血後時点で易産祭性から回復したラットの割合を示す。カッコ内の数字は母集団(検査したラット
の数)。

表 3. 穿通路連発刺激による海馬歯状回の集合スパイク比

刺激問時間 (msec) 正常ラット 心停止禁生 l週間後

20 0.544土 0.290 2.101 :t 2.112 
(n=9) (n=5)* 

60 1.473土 0.639 2.765士 2.271
(n=12) (n=5)帥

300 0.689 :t 0.259 0.839 :t 0.085 
(n=IO) (n=3)帥

ホ p< 0.05で正常ラットと有意差あり (unpairedStudent's t-test)o 
H 正常ラットとの聞に有意差なし。
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心停止蘇生 2ヵ月後

0.707士 0.074

(n=4)柿

1.520土 0.350

(n=4)帥

0.752 :t 0.122 

(n=4)叫



図1. ラット脳冠状断の下丘。下丘中心核 (centralnucleus)のうち、腹外側部 (ventrolateralpa凡 A)および背

内側部 (dorsomedialpart， B)それぞれ Imm四方内で GAD陽性細胞数を数えた。

図2 刺激音の周波数分析。刺激音は 16∞oHzでの約 90dBを中心とした混合音で、その高周波数領域は

人間の可聴域(勾 2∞∞Hz)をこえてひろがっていた。

図 3 破壊病変のひろがりと虚血後の易密費量性。上 4匹(ラット#188、189、190、191)は内側膝状体を、

下4匹(ラット#158、160、178、179)は下丘を電気破壊した(縦線)。破竣病変作成の 7日後に心停止蘇生

を加え、易痘掌性を調べた。NOSZは易産量陸性陰性、 WRはwildrunning seizureのみ、 WRTCは wild

四 nnmgの後に tonic-c1onicconvul引onを伴う完全な聴原性主主筆を呈したことを示す。

図4 心停止蘇生後の下丘中心核における GAD陽性細胞数の変化(平均土標準偏差)0Group 1は正常対照

群、 Group2は虚血 7日後群、 Group3、4は長期追跡(虚血後 29-53日)によりそれぞれ易産自陸性を示し続

けた群と易窪慾性を消失した群である。虚血後のラット (Group2ーの では、約 50%の GAD陽性細胞の減

少が認められた。この変化は背内側部よりも腹外側部で顕著であった。一方、 Group3とGroup4の聞には

有意差は認められず、 GAD陽性細胞数の変化と易産自壁性からの回復には関連が認められなかった。

図5 下丘中心核の GAD免疫染色{象。正常ラットでは大型と小型の GAD陽性ニューロンが混在して認め

られる(左上段)。心停止蘇生後には GAD陽性細胞の著明な減少が認められた。この減少は主に小型ニュー

ロンに強いようであった。 しかし、虚血 7日後(右上段)と虚血 1カ月後(下段)との聞には明らかな差異は

認められない。また、 1ヵ月の問、易産自世牲を示し続けたラット(左下段)と 1ヵ月までに易窪雛性を消失し

たラット(右下段)との聞にも明らかな差異は認められなかった。

図6 視床網梯核の ωoμm毎の冠状連続切片。斜線が心停止蘇生後の変性部{立を示す。Shosakuら36)によ

れば、内側膝状体や穂皮質と線維連絡を持つ auditoryreticul町 nucleusは、視床網様核のうち最腹側部および

最尾側部に限局しており、変性部位には含まれない。むしろ、変性部位は、視床腹基底核および体性感覚皮

質と連絡を持つ somatosensoryreticul町 nuc1eusの分布に一致していた。

図7 穿通路入力連発刺激の刺激問時間 (interpulseinterval)と海馬歯状固から記録される集合スパイク比
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(population spike amplitude ratio)。集合スパイク比は l回め刺激に対する集合スパイク (Pl)と2回め刺激に対

する集合スパイク(P2)の大きさの比を計算した。正常ラット (0)では 30msec以下の短い刺激問時間と

200 msec以上の長い刺激問時間でp2の抑制が認められ、中間の刺激問時間ではp2の増強が認められるの

が特徴である。一方、心停止蘇生 7日後のラット(マ)では短い刺激問時間での P2抑制が消失し、 250msec 

以下でp2増強が認められた。2カ月後(ム)にはほぼ正常ラットと同様の反応に戻っている。
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