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Abstract: In animal models of transients ischemia, selective vulnerability and delayed neuronal death (DND)

in the hippocampus have been extensively described. It is well known that the developing brains have tol-

erance to damage. In the present study, we investigated the critical stage of the damage of DND in the de-

veloping gerbils and the differences of glial reactions within a week after transient ischemia in two groups

with and without DND. The gerbils suffered from transient ischemia in various postnatal days were all per-

fused at 10 weeks-old(adult). Histopathological evaluation of DND was performed by cresil violet staining.

DND was not seen before 3 weeks-old. Glial reactions were examined immunohistochemically by the anti-

bodies against GFAP, Mac-1 and CNPase, for astrocyte, microglia and oligodendrocyte, respectively. The

most interesting reactive changes were observed in GFAP immunostaining. Computer image analysis

showed that area fraction of GFAP-positive structures in CA1 region was significantly increased in both

ischemic cases with or without DND compared with each sham group. Especially in animals with DND in 3

days after ischmia , the numerous astrocytes were observed even in the lateral half of st. pyramidalis, in

which DND was just occurring, as estimated in cresil violet staining. The findings suggest that the astro-

cytes play an important role in neuronal survival and death after iscemia in both cases with and without

DND.
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緒 言

脳神経細胞は血流障害に対し極めて脆弱で，なか

でも海馬CA1領域の錐体細胞は一過性の虚血後，

エネルギー状態は速やかに回復するにも関わらず１）

数日後に細胞死に陥るため遅発性細胞死と呼ばれて

いるが２），そのメカニズムにはまだ解明されていな

い点が多い３）．CA1領域は記憶に強く関与してお

り，臨床的にも老人の痴呆との関係が注目されてい

る４）．一方，グリア細胞は神経細胞と形態的にも機

能的にも極めて密接な関係を有しており，脳に何ら

かの侵襲が加わった後の神経細胞の生死を決める上

で非常に重要な役割を担っている５，６，７，）．

一般に，発達途上の脳は神経細胞死を起こしにく

いと報告されている８）．また遅発性細胞死はアポト

ーシスのモデルと考えられ,椎骨動脈との交通を欠

く成熟スナネズミを用い多く検討されている１，２，９）．

今回，我々は生後１か月以内に一過性前脳虚血を

おこしたスナネズミにおいて，海馬に遅発性細胞死

をおこす発達上の臨界期を調べ，また遅発性細胞死

をおこす際のグリア反応の経時的変化を検討し，前

に我々が観察した成熟スナネズミのそれと比較９）し

た．

方 法

生後２日から１０週の雌雄スナネズミ（体重３～７０

g）を43匹用い，動物実験はすべて滋賀医科大学動

物実験に関する指針に従った．１～２％ハロセンに

て全身麻酔をかけ，脳温の測定用プローブを側頭筋

に挿入し６），温度可変装置のマット上に固定した．

頸部正中切開後,手術用顕微鏡下に両側総頸動脈を

露出した．温度可変装置に乗せて脳温を３７±０．５℃

に安定させた後，脳外科用動脈瘤クリップにて露出

した両側総頸動脈の血流を遮断した．１０分間の虚血

後，遮断を解除し頸動脈の血流の再開を確認の後，

頸部正中創を縫合閉鎖した．処置後のスナネズミは

至適環境下（室温２４℃，夜間消灯）で飼育し，次の

如く灌流固定をした．灌流固定は，ネンブタール

（０．１ml/１００g）にて麻酔をかけ，０．０１Mリン酸緩

衝食塩水（０．０１M PBS）にて左室より脱血，続い

て４％パラホルムアルデヒド，０．２％ピクリン

酸，０．３５％グルタールアルデヒドを含んだ０．１Mリ

ン酸緩液（０．１MPB）で灌流固定（４℃）を行った

後，グルタールを含まない同液で２日間後固定し

た．１５％ショ糖液に数日間（４℃）保存し，クリオ

スタット（Reichert-Jung CRYOCUT 1800）にて２０

µmあるいはマイクロスライサー（DOSAKA，DTK

‐３０００）にて４０µmの厚さの切片を作成した．

灌流固定を行う時期は以下の２群（Ａ，Ｂ群）に

分けて行った．（図１）

� 臨界期を調べる群

生後第１週から第５週まで各週３～４匹のスナ

ネズミに虚血処置を行い，すべて灌流固定を生後

１０週目に行った．作成した切片をゼラチンスライ

ドグラスに張り付けた後，クレジールバイオレッ

ト（CV）で染色した．間脳が含まれてレベルの

前頭断面を４等分し，それぞれのレベルから１切

片ずつ選びだし，CA1全領域における正常錐体細

胞数を数え，対照群（sham operation を行い，

同時期に灌流固定をしたもの）の同レベルの切片

の錐体細胞数との比を求めた．

� 経時的変化を見る群

�群の結果から臨界期前の生後第１週から第３
週までの群（Ｂ‐１群）と臨界期後の生後第４週，

第５週の群（Ｂ‐２群）に分け，Ｂ‐１群としては

生後１４日に，Ｂ‐２群としては生後３０日に虚血処

置を行ったものを記戴した．虚血処置の１日

後，３日後，７日後に灌流固定を行い対照群とし

ては sham operation の１時間後，１日後，３日

後，７日後に灌流固定を行ったものを用いた．各

日３匹，対照群は各１匹の計26匹のスナネズミを

用い，CV染色を行った．細胞数に関する数値は

�群と同様，対照群との比である．グリア細胞に
対する免疫組織化学としては次の如く行った．

作成された切片を０．３％トリトンを含む０．１M

PBSに４日以上浸漬し，５％の normal serumを

30分間作用させた．１次抗体として星状膠細胞

（アストログリア）には抗Glial fibrillary acidic

protein（GFAP）抗体（Chemicon）の，稀突起

膠細胞（オリゴデンドログリア）には抗CNPase

抗体（Quarttet）の１０，０００倍希釈液に４日間，小

膠細胞（ミクログリア）には抗Mac-1抗体（Ber-

ringer）の２，０００倍希釈液に２４時間，いずれも４℃
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においた．２次抗体としてGFAP，CNPase には

抗マウス IgG（Vector）を，Mac-1には抗ラット

IgG（Vector）を１，０００倍希釈で１時間室温にて

振盪した．次いで avidin-biotin-peroxidase com-

plex（Vector）を２，０００倍希釈し室温で1時間浸漬

した．そして０．０１％３‐３’ジアミノベンチジン

（DAB）（Sigma），１％硫酸ニッケル（�）アン
モニウムと０．０００３％過酸化水素水で発色させた．

また，CV1領域における星状膠細胞の占める面

積比の経過時的変化を，コンピューター画像分析

機（LUZAX（Nikon），OPTIPHOT-2マイクロス

コープ（Nikon），３CCDカメラ（Panasonic））

を用い，CA1中心部（全層を含む）において，選

択した領域の全ピクセルに対する，GFAP免疫

陽性細胞でおおわれているピクセルの数比で求め

た．

結 果

A群

１．CV染色

CA1領域の錐体細胞数の変化を図２に示した．

生後第３週目と第４週目の間に明らかな臨界期が

存在することを認めた．対照群を１とした時の細

胞数の比率は，生後第1週目（生後２～６日）で

は０．８２±０．１４，第２週目（生後７日～１３日）は０．７６

±０．１．３，第３週目（生後14日～20日）０．９５±０．１１，

第４週目（生後２１日～２７日）０．１３±０．０５，第５週

目（生後２８日～）０．０９±０．０４となり生後３週目ま

ではCA1領域の錐体細胞は脱落し難いのに対

し，生後４週以降,錐体細胞の脱落が著名であっ

た．実際の顕微鏡写真を図３ａ‐ｅに示した．

B群

１．CV染色

Ｂ‐１群の錐体細胞数には一過性虚血後の１週

間の間に変化は見られなかった．一方Ｂ‐２群

スナネズミの一過性前脳虚血における海馬グリア細胞の変化
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は，虚血処置後１日目にはCA1錐体細胞に変化

は見られなかったが，３日後にはCA1領域の内

側半の錐体細胞が著しく減少していた．７日目に

はCA1の全領域において細胞が顕著に減少し

た．（図４，５‐１，５‐２）

２．神経膠細胞の免疫染色

◎星状膠細胞（GFAP免疫陽性細胞）

Ｂ‐１群の第１日目において，CA1領域の多形

細胞層（st. ori.）の GFAP免疫陽性となった星

状膠細胞は肥大を示した．分子層（st. rad.）に

おけるいくつかの免疫陽性細胞は，ほとんど対照

図２

図４

図３
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なみであった．錐体細胞層（st. py.）には免疫陽

性細胞体は見られなかった．第３日目において，

st. ori.は１日目と変化はなかったが，st. rad.で反

応性のものが増加した．st. py.には変化がなかっ

た．第７日目において，st. ori.と st. rad.の両層で

免疫陽性度が低下した．st. py.は，第１，３日と

同様に陽性細胞体を認めなかった．（図６‐１）

Ｂ‐２群の第１日目に免疫陽性となった細胞

は，Ｂ‐１群に比べ核が大きく，免疫陽性の突起

も太く，長くなっていた．st. ori.と st. rad.の細胞

が同程度に活性化され，st. py.は GFAP免疫陽性

の星状膠細胞体は認めなかったが，突起が増えて

いた．第３日目は，st. ori.と st. rad.の全星状膠細

胞が同程度に活性化し，核周囲の細胞体が肥大す

るのみならず，突起がGFAP免疫強陽性となる

ので細胞間が染まって見えた．st. py.の内側半は

st. ori.と st. rad.との境界が不明となり，その境界

領域にGFAP免疫強陽性細胞や突起が増えてい

たが，外側半では，st. py.の全体にGFAP免疫強

陽性細胞が多く認められた．従って，弱拡大では

海馬CA1領域は内外２部に分かれてみえ,外側半

では st. ori.，st. rad.，st. py.は全層にかけてGFAP

で強く染まる細胞に満たされるが,内側半では錐

体細胞層（st. py.）が抜けてみえた．第７日目に

なると内側半と外側半に差はみられず，st. ori.と

st. rad の両層とも細胞間の染色がわずかに落

ち，かつ st. py.の GFAP免疫陽性細胞は消失し，

錐体細胞層（st. py.）は抜けてみえた．（図７‐１）

スナネズミの一過性前脳虚血における海馬グリア細胞の変化
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◎小膠細胞（ミクログリア，Mac-1免疫陽性細胞）

Ｂ‐１群では第１日，第３日，第７日ともすべ

て陰性であった（図６‐２）．Ｂ‐２群でも１日目

は陰性であったが，３日目においてCA1の内側

の st. py.に弱く免疫陽性細胞が表われた．７日目

には，st. ori.と st. rad.の全小膠細胞が活性化し，

核が大きく突起も長くなっていた．st. py.の外側

半に陽性細胞を多く認め，全体としてＢ‐２群の

３日目のGFAP陽性細胞の分布によく似てい

た．（図７‐２）

◎稀突起膠細胞（CNPase 免疫陽性細胞）

抗CNPase 抗体で可視化されるのは突起のみで

あり，すべての層に膠細胞の細胞体は認めなかっ

た．st. py.では細胞層に平行（横方向）に走行す

る線維が目立ち，st. ori.と st. rad ではそれと垂

直に走行するものがみられた．

Ｂ‐１群のCA1領 域 は，第１日，第３日，第７

日目とも対照群とほとんど同じであった．（図６‐

３）

Ｂ‐２群の第１日，３日目では，対照との差違は

なかった．第７日目では，全層において減少し

た．（図７‐３）

３．星状膠細胞（GFAP免疫陽性細胞）の面積比

Ｂ‐１群は，９．１±１．０（虚手術群）１０．５±１．５

（第１日目），１０．２±１．８（第３日目），１３．４±３．３

（第７日目）と変化した．

Ｂ‐２群は，９．４±１．４，１４．７±３．４，２４．１±１．５，

３５．９±１．８と変化した．

この変化は上に述べた定性的な変化を定量的に

確かにしたものであるが，とくに細胞死の起こら

ないＢ‐１群では定量的には星状膠細胞が肥大に

よる面積比の増大を認めなかった．（図８）

考 察

発達段階にある脳は虚血に強いとされ，ヒトにお

いても，新生児あるいは幼児期は虚血障害を受けに

くいことが臨床上知られいる８）．本研究によりスナ

ネズミ脳においても，生後第３週目までは一過性脳

虚血による遅発性細胞死がおこりにくいことが明ら

かになった．このような研究は今迄にも多くなされ

ているが，細胞数を正確に数え，発達段階における

臨界期を明らかにしたのは本研究が初めてである．

スナネズミは総頸動脈の閉塞で前脳の血流を完全

に遮断できるので，虚血モデルとしてよく用いられ

る動物であり１０），とくに海馬CA１は数日後より遅

れて細胞死がおこることがよく知られている２）．こ

のCA１の遅発性細胞死の機序の１つとして現在広

く認められているのは，虚血により多量のグルタミ

ン酸が放出され，ひき続きN-methyl-D-asparate

（NMDA）受容体を介して細胞のカルシュウムイ

オンの流入が起こり，細胞死に至るとするグルタミ

ン酸神経細胞毒性仮説である５，１１）．またこの細胞死

は虚血時間により障害に差異があることが報告され

ているが８，１２），虚血時間を５～１０分としている報告

が多く２，９），３分の虚血ではむしろ虚血耐性ができる

といわれている１２）．また，低体温による脳の保護効

果も考えられので５，９，１３），本研究は体温を一定とす

るよう努めた．

先にNakajima らは成熟スナネズミを用いて低脳

温下で一過性虚血を行うとCA1の錐体細胞は脱落

しないが，反応性の星状膠細胞が出現することを述

べている９）．本研究でも最も興味ある変化を示した

ものは星状膠細胞であった．生後４週を過ぎる（Ｂ

‐２群）と一過性虚血に対して海馬CA１は著名に錐

体細胞を脱落させるが，その遅発性細胞死は内側半

から起こり，外側へ移行し，CA1全域に至ることが

明らかとなったが，星状膠細胞の反応もまさにこれ

に応じて起こった．さらに興味深いのは遅発性細胞

死のみられなかった生後３週までの動物（Ｂ‐１

群）では星状膠細胞の反応が見られなかったことで

スナネズミの一過性前脳虚血における海馬グリア細胞の変化
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ある．Nakajima ら９）は，本研究で用いた同様の方

法でGFAP細胞の面積比を求め，温度の違いによ

り細胞死を起こした群と，起こさなかった群で，虚

血処置１週間後のGFAPの反応が明らかに違うこ

とを示している．今回我々の結果では，虚血後１週

間の間での変化を調べた．細胞死を起こさなかった

Ｂ‐１群では，定性的には星状膠細胞の反応を認め

たが，定量的には変化を認めなかった．Ｂ‐２群の

外側半ではCV染色で遅発性細胞死がおこる直前の

細胞に，GFAP免疫陽性細胞が最も多く st. py.にま

で認めたことからは，星状膠細胞がより細胞障害そ

のものに関与する可能性が大きいと考えられる．ま

た，発達期と成熟期の反応の違いからも虚血処置後

の遅発性細胞死に星状膠細胞が大きく関与している

ことは確かである．

ミクログリアには強い貧食能を有するアメボイド

ミクログリアと休止状態のラミファイドミクログリ

アがあり，抗Mac‐１抗体はアメボイドミクログリ

アを標識するとされる１６）．Ｂ‐１群は細胞変性がな

く貧食も起こらなかった．また，ラットやマウス脳

では，アメボイドミクログリアは妊娠３週で出現が

認められ，生後２週週間以内にはほぼ完全に消失

し，以後ラミファイドミクログリアが現われると報

告されており１７，１８），今回も生後１４日に行った対照

（sham）群にも周産期のアメボイドミクログリア

を認めなかった．Mac‐１陽性細胞が認められたのは

Ｂ‐２群の３日目（CA1の内側）と７日目のみであ

ることから，CV染色で細胞変性が認められる時期

でのみ貧食が行われていると言える．しかし，場所

的には細胞死が起こるところに限られる訳ではな

く，３日目の内側半の st. py.に現われ初めたMac‐

１陽性細胞が７日目にはCA1領域の st. ori.と st. rad.

に広く分布し，st. py.ではむしろ認めなかった．ミ

クログリアは移動性の細胞ではあるが，なぜこのよ

うな動きをするかは今後の課題であろう．

稀突起膠細胞はＢ‐１群の３日目より減少してい

たが，それは神経細胞の軸索の変性に伴うためと考

えられる．３日目の外側も内側と同程度に減少して

いたことより，細胞体に明らかな変性が見られるよ

りもはやく，軸索鞘を形成する稀突起膠細胞が消失

したものと考えられる．

グリアと神経細胞死の研究は始まったばかりであ

る．現在受け入れられている，グルタミン細胞毒説

仮設にこれらのグリアから放出される様々なサイト

カインやメディエイターがどのように関連している

か将来すこしずつ解明されいくだろう．また同じ手

術でも小児と成人とでは予後が異なることは臨床で

はしばしば経験することであり，ヒトにおいても発

達上の臨界期を調べることは重要となるであろう．
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