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Abstract : The present study examined the effects of amygdaloid kindling on the rat 

hippocampal mossy fiber system with a Timm staining method. The kindled rats were 

anesthetized and perfused at one hour (1 hr group)， one week (1 wk group) and one 

month (1 mo group) after the last generalized convulsive seisure. The brains were rem-

oved and 40μm sections were obtained. These sections were then processed for the Timm 

staining of mossy fiber. ln the control rats， Timm stained mossy fibers were distribut-

ed throughout the hilus of dentate gyrus and formed a clear-cut band in the stratum 

radiatum of the field of hippocampal CA3-CA2. The Timm staining pattern was less 

observed in the stratum oriens of CA3-CA2 field and stratum moleculare of the dentate 

gyrus in the nonkindled rats. On the other hand， in the kindled group， there was a 

dramatic increase of Timm-stained mossy fiber terminals in the hilus and the supragra-

nular zone of the stratum moleculare of the dentate gyrus at least 1 week or 1 month 

after the completion of kindling. Timm staining was also increased in the stratum ori-

ens of the CA3 field. These results showed an evidence of novel synaptic reorganization 

in the hippocampus after amygdaloid kindling. 
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序友び目的

キンドリング現象は，てんかんの実験モデル仰)や神経系の可塑性モデル聞として確立されて
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いるが，キンドリングの形成過程やその永続性に関与する神経機構に関しては，未だ統ーした

見解が得られていないのが現状である O 著者は今までに，扇桃核キンドリング現象の発展や永

続性に対して，中隔-海馬系が重要な役割を果たしていることを脳内破壊法制，闘.ω，ωや誘発電

位法凶及び神経解剖学的手法sJl，倒を用いて報告してきた。その中で，肩桃核キンドリング完成

後，特異的に中隔-海馬系ニューロンが形態学的に変容することが明らかになった口すなわち，

キンドリング完成後，海馬内多形細胞層 (hilus)ニューロンが有意に減少しへそのニューロ

ンはGABA作動性であることが示唆されたω口従って，キンドリングの永続性の背景には，海

馬GABAニューロンの脱落現象による脱抑制の可能性が考えられた151，同 ω，同，凶口一方キンドリ

ングに従い，海馬歯状回の頼粒細胞軸索 (mossyfiber)がhilusや海馬CA3に新たな神経結合

を形成することが報告されている111，121，131，(61， (7)，叫 a4l.á~，側担11 悶 O しかしながら，扇桃核キンドリン

グに対する見解は今のところ一致していない。そこで本研究では，扇桃核キンドリング完成後

のmossyfiberの終末分布を，従来から用いられているmossyfiberを選択的に染色するTimm

染色法(亜鉛など金属イオンを含む神経線維や終末を選択的に染色する方法)ω を用いて詳細

に長期的変容過程を観察し，海馬内ニューロンの脱落現象との関連を検討することを目的とし

た口

方法

被験体は， Wistar系雄ラット (10--12週齢， 250--400 g)で，キンドリング群10匹，電気け

いれん刺激統制群 2匹，手術統制群 2匹，正常統制群 5匹を用いた。

ネンブタール麻酔下 (35mg/kg，i.p.)で，ラットの脳図譜仰に従い，右側扇桃核の外側基底

核にキンドリング刺激用電極(ガラスで被膜した直径200μmのステンレス線2本を先端約500

μm離して貼り合わせた双極導出用電極)を刺入した。皮質脳波記録用にステンレスネジを皮

質上部に接するように頭蓋内に埋め込んだ。さらに，基準電極用に鼻骨にステンレスネジを埋

め込んだ。約一週間の手術回復期後，後発射闇値 (afterdischargethreshold : ADT) 強度を

測定した。翌日から後発射閥値強度でキンドリング刺激 (60Hz，sine wave， lsec) を一日一回

行い，行動的及び脳波的に，全身けいれん発作 (generalizedconvulsion : GC， Racine州の発

作分類によるstage5) が連続数回出現するまで続けた口この時点をキンドリング完成時と見

なした。

キンドリング完成直後(約一時間後， 1 hr group， n = 2 ) ，一週間後 (1wk group， n= 4)， 

一ヶ月後(1 mo group， n = 4 )に，脳を0.1%硫化ナトリウム溶液， 8%ホルマリン/O.lM

燐酸緩衝液のJijfiで潅流固定した。脳摘出後， 40μmの凍結前額薄切片を作製したO これらの連

続脳薄切片をスライドグラスに張り付け，乾燥させた口それらの張り付け切片をTimm反応液

(20%アラビアゴム溶液， 10%硝酸銀溶液， 2 %ハイドロキノン十 3%クエン酸水溶液印:1 

10の割合で混合したもの)で 3--4時間暗室内で反応させた口最終的にNeutralredでニッス
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ル染色し，検鏡，写真撮影した。

キンドリング群とほぼ日齢を対応させた正常統制群 (n=5) と扇桃核に電極を刺入した手

術統制群 (n=2)及び電気けいれん刺激 (electroconvulsivestimulation : ECS，両耳間， 10 

mA， lsec)統制群 (n=2) についても同様の方法で処理し，比較検討した。

o 600 1200 1800 2400 3000μm 

2 3 4 5 

図1 海馬の模式図

海馬の吻側から尾側にかけて， 40μmの連続切片を15枚毎 (600μm毎)に 5枚選択

し，各群で比較検討した。以下の図の各番号はTimm染色を行った切片番号を示す。

今回は，図 lに示したように，海馬吻側部から尾側部にかけて600μm毎に 5枚の切片

(図の 1~ 5の番号に相当する)を選択し，背側海馬を中心に標識されたmossyfiberの終末分

布を特に歯状回頼粒細胞層やHilus及びCA3-CA2領域で，各群の比較分析した O 海馬各

部位の名称は， Paxinos & Watson(目)とLorentede Nd~ の分類に従った。
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結果

( 1 )キンドリング群における扇桃核キンドリング現象の発展過程

キンドリング刺激は一日一回行ったので，表 1の中で，キンドリング各群の最初に全身けい

れん発作が出現するまでのキンドリング刺激回数 (firstGC，これはRacineの発作段階分類に

よるstage5に相当する)と全刺激回数 (stim.No. )は日数を意味している口それによれば，

キンドリング出現までの刺激日数 (firstGC) は，キンドリング群全例 (n= 10) の平均及び

標準偏差で10.9士4.0日で，全刺激日数 (stim.No. )の値は13.2土4.0日であった口キンドリ

ング完成一週間後群(1 hr群)の値がやや多い傾向であるが，これらのキンドリングパラメー

タ問で各群がほぼ一様の分布になるように被験体を配分した。

表 1 キンドリング各群におけるキンドリング刺激回数と後発射闇値

Group Rat No. first GC stim.No. GCNo. ADT 
1 hr群 TMK-5 12 14 3 200μA 

TMK-8 6 9 4 260μA 
1 wk群 τ加lK・3 14 17 4 80μA 

τMK世 4 16 18 2 140μA 
T恥fK・9 14 15 2 240μA 
T恥fK-10 14 15 2 400μA 

lmom群 τMK-1 14 18 3 120μA 
TMK・2 9 12 4 140μA 
TMK-6 5 7 3 120μA 
τMK-7 5 7 3 120 uA 

first GC:最初の全身けいれん発作(generalizedconvulsion;GC)までの刺激回数、

stim.No.:全刺激回数、 GCNo.:GCの回数、 ADT:後発射闇値(これを刺激強度とした)。

また，全身けいれん発作の回数 (GC.No. )の平均及び、標準偏差は， 3.0士0.8回で，キンド

リング刺激強度である後発射闘値 (afterdischargethreshold : ADT) は182.0土91.0μAで、あっ

た口これらの値に関しでも，分布が同じになるように被験体をキンドリング各群に配分した。

刺激電極部位は，脳の検索の結果，すべての例で少なくとも 2本の双極電極のうち l本は右

扇桃核の外側基底核に位置していた。数例において，電極部位が扇桃核の外側中心核や内側基

底核に及んでいたが，表 1に示すように，最終的にキンドリングは全例において形成された口

キンドリングの永続性を確認するための再刺激手続きに関しては，以前例にも述べたが，上

述の各キンドリングパラメーの値は従来の結果191，1t6l， l2'ilとほぼ一致していた口このことから，今

回のキンドリング完成ラットも，てんかんモデルラットと見なし，それぞれキンドリング完成

1時間後(1 hr group)，一週間後(1 wk group) ，一ヶ月後(1 mo group) に脳を潅流固

定し，キンドリング各群に分類して， Timm染色反応を行った。
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( 2 )統制群における海馬mossyfiber の形態学的特徴

統制群のデータを得るために，キンドリング群と同日齢のナイーブな雄ラットを用い， 同様

にTimm染色反応を行った。図 2は，右側海馬のTimm染色顕微鏡写真像で、ある O これは図 1

の吻側から1800μm尾側部(番号 3)の切片に対応するo

写真から明らかなように，黒色に染まった部分が歯状回頼粒細胞の軸索 (mossyfiber) 及

びその終末ボタンである D その特徴は，従来から言われているとおり，頼粒細胞基部から歯状

回門 (hilus) の多形細胞層に側枝を延ばし，さらに CA3c-CA3a及びCA2の放射状層

(錐体細胞尖端樹状突起の基部)に分布が集中していた。その他の部位，特に歯状回分子層

(頼粒細胞上部)や CA3の上行層(錐体細胞基底樹状突起層)にはほとんと<Timm染色像は

観察されなかった。写真では， CA  1の放射状層と上行層が薄く染まっているが，これらは

mossy fiberの側枝とは考えられない。すなわち， Timm法は脳内の金属イオン，特に亜鉛イ

オンを含む部位を選択的に染色する方法であるから，これらの海馬の部位にも多少亜鉛を含ん

でいると考えられる o mossy fiberがその中で特に亜鉛濃度が高いと言われている 。 図 3は，

別の統制群の例で， Tirnrn染色反応させたすべての左右海馬のmossyfiberのみを， Image Pad 

でコンピュータに画像入力し再構成したものである O

図2 統制群における海馬内Timm染色像

黒色に染ま った部分がmossyfiberで，歯状回hilusから CA3a-CA2の錐体細胞

尖端樹状突起層(放射状層)基部にわたって帯状に現れる。

スケールは 1ffiffio av : alveus， or : stratum oriens， py : stratum pyramidale， 

rad : stratum radiatum， lmol : stratum lacunosum-moleculare， mol : stratum 

moleculare， gr : stratum granulosum， hif: hippocampal fissure， fi : fimbria， 

CA1， CA2， CA3a: hippocampal subfields. 
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Control TMC-l 

2 

3 仁/?J久、 メミム
4 

5 

図3 統制群におけるTimm染色されたmossyfiber 

Timm染色されたmossyfiberのみをImagePadで、コンピュータに入力し，再構築

したもので，左数字は図 1の番号に対応する O 右上番号は被験体番号を示す。スケール

は 1mmo 

ECS TME-l 

2 

3 

4 

5 

図4 電気けいれん刺激統制群におけるTimm染色されたmossyfiber 

ECS : electroconvulsive stimulation，両耳間で持続時間 i秒間. lOmA強度で、刺

激を行った後一週間後の例である O
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その他の統制群として，電気けいれん刺激 (electroconvulsivestimulation : ECS. 両耳聞

に，刺激強度10mAで 1秒間刺激)を行った(図 4のTME-l)結果，正常統制群で見られたも

のと全く同じmossyfiber系が観察され，全身けいれんそのものによる著明な影響は認められ

なかった。

また，図には示していないが，手術統制群も比較検討した。この群は，キンドリング群と同

様の手術を行い，扇桃核以外の部位(脳梁腹側部あるいは脳室内)に刺激電極を刺入し， キン

ドリング刺激を行った刺激統制群でもある O 結果は正常統制群と同じで，手術や刺激による影

響は全く観察されなかった。

( 3 )キンドリング各群における海馬mossyfiber の変容過程

キンドリング完成直後(約一時間後. 1 hr group) に脳を潅流固定し.Timm染色反応を行っ

た結果が図 5に示されている口これは図 3と同様の方法で、mossyfiberのみを再構成したもの

である口吻側部600μm(番号 1)で. CA 3の上行層にTimm染色像の増大が両側に僅かに観

察されるが，その他の海馬各部位では，統制群と比較して顕著な変化は認められなかった。

， hr TMK-5 

2 

3 

4 AミJ

5 

図5 キンドリング 1hr群におけるTimm染色されたmossyfiber 
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図6 キンドリング 1wk群におけるTimm染色されたmossyfiber 

両側の CA3aの上行!吾にTimm染色像の増大が認められる。

1 mo 

‘: 」昌弘

図 7 キンドリング 1mo群におけるTimm染色されたmossyfiber 

歯状回hilus内で、Timm染色像の増大傾向が認められる o
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キンドリング完成から---~週間後のmossy fiberのτ'imm染色像を調べた結果，図 6に示した

ように，歯状回多形細胞層 (hilus)内のTimm染色像の増大傾向が見られ，海馬CA3領域で

は，統制群(図 3や図 4を参照)と比較して，明かな違いが観察されたD すなわち. C A 3の

上行層内に統制群ではほとんど見られなかったmossyfiberの終末と思われる染色像が現れて

いた口この現象はキンドリング刺激部位と同側の右側海馬に限定せず，ほほ両側に及んでいた口

さらに，キンドリング完成から一ヶ月経つと(図 7)， hilus内でのmossyfiberの顕著な増

大が認められた口また， CA  3領域では，上行層での増大は， 1 hr群と比較してそれほど顕著

ではないが，尖端樹状突起層で、の帯状のmossyfiberの厚みの増大傾向が見られた口

キンドリングによる海馬内mossyfiberに対する影響をより詳細に検討した結果を図 8と図

9に示した口図 8は， 1 hr群における一例の顕微鏡写真像である口写真から明らかなように，

歯状回頼粒細胞層上部に向かつてmossyfiberが延びており，帯状にmossyfiberの終末が観察

された。その傾向は，中心部は少なく，特に内側部(図 8A， B. C) と外側部(図 8D， E) 

で顕著に現れた口

また， CA  3領域では(図 8F)，図 6で示した結果と同様に錐体細胞の基底樹状突起層

(上行層)にmossyfiber及びその終末が黒く点在するのが見られた。 CA2領域ではこの傾向

は顕著ではなかった口

図9は，図 8の例を描画装置で描いた一例である O この図からも歯状回頼粒細胞層上部での

mossy fiber及びその終末増大が明かとなった。しかも内側と外側歯状回でその傾向が特に強

く認められた(図 9B， Cの矢印)0C A 3でも図 8で述べた結果と同様であるが，僅かに錐

体細胞層内にもmossyfiber終末の存在が認められた。
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図 8 キンドリング 1wk群における海馬内mossyfiberの顕微鏡写真

Aから Cはそれぞれ吻側から尾側に歯状囲内側部を示す。D，Eは歯状回外側部 F

はCA3aを示す。スケー jレは200μm。歯状回頼粒細胞層上部に帯状にはっきりと

mossyfiber終末の増大が認められる。
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200ドm

図9 キンドリング 1wk群におけるmossyfiberの描画像

図8の例を描画装置を用いて描いたものである O 各略語は図 2を参照。

C， DのスケールはBと同じである。歯状回頼粒細胞層上部 (B，Cの矢印)で、mossy

fiberとその終末が見られ， C A 3 a (D)でも上行層 (or) にmossyfiber終末が点

在している。
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考察

本実験は，扇桃核キンドリング完成後の海馬歯状回頼粒細胞軸索 (mossyfiber) の形態学

的変容過程をTimm染色法を用いて明らかにした。すなわち，キンドリング後，正常群では見

られなかった歯状回分子層の頼粒細胞層上部と CA3の上行層にmossyfiber終末の新たな増

大が観察された。その傾向はキンドリング完成後一週間から 1ヶ月後に特に顕著に現れた口ま

た，これらのmossyfiber の変容は，電気けいれん刺激統制群や手術統制群での結果から，電

気刺激や手術そのものには影響しないことも明かとなった。

今までに，キンドリングに対する海馬mossyfiber に及ぼす影響に関する研究は数多く行わ

れている(1)， (2)， (3)， (6)， 17)， (1~ ， (141， 11札側，凶，凶 D しかしながらそのほとんどは，海馬と直接結合している貫

通路 (perforantpath) ，角帯 (angularbandle) あるいは嘆球のキンドリングによる結

果(0，(2)， 13)， 1141，肌伺で，特に貫通路キンドリング後，本実験結果とほぼ同様に歯状回分子層の頼粒

細胞層上部にmossyfiberのシナプス再構成 (synapticreorganization) すなわち軸索側枝発

芽 (sprouting)が観察されている(1)・ 12)，叫凶口また，カイニン酸投与による発作後も，本実験結

果で見られた歯状回分子層と CA3で、の海馬内mossyfiber の変容過程が同様に報告されてい

る凶口

扇桃核キンドリングとの関連に関する研究は僅かで， Kasarskisら同は，扇桃核キンドリン

グ後の海馬内 Znを測定したO その結果，キンドリング完成後，刺激と同側の海馬内 Znが統

制群と比較して2.6倍増大し，反対側でも1.6倍の Znが観察され，これは海馬に特異的であっ

た口また， Represa & Ben-Ad同は扇相I核キンドリング後の CA3でのmossyfiberの新たなシ

ナプス形成を報告している O これは本実験結果と同様であるが，歯状回頼粒細胞層上部でのシ

ナプス再構成は報告されていないロ

一方， Fredericksonら(則的は Znを含むシナプス終末を選択的に染色する蛍光組織法を用

いて，カイニン酸投与による発作後のmossyfiber終末分布を調べた口その結果，発作後 3時

聞からmossyfiber終末の減少が始まり， 12-24日寺問で最大になり， 48時間後まで観察されそ

の後回復傾向を示した。本実験でのキンドリング一時間後群では，上記のような逆説的結果は

観察されなかった。これはカイニン酸投与後の発作に限定した減少である可能性も考えられる。

彼らによれば，カイニン酸投与による発作中，海馬mossyfiberのZnはカルシウム依存性に

急速に放出され，その後 Zn結合タンパクによって封鎖されるか，循環系に運ばれ代謝され

る結果， mossy fiber終末で、の Znが減少することになる D 残りは細胞内金属酸素と結合する口

発作が長引くと， Z nが脳内に蓄積し，それが神経毒となりニューロン死の引き金となる(6)。

一般的に， ヒトの側頭葉てんかんで海馬CA3から CA4 (これはhilus~こ相当する)のニュー

ロン死が観察されているが，これらの背景に海馬内 Znの異常な放出，蓄積が考えられる口 し

かも， GABAニューロン(5)，(1叫 (U)，1l且， ωがZnに対して特異的に感受性が高い可能性も考えられる。

これらのニューロン死が新たな側枝発芽 (sprouting) を促進し問，興奮性回路を形成する{141

-12-
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そのことがキンドリングの永続性を維持するー晶因となっている可能性を強く示唆している O

扇桃核キンドリングに関しでも上述の可能性が，今回の実験結果から示唆された。その背景

には当然，海馬との中隔核を介した間接的な神経結合凶，倒，闘が重要な役割を果たしていること

が考えられる O

要 約

本実験は，ラット扇桃核キンドリング後の海馬歯状回頼粒細胞軸索 (mossyfiber) に及ぼ

す影響をTimm染色j去を用いて検討した。その結果，キンドリング完成から一週間後に歯状回

頼粒細胞層上部と CA3の上行層に新たなmossyfiber終末が観察され，扇桃核キンドリング

においても海馬mossyfiberの軸索側枝発芽 (sprouting) の可能性が示唆された口これらの背

景には，海馬内の Znの異常蓄積によるニユーロン死(おそらく GABA作動性ニューロン死)

が生じ，それがキンドリングの永続性の一因となっていると考えられる口
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