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Abstract 

To elucidate mechanisms of intra-and postischemic brain damage, regional alterations ot 

calcium and energy metabolism were investigated by histochemical methods. Permanent 

ischemia of 1 and 3 hours, and temporary ischemia of 15 min, 1 and 3 hours with subsequent 

recirculation were made in gerbils. 

In the first of present study, calcium leakage was studied in the permanent ischemia. 

Abnormal calcium stains were obserbed in the area where ATP content markedlv decreased, 

and they were already noted in the 15 min ischemia. These calcium stains were mainly seen 

around the blood vessels, and also seen in the tissue at the border of the ischemic area. 

Distribution of the calcium stains were more intense in the proxymity of the large arteries 

than their distal portion. Thus the results show calcium leakage from the blood vessels de-

veloped in the early stage of ischemia, and such vessels were localized in the area where de-

crease of perfusion pressure was persisted above the level sufficient for calcium leakage. 

In the second of present study, regional changes of calcium and energy metabolism were 

studied in reperfusion of 1 and 3 hours hemispheric ischemia. Although postischemic restration 

of brain ATP content varied greatly in different regions, the ATP restration after the 1 hour 

ischemia was better than that after the 3 hours ischemia. Abnormal calcium stains were seen 

in the cortex, the hippocampal Ammon’s horn, the ventral postero-lateral thalamic nucleus and 
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the habenula. These calcium stains mainly localized in the neurons, which were different from 

intraischemic ones. 

In the third of present study, regional changes of calcium and energy metabolism were 

studied in the later stage of recirculation after 15 min forebrain ischemia. Although tissue 

ATP content recovered to normal at 6 hours after the recirculation, it gradually decreased in 

the hippocampal subiculum-CAl regions as the recirculation time increased. In the regions 

of reduced ATP content, an alkaline pH shift and loss of Niss！’s staining were noted. Ab-

normal calcium stains were seen in the cortical neurons in layers 3 and 5 6, the hippocampal 

Ammon’s horn and the ventral postero-lateral thalamic nucleus. The distribution of these 

calcium stains was almost consistent with that in the second study. In the hippocampal 

subiculum-CAl regions, the abnormal calcium stains preceded the alteration of ATP and tissue 

pH. Abnormality in the calcium staining was also noted in the hippocampal C A3 CA4 regions 

and the ventral postero-lateral thalamic nucleus, where the decrease of ATP or the histopatho-

logical change did not develop. Furthermore, abnormality in the calcium staining in these 

regions was gradually disappeared after 120 144 hours of recirculation. 

Thus, present results indicate th乱tpostischemic disturbance of in trace II ular calcium 

homeostasis does not always lead to the postischemic neuronal cell death, although it is imp。r司

tant for cell in jury 

はじめ に

脳虚血は神経組織への血液供給が減少することによ

って起乙るが，臨床的な治療という見地からは残存血

流の豊富な虚血巣辺縁部や虚血後血行が再開された場

合の病態に注目する必要がある．しかし単に血行を再

関すれば良いという訳ではなく，血行再開後も何らか

の機序によりエネノレギー代謝障害が改善せず神経組織

全体が壊死IC陥る脳梗塞2υ，エネルギ一代謝障害の改

善にもかかわらず発生する選択的な神経細胞壊死（選

択的脆弱性）品27'32>' さらに非常に短時間の虚血の後，

回復していた海馬 CAI錐体細胞がおよそ48時間後か

ら急速に壊死に陥る遅発性神経細胞壊死山などいく

つかの種類の虚血性神経細胞障害が報告され，その病

態lζ関して研究が進められてきた．しかし虚血巣辺縁

部をはじめ選択的脆弱性や遅発性神経細胞壊死を示す

部位は空間的に非常に限られた領域であり，ラットな

どの小動物を用いた実験では従来の samplingによる

生化学定量では方法論的IL限界があった．それに対し

近年 autoradiographyをはじめ NADH,ATP，組織

pl-I，各種電解質などを insituで画像化する組織化学

的手法が脳虚血研究にも導入され成果を上げつつあ

る8.J0.31》． 乙れらの組織化学的手法では脳の中の空間

的解剖学的分布を保ったまま，多種類のパラメータに

関して同時に解析することが可能であり，虚血巣辺縁

部の変化や一過性脳虚血後の選択的脆弱性や遅発性神

経細胞壊死を論ずる時には極めて有力な手法であると

考えられる．本研究では砂ネズミの虚血モテソレを用い

て，虚血性神経細胞障害への関与が注目されるカルシ

ウムM 山尚2島知とエネルギ一代謝の変化との関連を中

心にこれらの組織化学的手法により検討を加えた．

方 法

1 実験動物

砂ネズミ成獣ではウィリス動脈輸の発達が不完全で

後交通動脈が欠損している凶．そのためー側総頚動脈

を結殺することにより，前交通動脈の発達程度lζ応じ

て同側大脳半球に不完全脳虚血を作成することが可能

で，両側総頚動脈を結紫した場合には全例で高度の前

脳虚血を作成することが出来る．本研究では体重 60-

80gの雌雄の砂ネズミを用い，大脳半球虚血および前

脳虚血を作成して虚血中のエネルギ一代謝とカルシウ

ムの変化について検討を行なった．なお実験開始時ま

で餌と水は自由に摂取させた．
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2. NADH蛍光写真30》 フィ Jレムを作成した．あらかじめ 20。C K冷却した

液化窒素内で凍結脳ブロック IC366nmの紫外線を 試薬フィノレムの着色層の上fC，同じ温度で 16μ,m lζ 

励起照射し，発生した 450nmの NADH鐙光の局 薄切した新鮮凍結脳切片を貼付し室温K取り出した．

所分布を写真撮影するととにより記録した． 溶け出した組織液が着色層を通過して試薬層lζ入ると

3. 組織 pH" とにより発生した ATP生物発光を，透明支持体ごと

-20。Cのクリオスタ‘ソ ト内で 16μ,mの冠状凍結切 Kodak Tri X pan五Im(ISO 400) Iこ直接密着させる

片を作成し，あらかじめ umbelliferoneで飽和させた ことにより定性的に記録した．なお露出はクリオスタ

セルロースアセテート膜の上にのせた. 370 nmの紫 ットから試薬フィルムを取り出して30秒後から45秒後

外線を照射する ζとにより組織pHの局所変化を撮影 までの15秒間とした．

記録した． 5. 力ルシウム組織化学J.2酎

4. ATP組織化学13》 カノレシウムの局所分布は alizarinred S法lとより定

ATP の局所変化を観察するために Kogure らの 性的に観察した．染色放は 1.Ogの alizarinred S 

ATP組織化学法に改良を加えて使用した山． まず透 (Kodak）を 90gの蒸留水に溶解し，乙れに2.8%のア

明支持体の上K反応に必要な Iuciferin-1 uciferaseな ンモニア溶液 10ml を加えて作成し2ペ 使用前に液の

どのすべての試薬を含む試薬層をおき， その上に pHが5.3から5.4の間にあることを確認した．染色は

aniline black の微粉末よりなる着色層を重ねた試薬 16μ,mの新鮮凍結脳切片を使用し， 3土2。C で5分間

Fig. I Regional alterations of NADH fluorescence (NADH), ATP content (A’J'P), tissue 

pH (pH) and calcium stains (Ca) in an animal of 3 hours permanent ischemia. 

N ADH fluorescence increased markedly in the ischemic region on the left (L). 

ATP content also depleted in the corresponding regions. Tissue pH showed 

acidosis which was represented as dark area. The distribution of abnormal 

calcium stains was shown in an illustration (shaded area）・
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反応させた後，グリセリンを用いて余分の染色液を洗

い流した．グリセリンで封入後ただちに観察記録を行

なった．

6. 組織学的検索（Niss！染色）

16 μ.mの凍結脳切片で cresylviolet染色を行なった．

実験 I 永久虚血における検討

とれまでの報告では主に虚血後再濯流時におけるカ

ルシウムの変化が問題にされており，虚血中のカルシ

ウムの変化，特IL局所的な変化と虚血性神経細胞障害

の関連については，外因性のトレーサーを投与する

autoradiographyでは方法論的な限界もあって問題に

されるととが少なかった．そこで実験 Iでは永久虚血

における脳局所のカル、ンウムの変化とエネルギ一代謝

の関連について検討を加えた．

方 法

A. 半球虚血

エーテル麻酔にて左総頚動脈を 7-0ナイロン糸ICて

結五どした．関創麻酔覚醒後30分間神経症状を観察し，

虚血による神経症状の内， rollingfitとconvulsionを

持続的IC示したものをもって症状陽性とし16り単なる

意識障害や活動性の低下のみのものは除外した．

B. 前脳虚血

エーテノレ麻酔下に気管切開後，両側総頚動脈をポリ

エチレンチュープ（PE-50）に通した4-0ナイロン糸を

介して閉塞した．血行の遮断は手術用顕微鏡で直接観

察して確認した．

Fi邑・ 2 Calcium histochemistry of the same animal demonstrated in Figure 1. A: midline 

portion of the hypothalamus. Narrow bandle-like stain was seen in the border 

zone between ischemic and non-ischemic areas. Many irregular stains around the 

vessels were seen in the ischemic hemisphere. In contrast, there were no stains 

in the non-ischemic hemisphere （×16）・ B:the cortex. Many irregular calcium 

stains were seen around the perforating vessels （×16）・ C・ the hippocampus. 

Calcium stains were seen around the vessels, which were various in size ( ＞く100）・

D: the cortex. Calcium stains u’ere seen around the pial vessels and the perfora-
ting vessels （×16). 
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半球虚血の場合1時間または3時間の虚血後，前脳

虚血の場合は15分間の虚血後，エーテノレ麻酔下で液化

窒素による insitu brain freezingを行なって脳を取

り出し22ら 85'C Iζて保存した．対照として無処置の

動物（7匹），総頚動脈の剥離のみを行なった動物（3

匹）を用いた．脳は冠状断切片を作成して組織化学的

に検討した．

結 果

A. 半球虚血（Fig.1, Fig. 2) 

1時間虚血例（4例）， 3時間虚血例（4例）とも結主主

側である左大脳半球で NADH鐙光の増強と acidosis

を認めた.ATPは NADH重量光の増強した範囲にほ

ぼ一致して検出限界以下にまで減少しているのが認め

られた．非虚血側から虚血側への移行部での ATPの

変化は急激であり，中間的な変化や不均一な移行帯は

認められなかった（Fig.I). カルシウムの組織化学も

1時間虚血例， 3時間虚血例ともほぼ同様の所見が見

られ， ATPの減少を認めた左大脳半球（特に皮質）で

細動脈と恩われる外径 2050 μmの血管をとりまいて

カルシウムの反応が認められた（Fig.2-B, Fig. 2-D). 

カJレシウムの反応が見られる位置は血管外壁に接して

いる場合といくぶん離れている場合が見られた（Fig.

2-C）.また非虚血側と虚血側との境界部には細い帯状

ICカルシウムの濃染が見られ（Fig.2-A), との位置は

ATPの変化が急激に起乙る位置と一致しており，外

径 2050μmの血管とは直接の関係を認めなかった．

なお非虚血側である右大脳半球ではカルシウムの反応

はまったく認められなかった（Fig・2-A).

B. 前脳虚血（4匹） (Fig. 3, Fig. 4) 

椎骨脳底動脈系によって濯流される内側視床の一部

や中大脳動脈近位部に近い脳表部を除いて acidosis,

NADH畿光の著明な増強が見られ， ATPは検出限界

以下に減少していた（Fig.3). カル、ンウムの組織化学

では中大脳動脈の近位部にあたる脳底部皮質や皮質穿

通枝周囲，中大脳動脈や前大脳動脈の近位部本幹に近

い脳表血管に接した皮質表層部（Fig.4-A），椎骨脳底

動脈系によって瀧流される内側視床部分をとりまく視

床の血管周囲や内側視床部分との境界部（Fig.4・BH己

反応が認められた．

c. 対照動物

すべてのパラメータで変化を認めなかった．

Fig. 3 Histochemical representation of 15 min fore-

brain ischemia. Note marked bilateral in-

crease of NADH fluorescence, acidosis and 

ATP depletion. The medial thalamic region 

perfused by posterior circulation was spared. 

括

脳の血管にはカJレシウムに対する血液脳関門が存在

し17>1へおよそ 2.7mMといわれる血液中のカルシウ

ム濃度i加に対して，細胞外カルシウム濃度は l.3mM

といわれているわ． しかし今回の実験では ATPが急

激に変化する虚血巣の辺縁部で帯状iζ高度のカルシウ

ムの反応が見られ，また皮質穿通血管を始めとして外

径 20-SOμmの血管の周囲にもカノレ、ンウムの反応が著
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a 

A a 

Fig. 4 Illustration of calcium change in the 15 min forebrain ischemia (shaded area）・

A: caudate level. Calcium stains were mainly seen in the proxymal region of 

the anterior cerebral artery and middle cerebral artery. B: hippocampal level. 

No calcium stains were seen in the cortical surface. Calcium stains were only 

seen in the region just lateral to the medial thalamus which was perfused by 

posterior circulat10n. 

明であった．とれは虚血中に血液中のカルシウムが毛

細血管壁から直接細胞外腔IC漏出したためと思われ，

この様な漏出は15分間前脳虚血においてもすでに認め

られた これらの変化はその分布から判断して虚血辺

縁部や細動脈の周囲など，ある程度濯流圧が保たれて

いる部分に起乙る変化と考えられた．従ってエネルギ

一代謝障害により透過性冗進をきたした血管のうち，

ある程度以上の濯流圧が保たれている部分でのみ細胞

外腔にカルシウムが漏出したものと思われる．

実験II.半球虚血後再潜流急性期における検討

方 法

エーテノレ麻酔下に左総頚動脈を小クリップにて閉塞

した．実験！と同じ基準で症状陽性の動物を選び実験

に使用した． 1時間または3時閣の虚血後小クリ yプ

をはずして手術用顕微鏡下に総頚動脈の血行再開を確

認し， 1時間虚血群 (1時間再濯流2例， 3時間再濯

流6例， 6時間再濯流2例）および3時間虚血群（ 1 

時間再濯流2例， 3時間再濯流5例， 6時間再濯流2

例）について検討した．なお血行の遮断と再開は子術

用顕微鏡で直接観察して確認した．また動物の屠殺は

実験！と同じとし ATP，カルシウム染色， Nissl染色

を行なった．

結 果

A. 1時間虚血群（Fig.5, Fig.6) 

1時間毒灘流の場合 ATP の回復は良好であった

(Fig.5-AJ. カルシウムの組織化学では海馬において

永久虚血例と同様に血管の周囲に反応が見られたが，

(Fig. 5-D）海馬以外の部位では乙の様な反応は見られ

なかった 3時間以上の再濯流を行なった例の ATP

変化はほぼ同じであった．代表例として3時間再漉流

例を Fig.5-B, 5-C に示す.ATPは海馬 subict山mか

らCAIおよび CA3a領域と視床後外側腹側核での回

復が不良であった．海馬 CA3a領域はとりわけ ATP

の回復が不良な部位であったが， Fig.5-B のように

CA3a領域の ATP減少が軽度な場合には，カルシウ

ム染色で CA3a lと強いカノレシウムの反応が見られ

(Fig. 5-E), Nissl染色における染色性も低下していな

かった（Fig.6-A）.一方 Fig.5-Cのように CA3a領

域の ATPが検出限界以下にまで減少している場合IL

は病慢の中心ではカルシウムの反応が見られず（Fig.

5-F), Nissl 染色でも病巣部で染色性の低下が見られ

た（Fig.6-B）.同様の所見は ATPが検出限界以下に

まで減少した視床後外側腹側核でも見られ，カルシウ

ムの反応は病巣部の周辺でのみ認められ，中心部では

反応が低下していた（Fig.5-G）.また 1時間再濯流例

で見られた血管周囲のカルシウムの反応は3時間再濯

流例までは見られたが（Fig.5-F), 6時間再構流例で

は見られなかった．

B. 3時間虚血群（Fig.7) 

ATP の回復は 1時間虚血群とくらべて 3時間虚血

群の場合は全般的に不良であり，そのlcflでも海馬は特

に回復が悪い部位であった．しかし海馬の内部でも部

位により ATP回復に差が見られ，歯状回（Fig.7・A,

Fig. 7-B, Fig. 7-C)とアンモン角のstratumpyramidale 



虚血性神経細胞降客における脳局所カル・ンウムとエネノレギ一代謝の変化 49 

Fig. 5 Regional changes of ATP and calcium stains (Ca) in the recirculation of the 1 hour ischemia. A: 1 hour 

recirculation. Restration of ATP in the hippocampus was slightly poorer than the other regions. B: 

3 hours re口rculation. Restration of ATP was less in the hippocampal subiculum and CA3a (arrows) 

regions. In particular, ATP content became undetectable level in the ventral posterolateral thalamic 

nucleus. C: 3 hours recirculation. ATP restration was much less in the hippocampal CAl, CA3a 

regions and the ventral postero・lateralthalamic nucleus い）. In particular, marked depletion of ATP 

was noted in the hippocampal CA3a region and the ventral postero・lateralthalamic nucleus. D: 

calcium staining of the CA3 region （×16). The same animal represented in A. Calcium stains were 

seen around the blood vessels. E: calcium staining of the CA3 region （×25). The same animal repre-

sented in B. Calcium stains were seen in the pyramidal neurons of the C'A3a region. F: calcium 

staining of the CA3 region （×16). The same animal represented in C Calcium stains、、ereseen both 

around the blood vessels and in the pyramidal neurons of the CA3a region (arrowheads）・ Inthe 

CA3a region, the stains, however, were less intense in the stratum pyramidale （キ） than the other strata 

G: calcium staining of the ventral postero-lateral thalamic nucleus （×16）・Theanimal represented in C. 
Calcium stains were mainly seen in the marginal region of the nucleus, and not seen in the center(*) 
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Fig. 6 
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Niss！’s staining in the CA3 region （×16）・ A:the same animal in Figure 5・B.

Niss！’s staining was preserved in the CA3a region. B: the same animal in Figure 

5・C Loss of the staining (arrows) in the CA3a region was noted. 
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Fig. 7 Regional changes of ATP 11nd calcium staining in the recirculation of the 3 hours 

ischemia. A: 1 hour recirculation. ATP restration was much less in the hip-

pocampus and the hypothalamus. B: 3 hours recirculation. Although ATP 

depletion was marked in the hippocampus, the mild restration w拍 seenin the 

dentate gyrus and the stratum pyramid ale. C: 6 hours recirculation. ATP 

depletion was extensive in the left hemisphere. D: calcium staining of the cortex 

（×16). The same animal represented in B. Calcium stains were scattered in the 

cortical neurons. E: calcium staining in the CA3 region （×16）・ Thesame 

animal represented in B. Calcium stains were seen in the pyramidal cell layer. 

F: calcium staining of th巴hippocampus（×60). The same animal represented in 

B. Calcium stains were seen around the blood vessels G: calcium staining of 

the habenula （×16). The same animal represented in B. Calcium stains were also 

noted in the habenula. 

51 



52 日外宝第58巻第l号（昭和64年1月）

(Fig. 7-A, Fig. 7・B）では回復傾向を認めた．しかし 1

時間虚血後3時間以上の再護流を行なった場合に見ら

れた海馬 CA3a領域に選択的な ATPの減少は認め

られなかった．カルシウム染色では皮質（Fig.7-D), 

手綱核（Fig.7-G）に反応を認めたが，とれらの変化は

1時間虚血群でも同様に見られた．海馬では ATPの

回復の比較的良かった stratumpyramidaleを中心に

カルシウムの反応を認め（Fig.7・E），再濯流3時間ま

での例では1時間虚血群と同様に血管周囲ICカノレシウ

ムの反応が見られた（Fig.7・F). しかし 1時間虚血群

によく見られた海馬 CA3a 領峻lζ選択的なカルシウ

ムの反応は3時間虚血群では見られなかった．

小 指

虚血後再漉流時の ATPの回復は， 1時間虚血群IC

くらべ3時間虚血群では全般的に不良であり虚血時聞

が長くなると ATPの回復は不良になると考えられる．

しかしいずれにしても海馬や視床などでは解剖学的構

造に沿った選択性な変化が認められ特徴的であった．

一方カルシウムの反応は皮質， j海馬，手綱核，後外側

腹側核などに選択的 IC見られたが， ζれらの部位で

ATP の回復が良い場合にむしろ強い反応が見られ，

ATP が著明に減少した場合iとは病巣の中心部は反応

が見られなかった．また再濯流3時間までの海馬では

虚血中（実験 I）と同様に血管周囲にカルシウムの反

$ 

’l 
・' 

、． 

応が見られた．

実験III.前脳虚血後再濯流慢性期における検討

方 法

実験 Iと同じ方法で両側総顎動脈を閉塞し， 15分間

の虚血後6時間， 24時間， 48時間， 72時間， 96時間，

120時間， 144時間の再濯流を行なった．なお血行の遮

断と再開は手術用顕微鏡で直接観察して確認した．ま

た動物の屠殺は実験 Iと同じとし組織 pH,ATP，カ

ルシウム染色， Niss！染色を行なった．

結 果

1. 再灘流6時間（ 4匹） (Fig. 8) 

カルシウムの組織化学で永久虚血例（実験 I）の血管

周囲や非虚血部との境界部IC見られた反応はすでに認

められず，脈絡叢（Fig.8-C），頭頂葉皮質の 3層およ

び5 6層の神経細胞が散在性に染色され（Fig.8-A,

Fig.8-B），海馬では subiculum(Fig. 8 C)および CA4

(Fig. 8-D) IC反応が見られた．との時点では ATPは

既に回復していた．

2. 再灘流24時間（ 4匹） (Fig. 9) 

カルシウムの組織化学では6時間再瀧流例とほぼ同

じであったが，新たに海馬 CAl領域（Fig.9・A），視

床（Fig.ふB）で反応が見られた．エネルギー代謝では

海馬の subiculumでのみ ATPの減少と alkalosisが

d’ 

Fig. 8 Tissue pH, ATP content and calcium staining in an animal of 6 hours recircula 

tion after the 15 min forebrain ischemia. Scattered calcium stains were seen 

(A-DJ・ A: the cortical layer 3 （×40), B: the cortical layers 5-6 （×40), C: the 

hippocampal subiculum（×25), D: the hippocampal CA4 region （×100). 
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Fig. 9 Tissue pH, ATP content and calcium staining in an animal of 24 hours recircula-

tion after the 15 min fore brain ischemia. Alkalosis and decreased ATP content 

were seen in the bilateral subicula. A: Calcium stains were noted in the hip-

pocampal subiculum-CAl regions （×16). B: calcium stains in the ventral postero-

lateral thalamic nucleus （×16). 

見られた．従ってカルシウムの組織化学の変化は ATP

の減少した領域よりも広範囲であった．

3. 再灘流48時間（ 5匹） (Fig.10) 

カルシウムの組織化学では24時間再濯流例での変化

に加え，海馬 CA3領域で反応が認められた（Fig.10-B).

エネルギ一代謝では海馬の subiculumから CAl領

域で ATPの減少と alkalosisが見られた．やはりカ

シウム組織化学の変化は ATPの変化より広範囲であ

った．

4. 再濯流72時間（ 5匹）， 96時間（ 4匹） (Fig.11) 

カルシウム組織化学では48時間再濯流例と同じ皮質

3層および 5-6層，海馬 CAl,C‘A3領域，視床IC

反応、を認めたが，最も強い反応を示した例がこの時間

帯に集中して見られ特徴的であった（Fig・ 11-A, Fig. 

11-B). しかしエネルギ一代謝では海馬の subiculum

から CAl領域でのみ ATPの減少と alkalosisが見

られた．

5. 再潜流120時間（ 6匹）， 144時間（ 2匹） (Fig. 12) 

カルシウムの組織化学では反応は非常に軽微となっ

ていた（Fig.12-A, Fig. 12-B）.一方エネルギ一代謝，

では海馬 subi口ilumから（‘Al領域のみに ATPの

減少と alkalosisが見られた．

6. 組織学的変化

海馬 subiculumから CAl領域で， ATPの減少と

alkalosis が見られた部分では細胞壊死による錐体細

胞の染色性低下と reactivemicrogliaの浸潤が見られ

た．

小 括

この実験では細胞障害の判断の基準として脳局所で

の ATPの変化に着目した＿ ATPは代謝回転の速い

物質であり，ミトコンドリアでの生合成が停止すると

数分で細胞内の ATPは枯渇する20l. 従って ATPの

枯渇は必ずしも細胞死や不可逆的細胞障害を意味しな
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Fig. 10. 

Fig. 11. 
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Fig.12 Tissue pH, ATP content and calcium staining in an animal of 144 hours re-

circulation after the 15 min forebrain ischemia. Alkalosis and decreased ATP 

content were seen in the bilateral subiculum-CAl regions. A: Minimal calcium 

stains were seen in the hippocampal subiculum-CAl regions, the CA3 regions 

and the thalamic regions （×2. 5). B: Calcium stains in the hippocampal CA3 

region became less intense （×16). 

ていた．
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いが，逆に脳局所の ATPK変化が見られないという

ことはその部分で ATPの産生が続いていること，す

なわち細胞が生きていることを意味している．今回の

実験では虚血中に減少した ATPは再謹流6時間の時

点ですでに回復しており，再濯流24時間以降IC認めら

れた ATPの減少は組織学的変化や alkalosisを伴っ

実験田でカルシウムの変化を認めた部位は皮質3層，

5-6層，海馬 subiculum-CAl,CA3領域，視床核

などであり，実験日においてカルシウムの変化を認め

た部位と共通点が多かった．しかしこれらの部位のう

ち実験Eで検討した時間経過の範囲で，実際に ATP

Fig. IO Tissue pH, ATP content and calcium staining in an animal of 48 hours recircula・

tion after the 15 min fore brain ischemia. Alkalosis and decreased ATP content 

were seen in the bilateral subicula. A: Calcium stains were noted in the hip-

pocampal subiculum-CAl regions （×16). B: calcium stains in the hippocampal 

CA3 region （×16). 

Fig. 11 Tissue pH, ATP content and calcium staining in an animal of 72 hours recircula・

tion after the 15 min forebrain ischemia. Alkalosis and decreased ATP content 

were seen in the bilateral subiculum-CAl regions. A: Calcium stains were 

noted in the hippocampal subiculum-CAl regions, the CA3 regions and the 

thalamic regions （×2. 5). B: Massive stains of calcium were seen in the hip-

pocampal CA3 region （×16). 
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の減少が見られたのは海馬 subiculum-CAl領域のみ の境界部の限局した領域で neuropilの vacuolization

であり，実験日の 1時間虚血群で選択的な ATPの減 が見られたと報告しており加． 乙れは実験Iでカルシ

少が見られた海馬 CA3a領域や視床では，カル、ンウム ウムの漏出が見られた部位と一致している．従って血

染色で異常が見られたにもかかわらず ATPの減少は 管から漏出したカルシウムがその局所においてまず細

認められなかった．また ATPが減少しなかったこれ 胞外次いで細胞内のカルシウム濃度を異常に上昇させ，

ら海馬 CA3a領域や視床は再濯流120-144時間後には 細胞融解に関与するカル、ンウム依存性酵素を活性化さ

カルシウムホメオスターシスの異常から次第に回復し せるととにより組織障害を引き起ζ した可能性や，血

つつあると考えられた．従って再濯流時にはまずカノレ 管壁からのカルシウム漏出iζ伴って溶質である水の移

シウムホメオスターシスの異常が起乙り，その後海馬 行が起ζ り，血管周囲や虚血巣辺縁部の限局した領域

subiculum-CAl領域ではいわゆる遅発性神経細胞壌 で局所的な浮腫を引き起こした可能性が示唆される．

死lζ陥るのに対し，それ以外の部位では ATPが減少 一方再濯流にともなう虚血性神経細胞障害において

せずむしろカルシウムホメオスターシスの異常から次 は，カルシウムの細胞内流入が少なくとも細胞死IC先

第に回復していくと考えられた． 行するととがカルシウム仮説成立の前提条件として必

考 察

1. 組織化学的手法に関して

今回用いた組織化学的手法のうち脳切片iこ含まれる

ATPを insituで画像化する方法は最初 Kogureら

により発表された山．しかし原法の解像力や再現性で

は微妙な変化を捉えるととは困難であったため，本研

究では固定化酵素膜を用いた変法を工夫した．変法に

より高い解像力と再現性が達成された山

カルシウムの組織化学は alizarinred S法により行

なったが， alizarinred Sは pH5.4の条件でカルシ

ウム，バリウム，ストロンチウムとのみ反応するυ．

しかしカノレシウム以外は脳組織においてその絶対量が

少なく，その反応物の色調もカルシウムによるものと

異なることから，本研究で認められた alizarinred S 

の反応はカル‘ンウムヒ特異的と考えられる．

2. カルシウム仮説

近年カルシウムイオンの細胞内流入が細胞死に至る

最終共通経路（finalcommon pathway）として取り上

げられへ虚血性神経細胞障害においてもカルシウム

イオ ンの細胞内流入が起乙ってミトコンドリアの機能

が障害されたり，細胞融解Iζ関与するカJレシウム依存

性フォスフォリパーセ、やプロテアーゼが活性化される

可能性（カルシウム仮説）が指摘されている....,,. ....》．

とのカルシウム仮説はこれまで主に一過性脳虚血後の

神経細胞障害の機序として検討されてきた事柄である

が，実験 Iの結果からすでに虚血中にカルシウムの血

管からの漏出が起こっているととが明らかであり，実

験日では再潜流早朝の海馬で同様の所見が残存してい

るのが観察された. Ito らは 1時間以上の砂ネズミ半

球虚血で，細動脈周囲および虚血領域と非虚瓜l領域と

要であり，それを証明する努力が続けられてきた．し

かしとれまでの報告ではカルシウムの細胞内蓄積は細

胞壊死と同時かそれに引き続いて起とったとする報告

が多く 4，出品加，カルシウムの蓄積が細胞嬢死lζ先行

するというのは1987年の Deshpandeらの報告のみで

あった3>. 乙の細胞死に先行するカルシウムの細胞内

流入を証明する ζとは本研究の目標の一つであったが，

実験日，実験Eではいまだ ATPの減少や組織障害が

発生していない部位でもカルシウムホメオスターシス

の異常が広範に起こっているととが示され，カルシウ

ムの細胞内流入が細胞死lζ先行する可能性を強く示唆

する所見と考えられる．

3. カルシウムホメオスターシスの異常と選択的脆弱

性

本研究で示された変化のうち，再穫流時のカルシウ

ムの変化は虚血再灘流の時間経過が全く異なる実験日

と実験固においてもほぼ共通した部位lζ見られた．こ

のことからとれらの部位は虚血再濯流時IC特ICカルシ

ウムホメオスターシスの異常をきたしやすい性質を持

った部位であると考えられる．またとれらの部位は

Pulsinelli らの報告にある選択的脆弱性を示す領域却

とも良く一致していることから，虚血性神経細胞障害

における選択的脆弱性は，再濯流中IC起乙るカルシウ

ムホメオスターシスの異常と密接な関係があるととが

示唆される．その際，同じようにカルシウムホメオス

ターシスの異常をきたした部位でも何らかの条件lとよ

り細胞死IC至る場合と回復する場合のあるととが実験

阻の結果から認められた．すなわちとれらの部位では

虚血性侵襲のために細胞膜が障害され，再濯流時には

細胞内へのカルシウム流入が冗進し，それを細胞外へ

排出する加と同時lζ ミトコンドリア内へ貯蔵するS.29》
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乙とにより処理しているものと思われるが， ミトコン

ドリアによるカルシウムの貯蔵能には上限がある山25)-

従って細胞膜の障害が修復されず細胞内へのカルシウ

ム流入の増大が持続している細胞では，最終的にはミ

トコ ンドリアの処理能力を越えてしまうため細胞死に

陥り叩，その一方でとのカルシウムの細胞内流入の増

大をなんとか処理しつつ細胞膜の修復lζ成功した細胞

は，生き延びるととが出来るのではなし、かと考えられ

る．

本研究では虚血に伴って起ζ るカルシウムホメオス

ターシスの異常が虚血性神経細胞障害と密接に関係、し

ている乙とが強く示唆された．しかもとの様なカノレ〉／

ウムホメオスターシスの異常をきたした部位の中でも

将来細胞死に至る部位と，回復する部位のあることが

明らかとなった．そしてこの回復する部位の存在ζそ

虚血性脳血管障害治療への可能性を示唆するものと考

えられる．

結 量玄
関白

}. 砂ネズミの不完全虚血モテソレを用いて，虚血中を

含め一過性脳虚血後急性期および慢性期のカルシウム

の変化とエネルギ一代謝の変化IL関して検討した．

2. 虚血中の検討では， 15分間の虚血ですでにカルシ

ウムが血管から漏出しているのが認められた．カルシ

ウムの漏出は ATPの減少した領域の中でもある程度

の潅流圧が保たれていると推定される部位を中心に見

られた．

3. 1時間または 3時間の半球虚血後血流を再開し，

再議流6時間までの急性期の変化について検討した．

ATP の回復は局所により差が見られたが，全般的に

1時間虚血群にく らべると 3時間虚血群では不良であ

った カルシウムの変化は再濯流3時間までの海馬で

は虚血中と同様に血管周囲に反応が見られたが，再濯

流時間の延長lζともない次第に皮質，海馬，視床にお

ける特定の部位で反応が見られるようになった．

4・ 15分間の前脳虚血後血流を再開し，再滋流6時間

以降 144時間までの慢性期の変化について検討した．

再濯流後いったん回復した ATPはカルシウムの変化

lζ引き続いて海馬 subiculumから CAl領域で次第

IL減少し，組織障害の発生と alkalosisが観察された．

カルシウムの変化は海馬 subiculumから CAl領域

だけでなく，海馬 CA3領域や視床でも認められたが，

これらの部位では ATPの減少や組織障害は発生せず，

最終的にはカル、ンウムホメオスターシスの異常；からも

回復すると考えられた．

5. 虚血再纏流時閣が異なっていても一過性脳虚血後

はほぼ共通した部位でカルシウムホメオスターシスの

異常が起とることが示された．従ってとれらの部位で

は虚血IL際しカルシウムホメオスターシスの異常をき

たしやすい共通の性質を持つ可能性が推測され，乙の

ことがとれらの部位が虚血に対し選択的に脆弱である

ζとと密接な関係があると思われた．

6. 以上より一過性脳虚血後神経細胞障害κ先行して

カルシウムホj オスターシスの異常が起ζ る可能性が

示唆された．しかしカルシウムホメオスターシスの異

常は，部位ICよっては回復する可能性もあり，すべて

細胞死へつながる現象とは考えられなかった．

稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜わりました京都

大学脳神経外科学教授，菊池晴彦先生に深甚の謝意を表する
と共に，終始，御指導，御教示頂いた京都大学脳神経外科学

講師，石川正恒先生に深謝の意を俸げます．
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