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中枢神経系の賦活領域におけるエネルギ一代謝
-無酸素無クルコースによる海馬切片神経活動変化

の光学測定による検出-

超分子分光研究分野 野村保友

神経情報研究分野 馬場欣哉

適応制御研究分野 山内芳子

ラットの海馬スライス標本を用いて、 CAl領野の無酸素無グルコース(虚血様負荷)に対

する電気生理学的反応の変化を検討するために、 RH795で染色し光学測定した。フィールド

ポテンシャルを同時記録し、以下のような結果を得た。

1.虚血様負荷により興奮が伝播する領域が狭くなった。さらに負荷を維持すると刺激近傍の

応答が消失した。

2.速い応答が残っている聞に再濯流すると興奮の伝播は素早く回復する。

3.速い応答が消失した後で再濯流すると回復の程度は悪い。

4.フィールドポテンシャルから期待される虚血様負荷の効果を光学測定により興奮伝播の変

化として得た。

1 はじめに

一般に脳は他の臓器に比べて虚血に対する脆弱

性が高く、さらに脳の中でもその脆弱性に部位差が

ある。虚血に対する脆弱性が最も高い部位の一つで

ある海馬では CA1領野錐体細胞で選択的にニュー

ロン死が観察される。一方虚血の急性期にはニュー

ロンへの酸素やグルコースの供給が減少する。そ

れによる高エネルギー化合物の減少に伴い膜電位

と細胞内外のイオン濃度が変化し、活動電位に依

存してシナプス伝達が抑制され始める。さらに虚

血が続くと膜電位は OmVになり、イオン勾配の大

きな変化が伴う [lJ0 これら各ステージの海馬神経

細胞の活動は微小電極を用いて電気生理学的に観

察でき、多くの報告例がある[2J0 しかしながら記

録電極近傍の局所的な神経活動だけでは中枢神経

系の機能的なネットワークの活動を測定すること

は困難である。一方最近の長足の進歩を遂げてい

る光学測定は、高い精度でこのようなネットワー

クを解析でき、特に応答の速い蛍光プローブ及び

画像取得システムの開発に伴い、光学測定の時間

空間分解能は大きく改善された[3J-[5J。脳切片を用

いて虚血様負荷(無酸素・無グルコース)による

興奮伝播パターンの変化を光学測定した報告はあ

まりない。虚血急性期と再濯流期の電気活動と興

奮伝播の変化の関係を知ることは虚血に対して脆

弱な中枢神経系の機能消失を解明する上で重要な

手がかりになると考えられる。そのため本研究で

は海馬スライスを用いて興奮伝播に及ぼす虚血様

負荷の影響を光学測定により検討した。集合電位

の振幅から予想された虚血様負荷による神経機能

低下を画像として得ることができた。

2 実験

6-12週のオスウイスターラットをエーテル麻酔

後、断頭して脳を摘出し、 95%02+ 5%C02で飽
和した氷冷温度の標準人工脳脊髄液 (NaCl125ぅ

KCl 3.5う MgCh1.3， NaHP04 1.3う CaC122.5， 
NaHC03 16， Glucose 10ぅpH7.4)に入れた。マイ
クロスライサーで海馬の長軸に直角になるように

厚さ 400ミクロンに薄切りした。
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図1 A 海馬スライス観察領域の模式図。 i毎馬CA1領野のシェーファー側枝に電気刺激を加えると左右に興奮が広

がった。白丸の点の蛍光強度をBに示した。 Bペアパルス刺激による CA1領野の虚血様負荷前の部位別蛍光強度経時

変化。 Aの9点の変化を左から右に並べた。 CA1領野のシェーファー側枝を 0.8mA，100μsecで40ms間隔で二回の

定電流刺激を行った。

作製したスライスは酸素化した室温の人工脳脊

髄液に浸積し 1時間以上の回復期間を置いた。膜

電位感受性色素RH795(1 mgjml)で15分間染色

した。室温の人工脳脊髄液を 5mCjminで濯流し

ている浸水型の実験チャンパーに移し記録した。蛍

光顕微鏡(ローパスフィルタ-540nm，ダイクロ

イックミラー 500-600nm全反射、ハイパスフィ

ルター 590nm)で観察し、蛍光像を光学測定シス

テム(デルタロン 1700、128x 128ホトダイオード

アレイセンサー及びイメージプロセッサ)で取り

込んで解析した。同時にCA1領野のシェーファー

側枝を 0.8mA，100μsecで定電流刺激し、錐体細

胞層でフィールドポテンシャルを記録した。虚血様

負荷(無酸素・無グルコース)は 95%N2+5%C02

で飽和し、さらにグルコースを除いた人工脳脊髄

液で濯流することにより行った。フィールドポテ

ンシャルを連続記録し、集合電位の消失を確認し

た後で、標準人工脳脊髄液に切り替えて回復過程

を観察した。

3 結果

虚血様負荷に対して 2-3分で集合電位は低下し

始めた。 4-6分で50%になり、 8-10分でほぼ消失

した。その後、酸素とグルコースの供給を再開す

ると、回復の早いスライスでは5分で集合電位が

わずかに現れ、 10-15分で虚血負荷以前の振幅に

戻った。回復が遅いものは標準人工脳脊髄液に切

り替えて40分後でも虚血様負荷前の振幅より明ら

かに小きかった。全く回復しないスライスもあっ

た。このように集合電位の回復の程度が異なるス

ライスについて興奮伝播との関係を調べた。
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図2 興奮伝播に及ぼす虚血様負荷の影響。興奮の広がりを示すために刺激後1.2，7.2， 13.2ミリ秒の画像を示した。

フィールドポテンシャルは rec.の位置で記録した。このスライスは虚血様負荷後10分で興奮の伝播は消失し、再酸素

化後15分で虚血様負荷前と同様に回復した。

図1に示すように虚血負荷前の興奮伝播は二相

性である。刺激後すぐに1.2msで刺激部位近傍に

シグナルが現れる。シグナルの場所と応答時間か

ら、この第一相のシグナルはシェーファー側枝と

近傍のニューロンの活動電位を表している。この

シグナルはすぐに広がるのではなく 10ミリ秒前後

経過してから、左右に興奮は広がっていった。こ

の第二相の遅れて広がるシグナルはシェーファー

側枝の刺激によって誘発された後シナプス電位あ

るいは錐体細胞の活動電位を表すと考えられた。

虚血様負荷の効果はまず第二相から現れ、集合

電位の減少に伴って興奮が伝播する領域が狭くなっ

た。虚血様負荷の進行とともに第一相の応答だけ

が残り、最後にそれも消失した。この時点で集合

電位も消失した。標準人工脳脊髄液に切り替える

と虚血様負荷時の変化とは逆の順番で回復した。

はじめに第一相の速い応答が現れ、次に集合電位

の回復とともに興奮が伝播する領域が広くなった。

図2は観察時間40分の中の早い時間に集合電位

が完全に回復した典型例である。このスライスで

は虚血様負荷後10分で集合電位は消失した。刺激

1.2ミリ秒の第一相の応答は現れた。しかしながら、

虚血様負荷前の 7，2あるいは 13.2ミリ秒の興奮の

伝播は観察されなかった。再酸素化後5分で、集

合電位はわずかに回復し、画像解析からわずかな

興奮の伝播が認められた。再酸素化後15分の集合

電位及び興奮伝播は虚血前と同じものに回復した。

この例では虚血再濯流により興奮伝播のみ消失し
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たが、完全に回復した。 再酸素化後40分の観察

時間内で完全回復しなかったスライスでは、集合

電位が消失した虚血様負荷10分で、第二相の興奮

伝播ばかりでなく第一相の応答も完全に消失して

いた。再酸素化後40分では第一相がわずかに回復

したが、明らかな集合電位は記録されなかった。

4 考察

海馬スライスの光学シグナルの帰属は詳細に行

われており [3]、興奮伝播の第一相は三成分に分け

られ、電気刺激に誘発されたシナプス前線維の脱

分極、同時に誘発されたシナプス後電位、その時

の緩電位である。 AMPA型レセブターアンタゴニ

ストの効果が小さいことからシナプス前線維の脱

分極が主要な成分と考えられている。第二相は電

気刺激したシェーファー側複枝により直接的に誘

発されたものではなく、それ以降のシナプス性に

誘発されたシナプス後電位及びほぼ同時に誘発さ

れるシナプス前線維の脱分極と考えられている。

第二相はAMPA型レセプターアンタゴニスト投与

により完全に消失する。

神経活動の中で虚血様負荷の影響を受ける部位

を考える。酸化的リン酸化が低下しでも嫌気性解

糖あるいはクレアチン燐酸などのATPパファーな

どで補償できる虚血初期ではイオンポンプが正常

に機能できるので静止電位を維持する[1]0 この場

合には電気刺激による軸索の興奮誘導や膜電位依

存性ナトリウムチャンネル、前シナプス末端の電

位依存性カルシウムチャンネル、カルシウムカル

モジュリンによるアミノ酸放出は可能である。同

様にシナプス後細胞もアミノ酸レセプターの活性

化が起こり興奮は伝達される。さらにATPの産生

が低下すると静止電位が低下し、シナプス前細胞

の活動電位の低下とともに電位依存性カルシウム

チャンネルの開口効率が低下して興奮伝達が停止

する。またATP減少はこのような細胞内外のイオ

ン濃度勾配ばかりでなく興奮性アミノ酸の生合成

系や細胞内への取り込みに影響するだろう。

このような全か無かの応答では、本実験で確認

されたように虚血様負荷で興奮が伝播する領域が

狭くなることを説明できない。光学測定及びフィー

jレドポテンシャルは単一ニューロンの応答をモニ

ターしているわけでなく細胞集団としての応答で

ある。虚血様負荷による ATP減少の程度がニュー

ロンごとに異なる場合、虚血様負荷初期には多く

のニューロンが応答できるが、その負荷が持続さ

れると応答できるニューロンの数が減少する。そ

の結果、集団としての応答は弱くなる。また集団

としての応答が限られた時間内に起これば強いシ

グナルになるが、アミノ酸放出の減少によりレセ

プタ}チャンネルの興奮が緩慢になれば活動電位

は同期せず細胞集団の応答は弱くなる。さらに、

刺激部位から離れると、刺激部位のニューロンと

直接あるいは間接的なシナプスの形成は少なくな

る。個々のニューロンでの虚血様負荷の影響が集団

としてのバラエテイやシナプス形成の程度によっ

て興奮が伝播する領域が狭くなると言う結果をも

たらすと考えられた。シグナjレの帰属を考躍する

と、この仮説の一部は検証できる。 AMPA型レセ

プターアンタゴニストを添加することで、容量依

存的に興奮が伝播する領域が狭くなれば、シナプ

ス応答のバラエティとシナプス形成の減少による

可能性が高くなる。

第一相の光学シグナルが消失すると、回復に時

間を要するのは、その時点で多くのニューロンが

静止電位を維持できなくなった結果と考えられる。

第一相の主要な信号はシナプスを介さないシナプ

ス前線維の脱分極である。従って第一相が消失す

るのはATP減少によりイオンポンプの機能が低下

し、イオン濃度勾配形成が不十分になった可能性

がある。細胞内には様々な ATPを基質とする酵素

が存在するが、本研究の結果からその親和性はシ

ナプス伝達に関与するものよりナトリウムカリウ

ムポンプなどイオン勾配維持に関与する酵素系の

方が高いことを示唆している。これはニューロン

が情報伝達という機能より自身の恒常性の維持を

優先することであり、危機的状況に立たされた場

合の細胞としてはその選択が合理的なのであろう。
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