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要旨

本研究では、1）脳虚血による神経機能障

害に対してアシドーシスを合併するとどのよ

合、代謝性または呼吸性のアシドーシスによ

りその影響に差があるか、について検討した。

このために脳虚血モデルとして15分間の無

酸素・無グルコース負荷を行った海馬切片を

使用し、種々のアシドーシス負荷による神

経活動の変化について、誘発電位を指標とし

て比較検討した。海馬切片は、5－6週令（

50g前後）のウィスター系ラット脳から作

激してCA1細胞層から記録した。

ルコース負荷で、誘発電位の減少の程度は

pH7．4の群と比較して有意に少なかった。

したがって、軽度のアシドーシスが虚血性脳

傷害に対して拮抗的に働くことが示唆された。

／一X m

一方、pH5tO以下の灌流液下での無酸素・

無グルコース負荷により、その60分後の誘

発電位の回復は有意に抑制された。すなわち、

pH5．0以下のアシドーシスは虚血性脳傷害

を増強することが示唆された。灌流液中に乳

で、誘発電位の回復が有意に抑制された。し

たがって、細胞外pHが同程度でも乳酸イオ

ンが存在すると虚血侵襲による神経機能障害

の程度を増強し、さらにその効果は濃度依存

性であることが示唆された。CO2アシドー

シスの合併によっても、誘発電位の回復は抑

場合と同等であった。

シスは虚血性脳傷害に対し拮抗的に、高度の

アシドーシスは増強的に作用し、その作用は

二相性である、2）細胞外pHが同程度でも、

アシドーシスの成因によりその作用が異なる
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こと、が示唆された。

g

　近年、心肺蘇生法の進歩により心肺蘇生

率は著明に向上した1）。しかしながら、蘇生

後に重篤な神経機能障害を合併するため、患

者の社会復帰率は未だ一次救命症例数の1～

2％に止まっている1’2）。このことは、心

肺停止に伴う虚血性脳傷害の発現、機序、進

行機転、増悪因子、および治療法などについ

て未だ不明な点が多いことを示すものでもあ

る。

　心肺停止時、生体組織は酸素供給の途絶

とともに種々の程度のアシドーシスにさらさ

れる。特に、心肺蘇生時に高度のアシドーシ

スを合併すると、除細動率、心拍再開率は低

下し3’4）、蘇生に成功しても蘇生後に脳浮

腫、痙攣等を招来し5暉8）、神経学的予後を一

層不良にするとされてきた9’to）。しかし、

心拍再開率は心筋の酸塩基平衡状態に影響さ

れないとする最近の報告もある1t’12）。さ

らに、虚血性脳傷害においても、軽度のアシ

ドーシスはむしろ脳保護的に働くという報告
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もある13～15）。これらのことは、アシドー

シスが従来考えられてきた程有害ではなく、

その程度によって心肺蘇生に及ぼす影響が異

なることを示唆している。したがって、虚血

性脳傷害に関しても、合併するアシドーシス

が早期の神経機能障害および長期の神経学的

予後などにどのような修飾的影響を及ぼすか

について依然議論が続いている。

　本研究では、合併するアシドーシスの程

度と脳虚血との相互関係を解析するため、脳

虚血モデルとして無酸素・無グルコース負荷

した海馬切片を使用しt6’17）、種々のpHに

調節した灌流液中における神経活動の変化を

誘発集合電位を指標として比較検討した。ア

シドーシスは原因によって代謝性アシドーシ

スと呼吸性アシドーシスに分けられ、脳を含

め生体に及ぼす影響がこれらアシドーシスの

成因によって異なることが報告されている

18’19）。そこで第2の目的として、アシド

ーシスのタイプにより虚血性脳傷害に対する

一2一
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影響に差異があるかどうか、同様のモデルを

用いて検討した。

〈対象と方法〉

　本研究は「北海道大学医学部動物実験に

関する指針」に基づいて計画、実施された。

5－6週令（体重50g前後）のウィスター系

ラットを用いた。ハロセン麻酔下に左大脳半

球を迅速に摘出し、4～5℃以下の酸素加人

4，NaH，PO，　1．25，　MgCl，　1．5，

（mM）　とした。pHメーター（PHM－83、

調製した。冷却した大脳半球をマイクロスラ
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間インキュベーションした。

　インキュベーション後、切片を容量

誘発電位の記録法は以下の通りである（図

ロン被膜白金イリディウム線の双極電極を用

い、電極の先端を0．2～0．3mm間隔となる

（Sutter，　P－87，　USA）により、先端直

一4一

整した。電極内を3M－NaClで満たし、

極と記録電極の間隔は1．2～1．7mmとなる

ようにした。0．1msecの矩形波電気刺激を

2秒毎に加え、刺激の強さは、誘発電位の最

大振幅が得られるように調節した。記録電極

から得られた信号は、高速A－D変換器（

誘発電位の一例を示す。刺激によって得られ

た下向き陰性波の振幅を測定した。誘発電位

の振幅と波形が安定した後に対照値を計測し、

続いて、以下の3つの実験を行った。
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ドーシスの影響

NaOHにて滴定し、7．4、　6．5、6．0、

灌流液に調整した。酸素加後、海馬切片を

test－pH）。次に、あらかじめグルコースを

を曝気した。この灌流液でさらに15分間灌

誘発電位の変化を観察し、振幅を計測した。

分後の誘発電位を計測した。海馬切片は一つ

のtest－pHによる実験終了後に破棄し、別

のtest－pHによる実験には新たな海馬切片

を用いた。

い海馬切片を用いて各々異なったpHの酸素

一6一
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加灌流液で30分間灌流し、誘発電位の変化

を観察した。その後、同様にpH7．4の酸素

した。

ぼす乳酸アシドーシスの影響

モルのNaClと置換することにより作成した。

法で滴定し、pHが7．4，6．5，6。0，5．5，

5．0と5種類の異なった灌流液を作成した。

　乳酸アシドーシスのみの影響を検討する

分後の誘発電位を計測した。
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ぼす二酸化炭素（CO2）アシドーシスの影
響

類のCO2灌i流液（CO2－ACSF）を作成した。

酸素濃度は50％に固定し、残りは窒素を通

気した。pHメーターで測定した、それぞれ

CO，），　5．76±O．05　（250／．　CO，），

添加による軽度低酸素の影響も検討するため、

50％酸素、50％窒素曝気による群を含めた

による誘発電位の変化とpH7．4の酸素加

度を比較した。なお無酸素状態は、各濃度の

一8一
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より作成した。

　次にCO2負荷のみの影響を検討するため、

度を比較した。

　それぞれの実験群における海馬切片の標

は対照値の百分率で表した。それぞれの値は、

平均値±標準誤差（％）で表記した。統計学

testを用い、P＜0．05を推計学的有意と判

定した。

〈結果〉

に及ぼすアシドーシスの影響
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誘発電位振幅は31．5％に減少したが、pH

7．4の群と比較した場合には減少の程度は有

れの群と比較しても有意な抑制を認めた。

の群でほぼ対照値に復した。しかし、pH

5．0、4．5の群では、それぞれ対照値の

60．2％，17．1％に回復したのみであった

おける誘発電位はpH　5．5以上で100％、

よる抑制と比較した場合には、回復の程度が

有意に大きかった（図3B）。

す乳酸アシドーシスの影響

一10一
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て波形が消失した。pH7．4灌流群における

ではpH5．5以下において、誘発電位の回復

はpH7．4三流時と比較して有意に抑制され

た（図4A）。

5．0の灌流群でやや回復が抑制されたが、

pH7．4灌流群と比較して有意差を認めなか

場合には、pH5．0で1．1％と著明に抑制さ

れた（図4B）。
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波形は消失し、CO2負荷の程度で有意差を

された（図5A）。

に抑制された（図5B）。しかし、その回復

の程度はOGD合併による抑制と比較すると、

有意に大きかった。

〈考察〉

　本研究の目的は、虚血性脳傷害がアシド

ーシスによりどのような修飾を受けるかを解

虚血やアシドーシスに伴う循環系の障害や生

一12一
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理活性物質の二次的な影響を除外することは

困難であるが、invitro標本では虚血侵襲、

アシドーシスの程度、温度などの細胞周囲環

境を一定にできる利点がある。海馬は虚血に

対し脆弱であり20’21）、また、神経伝達路

が比較的よく知られている22）ので本研究の

モデルとして適していると考えられた。

樹状突起に線維を送り、その興奮によって化

学伝達物質を放出する23）。本研究で指標と

した誘発集合電位は興奮性アミノ酸レセプタ

ーのサブタイプの中でも特にnon－N－

タイプのレセプターの活性化により得られ、

その振幅の大きさは活動電位を発生した細胞

数を反映するとされる24’25）。したがって、

誘発集合電位の振幅の変化は、興奮性シナプ

障害度の指標となると考えた。

一13一
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誘発電位の振幅は全例で対照値に回復したが、

った。15分間のラット不完全脳虚血モデル

において、ミトコンドリア機能は高度に抑制

され、ATPなどのエネルギー貯蔵も激減す

る26）。しかし、虚血解除の60分以内にこれ

らの指標は正常範囲内に復する。一方、虚血

時間を30分に延長すると、ミトコンドリア

機能の回復に障害が発生し始める27）。本研

ーシスとの合併効果を検討する必要があるの

として、15分と決めた。

衝液では灌流液をアシドーシスに調整した場

合、重炭酸イオン濃度が減少して、膜電位

28）や浸透圧29）に影響を与える可能性がある。

一14一

本研究では重炭酸イオン変動に伴うこれらの

を使用した。

ドーシスの影響

減少の程度が有意に小さかった。pH6．5前

後の軽度なアシドーシスが虚血後の神経障害

に対してむしろ保護的に作用するという報告

がある13～15）。この機序としては、軽度の

によるカルシウムの細胞内流入を抑制するた

め、細胞障害を軽減させると推測されている

30）。本研究では、酸素加pH6．5の30分間

の灌流で誘発電位がわずかに抑制されたので、

拮抗的に働いたとも考えられる。いずれの機

序にしろ、pH6．5程度の軽度のアシドーシ

一15一
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スは虚血性脳傷害に対して拮抗的に働くもの

と推察された。

発電位の回復はpH7．4の群と比較して有意

に抑制された。すなわち、pH5．0以下のア

シドーシスは虚血性脳傷害を増強させると考

えられた。pH5．0以下のアシドーシスはそ

れ自体が神経細胞機能を障害すると報告され

ている3t～33）。しかし、OGDによる抑制と

比較して、pH5．0および4．5の灌流後の誘

発電位の回復は、有意に大きかった。これは、

pH5。0以下の虚血性脳傷害の増強効果が、

アシドーシス単独ではなく、アシドーシスと

虚血侵襲との相互作用であることを示唆する

所見と考えらる。

　この相互作用の機序のひとつとして、浮

腫の充進が考えられる。細胞外のアシドーシ

スは細胞内pHを低下させて、Na＋／H＋対向

輸送を活性化する32’34’35）。その結果、

Naイオンが細胞内に流入して、細胞容積が

一16一

増加する。一方、この機序は細胞内pHを改

善する。Na＋／H＋対向輸送を抑制すると、細

胞内アシドーシスが持続し、むしろ神経障害

が増悪するという報告もある7’32’34）。ま

た、浮腫の増強に伴う神経障害の主体は微小

循環障害であり、細胞機能障害ではないとも

いわれている7）。本研究のモデルは循環系を

持たないので、浮腫の元進の関与は低いかも

しれない。第2の機序として、アシドーシス

はミトコンドリアによる細胞内Ca＋調節機構

を障害し、虚血による細胞内Ca＋を上昇させ

る可能性がある7）。第3の機序として、アシ

ドーシスは虚血によるフリーラジカル産生を

さらに促進する可能性がある36’37）。

シドーシスの影響

一17一



の回復が抑制された。すなわち、乳酸アシド

ーシスは、より高度に虚血性脳障害を増強す

る事が示された。その機序として、乳酸イオ

ンがより大量の水素イオンを細胞内に流入さ

せること33）、または両者が結合して非荷電

の状態となり、細胞内に拡散しやすくなるこ

と38’39）が推測されるが、いずれの機序に

おいても細胞内pHをより低下させると考え

られる。また、フリーラジカル産生の促進

18）や乳酸イオンの浸透圧効果による浮腫の

増強32’35’40）など、乳酸イオン自体の効

果も考えられる。

　乳酸アシドーシス自体は、塩酸などの外

因性の酸によるアシドーシスと比較してその

細胞障害作用は強いとされる33’38’39）。

加時のpH5．0の群以外対照値のレベルに回

一18一
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pH5．0の群では乳酸アシドーシス単独の作

用の可能性もあるが、その他の群では、乳酸

アシドーシスと虚血侵襲の相互作用と考えら

れる。

位は、100％まで回復した。このことは、ア

シドーシスの並存のない乳酸イオンの存在の

みでは、虚血性脳傷害を増強させない事を示

唆している。

　低酸素状態の持続は脳内に乳酸を蓄積さ

せる41’42）。したがって、呼吸不全による

低酸素血症のために心停止となった場合には、

心筋梗塞による突発性の心停止と比較して、

脳内の乳酸値が上昇している可能性が高い。

乳酸の蓄積と細胞内pH低下の程度は相関す

る43’44）と報告されている。したがって、

今回の結果から鑑み、たとえ循環停止時間が

同程度であっても呼吸不全に続発した心停止

一19一



症例では、蘇生後の組織学的所見ならびに神

経学的予後が不良となると推測される。イヌ

で窒息により心停止に至った場合と、電気シ

ョックにより心停止になった場合を比較する

と、蘇生後の脳組織所見は、前者での壊死や

浮腫等の所見はより高度であるとする報告

45）はこのことを支持している。また、臨床

例でも蘇生後著明な脳腫脹をきたし脳死にい

たるのは、呼吸不全に続発する心停止症例に

有意に多いとされている46）。

が25％，50％の群で有意に抑制された。こ

の電位の回復をそれぞれの灌流液の細胞外

一20一

ン添加群とほぼ同程度に抑制された。この成

績は、脳虚血にCO2アシドーシスが合併す

ると、虚血性脳障害に対して高濃度の乳酸ア

シドーシスと同程度の増強効果が生じる事を

示唆している。

同程度のpHでも乳酸アシドーシスと比較し

て神経障害が軽度で、、動脈血CO2分圧が

は認めず47）、組織学的変化も軽徴であると

48）の報告がある。また高気圧下に750

せても、なんら神経学的障害を認めなかった

という報告もある49）。本研究においても、

有意に大きかった。　CO2は速やかに細胞膜

を通過し、細胞内pHを低下させる50＞。した

がって、本研究で認められた誘発電位の回復

一21一
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抑制効果は、CO2単独の影響というより、

に低下させる事に起因したと解釈すべきかも

知れない。

酸塩基平衡状態を推定するその他の方法を確

立する必要があると思われる。

結語

った。乳酸、CO2アシドーシス合併時の虚

血性脳傷害増強効果の機序として、虚血時の

細胞内pHの低下が示唆された。したがって、

今後の研究では細胞内pH測定を加えること

により、この機序がより明確になるものと予

想される。

　臨床の場で、脳内の酸塩基平衡状態を考

慮しながら治療方針を決定することは極めて

重要である。しかし、現時点では直接的に脳

酸塩基平衡状態を評価することは不可能であ

る。一般に、心肺蘇生中の動脈血酸塩基平衡

状態は、脳を含めた組織の状態を反映しない

5t’52）とされている。したがって、脳内の

1　ラット海馬切片の誘発電位を指標にし

た場合、無酸素無グルコース負荷に合併する

アシドーシスは、軽度ではその虚血性脳傷害

に対し拮抗性に、高度では相互的に作用する。

その交差点はpH5．5～6．0であった。

の存在は、アシドーシスによる虚血性侵襲を

濃度依存性に増強する。

酸アシドーシスと同程度の虚血侵襲増強効果

をもたらす。
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Figure　Legends

Figure　1．　Schematic　illustration　of　recording　hippocampal

evoked　potentials　and　change　of　population　spike　（PS）

activity　with　oxygen－glucose　deprivation　（OGD）．

Arrow　indicates　stimulus　artifact．

Left：Sites　of　stimulation　and　recording　are川ustrated．

Right：　Changes　of　PS　activity　with　OGD　are　shown．

A：　Control；　Peak　to　peak　PS　amplitude　was　measured．　Negativity

indicates　downward　deflection．

B－D：　Depression　of　PS　amplitude　with　OGD．

E：　Recovery　of　PS　amplitude　60　min　after　perfusion　with　control

solution　following　OGD．

Figure　2．　The　effects　of　acidosis　and　OGD　on　hippocampal

PS　amplitudes．

A：　The　slices　were　perfused　with　a　test　solution　for　15　min　and

followed　by　OGD　for　15　min　while　pH　of　the　solution　remained

unchanged．　At　the　termination　of　OGD，　population　spike　amplitude

was　plotted　as　percent　of　control　amplitude．　The　PS　amplitude　was

significantly　larger　for　slices　tested　with　pH　6．5　than　those　tested　with

pH　7．4．　Responses　tested　with　the　other　pH　solutions　were　all

abolished．

B：　The　slices　were　perfused　with　either　of　the　test　solutions　for　30

min　without　OGD　and　PS　amplitude　was　plotted　as　percent　of　the

へ

control　amplitude．　The　amplitudes　of　PS　reduced　in　pH　dependent

fashion．

　　　　　　　　　　　　　　　　　bars　indicate　±　SEM

　　　　　　　　　　　　　　　　　’　；　significant　v．s．　pH　7．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　）K　；　significant　v．s．　groups　whose　pH　is

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．5　or　above

Figure　3　Recovery　of　the　PS　amplitudes　after

challenge　with　and　without　OGD．

acidotic

A：　The　test　slices　were　allowed　to　recover　from　acidotic　challenge

with　OGD　in　oxygenated　pH　7．4　solution　for　60　min．　The　recovery　of

PS　amplitudes　was　plotted　as　percent　of　control　amplitudes．　The

recovery　was　significantly　inhibited　for　slices　tested　with　pH　5．0　and

4．5．

B：　Recovery　following　30　min　acidotic　challenge　without　OGD．

Significant　greater　recovery　of　PS　amplitudes　of　pH　5．0　and　4．5

groups　suggests　that　OGD　produces　irreversible　effects　when

combined　with　profound　acidosis．

　bars　indicate　±　SEM

’；　significant　v．s．　pH　7．4

）K；　significant　v．s．　the　same

　　　groups　with　OGD

Figure　4．　Recovery　of　the　PS　amplitudes　following　lactic

acidosis　with　or　without　OGD．



一 ，一`，

　　　Lactate，　15　or　30　mM，　was　replaced　with　equivalent　NaCl　in　the

test　solutions．　The　other　procedures　are　the　same　as　in　Fig．3．

　　A：　With　OGD．　Recovery　was　significantly　inhibited　by　addition　of

lactate　even　though　the　test　pH　remained　the　same．

　　B：　Without　OGD．　Profound　lactic　acidosis　itself　had　no　damaging

effects　on　hippocampal　activity　except　pH　5　with　30　mM　lactate．

1　
一　
t

Figure　6．　The　effects　of　different　acidosis　on　the　recovery

of　PS　amplitude　following　OGD．

Recovery　of　PS　amplitude　was　plotted　as　percent　of　control　against

the　extracellular　pH　value．　Lactate　and　CO2　potentiated　the

aggravating　effects　of　acidosis　even　though　the　extracellular　pH

remained　the　same．

bars　indicate　±　SEM

＊
　；　significant　v．s．　pH　7．4

）K；　significance　between　A　and　B

e；　No　recovery　of　PS 1
　
臼旨

Figure　5．　Recovery　of　the　PS　amplitudes

exposure　to　CO2　acidosis　with　or　without　OGD．

following

　The　test　solutions　were　bubbled　with　10，　25　or　50　O／o　CO2，

respectively．　The　other　procedures　were　the　same　as　in　Fig．　3．　The

recovery　of　PS　amplitudes　was　significantly　inhibited　for　the　slices

tested　with　25　or　50　O／o　CO2　in　A　and　with　500／o　CO2　in　B．

bars　indicate　±　SEM

＊
　；　significant　v．s．　the　group　without

CO2　exposure

）1，（x　；　significant　v．s．　the　group　with　OGD
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Effects　of　acidosis　on　the　neuronal　function　following

oxygen－glucose　deprivation　in　the　rat　hippocampal　slices

Yuji　Morimoto

員
1

Abstract

　　This　study　was　designed　to　examine　1）　whether　cerebral　ischemic

damage　is　aggravated　by　accompanying　acidosis　and　2）　which　has

more　potential　to　cause　neural　damage　between　respiratory　and

metabolic　acidosis．　To　investigate　these　points，　inhibition　and

recovery　of　hippocampal　evoked　potentials　were　studied　in　vitro　with

different　pH　solutions．　Population　spike　（PS）　activity　was　recorded

from　CA　1　region　after　stimulation　of　the　Schaffer　collaterals　of　the

400ptm　hippocampal　slices　from　young　Wister　rats．　lschemic　insult

was　mimicked　by　combined　oxygen　and　glucose　deprivation　（OGD）

of　the　perfusate　for　15　min．

　　PS　actMty　was　almost　abolished　by　OGD　in　the　test　solutions，　the

pH　of　which　was　adjusted　at　either　7．4，　6．5，　6．0，　5．5，　5．0　or　4．5．　PS

persisted　（though　markedly　depressed　to　31　．5　O／o　of　control）　with　pH

6．5　solution，　indicating　that　mild　acidosis　had　antagonistic　effects　on

ischemic　injury．　The　recovery　of　PS　in　the　control　solution　was

significantly　inhibited　for　the　slices　tested　with　pH　4．5　and　5．O

solutions．　The　results　suggest　that　acidosis　had　diverse　effects　on

ischemic　cerebral　damage．

　　　When　15　mM　lactate　was　added　to　the　solution，　the　recovery　of

PS　was　significantly　inhibited　for　the　slices　tested　with　pH　5．5　or

lower．　When　30　mM　lactate　was　added，　the　critical　pH　point　at　which

the　recovery　of　population　spike　was　inhibited　changed　to　6．0，

suggesting　that　ischemic　cerebral　damage　was　enhanced　by　lactate

in　a　dose　dependent　fashion．　By　addition　of　CO2，　the　recovery　of　PS

following　OGD　was　inhibited　to　a　similar　degree　as　with　30　mM　lactic

acidosis．



，滑＼、

　　It　is　concluded　that　concomitant　acidosis　has　divergent　effects　on

the　cerebral　ischemic　damage　depending　on　the　pH；　mild　acidosis

had　a　protective　effect　but　profound　acidosis　had　an　aggravating

effect，　the　cross　over　point　being　at　around　pH　6．0．　Lactate　and　CO2

potentiated　the　aggravating　effects　of　acidosis　even　though　the

extracellular　pH　remained　the　same．
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