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は じ め に

中枢神経系の機能修復は古くからの願いでありヲ今か

ら100 年も昔のラモ二･カ-…ルの時代にはすでをこ活発

な形態学的研究が為されていた.しかしながらチその多

くで再生現象が認められず,中枢神経系の練能回復には

悲観的考えが支配的となった由ところが近年,新たな研

究方法の開発によってヲ幼君動物における神経軸索やシ

ナプスの活発な薄盤現象が明らかをこされ 様々な神経栄

養因子が発見されるに至って,中枢神経系の機能再生が

再び注目されるようになった.しかしながらこれまでの

ところ,中枢神経系の再生を示す実験系の多くが未熟な

神経組織を必要としており,成熟した中枢神経系におけ

る組織騒擾は今後の重要な研究課題となっている.

imvjvoの実験系は,虹卜脳障害の実際的なモデルと

して必要不可欠な研究体系であるが,組織の破壊と修復

が同時に遊行するため,病態解析が特に困難な状況にあっ

た.私共はこれまで中枢神経系の病巣修復機構の解明を

目的として,再現性のある凍結脳外傷実験的動物をデル

を考案し 脳浮腫と反応性アストロサイトの機能的役割,

神経成長因子畳の経略的変化などを明らかにしてきた.

これらの観察過程で,成熟大脳皮質にもかかわらず,柄

巣辺縁の限局した領域でシスブスが活発をこ再生する可能

性が得られた.本研究では,この時窪領域に監査をしぼ

り,超教形態学的,免疫観織化学的に脳障害後のシナプ

ス再生機構を解析した.

対 象 と 方 法

実験には生後8適齢 (雌)の W主staTFatを用いた.

麻酔下をこ左前頭部に皮切を加え頭蓋骨を露出し,低温循

環装置をこよって先端を-28℃に持続冷却したメタルチッ

プを7分間密着させ,大胆皮質に一定の大きさの凍結外

傷を作成した.

シナプス数の定量的解析には,病巣作成後5,1乳 21

日目をこ3%ダルタ-ルアルデ虻ド81%パラフ*ルムア

ルドヒドoリン酸緩衝液でラットを緩 心的に濯流固定し

た.病巣中心部を通る冠状面で脳を切り出し,各時期の

大脳皮質第5層の壊死巣辺縁部を電戯的に観察した.無

作為に最低 9視野以上撮影し,17,000倍に拡大した写
濃を用いて,100pm2 に含まれるシナプス数を樹状突

起の錬 (spine)部と幹部に分けて算出した.

シナプスの再生機構を詳細に解析する為,病巣作成後

3,3.5,4,4.5,5,6,7,9,10,1も 2且,35日

目に4%パラフォルムアルデヒド･リソ酸緩衝液でラッ

卜を経心的に潅流固定後,病巣中心部を通る冠状面で脳

を切り出し パラフィン切片およびビブラト-ム切片を

作製 した,シナプス再生をシナプス前領域 (神経終末)

の再生とシナプス後領域 (主に樹状突起殊)の再生の両

面から解析するため,前者のマ-カーに symaptoph画n

(SVP),留rOWth-associatedprotein43(GA㌘-嶺3)ど

TlL.urL-Xinを.後粧 1-~､,一一･I]一一に If':Ikinこ1父.PLTSt叫rlこIPt.iL-

(1eIIS恒･95しPSl)･･-951､t二dJでbrinをFF巨､.免疫組織化

学約にそれぞれの機能分子の発現動態を観察した.免疫

染色には こl＼,idill-hiotilいPL,[･りXidこ.lSt､∩)mt)lP＼法 (ABC

キット ベクタ一社)を開いた中一次抗体は,SVPを

小幡邦彦教授 (岡崎国立生理学研究所)より,GA㌘-43,

meurexin,PSEレ95,drebrimを郡波宏之教授 (脳研究

Rhee(米国9N‡H)より供与を受けた.ビブラト-ム

切片は浮遊法で免疫巣色したのち,病巣辺縁部をエポソ

包埋し,電顕下に観察した.また,シナプス再生-のア
一日 r7叶1′卜L■r)閲lj-を,抗 gliLllfibrillこ.u-1,こlCi(1i(-:p rott-､ill

(GFAP)抗体 (nAKO社)と抗 giutamatetranspo鵬r

芭GLT-1)抗体 (Wako社)を使用し免疫組織化学的に

観察した.

結 果

凍結外傷により,ラットの左大脳皮質に最深部が第5

層に達する半球状の壊死巣が形成された.

シナプス数は正常皮質第5層では,100iim2あたり

平均24.7個認められ その78.3%が樹状突起蘇部に,

残りが幹部あるいは神経細胞体に存在していた.円形シ

ナプス小胞を有するシナプ利豊94.6%であった.病巣

作成後のシナプス数の経時的変化を図 五に示した.柄

巣辺縁部のシナプス級数は,病巣作成後5日目に正常の

43,3%にまで急激に減少したが,その後増加 し14巨‖∃

には6(;.7%.21日目にLtLY7.600にて巨こ車rJf乾した.部位

別では,東部シナプス数が病巣作成後5,1屯 21日目に

それぞれ正常の18.6%,47.1%,72.1%と変化したの

に対し,幹部シナプス数に有意な変化は見られなかった,

シナプス前および後蔑域のマ-カーを利用したシナプ

ス再生に関する免疫組織化学的解析では,受像後5日か

ら2過程の間,SVP強陽性のやや粗大な紫粒状構造が

病巣辺縁部に認められ,それ以降縮小する傾向が見られ

た.受備後3-7日目,正常皮質で見られる GAp-竣3

および neurexinの教組顆粒状の陽性像が病巣辺縁部

で減少し不明瞭となったが,GAp-43強陽性の groⅥ絶h

coneを同部に多数認めることができた.7日目以降,



L･
LJJ
n
.
t
IO
I

J
呈

J
･…

h
…
t'1
.I--

･一
-I
"

Lt

′

n
V

山田 :中枢神経系の病巣修復 :シナプス再生

(1hl-=1くlt叩 itLiJh､tl;miftL- ト ."tilPtiriJu1ヽjr.I
●

主Int･･l'川HinjHrLT

l+ Total

+ Spine
---+-- TrLInk

㌔♂%〆T●エ

0 5 10 15 10

-1ilい

図 1 ラット大脳皮質の凍結外傷辺縁部におけるシナプス数の経時的変化

growthcomeは認められなくなり微細額粒状の染色性

が同部に次第に増加した.PSD195は,受傷後5巨∃目,

病巣辺縁部で腰大した樹状突起に強陽性となったが,同

部の neuropilでは逆に淡く不明瞭となった.この後,

樹状突起の染色性は次第に減弱し,14E3目には病巣辺縁

部の neuropilが再び滴慢性に染色されるようになった.

Ipskinase,drebTinの激経常粒状の陽性像も,受傷

後2週間程の間,病巣辺縁部で不明瞭となったが,その

後次第に増加した.反応性アストロサイトの細胞分裂は,

病巣作成後3.5から複.5馴こかけて病巣周囲で見られ,

GFAP藤陽性の突起が比較的広範粥に多数認められた.

GFAP陽性の反応性アストロサイトは,病巣作成後7

日以降,次第に病巣辺縁部に集積するようになったが,

GLT-1陽性の突起は病巣作成後14円でも,病巣辺縁部

には少数であった.

考 察

本実験系の凍結外傷部は完全な壊死巣になることから,

壊死巣近傍に存在する神経細胞の樹状突起で屯,病巣に

含まれる部分は壊死に至る.従って,今回注目した病巣

辺縁部では,部分的に障害を受けながらも残存し得た神

経細胞樹状突起におけるシナプス再生を観察できたもの

と考えられる.
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成熟脳におけるシナプス再生は,かなり長期の観察を

要するが,quimolicacid注入によるラット尾状核の破

壊実験で報告されている旦).我々の脳外傷実験動物モデ

ルにおけるシナプス数の変化は,成熟Lた大脳皮質で,ち

シナプスが再生し,かつ,それが急速に生じうることを

明瞭に示している.さらに注目すべきは,このシナプス

総数の変化が鱗部シナプスの減少と再生に大きく依存し

ていることが判明した兼にある.樹状突起練は特殊に発

達したシナプス韓異構造の1つであり,大脳皮質では主

として興奮性刺激を伝えるとされているが2),その生物

学的機能は末だ不明な点が多い.発達期の中枢神経系に

おける樹状突起練の可塑性は良く知られており3),今回

の観察から成熟脳におけるシナプス再生-の棟の密接な

関与がさらに明らかとなった.

シナプスは,神経終末であるシナプス前額域と樹状突

起側のシナプス後領域から構成される,シナプス形成に

果たす両者の相互的連関は末だ明確にされていないこと

から,病巣修復ではそれぞれの動態を個別に分析する必

要がある.SVP,GA㌘-43および meurexinの免疫染

色の結果から,降害された神経終末は受傷後わずか1週

間の間に活発に再生し,それ以降次第にシナプス前額威

部を形作ることが示唆された.他克 IP3kin拡e,Ⅰ篭抄蔓5

と dTebrimの染色結果から,樹状突起側の再生 (韓をこ
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樹状突起麻の再生)は,軸索の反応より遅れて受容嬢 2

週目ほどから次第に明瞭となることが示された.この時

期的左差異が,単に両者LT)再生能力(り過し､によか-rlか.

あるいは相互に関連する生物学的な意味を看しているの

か,今後明らかにすべき課題である,中枢神経系の修復

に関する研究はこれまで軸索の再生をこ主眼が置かれてき

たが,泰研究結果は樹状突起側の再生をこ関する解析の必

要性を示している.

病巣修復をこ果たすアストロサイトの機能的役割は極め

て多岐にわたっており,病初期のサイトカインを介した

種々の細胞反応の誘導などは,障害された組織の清掃や

除去-の関与の山部と理解されている一きちに近年,種々

の神経栄養因子の発現 e分泌などがアストロサイトに報

性が示された.我々の脳外傷窯験モデルでは,病初期に

比較的広範囲をこ認められた反応性アストロサイトが,時

間の経過とともに病巣辺縁部に輿構する傾向が見られた.

この動態は同時に観察されたシナプス再生の経略的変化

をこよく一致していることから,両者間の密接な関連性が

示めされ,その分子メカニズムの解明が今後の問題であ

ら.ざらに,GLTllの免疫簸色の結果は,初期の再生

シナプスが機能的には未完成であることを示唆しており,

シナプス再生に関わるアストロサイトの機能的役割の解

明が急務である.
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