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は じ め に

胸腹部大動脈癌の 手術にお い て
, 脊髄 の

一

過性

虚血によ る対麻痔は大きな合併症として 未だ重大

な問題とな っ て い る . 虚血性 の 神経細胞死 の 機序

に関して は
, 近年様々 な研究が行われて きており,

虚血によ っ て おこ る グ ル タ ミ ン酸受容体( Gl u R)

の 過剰な活性化が こ の 神経細胞死 の 主要な原因 で

あり,
い わ ゆる ｢ 興奮性細胞死+ の 鍵 となるL分子

として注目されて い る
1)

. すなわち, 過剰なグ ル タ

ミ ン酸受容体の 活性化が細胞内C a イオ ン濃度の

上昇をもたらし
,
C a イオ ン依存性の 細胞内酵素

の 活性化により神経細胞の ネク ロ ー シス やアポト ー

シ ス を誘導する と考えられて い る . グ ル タ ミ ン酸

受容体は N M D A 型
,
A M P A 型

,
ki n a t e 型 の 3 種

類の サブ タイ プに分類されて い る が
,
そ の うち

N M D A 型グ ル タ ミ ン酸受容体( N M D A 受容体)

は高い C a イオ ン透過性を持ち, 細胞外 C a イオ ン

の 細胞内 - の 流入 の 重要な経路の 1 つ で あり,
3

種類の グ ル タ ミ ン酸受容体 のうち最も神経細胞死

の機構に関与 して い ると いう
2)

. N M D A 受容体の

阻害剤が虚血から脊髄の 障害を保護すると いう報

告も こ の 考えを支持 して い る
8) 15)

.

一 方 で α 2 サ

ブ ユ ニ ッ トを含まな い A M P A 型グ ル タ ミ ン酸受

容体もまた C a イオ ン透過性を持ち,
C a イ オ ン の

細胞内流入径路 の 1 つ となりうると考えられ て い

る .
A M P A 型受容体 の 阻害剤 もまた神経保護作

用があると報告 され て い る
16)

. しか しな が ら, そ

れぞれの グ ル タ ミ ン酸受容体サブタイプが脊髄 に

お ける虚血性の 神経細胞死 に どの ように関わ っ て

い るか未だ詳細 は不明 で ある る

N M D A 受容体 は G lu R E ( N R 2
1

) サ ブ ユ ニ ッ

トと G l u R ( ( N R l) サ ブ ユ ニ ッ トの複合体によ っ

て 構成さ れ て い る . E サ ブ ユ ニ ッ トは グ リ シ ン の

結合部位 で あり, ど 1
-

4 ( N R 2 A - D ) サブ ユ ニ ッ

トはグ ル タ ミ ン 酸の 結合部位を構 成する
7)l l)

. 中
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枢神経系にお い て E サブ ユ ニ ッ トは広範囲に発現

分布して い るが ∈ サブ ユ ニ ッ トはそれぞれ独特の

発現分布を示す
18) 19)

. 脊髄にお い て は E l 及び ど

1 サブ ユ ニ ッ トが主に発現して い る こ とか ら本研

究で は G lu R E l サブ ユ ニ ッ トの ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウス を用 い て
, 脊髄虚血 モ デ ル によ り虚血性脊髄

神経の 障害にお ける N M D A 受容体の 関与を検討

する こととした .

脊髄虚血 の 動物実験モ デ ル マ ウ ス ･ ラ ッ ト ･ ウ

サギな どの 様々 な種 で 作製 さ れ報告 され て い

る
6) 10) 2 0)

.
こ れらの 動物の 中で マ ウ ス は血管系の

解剖が人間と非常によ く似ており, 胸腹部 の 大血

管の 手術時と同様の 病態を再現する こ とが可能で

ある . また マ ウ ス は遺伝子操作が容易 で あり遺伝

子改変により, その遺伝子産物 である 分子 の 生体

内で の 生理活性の検討に適して い る . 本研 究 で は

マ ウ ス 脊髄虚血 モ デ ルを高い 再現性で確立 し, ど

1 ノ ッ ク ア ウト マ ウス を用 い て虚血性脊髄障害の

分子機構の解明を試み た.

材料と方法

実験動物

実験動物は野生型 マ ウ ス として C 57 B L / 6 を用

い た . Gl u R E l サ ブ ユ ニ ッ ト欠損 マ ウ ス は ジ ー

ン タ - ゲテ ィ ン グを用 い て 相同組み換 えを利用 し

て 作製されたもの を用 い た
9)

. なお こ の マ ウ ス は

12 代の バ ッ クク ロ ス により遺伝子背景 は C 57 B L /

6 と同様とな っ て い る .

ウ エ ス タ ン プロ ッ ト解析

野生型及び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を麻酔下に犠牲

死させ直ちにそれぞれ の 脊髄を摘出し
,
10 倍量 の

緩衝 液 (10 m M t ri s
-C l

. p H 7 .
2

, 5 m M E D T A
,

0 .32 % ス ク ロ
ー ス) で ホ モ ゲ ナ イズ 後 700 × g

で 10 分 間遠心 し ,
上 清 の p o st n u cl e a r f r a cti o n
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を試料とした . L o w r y 法で 蛋 白濃 度を 測定 し
,

各サ ンプル50 FL g を 7 % S D S - P A G E で 分離 した .

El e ct r o
- bl o t 法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ

ー

に転写 し
,

ブ ロ ッ キ ン グ (5 % ス キ ム ミ ル ク で

室温で 1 時間振塗) ,

一

次抗体反応 ( E l サ ブ ユ

ニ ッ ト抗体 は = ∠
g / m l

,
N S E 抗体 は 1 fi g / m l)

,

二 次 抗 体 反応 ( ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 抗 ウ

サギ Ig G 抗体 ( A m e r s b a m P b a r m a ci a Bi o t e c h
,

B u c ki n gh a m s hi r e ,
E n gl a n d) を4000 倍希釈 し

,
1

時 間イ ン キ ュ ベ - ト) さ せ E C L ( A m e r s b a m

p h a r m a ci a Bi o t e c b) にて発色させ Ⅹ線フ イ ル ム

に感光させた .

免疫組織化学

ベ ン トパ ル ビタ
ー ル (10 0 m g / kg) によ る麻酔

下 に動物を
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り

港流 固定し
,
脊髄を摘 出 し パ ラ フ ィ ン に 包埋 後

5 / ∠ m の水平断切片を作製しス ライ ドガ ラ ス に貼

付 した . 脱パ ラ フ ィ ン後切片を 1 m g / m l ペ プシ ン ー

p B S で3 7 ℃,
11 分間イ ン キ エ ペ - トした

5)
. P B S

で洗浄 した後, ブ ロ ッ キ ン グ (10 % 正常ヤ ギ血清 ,

室温3 0 分間) ,

一

次抗体反応( ど 1 サブ ユ ニ ッ ト抗

体1 FL
g/ m l で室温10 時間) ,

二 次抗体反応 ( ビオ

チ ン標識抗 ウサ ギIg G 抗体で 室温 1 時間)
,

ペ ル

オキ シ ダ ー ゼ標識 ス トレ プトア ピジ ン で室温30 分

間イ ン キ エ ペ - トし3 .3
′

-di a m i n o b e n n zidip i n e で

発色させ た . ブ ロ ッ キ ン グ
,
二次抗体,

ス トレ プト

ア ピジ ン は Hi s t o fi n e S A B - P O ( 氏) k it ( N i c bi r ei
,

T o k y o , J o p a n) を用 い た .

運動機能評価

虚血後3
,
6

,
24

,
4 8 時間後 にそれ ぞれ の マ ウ ス

の 後肢の 運動機能は 0 - 6 点の範囲で 点数化 し て

評価 した
12 )

. 下 記の よう に後肢 の歩行状 態 に つ い

て 0 - 4 点の 範囲で 点数化 し
,

マ ウ ス を持 ち上 げ

着地させ
,
歩行開始をさせ た時の状態に関して 0

-

2 点 の 範囲 で 点数化 して それを合計 し て 運動機 能

の評価と した . < 後肢 の歩行状態 > 0 点 : 正 常 に

歩行 ,
1 点 : 後肢 の つ ま先は腹部 の 下 にある が 運

動失調を認める ,
2 点 : 歩行時に は後肢 は指先 で

歩く
,
3 点 : 後肢は動 くが歩行 は不 可能, 4 点 :

全く後肢 は動かず後肢を引きず っ て い る . < 歩行

開始状態 > 0 点 : 正 常 ,
1 点 : 減弱

,
2 点 : 消失.

組織学的評価

実験 に用 い た マ ウ ス は48 時間後に犠牲死させた .

4 % パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ドで港流固定した後に全

脊髄を注意深く採取 し
, 同固定 液 で 4 ℃で

一

晩,

後固定した.
パ ラ フ ィ ン包埋 した後, 腰髄 L トL 4

の レ ベ ル で水平断 し 5 / J m 切片を作 製 し ヘ マ ト

キシリ ン ･ エ オ ジ ン染色 し光学顕微鏡で観察した .

それぞれ の 切片に つ き脊髄の 前半分 の 範囲 で生存

して い る神経細胞数をカ ウ ン トした . 1 個体に つ

き 4 枚の 切片 で左右それぞれで数えて平均を求め

た . 神経細胞 は細胞質が エ オジ ン好染性 の もの は

壊死細胞と判断し
,

ヘ マ トキシリ ン好染性の もの

は生存細胞 と判断した .

マ ウス脊髄虚血 モ デル

L a n g
- L u z d u n s ki ら の 方法に準拠 し て マ ウ ス 脊

髄虚血 モ デ ル を作製 した
10 )

.
ベ ントパ ル ビタ ー ル

を腹腔内に注入(7 5 m g / kg ) して全身麻酔をか け

ヘ パ リ ン500 I U / k g を皮下注射して から 自発呼吸

下に実験を行 っ た .
マ ウ ス を仰臥位 と して 頚胸部

の 正中を皮膚切 開し胸骨を上端か ら第 二肋間ま で

切開した . 脊髄肋間動脈 へ の 側副血行路 とし て 重

要と思われて い る左内胸動脈は 9 - 0 ナイ ロ ン糸

で結賛した . 大動脈弓 と左 鎖骨下動脈を剥離 し
,

左給頚動脈と左鎖骨下動脈の 間で大動脈を遮断 ,

さらに左鎖骨下動脈を起始部 で 遮断 した . 遮 断時

間は11 お よ び13 分間として , その 後遮断を解 除し

再港流 した . 術 中は 直腸温を持続的 に測定 し て

b e a ti n g p a d を用 い て3 6 .5 ±0 .5 ℃を維持するよう

に した .

結 果

G l u R e l サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク の 脊髄 にお ける

発現

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト解析 によ りノ ッ ク ア ウト マ

ウス およ び野生型 マ ウ ス の 脊髄にお ける ∈ 1 サ ブ

ユ ニ ッ トタ ン パ ク の 発現を調 べ た . 野生型 マ ウ ス

で は強くタ ン パ ク の 発現を認めた が
,

ノ ッ ク ア ウ

ト マ ウ ス で は発現がな い こ とを確認 した .

一 方 で

コ ン ト ロ
ー ル と して 調 べ た N S E タ ン パ ク は両者

で 同様 に発現 して い た ( 図 1 A ) .
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図 2 運動機能障害の 経時的変化

虚血後4 8 時間ま で の 運動機能障害を点数化した . 野生型 マ ウ ス で は1 3 分 間虚血 に よ り ほ ぼ 完

全対麻痔を認め た が
,
1 1 分間虚血 で は 実験直後に軽度 の 運動機能障害を認 め た も の の 4 8 時間後

に は ほ ぼ完全 に 回復 し た . こ れ に対 して G l u R E l ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス で は
,
1 3 分間虚血 に よ り

起 こ る運動機能障害は 中等度で あ っ た . 各時点で の 運動機能ス コ ア ( M D S) は各群間 で 有意差

を認め た ( p < 0 . 05
,
M a n n - W h it n e y U - t e s t) .

また脊髄にお ける E l サブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク の

分布を調 べ るた め免疫組織化学染色を行 っ た . 野

生型 マ ウ ス の 脊髄灰 白質で は前角 の 大型運動神経

に特に強く
,
さらに中間灰白質の 小型 の 介在神経

細胞にお い て も強 い ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク の

発現を認めた が
,

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は タ ン パ

ク の 発現は全く検出 で きなか っ た ( 図1 B
,
C) .

G l tl R e l サ ブユ ニ ッ ト欠損 マ ウス で は運動機能

障害が軽減された

野生 型 マ ウ ス で は1 1 分間の 虚血 により術後 に は

急性 の不全対麻痔が出現 した . 虚血 3 時間後 は軽

度の麻痔を認めた が4 8 時間後 に は ほぼ正常 に回復

した . 運動障害 ス コ ア ( M D S) は 3
,
6

,
2 4

,
4 8 時

間後 で それぞ れ平均2
.2

,
0 .7

,
0 .5

,
0 .

2 点 で あ っ た

( A 群
,

n
- 6) ( 図 2) . しか し13 分 間 の 虚 血 で は

術後重度 の 運動障害を呈 し観察期間を通 じて 完全

対麻痔 で あ っ た . M D S は 3
,
6

,
2 4

,
4 8 時間後 で

そ れぞれ5 . 8
,
5 .8

,
5 .8

,
5 .8 点 で あ っ た ( B 群

,
n

-

8) .

一 方ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス で は13 分間の 虚血 でも

運動機能障害は比較的軽度 で あり経時的に回復 が

見られ た . M D S は 3
,
6

,
2 4

,
4 8 時間後 で それ ぞ

れ4 .2
,
3 .3

,
2 .7

,
2 .9 点 で あり( C 群 ,

a - 12)
,
それ

ぞ れ の 群 の 間 に は 有 意 差 を 認 め た ( M a n n-

W hit n e y U-t e s t . p < 0 .05) .

G h l R e l サ ブ ユ ニ ッ ト欠損 マ ウス で は虚血 に よ

る神経細胞死が軽度であ っ た

13 分間虚血 により腰髄 の 組織学的変化もまた野

生 型 マ ウ ス と ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は明らか な違

い が認め られた . 野生型 マ ウ ス 1 3 分間虚血群 ( B

秤) で は脊髄前角お よび中間灰白質の ほぼ全 て の

神経細胞が激 しく変性 し
,

い わゆる
"

r e d n e u r o n
' '

が散在 して い た . さら に問質は高度に浮腫状とな っ

て い た ( 図3) . こ れ に対 し て ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

1 3 分間虚血群 ( C 群) で は組織変化は 野生型と 比

べ て軽く ,

一

部の 神経細胞は エ オ ジ ン 好性 に染 ま

り壊死 し て い た が大部分 の 神経細胞が正常 で あ っ

た . また問質の 浮腫もわずか で あ っ た .

一 方
,
野生
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図 4 虚血4 8 時間後 の 脊髄前角 の 生存神経細胞数

野生型 マ ウ ス11 分間虚血群( A 群) で は 細胞数は
,
正常 マ ウ ス 脊髄 ( c o n

-

t r o l) にお ける神経細胞数 と差 は 認め なか っ た .
こ れ に対 して 野生型 マ ウ ス

1 3 分間虚血 群 ( B 群) で は ほ ぼ 全 て の 細胞が 死滅 し て い た . G l u R 亡 1 ノ ッ

ク ア ウ ト マ ウ ス で は1 3 分間虚血 群 ( C 群) で は 野生 型 マ ウ ス よ り は生存細胞

は多か っ た が
,
正常マ ウ ス より は減少して い た . 各群間 に は統計学的有意差

を認 め た .

細胞数 は平均値 お よ び標準偏差を
,
未実験 マ ウ ス 脊髄 の 細胞数 に対す る 割

合 で 示 し た ( * p < 0 . 05 st u d e n t t - t e s t) .

型 マ ウ ス 1 1 分間虚血群( A 群) の 脊髄 の 組織像 が

末実験 マ ウ ス の 正常脊髄と明らか な違 い は指摘 で

きなか っ た .

こ れ ら虚血 によ る組織 の 障害を定量化するた め

に脊髄灰 自質の前角部分 の神経細胞数を数えて 比

較検討 した ( 図 4) . B 群 で は ほ ぼ全て の 神経 細

胞 が死滅 し生存細胞 は 平均5 . 2 ±5 .4 個 で あ っ た

( n
- 6) .

こ れ に 対 して C 群で は平均4 1
.3 ± 1 5 .8 個

の 神経細胞が生存 し て おり有意な差を認 め た . ま

た C 群 と正 常脊髄組織 の 神経細胞数 の 間にも有

意差を認め た ( s t u d e n t t -t e st . p < 0 .0 5) . 未実験

の マ ウ ス脊髄 の 前角部分 の神経細胞数は野生 マ ウ

ス
,
ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス ともに ほぼ 同様 で そ れ ぞ

れ6 2 .9 ±3 .3 個と67 .9 ± 3 . 8 個 で あ っ た . A 群 にお

ける脊髄 の 生存細胞数 は6 5 .4 ± 3 .6 個 で 正 常 と比

べ て 統計学的有意差は認め なか っ た .

考 察

本研究は
一

過性虚血 によ る 脊髄障害が N M D A
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受容体 e l ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス で 軽減されて い る

こ とを初め て 示した .

N M D A 受容体は e およびE サブ ユ ニ ッ トの 複

合体として生体内で機能して い る
2)

. 成体マ ウ ス

の脊髄にお い ては E l およびどサブ ユ ニ ッ トが優

位に分布して い る
19)

. 今回行 っ たウ エ ス タ ン プ ロ ッ

トおよ び免疫組織染色の 結果から ∈ 1 サブ ユ ニ ッ

ト遺伝子の ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス の 脊髄に は e l サ

ブ ユ ニ ッ ト蛋白が完全に欠落して い る ことが確認

された .

胸腹部の 大動脈手術 で は術中に脊髄の 虚血が起

こ る こ とがあり, 神経障害 により起 こ る対麻痔は

重篤な合併症として未だに未解決の 問題とな っ て

い る . こ の病態の 機構の研 究 の ため に , 近年で は

脊髄虚血 の 動物モ デ ルが様々 な種で作製されて い

る
6) 10) 2 1)

. 本研究で は虚血 によ る脊髄障害の 検討

に際して マ ウス 脊髄虚血 モ デ ル を作製 した1 0)
. こ

の モ デ ル で は左鎖骨下動脈以下 の 血涜 の 途絶によ

り肋間動脈か ら分岐して い る脊髄の 栄養血管もま

た血流が減少し, 脊髄 は虚血状態とな る . 主要な

栄養血管で ある前脊髄動脈 により栄養され て い る

脊髄前角の 運動神経細胞は海馬 C A l 神経な どと

同じく虚血に対して非常に脆弱な神経細胞であり,

短時間 で あ っ て も -

過性の 虚血により急性の壊死

に至る こ とが示された.

また,
こ の モ デ ル で は わずか数分 間 の 虚血時間

の 違 い で その結果生 じる障害は非常に異な っ て い

た. すなわち野生型 マ ウ ス にお い て11 分間 の 虚血

によ る障害は可逆的で48 時間後には ほぼ完全 に回

復したが , 13 分間虚血 で は障害は不可逆的で完全

な対麻痔を認めた の である . 脊髄 の 組織学 的検討

にお い ても同様に13 分間虚血群 の マ ウス 脊髄 で は

全て の神経細胞が強く変性して い たが,
11 分 間虚

血群にお い ては組織変化は軽度で未実験 の マ ウ ス

の 正常脊髄組織と の差は認め られ なか っ た .
こ の

結果か ら
,
脊髄 の神経細胞 にお い て は 虚血 に よ る

急性 の神経障害はある虚血時間ま で は可逆的 であ

るが, 時間的聞億を越えた虚血にさ らされ る とそ

の 障害は不可逆的と なり細胞は死に至 るもの と思

われ る . 海馬 C A l 神経細胞や 小脳類粒細胞 な ど

の 脊髄以外の 中枢神経組織 にお い て も同様 の性質
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が報告されて い る
3 ) 4)

.
こ の こ と か ら薬剤な ど の

何らかの 方法で神経障害が不可逆的になる虚血時

間を延長させ る ことにより, 不可逆 的な脊髄障害

を予防で きる可能性が示唆される .

こ れまで虚血によ る脊髄の 興奮性細胞死におけ

る N M D A 受容体の 関与に つ い て は様々 な報告が

されて きた13)15)1 7)
. しかし N M D A 受容体の どの

サブ ユ ニ ッ トが脊髄の興奮性細胞死に関与するか

を検討した報告はなか っ た . 本研究で は , 脊髄 に

お い て ∈ 1 サブ ユ ニ ッ トが豊富に存在して い る の

にかかわらず他の e サブ ユ ニ ッ トがほとん ど存在

しな い 事に着目し, e l サブ ユ ニ ッ トが神経細胞

死に強く関与して い る の で はな い かと考えた . そ

こ で E l サブ ユ ニ ッ トの 関与を検討す るため に E

l サブ ユ ニ ッ トの ノ ッ ク ア ウト マ ウス を用 い た 実

験を試み た
, その結果, 野生型 マ ウ ス で は13 分間

の虚血 により激し い 運動機能障害と脊髄 の 組織学

的変化を呈 したが,
ノ ッ ク アウト マ ウ ス にお い て

は障害は有意に軽度 で あ っ た. 大脳 の 部分的な虚

血によ る神経障害が E l ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス で は

野生型 マ ウ ス よりも軽度で あ っ た と い う報告もあ

り14)
, 本研究 の結果から脊髄にお い て は ｡ 1 サブ

ユ ニ ッ トを含む N M D A 受容体が 一

過性虚血に よ

る興奮性神経細胞死 に関与して い る こ とが明らか

とな っ た.

今回の 検討で は虚血 の48 時間後まで の観察しか

行 っ て い な い が
, それ以後に運動機能が回復する

可能性は否定できな い
. しかし神経細胞の 虚血後

の 障害 は経時的 に増強する と い う報告が あり
4)

,

4 8 時間後の障害は不可逆的で ある と判 断した . そ

れゆ え, 少なくとも虚血48 時間後まで の 急性期 に

お い て は E l サブ ユ ニ ッ トを含み N M D A 受容体

が興奮性神経細胞死の 機構にお い て重要な役割を

果たして い ると考えられ る . 組織学的評価の 方法

に関して は H E 染色 で の み観察を行 い 生存細胞 を

計測 したが
, 壊死 した細胞数その もの の 計測 お よ

び比較は行 っ て い な い
. T U N E L 染色 な どに よ る

壊死細胞 の 精密な観察を行えば2 1)
, よ り重要 な情

報が得られ るかもしれな い
.

胸腹部大血管 の手術時 の 特殊な病態と して の 脊

髄虚血 と
, そ の結果起 こ る神経障害 の 機構 に 閲 し
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て ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 用 い た 実 験 を 行 い
,

N M D A 型 グ ル タ ミ ン 酸受容体 ∈ 1 サ ブ ユ ニ ッ ト

が神経細胞死の 機構 に関与 して い る こ とを示した.

今後
,
より詳細な分子機構の 解明と

, それ によ る

脊髄障害の 防止法の 開発が重要な課題 で あると思

われる .
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i n g s p l n al c o r d i s c b e m i a - n e u r o p r o t e c ti v e

e ff e c t s o f g l u t a m a t e r e c e p t o r a n t a g o n i s t s - . ∫
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1 6) P u l s i n e lli W A : T h e t h e r a p e u ti c w i n d o w i n
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1 7) R e a g a n R F a n d C b o i D E : G l u t a m a t e

n e u r o t o x i cit y i n s p l n a l c o r d c ell c ult u r e .
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M e t b y l
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u n it m R N A s i n t h e M o u s e C e r v i c al C o r d . ∫
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2 0) Z i vi n J A a n d D e G i r ol a m i U : S p i n a l c o r d i n -
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