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Low temperature is commonly known to protect neurons against ischemia, and

neuroprotective effect of mild acidosis has also been suggested in our recent reports. In

this study, the effects of temperature and pH on ischemic cell damage were studied in

terms of intracellular Ca2+, as an indicator of ischemic cell damage, using rat hippocampal

slice preparations. Intracellular Ca2+ concentration was measured by fluorometry using

fura-2. Slices were exposed to ischemia by perfusion with glucose-free artificial CSF (ACSF)

bubbled with 95% N2-5?o CO2. Intracelluar Ca2+ showed a characteristic rapid increase

at 334+83 sec (n~24) following the start of ischemia at normal temperature (37X1), The

latency of the characteristic rapid increase in intracellular Ca2+ was prolonged to 535±49

sec (n=9) at low temperature (33"C), while it was shortened to 189+39 sec (n~12) at

high temperature (42°C). The latency of the rapid intracellular Ca2+ increase was shortened

at each temperature in alkalized ACSF (pH7.8). The characteristic rapid increase in

intracellar Ca2+ was not observed at each temperature in acidified ACSF" (pH6.8). The

results indicate that both temperature and pH affect the time to the rapid increase in

intracellular Ca2+ in ischemic tissue, and suggest the neuroprotective effect of hypothermia

as well as mild acidosis and also hypothermia plus mild acidosis.
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背 景 と 目 的

近年,脳虚血における低体温の脳保護作用が注 目され,

脳鼠と神経細胞障害の関連が議論 されている. これまで

虚血性神経細胞障害に対する温度の影響については,A-

TP含量1)2),遊離脂肪酸濃度3)4)5㌧ シナプス塵能6),

形態7),脳代謝率8)等を指標 とした検討がなされている

那,虚血 による神経細胞障害 に関与す るとされる9)細

胞内 Caイオソ濃度を指標と した研究は少ない血一一万,

著者 らはこれまでに, ラット海馬切片を履いた神経生理

学的方法10)や蛍光色素法による綿胸内 Ca イオン濃度

変化測定11)によりや軽度酸性状態が虚 血に対 L神経細

胞保護効果を持つ可能性を報告 した,

神経細胞内 Ca イオンは,神経伝達物質の放出や細

胞代謝の制御に重要な役割を担 っている9).正常な状態

では, ミトコン ドリアや小胞体等の細胞内 Ca ス トア

内への取 り込み,エネルギ-依存性の細胞外-の放出や

細胞内の Ca結合蛋gji2)等の Ca イオン緩衝系が)作用

によりその細胞内濃度は,10~7M に制御 されている13)

しか し 虚血時には,神経伝達物質の放出や細胞膜の脱

分極に続いて Naイオン流人 Caイオン流入,Kイオ

ン流出が起 こり,細胞内 Caイオン濃度の過剰 な た昇

を招 く.それに対 し 細胞膜機能を回復すべ く ATPが

消費されェわ レギーレベルが低下する邑▲Wや細胞内 Caイ

オン濃度の過剰な上昇は,蛋白分解酵素の活性化ほ )や,

脂質分解 を起 こし3)4),虚血性障害の進行に関与 してい

るとされ る血 したがって,細胞内 Caイオン濃度は虚

血による神経細胞障害の指標の lつとなると考えられる.

細胞内 Caイオン濃度測定や脳愚の コソ トロ-ルを

精度よ く行 うことは imvivoでは難 しく, しかも細胞

外環境を任意に変化させることはできない.そこで本研

究では,虚血に弱いとぎれる海馬切片標本を用いて濯流

液の温度と pH を変化させ,虚血モデルとLて低酸素 書

無 グル コ-ス負荷を行い,細胞内 Caイオン濃度の上

昇に対する温度と pH の影響を検討 した.

方 法

体重 1摘 -.140gの雄性 Wistar ラットをエ-テル麻

酔下に断頭 し,脳をすばや く取 り出 して,水冷 クレブス

液中で厚 さ 350〃m の海馬切片を作製 した.それ らを

蛍光性 Caイオン指示薬 1-(2-57-car･boxyoxazト2′-YI仁

6-aminobenzofuranT5-oXy)-21(2㌧amim0-5㌧methyト

phenoxy)-,ethan針N,N,N',N'-tetraaceticacid(Airar

2)のアセ トキシメチルエステル化合物 (FU肝-2AM)10

llM を含む酸素化 タレブス溶液中に室温で90分間浸 し

て染色 した.

切片を倒立顕徽鏡上の容積約 0,6mlの測定周潅流チ17

ソバ-に置 き,95%酸素-5%二 酸化炭素混合ガスで飽

和 した クレブス液で濯流 した.キセノンランプから波長

340mm と 380mm の励起光を0.01秒転に切片に照射

L,CA且錐体細胞層からの蛍光をバンドパスフでルタ-

(職 鋸 1m-510mm)を通 して photomulti沸erにて検

出 し93塊Omm 及び 380mm 励起によるそれぞれ の蛍光

強度とその比を連続記録 した.標準潅流液の組成 (mM)

∴i二 Nこl(_lllT.KClこ1且 Nこl日日)11.2.(ーtlLL､1工7.5.へlHtl･J

1.2,NaHCO325,グルコ-見目とした.酸性溶液 (pH

6.8)は NaHC03 を 5mM,アルか )性溶液 (pH7.8)

は 55mM として調製 し 浸透圧は NaClで調整 した.

チャンバ-内潅流液の酸素分圧は,ABL500 (Radiometer

社)で測定 し,その値は,484±20mmHg(Meam±SD,

n-9,37℃)であった.低酸素 骨髄 グル コ- ス潅流液

は, ゲル コ-ス除去 クレブス液を95%窒素-5%二酸化

炭素混合ガスで飽和 して調製 した.その酸素分圧は,91

±13mmHg(Mean±SD,n-9,37℃)であった.酸

性溶液 (PHS.8)又はアルカ リ性溶液 (pH7.8)を低

酸素 ･無 グル ニ1- ス負荷10分前から負荷終了まで濯流 し

た.低潅流温 (33℃)8正常潅流温 (37℃い 高潅流温

(42℃)は,加温器を用いて潅流液の温度を実験開始か

ら終了まで-定に保 った.潅流速度は,ペ リスタポンプ

を用いて,5ml/mi11と した .

細胞内の Caイオ ン濃度の変化は,蛍光強度比 (良

下 R3403箆0と略す)の変化で豪 Lた.細胞質の fura-2

の解離定数が決定 されていないことや自家蛍光の存在に

より,脳切片標本では正確な値を決定することは困難で

あることから, 本研究では細胞内 Caイオ ン濃度の変

化については,低酸素 ･無 ダルニ3-ス負荷開始時の R340,

380 の値 を基準 としてその変化率で表 した.低酸素 ･無

ゲル コ-ス負荷率に出現する細胞内 Caイオン濃度の

急唆な上昇の出現頻度 書時間,負荷10分 ･15分における

R3舶/380 の変化率を pH7.4,温度37℃での値 と比較 し

た. R340,380 の変化率とその急峻な上昇までの時間は,

unpairedT-testで検定 し,急峻な上昇の出現頻度は Z2

testを用い比較 した.P〈O,05で有意差あ りと判定 L

た.

結 果

正常 pH (pH7.4)では亨低酸素 ･無 ダルコ-ス負荷

率,CAl錐体細胞層の細胞内 Caイオソ濃度は,緩徐
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な上昇を示 した後,急峻な上昇に転 じた (図 1中央).

この特徴的で急峻な細胞内 Caイオン濃度の上昇は,

正常潅流温 (37℃)では26切片中24切片で,低潅流温 (33

管)ではil切片中9切片に,商港激流温 (42℃)では13

切片車12切片で観察され,その出現頻度に有意差は認め

られなかった (図 1中段,表 l).この急味な細胞内 Ca

イオン濃度の上昇は,正常濡流温 (37℃)では低酸素 書

無 グルコ-ス負荷開始後 334±83秒 (m-24)で観察 さ

れたが,高潅流温 (42oC)では 189±39秒後 (∩-ユ2)ど

有意に早まり,低濯流鼠 (33℃)では535±49秒後 (n

-9)と有意に遅延 Lた (図 l中段,蓑 1).また低酸

素 ･無 ゲルコ…ス負荷10分及び15分での R340/380 の変

化率は,正常濯流温と高濯流温では有意差は認められな

かったが,低潅流温で,正常 中高濯流鼠の値に比 し着意

に抑制された (棄 2上
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高 pH (pH7.8)状態では,低酸素 や額 ゲルコ…ス負

荷時の細胞内 Caイオン濃度の急峻な上昇は正常潅流

温と高潅流鼠では全ての切片で観察された,低液液温時

で転12切片車10切片で観察された.その出現時間は,正

常潅流温時に233±77秒 (n-26)であったが,高濯漁

温時で 1且6±43秒 (n-12)と着意に短縮 し,低濯流温

時には417±55秒 (∩-10)と有意に延長 した (国 王下

段,表 1).低酸素 ･無 グルコ-ス負荷10分及び15分の

R3舶 38｡の変化率には,潅流温度問で有意差は認められ

なかった (泰 2上

低 pH (pH6.8)状態では,低酸素 ･無 グルコ-ス負

荷時の細胞内 Caイオン濃度の急峻な上昇はヲ高潅流

温で11切片や 1切片においてのみ観察され,その出現ま

での時間は300秒であったが,正常潅流温では2壇切片車

5切片 (出現時間 564±102秒)において観察され,低

低 療 寮 ,無 ゲル コ- ス

pH7437oC

鰻 重変素無グルコース

PH78 3アC

Lj旦 ｣ i0

5/jP
ド---1

低酸釆 ･繁 グル コ- ス
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低 酸 素 ･盛濫プル コ- ス

図 1 低酸素 ･無グルコ-ス負荷率の R340/380 の変化

低酸素 ･無ダルコ-ス負荷15分間の R3舶′380の各条件下での典型的な トレ-スを示す.

pH7.4,37℃におけるトレ-ス (中東)を基準として比較すると,低酸素 ･無 グルコー

ス負荷中の R340′380 の急峻な上昇の出現時間は,低潅流温 く33℃,左列)で延長 し,高

潅流温 (42℃,右列)では短縮 した.また,低 pH では温度に関係なく, R3弧 ′380 の急
唆な上昇は抑制された (上段).
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表 1 低酸素 ･無 グル コ-ス負荷率の R3403鮒 の急唆な上昇が)頻度 とその出現 蜜での時間

溶液 pH R340,380 の急峻な上昇の頻度とその出現までの時間頻 度 出現時間 (珍)

33℃ 37℃ 42℃ 33℃ 37℃ 42℃

pH6,8 31.ド 5/24.a 1/lib 690±60b 564±102b ョoo

pH7.4 9月1 24/26 12/13 535±49d 334±83 189±39d

pH7.8 10/12 26/26 12/12 417±55btd 233埜77 116±43d

(Mean士SD) a:pH7.4で同潅流鼠の値に対 し p<0.05

b:pH7.4で同潅流鼠の値に対 し p<0.01

C:同 pH で潅流温37℃の値に対 L p<0.05

d :同 pH で潅流温37℃の値に対 L p<0.01

寮 2 低酸素 肯額 ゲルコ-ス負荷率の R340380の変化

溶液の pH 低酪索 .額 グルコ-ス免荷による R3姻/380の変化率lo浄 15分

33℃ 37℃ 竣2℃ 33℃ 37℃ 42℃

pH6.8 1.17±0.05b}d 1..32±0.lらb 1.禎3±0,26b 1.38±CH 7わ.a i.52±0,17 1.49±0.26b

pH7.4 且.55±0,26d 1.88=ヒ0.21 1,94±0.29 1.丁.l十い.ごり; 1.96±0.27 h98±0.27

(Meam±SI))

潅流温では14切片中 3切片 (出現時間 690±60秒)にの

み観察 された (図 五上段,養 l).これ ら低 pH にお

ける細胞内 Ca イオン濃度の急峻 な上界の出現頻度は,

対応す る温度の正常 pH および高 pH に比較 して着意

に低かった (棄 1).低 pH では,低酸素 ･髄 ダル コ-

ス負荷10分及 び15分の細胞内 Caイオン濃度の上昇 に

ついては,正常潅流鼠と高藤流温の問には有意差は認め

られなかったが予低潅流温では,正常潅流温時に比べ,

有意に抑制 された (寮 2).

まとめ ると,正常 pH 及び高 pH では,低酸素 8無

グル コ-ス負荷率の細胞内 Caイオ ン濃度の急味 な上

昇は,いずれの潅流温度で もほとんどの切片で認められ

その出現 までの時間は,高潅流温時は短縮 され低潅流温

時 には遅延 した.それに対 し,低 pH では,いずれの

潅流温度で も急瞭な上昇の出現が抑制 された. また,低

pH に低濯液温 を同時に加 えると,細胞内 Caイオ ン

濃度の緩徐な上昇 も抑制 された.

考 察

Fura-2の Caイオンとの解離平衡は,温度や pH に

aニpH7.4で同港流温の値に対 L p<0.05

b:pH7A で同潅流温の値に対 し p<0.01

C:同 pH で潅流温37℃の値に対 し p<0.05

d:同 pH で潅流温37℃の値に対 し p<0.01

よって影響 を受ける. Lか しき潅流液の温度や pH を

変えて も,切片漂泰の R3速｡380 に変化が見 られない こ

とかざJ,細胞内 Ca濃度に対す る pH の影響は,R3鰍

380の低酸素 ｡無 グル ニト-ス負荷による上昇に比べると,

小さいと考えられる.

本研究において,正常 および高 pH では,虚血負荷

率の細胞内 Caイオ ン濃度の急峻な上昇 自体は抑制 さ

れないが,その出現 までの時間は,正常温に比べ低温で

は有意をこ遅延 し,高温では有意に短縮 した.

低温時に虚血性神経細胞障害が抑制 されることに関 し

ては,臨床的にも実験的にも多 くの報告があ り,代謝面

から検討 した ものl)2)5)や電気生理学的6)7),形態学的

方法1)17)に よる検討がなされている.脳内では温度 の

低下により,生物学的合成の低下,神経伝達物質の再吸

収の低下, さらに細胞外 グルタミン酸濃度の低下が認め

られてお り5)那, また, シナプス機能にも可逆的な低下

が認められる6).weishら1)によると,MorlgOliange摘 1

の5分間の内祭動脈閉塞時に低体温を保 った例では,A-

TP消費が抑制 され adenylatekinase活性が保たれ る

が,Nicardipinelmg/kg閉塞前投与では,ATP消費
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は抑制 されず,虚血に対する脳保護棒周は Ca措抗薬

よりも低体温の方が強いとされる.Bustoらは,虚血

によるグルタミン酸の纏胞外放出と遊離脂肪酸の濃度 と

昇が低温で抑制 されたと報告 した5).Buchan らは,

Momgoiiangerbi且の両側内頚動脈閉塞負荷 5日後の神

経細胞死に対する NMDAchannelb旦ockerMK-801の

効果は,体温低下摩周によると報告 したi6).McLarnom

らは,低温では NMDA受容体の sing且echamelcu汀 e11t

が減少すると報告 しているが17),一方で Araiらは ,30

℃の低温中でも 10flM-1mM グルタミン酸を投与 し

た脳切片において細胞内 Caイオン濃度の急峻な上昇

が認められたことより予低体温の脳保護作用は, グルタ

ミソ酸の細胞外遊離を抑制するためではないかと指摘 し

た18).本研究において,低潅流温では,虚血負荷時の

細胞内 Caイオン濃度の特徴的な急峻な上昇の出現頻

度は低下 しないものの,その出現時間が有意に遅延 した.

これは,低温による脳代謝の低下や ATP消費の減少,

細胞外-のグルタミン酸の過剰放出の抑制,Cachannels

の活性低下,細胞内 Ca貯蔵部位からの放出の低下な

ど,細胞内 Ca濃度の過剰な上昇に至るまでのプロセ

スが遅延 したためと考えられる一すなわち,低温は虚血

による細胞内 Caイオン濃度上昇による神経細胞障害

を抑制することが示唆された.

高潅流鼠では,正常潅流温に比し,低酸素 ｡無グルコ-

ス負荷率の細胞内 Ca濃度の急峻な上昇までの時間が

有意に短縮 した.高温の神経細胞に対する作用について乍

Chungらは,NMDAreeeptor-ga乞edCaehanne且の

活性が高温で増大すると報告 し19),Nilss｡n らは,義

温 摘2℃)での脳代謝先進,乳酸の蓄積やエネルギ-潤

費と産生のバランスの崩れを報告した2).また,Amorim

らも,ラット海馬切片を用いた実験系で,潅流温39℃で

は37℃に比べ無酸素負荷による細胞内 ATPの消費が

大きく,細胞内 Caイオソ濃度はより増大 したと報告

している20).高温では,低温とは逆に細胞内 Caイオ

ソ濃度の上昇のプロセスが促進 され,急瞭な細胞内 Ca

イオン濃度の上昇が短時間で起こったものと考えられ

虚血による神経細胞障害を促進するものと考えられる.

虚血負荷時の神経纏胎内 Caイオン濃度上昇の要素

には,Caイオン流入,細胞内貯蔵部位からの Caイオ

ソ放出,Caイオンの細胞外へ汲み出 し障害 (ATP を

必要とする NaイオソーCaイオン交換系の障害),Ca

結合蛋白の結合能力の低下が考えられる14).このうち Ca

イオソの過剰な細胞内流入は,voltage-dependentCa

channel21) や 君昭沌DA reeeptor溜atedCachannelを
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通 して起 こる22)とされるが,vo旺a監e-depender呈tCa

｡hannelsは細胞膜の脱分極が持続すればただちに不活

性化するとも報告 されている23).M()rad ら24)は,辛

スカル酸やカイニン酸によって活性化 された Ca電流

は,細胞外 pH の低下に影響されないのに対 し NMDA

により活性化ざれた Ca電流は,pH6.6では著明に抑

制されたと報告するなど,酸性環境下での NMDA 受

容体の活性低下が報告されている25)-29㌧ 今回の実験で

低 pH (pH6.8)では虚血による細胞内 Caイオン濃

度の急味な上昇が抑制されたがヲ酸性化による NMDA

受容体の活性低下がその一因となっていると考えられる,

虚血中の嫌気性代謝促進による乳酸アシド…シスの発

生は,神経細胞障害の助長13)30､, グリア細胞の浮腫3㌦

さらに細胞内蛋白質の陽イオン結合能力低下によるブリ-

ラジか レの増加を弓は 起こすほ)とされている. Lかし

最近,pH6.8程度の軽度アシドーシスは,神経細胞の

虚血性障害を軽減することも培養細胞 27)および切片標

本召0川Jlにおいて見出されており,乳酸アシド-シスは,

神経細胞障害に対して二相性の効果があると考えられる31).

もちろん,酸性状態が充分に強ければ,酸性状態それ自

体による細胞障害が起 こりうる.細胞外 pH6.0以下

では,エネルギ-状態に無関係に細胞障害が起こると報

告されている32)やKTaigらはき細胞外 pH5.3以下で

は虚血がな くても脳の壊死が起こると報告 Lた30).普

た,Waizらは,乳酸 30mM (P H S .87)溶液の潅流に

より,海馬切片で不可逆的な EPSPの消失が起 こるこ

とを示 した33).staubらは,pH6.8以下では細胞浮腫

が増強 L,pH5.6以下では細胞死が増加することを報

告 した3㌧ 一方,Tombau宮h らは,培養神経細胞にお

いて6時間の無ダルコ-ス申無酸素状態に対 し,細胞外

液が pH6.5で完全な神経細胞保護効果が認められた

と報告 Lている32㌧ 同じ乳酸アシドーシスでも pH7.18

(乳酸 10mM)叉は pH6.84(乳酸 20mM)ではシナ

プス伝達の抑制は可逆的であるとされる33).schurrら

は,低酸素負荷 ラット海馬切片について再酸素化後の

symapticfunctionの回復を検討 したが,10mM 乳酸

溶液中で最も回復率が轟かったと報告 した34).Kaku ら

は,アノキシアによる培養神経細胞からの LDH 流出

の抑制について,酸性状態はグルタミン酸法統薬や A肌 r

kinate抵抗薬よりも有効であるとした25).本研究にお

ける低酸素 書無 グルコ--ス負荷中の細胞内 Caイオン

渡度の急峻な上界が,正常-プルか)性環境に比 し,軽

度酸性環境 (pH6.8)で有意に抑制 されたという結果

は,これらの報告と矛盾 しない.
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以上 酸性化や低温化に伴い,ゲルタミソ酸遊離や Ca

channe旦活性が低下 し細胞内への Caイオソ流入や細

胞内 Ca貯蔵部位からの Caイオン流出が減少 し,そ

の結果,虚血車の細胞内 Caイオン濃度の急味 な上昇

が抑制 され 神経細胞障害の発生が抑制されることが考

えられる.特に,低温では虚血による細胞内 Caイオ

ン濃度の急瞭な上昇が遅延するのに対 し辛酸性状態では

いずれの温度で 獲)細胞内 Caイオン濃度の急峻 な上昇

そのものを抑制 してお り,また低 pH に低温を同時に

加えると虚血による細胞内 Caイオン濃度の緩徐な上

昇 も抑制 されることより,低 pH と低温では,虚血車

の細胞内 Ca濃度の上昇に対する抑制U)作周機序が異

なっていることが示唆 された.

結 語

蛍光性 Caイオン指示薬 ぎura12を伺い亨 ラ ッ ト海

馬の CAl錐体細胞層の細胞内 Ca イオン濃度の変化

を,細胞外 pH 及び港液温を変化させて検討 Lた.低

酸素 ･無 グル コース負荷時の細胞内 Caイオン濃度の

急味な上界の出現は,低 pH で抑制 され 低温で遅延

したが,高温では短縮 した.以上より,軽度酸性化と低

温化は,虚血による神経細胞内 Ca イオン濃度の 上界

を抑制 L,過剰な細胞内 Caイオンによる神経細胞障

害を軽減する要因となると考えられた.
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