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研究成果の概要：脳梗塞周辺のペナンブラ領域において発生するスプレディング・デプレッショ

ンは神経細胞損傷を増悪させる．ラット脳皮質静脈閉塞モデルを用いペナンブラ類似領域を作成

し，ギャップジャンクションブロッカーを投与後，スプレディング・デプレッションを発生させ

ると，発生する静脈梗塞が拡大した．これはペナンブラ領域においてギャップジャンクションは

スプレディング・デプレッションに対して細胞保護的に働いていることを示す． 
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１．研究開始当初の背景 

発生した脳梗塞に対する治療の基本は，虚血

の核の周囲に広がるペナンブラ領域におけ

る神経細胞死をできるだけ抑制することに

ある．これまで我々は，ラット皮質静脈閉塞

モデルを用い，ペナンブラ類似領域における

神経細胞死の病態につき様々な知見を重ね

てきた．ラット大脳の隣接する２本の皮質静

脈を閉塞すると，その静脈に挟まれた領域の

脳皮質血流量は正常血流量の５０%程度に減

少し，比較的長期間その状態が持続する．脳

皮質に塩化カリウムを投与することでコル

チカル・スプレディング・デプレッションを

発生させると，そのエネルギー需要のため，

皮質血管が拡張し脳血流が増加するが，閉塞

静脈に挟まれた領域ではその増加を認めな
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い．これは皮質血管が最大に近い拡張をして

いるという証拠となり，その領域が動脈梗塞

におけるペナンブラと同等の領域であると

考えられる．また経時的な脳血流の測定では，

静脈閉塞後少なくとも２時間はその低血流

が維持されており，動脈閉塞に比較してより

長時間のペナンブラ領域を得ることができ

る．脳梗塞により神経細胞死が発生すると，

細胞膜の崩壊により多量のカリウムが細胞

外液に流出する．その過剰のカリウムによっ

てスプレディング・デプレッションが発生し，

ペナンブラ領域におけるエネルギー需要の

増大を引き起こすことで，エネルギー供給が

十分で無い神経細胞が死に至ることが明ら

かにされている．われわれの静脈閉塞モデル

を用いた検討においても，人為的に発生させ

たスプレディング・デプレッションは閉塞５

日後の脳梗塞体積を増大させることが示さ

れている．また，スプレディング・デプレッ

ション発生時には大量のグルタミン酸が神

経細胞終末から放出され，暴露された神経細

胞のアポトーシスを導入すると言われてい

るが，われわれのモデルにおいてもスプレデ

ィング・デプレッション負荷４日後の摘出脳

組織のＴＵＮＥＬ染色により脳梗塞周囲の

アポトーシスの増加が示されており，このモ

デルのペナンブラモデルとしての有用性は

高いと考える．最近，われわれはこのモデル

を用いて，スプレディング・デプレッション

発生時の細胞外グルタミン酸濃度の上昇を

マイクロダイアリーシスを用いて測定し，Ｋ

ＡＴＰチャネル阻害剤であるジアゾキサイ

ドが過剰のグルタミン酸放出を抑制するこ

とを示唆する結果を得た．今回われわれが行

う研究では，放出されたグルタミン酸が細胞

外において再吸収される機構に注目し，とく

にアストロサイトのギャップジャンクショ

ンがグルタミン酸の再吸収にどう作用し，脳

梗塞の進展に対しどのような作用を持つの

かを明らかにしたいと考えている． 

アストロサイトと神経細胞をともに培養し，

大量のグルタミン酸に暴露させると，神経細

胞死が導入されるが，大量グルタミン酸と同

時にギャップジャンクションブロッカーで

あるカルベノキソロンを投与すると，その神

経細胞死は増加するという研究結果が報告

されている．つまり，ギャップジャンクショ

ンブロッカーはグルタミン酸の再吸収を阻

害し，神経細胞の障害を増加させることを示

唆するが，逆に，別のギャップジャンクショ

ンブロッカーであるオクタノールを投与し

た中大脳動脈閉塞ラットは，対照群に比較し

て梗塞体積が減少したという報告がなされ

ている．この報告においては，オクタノール

がスプレディング・デプレッションを抑制し，

その結果梗塞体積が減少したと考察されて

いる． 

このように，これまで脳虚血にかかわるギャ

ップジャンクションの働きを検討した報告

は多数あるが，脳虚血時におけるギャップジ

ャンクションは神経細胞保護的に働くのか，

逆に神経傷害的に働くのかは，特に in vivo

においては議論の分かれるところであるが，

これまでペナンブラ領域におけるギャップ

ジャンクションの役割を検討した報告は少

なく，われわれの静脈閉塞モデルを用いるこ

とで，それを明らかにすることができ，あら

たな脳梗塞治療の基礎理論を立てることが

できると考えている． 

 

２．研究の目的 

この研究では，アストロサイトのギャップジ

ャンクションが細胞外グルタミン酸の再吸

収にどう作用し，脳梗塞進展に対しどのよう

な作用を持つのかを明らかにする．具体的に

は，皮質静脈閉塞モデルを用い，選択的ギャ



 

 

ップジャンクションブロッカーであるカル

ベノキソロンを脳室内投与し，ペナンブラ領

域で発生させたスプレディング・デプレッシ

ョンに対する効果，および静脈梗塞拡大に対

する効果を検討し，さらにスプレディング・

デプレッション発生時にマイクロダイアリ

ーシスを用いた細胞外グルタミン酸濃度の

測定を行い，ペナンブラにおける虚血あるい

はグルタミン酸毒性に対するギャップジャ

ンクションの役割について新しい知見を得

る． 

 

３．研究の方法 

雄 Wistar ラットを用いる．抱水クロラール

で麻酔下に気管内挿管を行い，人工呼吸管理

を行う．尾動脈を確保し持続的に平均血圧を

測定し，薬剤投与路として左大腿静脈を確保

する．左頭頂開頭を行い，マイクロダイアリ

ーシスのプローブ（膜長 2ｍｍ）を，脳表の

隣接する 2 本の皮質静脈の間に留置し（半透

膜全体が皮質内に留置できるように，水平に

近い角度でマイクロマニュピレーターを用

いて留置する），次いでローズベンガルを静

脈内投与し，光凝固法で閉塞させる．次いで

右側脳室にカルベノキソロン 50 マイクログ

ラムあるいは生理食塩水を投与し，同時にあ

らかじめ脳皮質に留置しておいたガラスピ

ペットから 150 マイクロモル/リットルの塩

化カリウムを投与して，スプレディング・デ

プレッションを発生させる．スプレディン

グ・デプレッションの発生は，皮質インピー

ダンスの測定によって確認する．7 分毎に同

様に塩化カリウムを投与し，合計 10 回のス

プレディング・デプレッションを発生させ，

また同時に脳血流を経時的に測定する．マイ

クロダイアリーシスプローブ内に，2ｍｌ/分

で人工髄液を潅流させ，7 分毎にサンプルを

回収し，HPLC を用いてグルタミン酸濃度を

測定する． 

手技終了後閉創し， 7 日後に大脳を灌流固定

して，組織学的に梗塞体積を比較する．  

 

４．研究成果 

ペナンブラ領域におけるギャップジャンク

ションの役割はほとんど解明されておらず，

ギャップジャンクションが細胞保護的に働

くのか，細胞傷害的に働くのかは議論が分か

れている．本研究は現在進行中であり，以下

にこれまでに自ら行ってきた研究結果を述

べる．以下の４点が明らかになった．カルベ

ノキソロンを，静脈閉塞を行っていないラッ

トに脳室内投与すると，１）組織学的な脳損

傷は発生しない．２）脳血流が増加するが代

謝の増加を伴わない（animal PET による評

価を行った）．３）スプレディング・デプレ

ッションの発生は抑制されず，逆に発生頻度

は増加した．４）スプレディング・デプレッ

ションの伝播速度が増加した．５）７日後の

静脈梗塞が有意に増加した（3.59 ±0.43 mm3

対 1.63 ±0.29 mm3）．１），２）の結果から，

カルベノキソロンそれ自体では脳代謝亢進

作用や細胞傷害作用を持たず，われわれのペ

ナンブラモデルにおける梗塞体積の増加は，

ギャップジャンクションをブロックする働

きを反映し，その評価が可能であると考える．

また，アストロサイトはギャップジャンクシ

ョンによって合胞体をつくり細胞外におけ

るカリウムイオンなどのバッファリングの

役割を担うと考えられており，３），４）の

結果はこの考えに合致する．アストロサイト

がグルタミン酸に対しても同様のバッファ

リング・再吸収機能を持つとすれば（これは

マイクロダイアリーシスを用いたグルタミ

ン酸濃度の測定によって明らかになると考

えるが，現在結果を解析中である），われわ

れの静脈閉塞モデルで梗塞体積が大きくな

るという結果は，その考えの傍証となると考



 

 

える．加えて，これまで報告されたギャップ

ジャンクションブロッカーを用いた研究結

果のうち，ブロッカーが細胞保護的に働いた

とする報告においては，ブロッカーがスプレ

ディング・デプレッションを抑制することが

その機序であると結論するものが多いが，

３）の結果によってすくなくともカルベノキ

ソロンはスプレディング・デプレッションの

抑制作用がなく，この機序による梗塞増大を

抑制する効果がないことが判明した． 
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