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海馬の神経伝達物質遊離ならびに神経細胞死における

カルシウムイオン放出シ云テムの影響

Effectsoflntracellular Ca2+ReleaseSystemonNeurotransmitterReleaseandNeuronalCellDeath

若 林 孝 -1)森 文 秋1)岡 田 元 宏2) 兼 子 直2)

要旨 :Ryanodine受容体 (RyR)はイノシトール3リン酸受容体 (IP3R)とともに小胞体に局

在LCa2十一inducedCa2+releasingsystemを担っている｡本研究では,RyRとIP3Rがラット

海馬におけるGABAおよびglutamate開口分泌制御機構に及ぼす影響ならびにカイニン酸

誘発けいれんマウス脳におけるRyRmRNAの発現について検討した｡その結果,IP3R作

動薬はGABAおよびglutamateの基礎遊離を漉度依存性に先進 した｡RyR作動薬も

glutamateの基礎遊柾を浪度依存性に先進したが,GABAの基礎遊掛 こ対しては浪度依存

性二相性の効果を示した｡カイニン酸けいれんマウスではRyR-1およびRyR-2mRNAに変

化はなかったが,脳型であるRyR-3mRNAの発現に変動が認められた｡つまり.海馬CA3

ならびに線条体では6時間をピークとするRyR-3mRNAの発現克進を認め,同部位では

mRNAの発現克進と同時あるいは遅れて神経細胞死 (アポ トーシス)が放棄された｡以上

の結果から,1)RyRの機能過剰克進は神経伝達系機能の典書をもたらし,てんかん発作

を惹起しうること,2)RyR-3mRNAの発現克進はてんかん発作に伴う神経細胞死に関連■■

している可能性が考えられた｡このことは,RyR機能を抑制することにより,てんかん性

二次性脳障害を防止しうることを示唆するものである｡
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は じ め に

細胞内Ca2十は,神経細胞の興香,伝達物質

放出,シナプス可塑性,遺伝子発現ならびに

神経毒性など種々の神経機能や病態に重要な

役割を果たしている1)｡細胞内におけるCa2十

濃度は,細胞膜上の電位依存性Ca2+チャネル

および受容体作動性イオンチャネルを通る

Ca2十の流入によって上昇し,さらに細胞内の

Ca2+貯蔵プールからのCa2'の放出によって上

昇する｡ Ryanodine受容体 (RyR)はイノシト

ール3リン酸受容体 (IP3R)とともにCa2+貯蔵

プールである小胞体に局在 LCa2十一induced

Ca2+releasingsystem (CICR)を担っている｡

このうちRyRには骨格筋型 (RyR-1),心筋型

(RyR-2),脳型 (RyR-3)の3つのisoformが存

在する2･5)｡最近,RyR-3欠損マウスでは海馬

CAlにおける長期増強の増加と長期抑制の減

少が報告されており6),一方,Typel･IP3R

欠損マウスでは強直間代性けいれんが惹起さ
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れる7)｡一般的にてんかん発作は興有性 と抑

制性神経伝達の不均衡によって惹起されると

考えられていることから,本研究ではCICR

であるRyRとⅣ3Rが海馬におけるGABAおよ

びglutamate開口分泌制御横樵に及ぼす影響

について検討を加えるとともに,カイニン酸

誘発けいれんマウス脳におけるRyRmRNA

の発現について検討した｡

方 法

1.海馬におけるGABAおよびghtamate濃

度の測定

ハロセン吸入麻酔下に雄性Wistar系ラット

の海馬にdialysisprobeを挿入 した.P'robe挿

入36時間後に修正 リンゲル液の連流を開始

し,microdialysisを用いて細胞外のGABAお

よびglutamateを回収 した｡ 回収 したGABA

お よびglutamateの漉皮測定 にはhigh

performanceliquidchromatographsystem

withanelectrochemicaldetector(ECD･

HPLCsystem)8)を用いた｡ 還流開始6時間

以降に細胞外濃度の測定値が安定化 したこと

を確認後,IP3R作動薬 (adenophostinA),

IP3R阻害薬 (ⅩestosponginC),RyR作動薬

(ryanodine)またはRyR阻害薬 (ruthenium

red)を含有する修正 リンゲル液の還流を施

行 し,GABAおよびglutamateの基礎連椎に

及ぼす影響について検討 した｡

2.カイニン酸誘発けいれんマウス脳の病

理組織学的検索

:.8週 齢 のC57BLマ ウス に カイニ ン酸

(420318･.C?lbiochem-Novabiochem Corp.,

SamDiego,CA,USA)25mg/kgを腹腔内投

与し,1時間以内に全身性けいれんを起こし

たものを用いた｡けいれんから2,6,12,24,

48時間後に以下の検索を行った｡ 対照には非

投与マウスを用い同様の検索を行なった｡

ペントバルビタール深麻酔下に,4%パラホ

ルムアルデヒド-0.10/oグ)I,タールアルデヒ

ドで経心的に潅流固定し.脳を摘出した｡脳

を正中矢状断し,右半球からは4ミクロン厚

の.パラフィン切片を作製し,ヘマ トキシリン

エオジン染色を施した｡左半球からはビプラ

トームで50ミクロン厚の切片を作製し,ウサ

ギ抗C-Fos抗体 (sc52;SantaCrJzBio_

technology.SantaCru‡.CA,USA;1:1000)

およびウサギ抗ssDNA抗体 (A4506;Dako

Cytomation.Kyoto,Japan;1:100)を一次抗体

としてABC法にて免疫染色 し,光顕観察し

た｡

3.Jnsituhybn'dization

けいれんから2,6,12,24,48時間後に頚

椎脱臼放血後,脳を摘出し粉末 ドライアイス

上で急速凍結した｡クリオスタット(HM500-

OM,MICROM)を用い,20ミクロン厚の矢

状断切片を作製 した｡ RyR･lmRNA(bp

1541-1585),RyR･2mRNA.(bp1195-1240),

RyR･3mRNA(bp363･411)およびC･Fos

mRNA(bp712･756)に相補的なオリゴヌク

レオチ ドプローブを作製した｡これらのプロ

ーブは 【33P】αdATP(2000Ci/mmol,打EN)

とterminaldeoxynucleotidyltransferase

(BoehringerMannheim)を用いて標織 し,

Qiagenspincolumn(QIAGEN)にて精製し

た.ⅠnsituhybridizadonはTomiyam aらの方

法9)に従った｡つまり,50% formamide

(Merck),4Ⅹstandardsalinecitrate,1Ⅹ

denhardt'ssolution,1% Salcocyl(Sigma),

0.02% phosphatebuffer(pH 7.0),10%

dextransulphate(Sigma),500〟g/ml

salmonsperm DNA (Sigma),250〟g/ml

yeasttRNA(BRL)にて,標弛プローブを2Ⅹ

107〟g/mlの漉皮に希釈した｡組織模本は4%

パラホルムアルデヒドにて浸溝固定した後,

標識プローブとハイブリダイゼーションさせ

た｡42℃で18時間反応させた後,洗浄した｡

洗浄温度は60℃,洗浄時間は45分Ⅹ4臥 洗浄

液には20mM Tris-HCL(pH7.5)とlmM

EDTAを含んだ600mMNaCl溶液を用いた｡

さらにethanolにて脱水 し,乾燥させた｡ハ

イブリダイゼーションさせた組織模本は

KodakBioMAXMS丘lmsに-70℃にて2週

間喜光させ,現像した｡mRNAの発現レベル

の定量化にはスキャナー(EpsomGT-9500)
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Fig.1 ラット韓馬におけるGABA(A)およびglutamate(B)の基礎返報に対する各種薬剤の影響｡RyR作動
薬(ryanodine.Ry)､RyR阻害薬(rutheniumred.RR).IP3R作動薬 (adenophostinA,AdA).IP3R
阻害薬(ⅩestosponginC,ⅩeC)｡

にて画像として取 り込み,NIHImage1.61

を用い,海馬 (CAl,CA3),歯状回,前頭皮

質,線条体,視床のgraylevelの億からバッ

クグラウン ドの値 を引いた値 をoptical

densityとして井出した｡

結 果

1.海馬におけるGABAおよびglutamate遊

舟に対する各種秦剤の影響

IP3R作動薬はGABAおよびglutamateの基

礎遊離 を濃度依存性に克進 した (Fig.1)0

RyR作動薬もglutamateの基礎遊離を濃度依

存性に克進したが,GABAの基礎遊離に対し

ては濃度依存性二相性の効果を示した｡つま

り,GABAの基礎遊離はryanodine100mM

でピークに達し,逆に1mMでは効果がなか

った｡IP3R阻害薬はGABAの基礎遊離を渡

度依存性に抑制したが,glutamateには効果

がなかった｡RyR阻害薬はGABAおよび

glutamateいずれの基礎遊離にも影響を与え

なかった｡

2.カイニン酸けいれんマウス脳の病理組

痩学的検討

カイニン酸投与例では,けいれん開始から

2時間以降において海馬CA3,歯状回,線条

体ならびに大脳皮質ⅠⅠ～ⅠⅤ層に変性神経細胞

(核漉縮および胞体の好酸性化)が散在性に

憩められた(FigBA.B)｡

C-Fos免疫軌披化学では,カイニン酸投与

例において2･12時間後に海馬CAl-3,歯状回,

線条体,大脳皮質にC･Fos強陽性の核を有す

る神経細胞が多数認められた (Fig.皇C,D)0

24時間以降にはC･Fosの発現はほとんど認め

られなかった｡対照例の海馬,線条体,大脳

皮質にはC･Fos陽性の神経細胞はほとんど観

察されなかった｡

アポ トーシスのマーカーであるssDNAを

用いた免疫組絶化学では,カイニン酸投与例

において2時間後に歯状回および線条体に,6

時間後に海馬CA3,線条体および大脳皮質II

～ⅠⅤ膚に,12時間後には海馬CAlにも少数の

ssDNA陽性細胞が認められた (Fig.2E,F)0

3.カイニン酸けいれんマウス脳における

RyRmRNAの発現

対照例では,RyR-1mRNAのシグナルは

歯状回およびプルキンエ細胞層で高度,喚球,
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Fig.2 カイニン酸けいれんマウス海馬の病理組
織学的所見｡(A,B)核濃縮と胞体の好酸
性化を示す神経細胞 (CA3,けいれん開始
2時間後.H&E染色)｡(C,D)海馬およ
び歯状回におけるC-Fosの高度の発現 (け
いれん開始2時間後)｡(E,F)ssDNA陽性
の神経細胞核 (CA3.けいれん開始24時間

後)0 A.C.E:Bar=200JLm,B.D.F:
Bar-50JJm｡

ド
H

Fig.3 対照 (A.C.E.G)およびカイニン酸けいれ
んマウス脳 (けいれん開始から2時間後)

(ら,D.F.H)におけるRyRllmRNA(A.B),

RyR･2mRNA(C.D),RYE-3mRNA(E.

F),C-FosmRNA (G.H)の発 現｡
Bar-1mm｡

Fig.4 カイニン酸けいれんマウス脳における
RyR-3mRNAの経噂的変化｡対照 (A),

けいれん開始から2時間 (B),6時間(C),
12時間 (D),24時間(E),48時間(F)｡
Bar=王1mm｡

海馬CAl,線条体,大脳皮質浅膚で軽度～中

等皮であった (Fig.3A)｡RyR･2mRNAのシ

グナルは視床を除 く広範な部位に認められた

が,最も強いシグナルは海馬CAl-3,歯状回,

小脳額粒細胞層 に認め られた (Fig.3C)0

RyR-3mRNAのシグナルは海馬,線条体,

視床背側で中等度に認められた (Fig,3E)｡こ

れらの分布はマウス脳における我々の以前の

報告に一致 していた10)0
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Fig.5 カイニン酸けいれんマウス脳におけるRyR-1(A,B),RyR-2(C,D),RyR･3(E.ど)およびC-Fos
mRNA(G,H)の変動｡DG,dentategyrus;Cx.

カイニン酸投与例では,RyR･lmRNA

(Fig.3B)および RyR･2mRNA(Fig.3D)の発

現 に顕著 な変動は認め られなかったが,

RyR-3mRNAはけいれん開始から2時間およ

び6時間の海馬CA3ならびに線条体で発現先

進が認められ,その後減弱 した (Fig.3F,

Fig.4)0

C-Fo§mRNAのシグナルは,対照例では大

脳皮質,海馬,歯状回,小脳類粒細胞層で軽

度～中等度に認められた (Fig.3G)｡ カイニン

酸投与例では2時間後に海馬CAl-3,歯状回

および大脳皮質溌層でC-Fo§mRNAの高度の

シグナルが認められた(Fig.3H)｡その後は減

弱し,12時間以降にはほとんど消失した｡

カイニン酸けいれんマウス脳の各部位にお

けるRyRmRNAおよびC-Fo§mRNAの経時

的変化をFig.5に示した｡

考 察

本研究では,カイニン酸誘発けいれんマウ

スの海馬,線条体,大脳皮質において,投与

後早期におけるC-Fo§mRNAおよび蛋白の一

過性の発現克進,RyR-3mRNAの発現先進

が認められた｡C-Fosは様々な刺激により括

cerebralcortex;CP.caudate-putamen;Th.thalamus｡

性化されるimmediatelyearlygeneの一つで

ある11･12).C-FosmRNAおよび茸白の一過性

の発現克進は,発現先進の見られた海馬,級

条体,大脳皮質に存在する神経細胞の過剰興

菅に加え,これにより生じる細胞内Ca2+の増

加があったことを示唆している｡最大電撃け

いれんでは3-24時間後のラット海馬CAlにお

いてIP3RmRNAの発現低下が報告されてい

る13)｡けいれん誘発法の違いはあるが,本研

究結果は,少なくとも神経細胞の過剰興奮に

よってRyR-3mRNAがup-regulationされうる

ことを示している｡

既に,我々は,輿菅 トリガーの違いによっ

て発動する開口分泌機構が異なる可能性を示

してきた8)｡今回,非興奮時においてCICR

(IP3R&RyR)の機能克進はGABAおよび

glutamateの遊離を克進した｡一方,RyRの

機能過剰克進はglutamate遊離を克進したが,

GABA蓬離は逆に抑制 した｡このことは,

ryanodineは低浪度ではアゴニス トとして作

用するが,高濃度ではアンタゴニストとして

働 くことで説明可能である｡あるいはGABA

ニューロンの方がより感受性が高いことを反

映しているのかもしれない｡いずれにしても,
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GABAニューロンが先に破綻 し相対的に

glutamate優位となれば,RyRの機能過剰先

進,ひいては神経伝達系機能の異音をもたら

し,てんかん発作を引き起こす可能性は充分

に考えられる｡

本研究では,カイニン酸けいれんマウスに

おいて,けいれん後6時間をピークとする

RyR-3mRNAの発現先進が海馬CA3と線条

体に認められた｡さらに,これらの部位では

mRNAの発現先進と同時または遅れて神経細

胞死 (アポトーシス)が乾められた｡これま

で,海馬スライスを用いた反復刺激において,

小胞体からのCa2+放出を阻害するdantrolene

ならびにthapsigarginはてんかん性脱分礎の

誘導ならびに持続には影響を与えないが,け

いれんによって惹起される神経細胞死を抑制

することが報告されている14)｡つまり,細胞

外からのCa2◆の流入に加えて,ryanodine感

受性のCa2+貯蔵プールからのCa2+が,けいれ

ん誘発性の神経細胞死には必須であることが

示唆されている｡さらに,RyRのアンタゴニ

ス トであるdantroleneを投与することで,カ

イニン酸による神経細胞死が抑制されるとい

う報告15･16)もこの横序を支持している｡これ

らの報告と今回の結果を併せ考えると,カイ

ニン酸けいれんに伴う神経細胞死にRyR･3が

関与していることが考えられる｡ このことは

RyRを介 したCa2+放出を抑制することによ

り,けいれん発作に伴う神経細胞死が防止で

きる可能性を示唆するものである｡
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Summary

EffectsoHntracellularCa2'ReleaseSystem on

NeurotransmitterReleaseandNeuronal CellDeath

KoichiWakabayashi,FumiakiMori,MotohiroOkadaandSunaoKaneko

DynamicchangesintheintracellularfreeCa2+ concentrationplayacrucialroleinvarious

neuralfunctions.Neuronalryanodinereceptor(RyR)isthoughttoberesponsibleforCa2+-

inducedCa2'release,whileinositol1.45-trisphosphatereceptor(IP3R)isinvolvedinIP3-

inducedCa2+ release.Weinvestigatedthee∬ectsofCa2十一inducedCa2+ releaseagentsonbasal

releasesofGABAandglutamateintherathippocampusandtheexpressionofRyRsmRNAin

themousebraina允erkainicacid-inducedseizures.IP3RagonistandRyRagonistincreasedthe

basalreleasesofGABA andglutamate.However.excessiveamountofRyRagonistincreased

thebasalreleaseofglutamateanddecreasedthatofGABA.Followingthekainicacid-induced

seizures,transientup-regulationofRyR-3mRNAwasobservedinthehippocampalCA3region

andthestriatum.Thereafter,neuronalcelldeath (apoptosis)Occurredintheseareas.These

丘ndingssuggestthatinhibitionofRyRhnctionmightpreventneuronalcelldeathfollowing

epilepticseizures.
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