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マウス海馬歯状回肥大化モデルを用いた海馬硬化病態増強因子の検索

I:培養系実験を用いた海馬抽出液の効果の検討

1 :研究の目的

私たちはこれまで進行性の海馬歯状回頼粒細胞の肥大化と頼粒細胞の分散を生じ

るモデルを報告してきた U ，50 このモデルは大脳発達終了後のマウス成獣海馬にカイ

ニン酸(KA)を 1回投与することにより生じるもので、 KA投与側では頼粒細胞は直

径で正常の 2倍以上に拡大し、頼粒細胞層自体が海馬全体を占めるくらいにまで強

く分散する。これまでの研究より、この分散した頼粒細胞の聞を埋め、分散を増強

する主な原因はグリオーシスであることが示されている 5。その他、このモデルは脳

波、グルコース代謝、抗てんかん薬に対して抵抗性であること、苔状線維の萌芽な

ど海馬硬化に見られる特徴的所見と多くの類似点を持つモデルであることもわかっ

ており、海馬硬化の病因の解明に寄与するものと考えられる 1.30

今回の研究では、このマウスモデルを用い、肥大化した頼粒細胞層より蛋白を抽

出・生成し、この蛋白の中に、頼粒細胞の肥大化、あるいは分散を促進する物質、

あるいはグリオーシスを増強する因子が存在するのかを主目的とし研究を行った。

加えて、環境因子を検討する目的としては、組織全体よりも細胞外液の変化がより

重要であると考えられたため、細胞外液をマイクロダイアリーシスにて採取し検討

した。

2 :研究の方法

蛋白抽出液の影響は 2系統の培養系で調べた。(1 )通常の細胞培養より invivo 



C57Bl・6j成獣雄マウス(週令8-10週、日本クレア)を使用した。抱水クロラール

(350mgl kg， i.p.)で麻断麦、定倒出手術装置に固定し、以下のcoordinate(l:AP -1.8 mm， 

L 1.5 mm， D 1.7 mm， 2: AP -2.7 mm， L 2.4 mm， D 2.3 mm)にて右側背側海馬に KA

(lnanoM! 005ml生理食塩水)を投与した。

2)蛋白抽出液の作成

KA投与後7日目にネンブタール (100mglkg)にて深麻酔後に両側海馬を摘出し、直

後にJ県結し・80度にて保存した。同様に KA非投与正常マウスからも海馬を摘出した。計

量後、ホモゲナイズし、 12000rpmで 15分遠心後、上澄を採取。 220nmのフィルターを

用い遠心漉過を行った。蛋白定量を行い最終濃度2mglmlに調整し、凍結保存した。

3)マイクロダイアリーシス

KA投与後6日日に、抱水クロラールで麻酔後定位脳手術台にマウスを固定し、ブレグ

マより後方2mm、外側1.5mm、脳表より 0.9mmの深さにまで、マイクロダイアリーシ

ス挿入用の専用カニューラ (CUP7ガイドカニューラ， CMA社性)を刺入し、歯科用骨セ

メントにて固定した。 24時間後にカニューラ先端より 1mm長の透析』期3分が海馬内に挿

入されるようにプローブ (CUP7マイクロダイアリーシスプローブ、 CMA社製)を挿入

した。無麻酔、無抑制下で、人工髄液 (147mM  NaCl， 2.3 mM  CaC12， and 4 mM  KCl) 

を1.5μνminでプローブ、内に濯流し、濯流開始後1時間より 8時間、 20分間毎に回収し

た。

4)培養系による評価

(i)切片培養による検討

Stoppiniらの方法 4に準じ施行したD 生後7日目の C57BV6jマウスより海馬を摘出し、

チヨツパーにて海馬長軸に直行する厚さ約 0.35mmの切片を作成し、Millocell-CM 

membrane上で培養した。培養7日目より 10日目まで 1日に 1回、各切片上に直接蛋白

抽出液を滴下した。培養14日目に4%パラホルムアルデヒド・ o.lMリン酸緩衝液にて 1

時間半固定した。リン醗~衝液にて洗浄後、ゲラチンコートのスライドグラスに貼付し、

Cresyl violetにて染色した 20

(垣)神経幹細胞音養による検討

マウス ES細胞より常法により調整されたマウス神経幹細胞を田辺製薬先端医学研究所よ
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り提供をうけた。培養液内への FGF添加を中止し、分化誘導のかかる状態で、培養液内に

濃度の異なる海馬蛋白抽出液、あるいはマイクロダイアリーシスで採取した細目御料夜(培養

液1/10量)を8日間連続して添加した。 9日目に 4%パラホルムアルデヒドにて固定し、

抗MAP-2抗体と抗GFAP抗体にて蛍光免揺る事邸哉化学法にて 2重染色し、観察した。

3 :結果

(i)切片培養 (図 1)

C57Bν6jマウス海馬切片培養の結果を図 1に示す。通常よく行われているラット海馬の

切片培養に比し、生後7日目の海馬のサイズ、が小さいことより、くも膜除去が行いがたし

やや切片の断端の絶轍員傷が生じやすかった。組織を薄切することも困難であり、培養切片

そのものをクレシルバイオレットにて染色した。このため免痴島織化学での神経分化は一部

でのみしか衡すで、きなかったo クレシルバイオレットによる結果も組織辺縁では切片聞に差

が認められたが、歯状回からアンモン角錐体棚掘の形態については観察可能であった。

蛋白流出液未糊日の対照群では、成獣に比べやや細胞層の厚い歯状回とアンモン 角錐体

細胞層が認められた(図 1-A)。これに対し、 KA投与対側海馬より抽出し、 1mg/mlの濃

度に調節した蛋白液を連日添加した群でも、対照と比べ明らかな差はなく、歯状回、アンモ

ン角の細胞層の形態は観察された(図 1・B)。一方、同様に晶終濃度を調節した KA投与側

海馬蛋白抽出液では、対照のと比較し海馬の正常構造が障害されている場合が多く認められ

た。図に示すように歯状回よりも錐体細胞層障害を生じることが多かったo このため KA

投与海馬切片による免疫組織他学についての検討は行えなかった。

(ii)神経幹細胞による擬す

マイクロダイアリーシスによる結果を図 2 に示す。マイクロダイアリーシスによる細~

液採取後には鰍哉切片にてプローブ、がほぼ海馬内に限局して挿入されていたこと、 KA投与

側では海馬頼来ib細胞層の分散があることを確認した。

細目砂ト液自体の濃度の問題であるかもしれないが、培養結果ではマイクロダイアリーシス

の濯流に使用する人工髄液のみを添加した群と比較し、正常海馬、 KA投与海馬からの潅流

液投与群との聞に、神経分他、神経膝細胞分化についての明らかな違いは認められなかった

(図2)。
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海馬蛋白抽出液の添加実験では、最終蛋白濃度を 2mg/mlに調節し、原液と 10倍希釈

液を用意した。原液投与群では、 KA投与・非投与にかかわらず、幹細胞の増殖が強く認め

ら才"1...overgrowthとなり未分化状態であり、両者間の差を検討することはできなかったo

これはおそらく培養液の蛋白濃度上昇による結果と考えられた(図 3A-C)o 10倍希釈によ

る検討では蛋白濃度上昇による overgrowthは認められなかった。蛋白未添加、1/10正常

海馬蛋白抽出液、 1/10KA投与対側海馬抽出液、1/10KA投与側海，開由出液の4群の比較

においての比較では、各群聞に差は認められなかった(図4D-P)。原液から 10倍希釈液の

中間の濃度程度では差が生じる可能性は否定できないが、今回の結果からは、明らかな神経

分化因子や神経膝細胞分化因子が KA投与により分制巴大化する海馬歯状回蛋白抽出液に

あることを示すことはできなかったo

4:まとめ

このモデルでは頼粘細胞の胞体の肥大化、神経突起の高度な萌芽に加え、高度な細胞の分

散が認められる九この分散には神経細胞の遊走とそれに伴う周囲の神経との連絡の再構築

が必要であり、その機構を支える因子の可能性を検討することを目的に今回の研究を行った。

しかし、以上の結果のように今回の結果では神経再構築を増強するような物資の存在を示唆

する結果は得られなかった。

神絶細胞そのものではなしその分化に適した環境の有無を調べるためには、細目敏村夜を

中心に調べるべきである。その目的より、マイクロダイアリーシスによる資本H采取を試みた。

ただし、この方法で、得られる資料はフ'ロープ、の入っているすそ近傍のものであり、量・濃度

としてきわめて少ないものであると考えら払細脚音養液内への添加という方法で、は全く量

が不足していた可能性がある。

一方、蛋白抽出液では、非特異的な細胞自殖を生じるような高い蛋白量が得られた。しか

し、この場合に細目敏い夜のしめる量は少なく、実際にこのモデルより期待される結果を選定

しにくい条件となったものと推測された。実際の結果でも対照との差はなく、今後この実験

を継続するためには、外液を濃縮し使用する必妻性があるものと考えられた。
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図1:マウス海馬切片培養に対する海馬蛋白抽出液の影響。蛋白抽出液無添加(A)

の対照と比較し、 KA投与反対側の海馬より抽出した蛋白を培養液内に添加した群
(8)で、は対照と明らかな差は認められなかったが、 KA投与側蛋白抽出液(C)では

アンモン角の錐体細胞層が変性脱落していた。



図2:マイクロダイアリーシスにより採取した海馬細胞外液をマウス神経幹細胞の培養液に

添加して、神経幹細胞の分化に対する影響を調べた。対照としてマイクロダイアリーシスの

潅流液である人工髄液を同様に添加した(A，B)。正常海馬より抽出した細胞外液の1/10希

釈液(C)と原液(D)、力イニン酸投与から1週間経過した海馬細胞外液の1110希釈液(E)と

原液(F)を添加した両群を比較した。幹細胞分化誘導について明らかな差は認められず、

人工髄液との比較で、も違いは認められなかった。 緑:MAP2、赤 :GFAP



図3:マウス神経幹細胞に対する海馬蛋白抽出液の影響。蛋白抽出液を希釈せず培養液

に添加すると、 (C)の様に細胞がovergrowthになり、このため分化傾向が抑制された。この

図にはKA投与側海馬蛋白抽出液の結果を示しているが、正常海馬、 KA投与側対側海馬

蛋白抽出液で、も同様の結果であった。このため分化誘導の検討には1110希釈液での検討

を行った。 (A)蛋白抽出液無添加、 (B)1110K.J生投与側海馬蛋白抽出液。

(E)ω(G):培養液内へ1/10の蛋白希釈液を連日8日間投与して、免疫組織化学を施行した。

(D):未添加、 (E):正常海馬、 (F):KA対側海馬、 (G):KA投与海馬。各群とも赤色に染まる

GFAPが優勢で、緑色に染まる MAP-2陽性の神経細胞は細胞の大きさや突起の伸展程

度に明らかな違いは認められなかった。
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