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緒 言 

 

脳は多量の血液循環により多くの酸素およびグルコースを消費しているため，

体のなかで最も虚血に弱い臓器の一つである．このため，低酸素・低血糖や外傷

などにより神経細胞死が生じやすい(Lipton, 1999)．脳血管障害は，脳虚血により

神経細胞死をきたす代表的な病態の一つであり，厚生労働省「平成 29 年人口動

態統計」によると，日本人の死亡原因の４番目である．脳血管障害に伴う麻痺や

失語など生活に支障をきたす大きな障害を残す厄介な疾患であるため，原因究

明は急務である． 

脳では，大脳皮質，海馬や小脳が，低酸素・低血糖の影響を受けやすいことが

知られている(Ginsberg & Busto, 1989)．脳において，虚血時間が 6～8 分を過ぎる

と神経細胞に不可逆的な変化が生じ，細胞死が引き起こされる(Lipton, 1996)．脳

虚血による神経細胞死の機序としては，グルタミン酸大量放出による N-methyl-

D-aspartic acid(NMDA)受容体の活性化に伴って生じる細胞内 Ca2+の過剰蓄積が

良く知られている(Sattler & Tymianski, 2001)．興奮性アミノ酸であるグルタミン

酸は，興奮性伝達物質として脳に豊富に存在し(Fonnum et al., 1986)，高濃度で細

胞外に存在すると，神経毒として作用する(Rothman & Olney, 1986; Choi et al., 

1987)．グルタミン酸の受容体は，α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic 
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acid(AMPA)，NMDA およびカイニン酸受容体の 3 つの種類に分類されており，

AMPA およびカイニン酸受容体は Na+を流入させ，NMDA 受容体は Ca2+を流入

させる．NMDA 受容体を介した Ca2+の異常流入が，細胞死に深く関わっている

と考えられている(Rothman & Olney, 1986; Choi et al., 1987)． 

また，細胞外からの Ca2+流入のみならず，細胞内 Ca2+貯蔵部位である小胞体

からの Ca2+放出が，虚血に伴う神経細胞の不可逆性の変化発生に重要な役割を

担うことが示唆されている(Szydlowska & Tymianski, 2010)．小胞体内からの Ca2+

放出機構には 2 種類の受容体が関与する．一つは，Ca2+自身が Ca2+放出を誘発す

る Ca2+誘導 Ca2+放出であり，小胞体膜上のリアノジン受容体を介して生じる．

もう一つは，イノシトール三リン酸により小胞体からの Ca2+放出を促すイノシ

トール三リン酸誘導 Ca2+放出であり，小胞体膜上のイノシトール三リン酸受容

体(IP3 受容体)を介して起こる(Clapham, 1995)．虚血時においては，リアノジン受

容体および IP3 受容体の活性化を介した小胞体からの Ca2+放出が，細胞死に寄与

することが報告されている．例えば，細胞外 Ca2+非存在下およびリアノジン受

容体遮断薬であるダントロレンにより Ca2+誘導 Ca2+放出を抑制した状態で海馬

スライス標本に虚血負荷をかけると，細胞内 Ca2+の上昇が抑制されることが示

されている(Dubinsky & Rothman, 1991; Mitani et al., 1993)．また，細胞外 Ca2+非

存在下および小胞体への Ca2+の取り込み阻害剤であるタプシガルジン存在下に



4 
 

おいて，急性単離した海馬 CA1 細胞に虚血負荷を与えると，細胞内 Ca2+の上昇

が抑制されることが示されている(Larsen et al., 2005)．さらには，海馬培養細胞

では，リアノジン受容体や IP3 受容体の活性化により小胞体内の Ca2+が枯渇し

て，ストア作動性 Ca2+チャネルが活性化され，その結果，細胞内 Ca2+の過剰蓄

積が引き起こされて，細胞死が生じることが報告されている(Berna-Erro et al., 

2009)． 

大脳皮質錐体細胞は，海馬錐体細胞と同様に脳虚血により神経細胞死が生じ

やすい(Ginsberg & Busto, 1989)．しかし，脳虚血によって生じる小胞体からの Ca2+

放出が，神経細胞死に対してどのような役割を果たすかについては不明な点が

多い．本研究では，ホールセルパッチクランプ記録を用い，虚血負荷による神経

細胞死に対し，小胞体からの Ca2+放出抑制がどのような効果を示すかを検討し

た． 
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実験方法 

 

本研究における実験は，大阪大学動物実験規程および大阪大学大学院歯学研

究科動物実験委員会の規程に従って実施した(動歯-27-002-0)． 

 

1. 脳幹スライス標本の作製 

生後 14～21 日齢の C57BL/6J マウス(日本動物)をイソフルラン深麻酔下で断

頭した後，直ちに脳全体を摘出し，95%酸素および 5%二酸化炭素の混合ガスを

飽和させ氷冷した調整人工脳脊髄液(modified artificial cerebrospinal fluid；M-

ACSF)［組成：Sucrose(214 mM)，NaHCO3(26 mM)，KCl(1.8 mM)，KH2PO4(1.2 mM)，

CaCl2(0.5 mM)，MgCl2(2.8 mM)，D-glucose(50 mM)］に 5 分間浸漬した．脳ブロ

ックから大脳のみを残し，硬膜除去後に，スライサー(MICROSLICER DTK-1000，

堂阪イーヱム社製)を用いて大脳皮質体性感覚野を含む厚さ 300 μm の冠状断ス

ライス標本を作製した．スライス標本は，室温の M-ACSF と標準人工脳脊髄液

(normal ACSF；N-ACSF)［組成：NaCl(126 mM)，NaHCO3(26 mM)，KCl(1.8 mM)，

KH2PO4(1.2 mM)，CaCl2(2.0 mM)， MgCl2(1.3 mM)，D-glucose(10 mM)］の等量混

合液内で 30 分，続いて N-ASCF 内で 30 分以上回復してから，電気生理学的記

録に供した． 
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2. 電気生理学的記録 

電極作製装置(P-830，NARISHIGE SCIENTIFIC INSTRUMENT LAB.社製)を用

いて，フィラメント付き硼珪酸酸ガラス微小管(外径 1.50 mm，内径 1.17 mm；

GC150TF-15，Warner Instruments 社製)からパッチ用電極(先端径約 1.5 μm)を作製

し，記録細胞の標識のためのバイオサイチンを添加した電極内液［組成：K-

gluconate(118 mM)，KCl(18 mM)，NaCl(14 mM)，ATP-Mg(2 mM)，GTP-Na3(0.3 mM)， 

HEPES(10 mM)，EGTA(0.1 mM)，バイオサイチン(10 mM)；KOH で pH 7.3 に調

整］を充填した．パッチクランプ用増幅器(AxoPatch 1D，Molecular Devices 社製)

を用いてホールセルパッチクランプ記録を行った．微分干渉正立顕微鏡

(Axioskop，Zeiss 社製)のステージ上に設置された記録用チャンバーへ大脳皮質

スライス標本を移して，弱拡大観察下(対物レンズ Plan –NEOFLUAR 5×/0.15)で，

体性感覚野を同定した．強拡大観察下(対物レンズ LUMPlanFI 60×/0.90 w)で，

スライス表層に位置する第 II/III 層錐体細胞の細胞体中央部の細胞膜に，マイク

ロマニピュレーター(PCS-5000；Burleigh 社製)を用いてパッチ電極先端を密着さ

せ，超高抵抗封鎖(> 5 GΩ)を確認した後，電極内側の細胞膜を破りホールセルパ

ッチ(whole-cell patch)を形成した．この時，直列抵抗は 15 MΩ未満であった．記

録用チェンバー(容積 1.0 ml)には，N-ASCF を流速 2.0 ml/min および液温 37 度で

持続的に灌流した． 
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パッチクランプ用増幅器からの信号はアナログ－デジタル変換器(DigiData 

1322A，Molecular Devices 社製；サンプリング周波数 10 kHz)を通じてパーソナ

ルコンピューター(PowerMac G3，Apple 社製)へ入力し，専用ソフトウェア

(AxoGraph 4.9，Axon Instruments 社製)を用いてハードディスクにデータファイル

として記録した．データの計測には，専用の解析ソフト(AxoGraph X)を用いた．

大脳皮質神経細胞の発火パターンから，錐体細胞か抑制性神経細胞かを分類す

るため，電流固定下で，刺激装置(SEN-3301，日本光電社製)とアイソレーター(SS-

201J，日本光電社製)を用いて持続時間 1 秒の脱分極性電流パルスを与え，膜電

位応答を記録した．虚血による電気生理学的変化を観察するため，電流固定下で

膜電位の経時変化を記録した．虚血状態を再現するため，無酸素・無グルコース

溶液を脳スライス標本に灌流した．無酸素状態は，人工脳脊髄液を 95%窒素お

よび 5%二酸化炭素の混合ガスで通気することにより誘導し，無グルコース状態

は，通常の人工脳脊髄液から D-glucose を除くことにより誘導した．小胞体から

の Ca2+放出を減少させるため，電極内液にリアノジン受容体阻害薬である

ruthenium red(100 µM)およびイノシトール三リン酸受容体阻害薬である

xestospongin C(10 µM)のいずれか一方または両方を充填した(以下，RR 群，Xest 

C 群，RR+Xest C 群)．カエルの骨格筋や心筋において，ruthenium red の IC50 値

(反応を 50%阻害する薬剤の濃度)は 2～3 µM 程度で(Baylor et al., 1989)，100 µM
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の ruthenium red では，リアノジン受容体の働きを 90%以上阻害することが知ら

れている(Xu et al., 1999)．そのため，リアノジン受容体を阻害するために，十分

と考えられる 100 µM に濃度を設定した．また，PC12 細胞では， xestospongin C

の IC50 値は 0.36 µM であり，10 µM の xestospongin C では，イノシトール三リ

ン酸受容体の働きを 90%以上阻害することが知られている(Gafni et al., 1997)．し

たがって，xestospongin C の濃度を 10 µM と設定した．また，ストア作動性 Ca2+

チャネルを介した細胞内 Ca2+の過剰蓄積を抑制するため，ストア作動性 Ca2+チ

ャネル阻害薬である SKF96365(10 µM)を，虚血前および虚血中に灌流投与した

(以下，SKF 群)．ストア作動性 Ca2+チャネルを阻害する場合，SKF96365 の IC50

値は 8～12 µM 程度で(Merritt et al., 1990) ，PC12 細胞において，通常 10～50 µM

程度の濃度域で用いられる(Varnai et al., 2009; Chen et al., 2013) ． 本研究では，

SKF96365 について 10 µM と濃度を設定した．全ての試薬は，Sigma-Aldrich 社

製のものを使用した． 

 

3. バイオサイチン染色 

虚血負荷前および虚血負荷後の電気生理学的記録終了後，スライス標本を

Zamboni 固定液(4% formaldehyde，75% saturated picric acid，0.1 M Na2HPO4；NaOH

で pH 7.2 に調整)(Okamoto et al., 2016)で一晩以上固定した．固定した標本を 0.1 
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M phosphate-buffered 0.9% saline(PBS；pH 7.4)で洗浄した後，0.3% Triton X-100 を

含む 0.1M PB で洗浄し，内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害するため，1% H2O2

を含む 0.1M PB で洗浄した．その後，0.3% Triton X-100 を含む PBS で，50 倍希

釈した avidin: biotinylated enzyme complex (ABC; VECTASTAIN Elite ABC，Vector 

Laboratories，Burlingame，CA，USA)を 1 晩反応させた．0.1M PB で洗浄した後，

コバルト・ニッケル増感法による DAB 反応を行った．標本を PBS で洗浄した

後スライドガラスに貼り付け，標本用包埋剤(VECTASHIELD Mounting Medium，

Vector Laboratories 社製)とカバーグラスを使って封入し，光学顕微鏡で観察した． 

 

4. 統計学的解析 

マウス大脳皮質スライス標本に control 条件下(以下，Cont 群)で無酸素・無グル

コース溶液を灌流し，虚血負荷を開始すると，虚血初期には緩徐な脱分極が生じ，

5~12 分後から急峻な脱分極が発生して，膜電位が消失し，細胞膜に不可逆的変

化が生じていた(図 1)．このため，5 つの条件下(Cont 群，RR 群，Xest C 群，

RR+Xest C 群，SKF 群)で膜電位の経時変化を記録した後，急峻脱分極電位の最

大勾配，発生潜時，最大勾配時点の膜電位，振幅，最大膜電位について比較検討

した(図 1)．最大勾配は，全測定区間において 10 ms 間隔ごとの勾配を求め，そ

の最大値とした．発生潜時は，無酸素・無グルコース溶液の投与開始時点から，
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最大勾配を示す時点までの時間を計測し，また，その時点における膜電位を計測

した．最大膜電位は，最大勾配を示す時点から 4 分後までの区間において，最も

大きい膜電位を計測した．振幅は，静止膜電位から最大膜電位までの電位を計測

した．データは平均±標準偏差の形で表示した．対応のない 5 群間の平均の差

の検定には，一元配置分散分析(one-way ANOVA)を行い，多重比較検定は Fisher's 

LSD test を使用した．有意水準は 5%とした．  
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結 果 

 

1. 大脳皮質体性感覚野第 II/III 層における錐体細胞の同定  

 本研究では，大脳皮質体性感覚野第 II/III 層に位置する錐体細胞を対象として，

虚血負荷に対する影響を検討した．大脳皮質体性感覚野には，錐体細胞や抑制性

神経細胞といった様々な種類の神経細胞が混在しているので，虚血負荷前に，ス

ライス標本中の神経細胞の形態および発火パターンにより，錐体細胞の同定を

行った．大脳皮質錐体細胞において，膜電流固定下で脱分極性電流パルスに対す

る膜電位応答の発火パターンは regular-spiking であり，発火発生の時間間隔の増

加，即ち．発火の順応が認められることが確立されている(Zhao et al., 2005; 

Morishima & Kawaguchi, 2006)．また，抑制性神経細胞の発火パターンは fast-

spiking であり，発火の順応が認められないことが知られている(Kawaguchi, 

1995) ．錐体細胞の発火パターンの 1 例を図 2A に示す．この細胞の発火パター

ンは regular-spiking であり，発火の順応が認められた．また，バイオサイチンに

よって標識された同じ錐体細胞の染色像では，細胞体は錐体形を示し，尖端樹状

突起は大脳皮質表層へ向かって伸びていることが確認された(図 2B)．一方，抑

制性神経細胞のおり 1 例を図 2C，D に示す．発火パターンは fast-spiking であり，

発火の順応がほとんど認められなかった(図 2C)．バイオサイチンによって標識
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された抑制性神経細胞の染色像では，軸索が細胞体をバスケット状に囲んでい

る様子が観察された(図 2D) ．本研究では，錐体細胞を対象として，虚血負荷に

対する影響を検討したため，抑制性神経細胞においては，虚血負荷に対する影響

を検討しなかった． 

 

2. 虚血負荷による錐体細胞の細胞構築変化 

 次に，バイオサイチン染色を用いて，虚血負荷により，錐体細胞の細胞構築が

どのように変化するかを観察した．虚血負荷後，急峻脱分極電位発生以前にスラ

イス標本を固定し，錐体細胞の形態を観察したところ(n = 3)，細胞体や樹状突起

に形態変化が殆ど認められなかった(図 3A)．しかし，急峻脱分極電位発生直後

にスライス標本を固定し，錐体細胞の形態を観察したところ(n = 2)，細胞体が膨

化し，細胞体や樹状突起の染色性が顕著に低下していた(図 3B)．  

 

3. 虚血負荷に対する RR，Xest C，SKF の効果 

図 4 では，Cont 群(A)，RR 群(B)，Xest C 群(C)，RR + Xest C 群(D)および SKF

群(E)における代表的な膜電位変化を示す．急峻脱分極電位の発生潜時は，Cont

群と比較して，RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群において，延長してい

ることが観察された．また，急峻脱分極電位の最大勾配が，Cont 群と比較して，
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RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群において，緩やかになっていることが

観察された． 

図 5 では，Cont 群(A，n = 10)，RR 群(B，n = 7)，Xest C 群(C，n = 7)，RR + Xest 

C 群(D，n = 7)および SKF 群(E，n = 7)における，虚血負荷前の静止膜電位，虚血

負荷により生じる急峻脱分極電位の最大勾配時点の膜電位，最大膜電位を示す．

記録した全ての細胞において，最大勾配時点の膜電位および最大膜電位は，約 20

～30 mV 毎に上昇していた． 

図 6 から図 10 において，急峻脱分極電位の発生潜時，最大勾配時点の膜電位，

最大勾配，最大膜電位，振幅の計測値をまとめた結果を示す．急峻脱分極電位の

発生潜時は，Cont 群，RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群の順に，8.3 ± 

2.3 分，15.7 ± 4.7 分，17.1 ± 8.8 分，23.3 ± 8.5 分，21.8 ± 8.8 分であり，

RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群では，Cont 群と比較して，有意に延長

していた(RR 群：p < 0.05 vs Cont 群；Xest C 群：p < 0.03 vs Cont 群；RR+Xest C

群：p < 0.01 vs Cont 群；SKF 群：p < 0.01 vs Cont 群) (図 6)． 

急峻脱分極電位の最大勾配時点の膜電位は，上記と同様の順に，–49.7 ± 6.8 

mV，–47.6 ± 10.0 mV，–49.8 ± 10.6 mV，–44.9 ± 9.7 mV，–53.1 ± 11.6 mV

であり，5 群の間に有意差は認められなかった(図 7)．急峻脱分極電位の最大勾

配は，上記と同様の順に，8.7 ± 2.7 mV/秒，5.5 ± 1.5 mV/秒，5.0 ± 2.7 mV/
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秒，1.9 ± 1.2 mV/秒，4.3 ± 1.7 mV/秒であり，RR 群，Xest C 群，RR+Xest C

群，SKF 群では，Cont 群と比較して，有意に減少していた(RR 群：p < 0.01 vs 

Cont 群；Xest C 群：p < 0.01 vs Cont 群；RR+Xest C 群：p < 0.01 vs Cont 群；SKF

群：p < 0.01 vs Cont 群) (図 8)．また，RR+Xest C 群では，RR 群および Xest C 群

と比較して，有意に減少していた(RR 群：p < 0.01 vs RR+Xest C 群；Xest C 群：

p < 0.02 vs RR+Xest C 群) (図 8)． 

最大膜電位は，順に，–15.4 ± 9.1 mV，–18.5 ± 6.0 mV，–22.7 ± 13.5 mV，

–16.5 ± 5.8 mV，–29.8 ± 8.8 mV であり，SKF 群では，Cont 群と比較して，

有意に深い膜電位を示していた(p < 0.01) (図 9)．また，SKF 群では，RR 群およ

び RR+Xest C 群と比較して，有意に深い膜電位を示していた(RR 群：p < 0.04 vs 

SKF 群；RR+Xest C 群：p < 0.02 vs SKF 群) (図 9)．急峻脱分極電位の振幅は，

順に，62.8 ± 12.7 mV，65.0 ± 3.9 mV，61.3 ± 15.3 mV，61.6 ± 5.8 mV，

55.5 ± 7.1 mV であり，5 群の間に有意差は認められなかった(図 10)． 
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考 察 

 

脳が正常な機能を保つためには酸素とグルコースの供給が必須であり，虚血

時間が 6 分を過ぎると神経細胞は機能的に不可逆的変化を示す．本研究におい

て，マウス大脳皮質第 II/III 層錐体細胞に対し，虚血負荷を与えると，緩徐な脱

分極電位が生じ，虚血負荷 5～12 分後に急峻な脱分極電位が発生した．そして，

膜電位・膜抵抗は消失し，細胞膜に不可逆的変化が生じることが明らかになった．

こうした膜電位変化は，脳虚血による大脳皮質表面直流電位変化と一致してお

り(Hansen, 1985)，脳虚血モデルとして有用であるといえる．また，本研究の結

果から，虚血負荷による神経細胞死に対し，小胞体からの Ca2+放出を抑制する

ことにより，神経保護作用が生じる可能性が示唆された． 

これまでの知見から，虚血負荷により生じると考えられる神経細胞死の過程

を図 11 に示す．まず，虚血に伴い ATP が減少するため，Na+-K+ポンプの機能低

下による細胞外 K+濃度の上昇が起こり，細胞外グルタミン酸濃度の上昇が生じ

る(Tanaka et al., 1997)．そして，細胞外グルタミン酸濃度の上昇に伴う NMDA 受

容体の活性化により，細胞内 Ca2+濃度の上昇が生じる(Sattler & Tymianski, 2001)．

また，細胞内 Ca2+貯蔵部位であるリアノジン受容体および IP3 受容体が活性化さ

れ，小胞体から Ca2+の放出が生じ，細胞内 Ca2+濃度がさらに上昇する(Verkhratsky, 
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2005)．さらには，小胞体内の Ca2+が枯渇すると，ストア作動性 Ca2+チャネルが

活性化される(Berna-Erro et al., 2009) (図 11)． 

虚血が進行し，Na+-K+ポンプの機能が破綻すると，急峻脱分極が発生する．ま

た，Ca2+依存性酵素の活性化により，非選択的イオン(Na+，Ca2+，Cl-等)の透過性

の上昇が生じ，細胞の膨化が起こる(Larsen et al., 2005; Brisson & Andrew, 2012)．

最終的に，錐体細胞の膜電位が消失し細胞膜の破壊が引き起こされるものと考

えられる．また，幼若ラットの大脳皮質体性感覚野錐体細胞において，急峻脱分

極電位発生後，caspase-3 が活性し，神経細胞死が生じることが知られている

(Albrecht et al., 2005)．したがって，本研究において，細胞の膨化(図 3) および急

峻脱分極の発生と膜電位の消失(図 4)が生じていることから，膜電位消失後，神

経細胞死が生じていると考えられる．これまでの海馬錐体細胞を用いた研究で

は，小胞体からの Ca2+放出によって小胞体の Ca2+濃度は低下するが，Ca2+緩衝剤

によって細胞質の Ca2+濃度を維持している条件下では，発生潜時の延長のみ生

じることが示されている(Yamamoto et al., 1997)．一方，本研究により，大脳皮質

体性感覚野錐体細胞において，小胞体からの Ca2+放出を抑制することで小胞体

の Ca2+濃度は維持され，細胞質の Ca2+濃度も維持している条件下では，発生潜

時の延長だけでなく，最大勾配も減少することが確認された．つまり，小胞体の

Ca2+濃度の維持により，最大勾配が減少する可能性が新たに示唆された． 
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1. 実験的虚血により生じる錐体細胞の膜電位変化 

虚血負荷直後，ほとんどの第 II/III 層錐体細胞において，緩徐な脱分極電位が

認められた(図 1)．これまでの研究により，海馬錐体細胞において，Na+-K+ポン

プ抑制薬であるウアバインあるいは高濃度の K+(10～20 mM)溶液を人工脳脊髄

液に添加して投与すると，緩徐な脱分極電位が誘導されることが示されている

(Fujiwara et al., 1987)．また，non-NMDA 受容体遮断薬である CNQX や NMDA 受

容体遮断薬である AP5 によって，緩徐な脱分極電位が抑制されることが見出さ

れている(Tanaka et al., 1997)．これらの報告から，緩徐な脱分極電位は，Na+-K+

ポンプの機能低下による細胞外 K+濃度上昇や細胞外グルタミン酸濃度の上昇が

原因と考えられる． 

さらに，虚血負荷後，緩徐な脱分極電位が発生した後，急峻な脱分極電位が発

生していた(図 4)．脳梗塞発生時，虚血状態になってから数分で，細胞膜上の Na+-

K+ポンプが破綻し，細胞膜を介して大量のイオンの流入と流出が起きることが

知られており(Kaminogo et al., 1998)，この現象は，虚血性脱分極と呼ばれている

(Hossmann, 1994)．この状態では，神経細胞の再分極に多大なエネルギーが消費

されるため，神経細胞の Na+-K+ポンプの機能が低下して，細胞膜のホメオスタ

シスの維持が難しくなり，長く続くと不可逆的壊死(梗塞)が生じる(Hossmann, 

1994)．本研究で観察された虚血負荷により生じる急峻な脱分極電位の発生が，
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虚血性脱分極に相当することが示唆されているため(Brisson & Andrew, 2012)，

Na+-K+ポンプの機能不全が，急峻な脱分極電位の発生に主要な役割を果たして

いると考えることができる．本研究の結果において，リアノジン受容体や IP3 受

容体を介した小胞体からの Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チャネルからの

Ca2+の流入を抑制することにより，急峻な脱分極電位発生までの潜時が延長して

いたことから，虚血による細胞内 Ca2+濃度の上昇を抑制することで，Na+-K+ポン

プの機能不全が抑制された可能性が示唆される．心筋では，ミトコンドリア内の

Ca2+濃度過剰により ATP の産生が減少し，その結果，Na+-K+ポンプの機能不全

が引き起こされることが示されている(Santulli et al., 2015)．大脳皮質第 II/III 層

錐体細胞においても，虚血時，同様の機序により，Na+-K+ポンプの機能不全が生

じているものと考えられるため，小胞体からのCa2+放出およびストア作動性Ca2+

チャネルからの Ca2+の流入の抑制が，神経保護作用に作用する可能性が高い． 

また，本研究では，小胞体からの Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チャネル

からの Ca2+の流入の抑制により，急峻脱分極発生時における最大勾配が減少す

ることを見出した．つまり，小胞体からの Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チ

ャネルからの Ca2+流入の抑制が，神経細胞死の遅延に寄与していることが明ら

かになった．急峻脱分極電位の最大勾配は，急速な膜電位変化をもたらすイオン

チャネル(電位依存性 Na+チャネルや電位依存性 Ca2+チャネル等)の開口確率が関
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与しており，急峻脱分極発生時，非選択的イオン(Na+，Ca2+，Cl-等)の透過性上昇

が生じることが報告されている(Tanaka et al., 1997)．実際，急峻脱分極発生時の

バイオサイチン染色画像において，細胞体や樹状突起の染色性が低下していた

ことから(図 3B)，急峻脱分極電位発生以前では，錐体細胞の形態は殆ど変化し

ないが，急峻脱分極電位発生直後に，非選択的なイオン(Na+，Ca2+，Cl-等)の透過

性上昇が生じる可能性が示唆される．イオンチャネルの開口確率の増大におい

ては，Ca2+依存性酵素(カルモジュリン依存性キナーゼ等)の活性化が重要な役割

を果たすことが示されている(Orrenius et al., 1989)．したがって，小胞体からの

Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チャネルからの Ca2+流入の抑制により，Ca2+依

存性酵素の働きが抑制され，その結果，急峻脱分極発生時の非選択的イオン(Na+，

Ca2+，Cl-等)の透過性上昇をもたらすイオンチャネルの開口確率の増大が抑制さ

れたと考えることができる．また，本研究において，RR+Xest C 群では，RR 群

および Xest C 群と比較して，有意に最大勾配が減少していた(図 7)．これらの結

果から，リアノジン受容体または IP3 受容体のどちらか一方を抑制した時と比較

して，リアノジン受容体および IP3 受容体を同時に抑制した方が，神経保護作用

が増強されると思われる．また，海馬 CA1 錐体細胞において，1 つの小胞体に

リアノジン受容体および IP3 受容体が共に発現していることが報告されている

(Nakamura et al., 1999; Power & Sah, 2002)．リアノジン受容体と IP3 受容体のどち
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らか一方を抑制した時と同時に抑制した時を比較したところ，発生潜時の延長

や最大勾配の減少において，相加性を示していなかった．このことは，1 つの小

胞体にリアノジン受容体および IP3 受容体が共に発現していることが原因であ

ると考えられる．小胞体からの Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チャネルから

の Ca2+流入の抑制により，最大勾配が減少する一方，最大勾配を示す時点にお

ける膜電位には，5 群の間に有意差は認められなかった(図 8)．このことから，

本研究で使用した阻害剤は，急峻脱分極発生に寄与するイオンチャネル(電位依

存性 Na+チャネルや電位依存性 Ca2+チャネル等)を活性化する膜電位に影響を及

ぼさないことが示唆される． 

虚血負荷により，急峻な脱分極電位が発生した後，細胞膜に不可逆的変化が生

じていた(図 4)．各条件下における急峻脱分極後の最大膜電位を比較したところ，

SKF 群では，Cont 群，RR 群および RR+Xest C 群と比較して，有意に深い膜電

位を示していた(図 9)．SKF は，ストア作動性 Ca2+チャネルからの Ca2+流入を抑

制することから，最大膜電位の差異は，細胞外から細胞内へ流入した Ca2+流入

に起因している可能性が示唆される．一方，振幅を比較したところ，5 群の間に

有意差は認められなかった(図 10)．この結果から，虚血負荷により生じた非選択

的イオン(Na+，Ca2+，Cl-等)の流入量は，5 群の間で差異が生じていなかったこと

が示唆される． 
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2. 脳虚血と小胞体からの Ca2+放出およびストア作動性 Ca2+チャネルからの

Ca2+流入 

小胞体は，虚血時において過剰な Ca2+を緩衝することにより細胞内 Ca2+ホメ

オスタシスを保つ働きがあり，こうした機構が，小胞体ストレスや細胞死に対す

る抑制作用を示すと考えられている(Vergun et al., 1999)．しかし，小胞体内に過

剰な Ca2+が蓄積すると，逆に小胞体から Ca2+を放出し，神経細胞死を引き起こ

す(Mattson et al., 2000)．脳虚血時における小胞体からの Ca2+放出は，リアノジン

受容体および IP3 受容体を介して行われる．リアノジン受容体は，細胞質 Ca2+に

よって活性化され，一酸化窒素により活性化される機構も報告されている

(Kakizawa et al., 2012)．リアノジン受容体には，3 つのサブタイプ(1～3 型)が存

在し，1 型リアノジン受容体は，骨格筋や小脳プルキンエ細胞，2 型リアノジン

受容体は，心筋，脳や膵臓，3 型リアノジン受容体は，平滑筋や脳などに発現が

認められる(Giannini et al., 1995)．3 つのサブタイプの中で，2 型リアノジン受容

体が中枢神経系において主要な役割を果たしていると考えられており，虚血時

においては，ラット大脳皮質に発現している 2 型リアノジン受容体の活性化が

亢進し，細胞死が導かれることが報告されている(Bull et al., 2008)． 

一方，IP3 受容体は，IP3 が結合することによって活性化され，細胞質 Ca2+によ

っても活性化される(Verkhratsky, 2005)．IP3 受容体においても，3 つのサブタイ
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プ(1～3 型)が存在し(Foskett et al., 2007)，1 型 IP3 受容体は主に神経細胞に発現し

ており (Yamada et al., 1994)，2 型 IP3 受容体は主にアストロサイトに豊富に発現

している(Petravicz et al., 2008)．3 型 IP3 受容体も 1 型 IP3 受容体と同様に神経細

胞に発現しているが，1 型 IP3 受容体と比較すると，発現量が非常に少ないこと

が明らかにされている(Bodalia et al., 2013)．マウス大脳皮質培養細胞において，

ホスホリパーゼ C が活性化され，ホスファチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸

が活性化される．そして，IP3 が放出されると，IP3 受容体を介した小胞体からの

Ca2+放出により，小胞体ストレスが生じることが示されている(Chen et al., 2008)． 

分子生物学的手法によって，2 型リアノジン受容体や 1 型 IP3 受容体が，大脳皮

質錐体細胞の脳虚血時における神経細胞死に深く関わっていることが報告され

ているが，電気生理学的手法による報告例は極めて少ない．また，様々な虚血性

疾患の病態生理を理解するために，これらの受容体を含めた小胞体 Ca2+動態の

解明は，望まれている．今回の研究では，パッチクランプ法を用いて，ruthenium 

red はリアノジン受容体を，xestospongin C は IP3 受容体を阻害することにより，

大脳皮質体性感覚野錐体細胞の虚血による神経細胞死の過程が遅延することを

明らかにした． 

ストア作動性 Ca2+チャネルは，小胞体の Ca2+枯渇によって活性化される

(Verkhratsky, 2005)．ストア作動性 Ca2+チャネルの主要な分子実体として，Orai1
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が同定されており(Feske et al., 2006)，小胞体の Ca2+枯渇を感知する stromal 

interacting molecule(STIM)との相互作用を介して活性化される(Cahalan, 2009)．こ

うした Ca2+流入機構は，虚血時における大脳皮質錐体細胞の細胞死に関わって

いることが示されており，ストア作動性 Ca2+チャネルの活性化が，STIM のサブ

タイプである STIM2 に制御されていることが明らかにされている(Berna-Erro et 

al., 2009)．このため，STIM2 が，脳虚血時における神経細胞死に関わっているも

のと考えられる．SKF96365 はストア作動性 Ca2+チャネルを阻害するが，STIM

は阻害しない．SKF96365 存在下においても，虚血負荷時，小胞体からの Ca2+放

出により小胞体の Ca2+濃度は低下しているため，STIM が活性化していると考え

られる．今回，パッチクランプ法を用いて，ストア作動性 Ca2+チャネルを阻害す

ることで，虚血時における大脳皮質体性感覚野錐体細胞の細胞死の過程を遅延

することが，新たに明らかになった．分子生物学的手法や Ca2+イメージング法

で，STIM が虚血性神経細胞死に重要な役割を果たすと考えられている(Berna-

Erro et al., 2009)．本研究結果から，STIM の活性化それ自体よりも，STIM の活

性化により開口するストア作動性 Ca2+チャネルの活性化が虚血による神経細胞

死に大きな影響を及ぼすことが新たに明らかになった．様々な条件で比較する

ことにより，ストア作動性 Ca2+チャネルが小胞体 Ca2+動態に果たす役割が，さ

らに明らかになると考えられる．  
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結 論 

 

本研究の結果から，リアノジン受容体や IP3 受容体の活性化を介した小胞体か

らの Ca2+放出やその後に続くストア作動性 Ca2+チャネルの活性化を介した細胞

内 Ca2+濃度の上昇が，急峻脱分極電位の発生潜時や最大勾配に影響を与え，大

脳皮質体性感覚野第 II/III 層錐体細胞における神経細胞死に深く関与しているこ

とが明らかになった．したがって，虚血負荷による神経細胞死に対し，小胞体か

らの Ca2+放出を抑制することにより，神経保護作用が生じる可能性が示唆され

た． 
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図表の説明 

 

図 1 Control 条件下における虚血負荷に対する膜電位応答と計測項目 

A. Control 条件下における虚血負荷に対する膜電位応答．発生潜時は，無酸素・ 

無グルコース溶液の投与開始時点から最大勾配を示す時点までの時間を計測し

た．最大膜電位は，最大勾配を示す時点から 4 分後までの区間において，最も大

きい膜電位を計測した．振幅は，静止膜電位から最大膜電位までの電位を計測し

た． 

B. 図 A において，赤点線の四角で囲まれた部分を拡大したトレースを示す．最

大勾配は，全測定区間において 10 ms 間隔ごとの勾配を求め，その最大値から求

めた．最大勾配膜電位は，最大勾配を示す時点における膜電位を計測した． 

 

図 2 大脳皮質体性感覚野第 II/III 層に位置する錐体細胞と抑制性神経細胞にお

ける発火および形態学的特性 

A. 1 秒間の過分極性電流パルス(–220 pA)および脱分極性電流パルス(920 pA)に

対する膜電位応答．発火発生の時間間隔が増加していた．つまり，発火の順応が

認められたため，錐体細胞であることが示唆される．バイオサイチンによって標

識された記録細胞の染色像において，細胞体は錐体形を示し，尖端樹状突起は大
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脳皮質表層へ向かって伸びていることが確認される． 

B. 1 秒間の過分極性電流パルス(–220 pA)および脱分極性電流パルス(1000 pA)に

対する膜電位応答．高頻度の発火を示し，発火の順応が認められないため，fast-

spiking 抑制性神経細胞であることが示唆される．バイオサイチンによって標識

された記録細胞の染色像において，軸索が細胞体をバスケット状に囲んでいる

様子が観察される． 

 

図 3 虚血負荷後のバイオサイチン染色像 

A. 急峻脱分極電位発生以前(虚血負荷 5 分後)では，細胞体や樹状突起に形態変

化が認められない． 

B. 急峻脱分極電位発生直後(最大勾配膜電位から 0.5 分後)では細胞体や樹状突

起の染色性が低下している． 

 

図 4 虚血負荷に対する膜電位応答 

A. Cont 群．B. RR 群．C. Xest C 群．D. RR+Xest C 群．E. SKF 群． 

A–E 右図に，A–E それぞれの赤点線の四角で囲まれた部分を拡大したトレース

を示す．虚血負荷前の静止膜電位の平均と 0 mV を点線で示す． 
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図 5 静止膜電位，最大勾配膜電位，最大膜電位の変化 

A. Cont 群．B. RR 群．C. Xest C 群．D. RR+Xest C 群．E. SKF 群． 

 

図 6 各条件下における発生潜時の比較 

RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群では，Cont 群と比較して，有意に延長

している．†：P < 0.05, One-way ANOVA post hoc Fisher's LSD test． 

 

図 7 各条件下における最大勾配膜電位の比較 

5 群の間に有意差は認められない． 

 

図 8 各条件下における最大勾配の比較 

RR 群，Xest C 群，RR+Xest C 群，SKF 群では，Cont 群と比較して，有意に減少

している．RR+Xest C 群では，RR 群および Xest C 群と比較して，有意に減少し

ている．†：P < 0.05, One-way ANOVA post hoc Fisher's LSD test． 

 

 

図 9 各条件下における最大膜電位の比較 

SKF 群では，Cont 群と比較して，有意に深い膜電位を示している．SKF 群では，
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R 与群および RR+Xest C 群と比較して，有意に深い膜電位を示している．†：P 

< 0.05, One-way ANOVA post hoc Fisher's LSD test． 

 

図 10 各条件下における振幅の比較 

5 群の間に有意差は認められない． 

 

図 11 虚血負荷による神経細胞死のメカニズム 

虚血負荷直後，Na+-K+ポンプの機能低下による細胞外 K+濃度上昇や細胞外グ

ルタミン酸濃度の上昇が生じる(1)．また，グルタミン酸による NMDA 受容体の

活性化に伴って，細胞内 Ca2+濃度の上昇が生じる(2)．さらには，リアノジン受

容体および IP3 受容体が活性化され，小胞体から Ca2+の放出が生じる(3)．そし

て，小胞体内の Ca2+が枯渇して，ストア作動性 Ca2+チャネルが活性化される(4)． 

Na+-K+ポンプの機能が破綻すると，急峻脱分極が発生する．急峻脱分極発生時，

Ca2+依存性酵素の活性化により，非選択的イオン(Na+，Ca2+，Cl-等)の透過性上昇

が生じ(5)，細胞の膨化が起こる(6)．錐体細胞の膜電位が消失し，細胞膜に不可

逆的変化(神経細胞死)が引き起こされ，細胞膜が破壊される(7)． 
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