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Abstract We studied activation of microglia and expression of the 27kDa heat shock protein 
(HSP27) in the brain during kainic acid-induced acute hippocampal seizures in rats. The 

microglial activation was observed at 6 hrs after seizure induction, but the expression of HSP27 
was delayed until 3 days after seizure induction. The gross anatomical distributions of the two 
phenomena in the brain structures were almost identical, being localized not only in the primary 

focus at the dorsal hippocampus ipsilateral to the kainic acid injection, but also in selected remote 
brain structures that was highly consistent with the propagation pathways of the hippocampal 

seizure as detected previously by metabolic mapping. These structures included the 
hippocampus, amygdala, entorhinal cortex, piriform cortex, sensorimotor cortex, hypothalamus 

and thalamus. A close observation, however, revealed a difference in distribution of the two 
phenomena in the layers of the contralateral hippocampus : The HSP27 expression showed a 
layer-specific distribution, being localized selectively in the molecular layer and hilus of the 

dentate gyrus, and the radiatum and molecular layers of the CA-3 subfield suggesting the 
expression in the neuropil. On the other hand, the distribution of the microglial activation was 
non-specific to the layers, being scattered in the whole regions of the dorsal hippocampus. There 
were no apparent morphological changes in the neurons in these structures, except for the 
ipsilateral dorsal hippocampus, by light microscopic examinations with hematoxylin-eosin stain-
ing. 

These findings thus indicate that activation of microglial cells and expression of HSP27 occur 
transsynaptically by epileptic activities through the propagation pathways of hippocampal seizure 

and suggest that these phenomena may reflect a part of early microenviornmental alterations in 
epileptic brain. 

Key words: Hippocampal seizure, Microglial activation, HSP27 expression, Propagation path-
way 
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はじめに

ミクログリアがさまざまな脳傷害，例えば虚血16)，電

気凝固による病巣匹炎症叫慢性てんかんモデル1)13)に

反応して活性化されることが知られている．我々は以

前，ラットのカイニン酸誘発海馬発作においてミクロ

グリア活性化が発作伝播経路に沿って，その一次焦点

の遠隔部位にも，ニューロンの見かけ上の形態学的変

化を伴わずに出現することを報告した26)．この結果は，

ミクログリアの活性化がニューロンの器質的障害時の

みならず，てんかん活動などニューロンの機能的変化

によっても起こり，しかもそれは経シナプス性に生じ

ることを示唆している．

熱ショック蛋白 (HSP)は，細胞が熱ストレスや他

の有害な刺激に反応して産生されることが知られてい

る14)．HSPは分子量によって亜型に分類され，

HSP105 (105 kDa), HSP90 (90 kDa), HSP70 (70 

kDa), HSP27(25-30 kDa)と呼ばれている． Plumier

ら18)はラットのカイニン酸誘発海馬発作において

HSP27の発現がみられ，その HSP27陽性細胞はグリ

ア原線維性酸性蛋白質(GFAP)が陽性であることから

アストロサイトであると報告し，また Gramsbergen

とBerg9)はこのモデルにおける GFAPの発現につい

て，脳内分布，時間経過の点から検討した．これらの

結果から，ラットのカイニン酸誘発海馬発作において

は，ミクログリアの活性化のみならず，アストロサイ

トの機能的変化も伴う可能性が強く示唆されている．

我々は，これらのグリア細胞の機能的な変化がてん

かん発作の早期に生じる脳の生物学的反応の一つであ

り，発作による脳の機能的，形態的変化に何らかの役

割を果たしているとの作業仮説のもとに，その検索の

第一段階として，てんかん発作によるミクログリア活

性化と共にアストロサイトの指標マーカーである

HSP27発現の詳細について，脳内分布と時間経過の点

から検討を行った．

方 法

動物と発作誘導

成熟雄性Sprague-Dawleyラット（体重250~400

g)合計24匹を使用した．カイニン酸を左背側海馬に

局所注入する群（局所注入群）と腹腔内投与する群（全

身投与群）に分けて海馬発作を誘発した．

局所注入群： 14匹のラットを使用した．腹腔内ペン

トバルビタール麻酔下で，ステンレスワイヤ（直径0.3

mm) を内部に挿入したステンレスガイドカニューレ

（外径0.6mm)を，左背側海馬 (A=-4.2,L=+ 

4.0, D= +3.0)へ脳定位的に挿入した．カニューレ

は，歯科用セメントを使用して頭蓋骨に固定した．こ

の手術操作後7日間の回復期間をおいた後，発作誘発

を行った．発作は燐酸緩衝液(pH7.4, 0.2 M)に溶解

したカイニン酸 (Sigma社， 2mg/ml)を，ハミルト

ン・マイクロフィルターで濾過して無菌化した後，カ

ニューレを通して 0.6μ1(l.2μg)の量を 1分間かけ

て左背側海馬に注入した．カイニン酸注入後6時間に

わたって行動観察し，発作の開始時間，回数および持

続時間を記録した．それ以後は全身痙攣の有無につい

てのみ観察した．発作の重症度は Racine19)の評価基

準に従って，以下の 5段階に分類し， 6時間の観察時

間中に到達した最高の発作段階を，それぞれの「発作

進展段階」とした．

ステージ I:口と顔の運動

ステージII:点頭

ステージIII：前肢間代痙攣

ステージIV：後肢での起立

ステージv：転倒
全身投与群：カニューレ挿入という物理的損傷によ

る脳の生物学的反応の可能性を除外するために， 5匹

のラットにカニューレを挿入せず，カイニン酸lOmg/

kgを腹腔内に注入し，行動変化を 6時間記録した．

対照群： 5匹のラットに焦点発作グループと同様の

方法で0.6μI燐酸緩衝液を左背側海馬に 1分かけて

注入し， 6時間行動観察を行った．

免疫染色

局所注入群ではカイニン酸局所投与後6時間 (n=

5), 3日間 (n=5), 4週間 (n=4)で，全身投与

群ではカイニン酸腹腔内投与後3日問 (n=5)で，対

照群では燐酸緩衝液局所投与後 3日間 (n=5)で，

ラットをペントバルビタールの過櫨投与によって深麻

酔し， 4％パラホルムアルデヒドを溶解した燐酸緩衝

液で灌流した．灌流固定後の脳は頭蓋から取り出し，

それぞれ10%,15％および20％荒糖溶液を溶解した
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0.lM燐酸緩衝液中に，浜度の薄い順からそれぞれ 12

時間ずつ， 4℃にて浸透させた．その後脳は，ー20℃に

維持したクリオ・ミクロトームでl0~20μm厚の冠状

断を作製し，ゼラチンでコーティングしたスライドに

貼り付けた．免疫染色は間接免疫ペルオキシダーゼ

法lO)により行った．切片は 0.3%H,仇を溶解したメ

タノール液注で30分間，室温でインキュベートし，

0.1% Triton X-100入り 0.05 M Tris-HCI緩衝液

(pH 7.6)で2回，それぞれ5分問洗浄した．切片は，

5％脱脂粉乳を溶解した TEST緩衝液(0.05M Tris-

HCI, pH 7.6, 0.5 M NaCl, 0.05%NaN3, 0.05% 

Tween20)中で，抗CD11 b抗体（単クローン抗体ox-
42, Amersham Life Sciences, 1 : 500) 21)，抗HSP27

家兎抗体（愛知県心身障害者コロニー稲熊豊博士より

分与， 1: 100)，抗HSP27家兎抗体(StressGen,1 : 

500)と共に， 4℃で一晩インキュベートした． ミクロ

グリアの免疫染色は OX-42で， HSP27は抗HSP27

家兎抗体と抗HSP25家兎抗体で行った．0.1%Triton 

X-100入りの Tris-HC]緩衝液で2回洗浄後，燐酸緩

衝液で 1: 200に希釈した horseradishperoxidase標

識二次抗体(VectorLabs, Burlingame, CA, USA) 

を組織切片と反応させた免疫反応を 3,3'-

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)溶液

(0.02%DAB / 0.01%H凸／ 50mM  Tris-HCI 

pH 7.6)により可視化した．切片はヘマトキシリンに

よる核染色を行った．ニューロンの形態学的変化は，

ヘマトキシリンエオジン (HE)染色によって評価し

た．

ミクログリアの免疫染色において，活性化ミクログ

リアはアメーバ状で腿大した細胞体を持つものと定義

し，非活性化ミクログリアは細胞体が小さく，多数の

繊細な突起を持つものと定義した汽

これらの実験計画は九州大学医学部動物実験倫理審

査委員会により承認された．

結 果

行動の変化

対照群：燐酸緩衝液のみを左背側海馬に注入した対

照群では，どのラットにも行動の変化は見られなかっ

た．

局所注入群：左背側海馬へのカイニン酸局所投与を

行ったラットは， Racine19)によって定義された辺縁系

発作の進展段階に従った行動の変化を示した．カイニ

ン酸投与後6時間で屠殺したラットでは， 5匹のラッ

トのうち 4匹はステージIVまで発作が進展し，他の 1

匹はステージIIIまで進展した． 3日間後に屠殺した

ラットでは，カイニン酸注入後 6時間までに 5匹の

ラットのうち 2匹はステージIVまで，他の 2匹はス

テージ I,残りの 1匹はステージHまで発作が進展し

た． 4週間後に屠殺したラットでは，カイニン酸注入

後 6時間までに 4匹のうち 2匹はステージIV, 2匹は

ステージ Iまで進展した．しかし，いずれのラットで

もカイニン酸注入後発作段階を観察した時問は 6時問

のみであり， 3日および4週間後に屠殺したラットで

は6時間以後にも発作が進展して全身痙攣を示し，す

べてのラットが最終的にはステージIVまで進展した．

従って，カイニン酸注入後6時間までの発作進展段階

は初期の発作進展の速度を示すものと考えられた．

全身投与群：腹腔内ヘカイニン酸投与を行ったラッ

トでは，局所注入群と同一の時間経過で，同一の行動

変化による発作進展が見られた．従って，全身投与群

でも辺縁系構造が優先的に発作に関わったことが明ら

かとなった．すべてのラットは 6時間の観察時間内に

ステージIVまで進展した．

ミクログリア活性化と HSP27発現

対照群：燐酸緩衝液注入 3日後には，カニューレ挿

入部位周囲にのみ活性化ミクログリアが見られ，脳全

体には非活性型ミクログリアカゞ認められた（図 1a, 

b). HSP27陽性細胞も同様にカニューレ挿入部位周囲

のみで見られた（図 1c, d). 

局所注入群：

1.カイニン酸注入6時間後： 5匹すべてのラット

において，活性化ミクログリアは注入側背側海馬に限

局して認められた．他の脳構造には活性化ミクログリ

アは見られなかった．

HSP27陽性細胞はカニューレ挿入部位周囲のみに

認められ，注入側海馬やその他の脳部位には見られな

かった．

HE染色ではニューロンの形態学的変化は見られな

かった．

2.カイニン酸注入 3日後：活性化ミクログリアは
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・C ．． --
図 1 対照群（左背側海馬に燐酸緩衝液注入）でのミクログリア (a,b)とHSP27(c, cl)免疫染色．冠状

断の顕微鏡写真．燐酸緩衝液注入 3日後．

a:カニューレ挿入部位（四角で囲んだ部分）のミクログリア活性化を示す．その他の脳部位における
ミクログリア活性化は見られない．矢印で示す部位（背側から腹側へ帯状回皮質，大脳白質，海馬采，

手綱核， 視床網様核， 内包，尾状核—被殻，乳様体視床路，脳弓， および視索）は非特異的染色． 両側

海馬では，CA-1,2および3野の錐体細胞および歯状回の顆粒細胞がヘマトキシリンにより薄く染色さ
れている．b:図1aの四角で囲んだ領域（カニューレ挿入部位）の拡大写真．活性化ミクログリアは

OX-42抗体で強く染色され，ニューロ ンはヘマト キシリ ンの対比染色で淡く染色されている．C:カ
ニューレ挿入部位（四角で囲んだ部分）の HSP27陽性細胞を示す．その他の脳部位における HSP27陽

性細胞は見られない．d:図1Cの四角で囲んだ領域（カニューレ挿入部位）の拡大写真．HSP27陽性

細胞を認める．

本図と以下の図で，脳切片の左側が左半球を示す．

スケールバー ：a,c 1 111111 ; b, d O. 1 111111 

脳の広範な領域に散在した（表 1'図2a)．すなわ

ち，注入側背側海馬を中心に，新皮質（前頭菓，感覚

運動野，頭頂葉，聴覚野，視覚野），古皮質（嗅内野，

梨状菓，帯状回），海馬 (CA-1野， CA-3野，歯状

回），中隔，扁桃体，視床下部（背側領域，腹内側核，

外側領域），視床（背外側核，腹後側・腹外側核）およ

び脳梁に分布していた．しかし，大脳埜底核，小脳お

よび脳幹には同側，対側ともに， ミクログリアの活性

化はまったく 見られなかった（表 l)．活性化が最も顕

著な部位は海馬で，注入側に著しいが，すべてのラッ

トにおいて両側性に見られた（図 2a, b)．次いで新皮

質各領野，嗅内野，梨状葉および視床背外側核にも明

らかな活性化が認められたが，これらの部位は海馬と

違い，必ずしも両側性ではなく，注入側では全例に認

められたが，反対側には出現していないラットもあっ

た（表 l)．扁桃体ではすべてのラットにおいて，同側

にのみ分布を認めた．

背側海馬におけるミクログリアの活性化は注入側と

対側で，その程度と分布に相違が見られた．注入側で

は歯状回顆粒細胞層を除いて，広い領域で活性化が生

じており ，特に CA-2野と CA-3野の錐体細胞層，ぉ

よび歯状回の門で顕著であった（図 2b)．一方，反対
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表 1 左背側海馬へのカイニン酸注入3日後の活性化ミクログリアと HSP27陽性細胞の分布

構造物

新皮質

前頭葉

感覚運動野

頭頂葉

聴覚野

視覚野

古皮質

嗅内野

梨状葉

帯状回

基底核

線条体

淡蒼球

黒質

脚間核

視床下核

辺縁系

海馬 CA-1野

中隔

扁桃体

CA-3野

歯状回

分界条底核

外側手綱核

視床下部

腹内側核

外側領域

背側領域

視床

前腹側核

背内側核

背外側核

腹後側・腹外側核

中心正中核

後側核群

内側膝状体核

外側膝状体核

小脳＃

脳幹＃

白質

脳梁

内包

活性化ミクログリア (n=5) 

同側 対側

+++++ 
+++++ 
+++++ 
+++++ 
+++++ 

+++++ 
+++++ 
++＋十一

+++++ 
十

+++++ 
+＋+＋ー

+++++ 

++---
+----
++---

+++++ 
+＋---

++---

++---
+＋++-

+++＋ー

+----
+＋+＋ー

+＋+--

+＋+--

+++--

+++++ 
+++++ 
+++++ 
+----

+----
+----
+----

+----

++---

HSP27陽性細胞 (n=5) 

同側 対側

+++++ 
+++++ 
+++++ 
+++++ 
+++++ 

+++++ 
+++++ 
+----

+----

+++++ 
+++++ 
+++++ 
++++-
+++++ 

+----
++---

+++--

+++++ 

++---
＋＋＋＋ー

+＋＋十一

++＋ー一

++＋十一

+++--
+++--
+----

+＋---

＋＋＋＋ー

+++++ 
+----
+++--

+----

++＋十一

十 それぞれのラットで，活性化ミクログリアあるいは HSP27陽性細胞が見られたもの
ー それぞれのラットで，コントロールグループと比較して，活性化ミクログリアあるいは HSP27

陽性細胞の誘導が見られなかったもの

# HSP27陽性細胞は脳幹神経核および小脳プルキンエ紐胞に見られたが，それはコントロールグ
ループにも見られた

31 
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側ではやは り広範な分布を示すものの，活性化の程度

は著しくなく ，また層的分布も錐体細胞層，門などの

細胞体が存在する層に強いとい う傾向は示さなかった．

HSP27陽性細胞は活性化ミクログリアとほぼ同じ

分布を示した（表 1' 図2c, d)．しかしながら，これ

ら二つの現象にはい くつかの違いも見られた．すなわ

ち活性化ミク ログリアの分布と異なり， HSP27の発現

は5匹中 3匹のラットにおいて両側扁桃体に見られ，

2匹のラットが視床背外側核に発現を欠き，そして 1

匹のラットでは淡蒼球の同側にも発現が見られた．

背側海馬における HSP27発現の分布はミクログリ

ア活性化と同様，注入側と対側で，その程度と分布に

相違が見られた．注入側では CA-3野の錐体細胞層と

C 

歯状回顆粒細胞層を除いて， HSP27発現は広い範囲で

見られた（図 2cl).一方，対側ではその分布に層特異

性がみられ，この点がミク ログリア活性化の分布と著

しく異なる点であった．すなわち，対側背側海馬にお

けるミクログリア活性化分布が広範であったのに対し，

HSP27は歯状回の分子層と門，およびCA-3野の放線

階と分子階に選択的に発現していた（図2a,.._.__,cl, 3 a 

~ d)． 
これらのミクログリア活性化及びHSP27の発現状

態は，カイニン酸注入後6時間までの発作進展段階（ス

テージIVおよびステージ Iが2匹ずつ， ステージIIが

1匹）による明らかな差は認められなかった．

HE染色によるニューロンの形態学的変化として，

図2 局所注入群（左背側海馬にカイニン酸注入）でのミクログリア (a,b)とHSP27(c, d)免疫染色．

冠状断の顕微鏡写真．カイニン酸注入 3日後．a:活性化ミクログリアは矢印で示すように注入側（左）
では，背側海馬とその直上の新皮質，背側視床下部領域に見られ，さらに対側の背側海馬にも認められ

る．b:図2aの両側海馬の拡大写真．同側海馬では，歯状回顆粒細胞層を除いて，広い領域でミクロ

グリアの活性化が起こっている．特に CA-2野と CA-3野の錐体細胞層および歯状回の門で著しい．対

側海馬でのミク ログリア活性化の分布は図3a, bに示す．c:HSP27陽性細胞は注入側海馬で最も顕

著に見られ，その他同側では新皮質，扁桃体，背側視床下部領域でも認められる（矢印）．対側の背側海

馬にも明瞭な HSP27発現が認められる（矢印）．cl:図 2cの両側海馬の拡大写真．同側では CA-3野

の錐体細胞層と歯状回顆粒細胞層を除いて， HSP27陽性細胞は広い領域で見られる．対側海馬での

HSP27陽性細胞の分布は図3c, dに示す．
スケールバー： a,c 1 mm ; b, d 1 mm 
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カイニン酸注入部位である同側背側海馬錐体細胞層と

歯状回門のニューロンがすべて消失していた．しかし，

反対側背側海馬にはニュ ーロンの形態学的変化は見ら

れず（図 3e, f)，またその他の脳部位にも変化を認め

なかった．

3. カイニン酸注入 4週間後：ミクログリア活性化

とHSP27発現の分布は， 3日後のラットと比較する

とその分布が狭まって限局化する傾向を示し，新皮質

と視床（特に背外側核）での変化が著しく減少して，

海馬優位性が顕著となっていた（表 2)．両者の分布は

ほぼ一致しており，同側海馬に最も著明で，対側梅馬

がこれに次ぎ，梨状葉皮質では 4匹中 2匹ながら両側

性発現を示した．

HE染色による形態変化では，ニューロンの消失は
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表2 左背側海馬へのカイニン酸注入4週間後の活性化ミクログリアと HSP27陽性細胞の分布

構造物

新皮質

前頭葉

感覚運動野

頭頂葉

聴覚野

視覚野

古皮質

嗅内野

梨状葉

帯状回

基底核

線条体

淡蒼球

黒質

脚間核

視床下核

辺縁系

海馬 CA-1野
CA-3野

歯状回

中隔

扁桃体

分界条底核

外側手綱核

視床下部

腹内側核

外側領域

背側領域

視床

前腹側核

背内側核

背外側核

腹後側・腹外側核

中心正中核

後側核群

内側膝状体核

外側膝状体核

小脳

脳幹

白質

脳梁

内包

活性化ミクログリア (n=4) 

同側 対側

+＋--

++--

++++ 
++++ 
++++ 
+---

+---
+---

十一ー一

＋十一一

++--

++＋ー

++--
+---
十一ー一

+---

+---

HSP27陽性細胞 (n=4) 

同側 対側

+＋-- ++--

++++ +++-
＋＋十一 +---
+＋十一 +---
+--- +---

十一ー一 +---

+--- +---

＋ それぞれのラットで，活性化ミクログリアあるいは HSP27陽性細胞が見られたもの

ー それぞれのラットで，コントロールグループと比較して，活性化ミクログリアあるいは HSP27

陽性細胞の誘導が見られなかったもの
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海馬に限られ，同側ではすべての領域の錐体細胞層に，

対側では特に CA-1野に強くニューロンの消失が見ら

れた．

全身投与群：カイニン酸腹腔内投与 3日後では，活

性化ミクログリアは各領野の新皮質，嗅内野皮質，梨

状葉皮質，線条体，淡蒼球，海馬，中隔，扁桃体，視

床下部，視床および脳梁に広範囲に分布していた．

HSP27陽性細胞はこれらの部位に加えて，帯状回，脚

間核，視床下核，分界条底核，外側手綱核および内包

にも見られた（表 3)．これらの活性ミクログリアと

HSP27発現の脳内分布状態は局所注入群の 3日後の

状態と根本的に類似し，辺縁系，古皮質，新皮質に著

明な変化が竪められた．しかし，局所注入群と異なる

点は，ミクログリア活性化と HSP27発現の分布は，全

身投与群で左右対称性の傾向がより強く詔められたこ

と，さらに大脳基底核（線条体と淡蒼球），視床背内側

核および中心正中核に陽性所見がみられたことであっ

た．すべてのラットにおいて，脳幹と小脳には活性化

ミクログリアも HSP27陽性細胞も認められなかった

ことは局所注入群と同一所見であった．

HE染色による形態学的な変化として，海馬の錐体

細胞の消失がCA-1,CA-3野のすべての領野で両側性

に見られた．しかし歯状回の顆粒細胞消失は認めず，

他の脳構造でも明らかなニューロンの形態学的変化は

認めなかった．

考 察

カイニン酸誘発海馬発作におけるミクログリア活性

化と HSP27発現

1.局所注入群

ミクログリア活性化はカイニン酸注入後6時間で観

察された．この時間では，それは一次焦点部位（左背

側海馬）にのみ限局していた．一方， HSP27発現は 6

時間後では認められず， 3日後に初めて観察された．

両者の発現時間が異なることから，二つの現象が基本

的に同一過程に基づいて生じるものではないことが示

唆される．

カイニン酸注入 3日後の活性化ミクログリアと

HSP27陽性細胞の脳内分布はほとんど同じで，左背側

海馬の一次焦点が最も顕著であるが，それだけでなく，

その遠隔部位にも陽性所見が観察された．これらの分

布は，局所脳糖代謝l2)や局所脳血流8)の測定によって

明らかにされた海馬発作活動の脳内伝播経路と非常に

よく一致していた．これらのミクログリア活性化と

HSP27発現は，単にカニューレ挿入という物理的脳損

傷によって惹起されたものではないことは，以下の理

由から明らかである．すなわち，この二つの現象はカ

イニン酸を注入していない対照群ではカニューレ挿入

部位のみで観察されたこと（この部位の現象は挿入に

よる脳損傷によると考えられる），カニューレを挿入し

なかった全身投与群では両者の分布が局所注入群とほ

とんど同じであったことなどがあげられる．さらに，

この二つの現象が注入部位からのカイニン酸の脳内拡

散によるものではないことは，これらの分布が注入部

位から連続的に広がることなく，海馬一次焦点との

ニューロン結合が明らかにされている反対側海馬や他

の大脳辺縁系諸構造，古皮質，視床下部や視床の諸核

などの発作伝播経路8)12)に従って，選択的かつ不連続

的にみられており，加えて発作伝播経路以外の脳部位

には観察されなかったことからも明らかである。従っ

て，我々は， HSP発現はミクログリア活性化と同

様汽急性海馬発作活動の脳内伝播経路に従って，経シ

ナプス性に出現したと結論する．

ミクログリア活性化と HSP27発現は，発作の一次

焦点と伝播経路に当たる遠隔脳部位においてニューロ

ンの明らかな形態学的変化を伴わずに認められた．

従って，これらの現象はニューロン損傷の結果生じた

ものではなく，ニューロンの過剰興奮という機能的異

常の結果生じた可能性が強いと考える．

ミクログリア活性化と HSP27発現はカイニン酸注

入4週間後にも見られた．この研究において，時間経

過の評価は正確にはできないが，二つの現象は発作開

始から少なくとも 4週間は持続すると考えられる．

2.全身投与群

活性化ミクログリアと HSP27陽性細胞の脳内分布

はほとんど同じであり，この二つの現象は局所注入群

における脳内分布とも非常に類似していた．すなわち，

全身投与群においても局所注入群と同様， ミクログリ

ア活性化と HSP27発現は海馬で最も顕著であり，さ

らに海馬発作の脳内伝播経路に相当する脳構造を中心

に，これらの現象が聰められた．しかも，伝播経路か
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表 3 腹腔内へのカイニン酸注入3日後の活性化ミクログリアと HSP27陽性細胞の分布

構造物

新皮質

前頭葉

感覚運動野

頭頂葉

聴覚野

視覚野

古皮質

嗅内野

梨状葉

帯状回

基底核

線条体

淡蒼球

黒質

脚間核

視床下核

辺縁系

海馬 CA-1野

CA-3野

歯状回

活性化ミクログリア (n=5) 

同側 対側

+++++ 
+++--
++---
+++--
++---

+++++ 
+++++ 

+----
+----

+++++ 
++・十＋＋

+++++ 

+++++ 
+++--
++---
+++--
++---

+++++ 
+++++ 

+----
+----

+++++ 
+++++ 
+++++ 

HSP27陽性細胞 (n=5) 

同側 対側

+++++ 
+++++ 
+＋＋十一

+＋＋十一

++++-

+++++ 
+++++ 
++---

++---
++---

+----
+----

+++++ 
+++++ 
+++++ 

+++++ 
+++++ 
+＋＋十一

+++＋ー

＋＋＋＋ー

+++++ 
+++++ 
++---

++---
++---

+---...:... 
+----

+++++ 
+++++ 
+++++ 

中隔 ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 

扁桃体 ＋＋＋＋＋ 十＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋十

分界条底核 ―---- ----— ++--— +＋---

外側手綱核 ―---- ----- +___— +----
視床下部

腹内側核 ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 十＋十一— +＋＋--

外側領域 十＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 十＋＋十— +＋＋十一

背側領域 ＋＋十＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 十＋十＋＋

視床

前腹側核

背内側核 ＋＋十＋＋ ＋十＋＋＋ ＋＋＋十— ++＋十一

背外倶lj核 ＋＋十一— +++-- ＋+--- ++---
腹後側・腹外側核 十―--- ＋---- +---— +----
中心正中核 ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ 十＋＋十— ++＋＋ー

後側核群

内側膝状体核

外側膝状体核

小脳

脳幹

白質

脳梁 十―--—+---- ＋+--- ++---
内包 ―---- ----- +---— +----
＋ それぞれのラットで．活性化ミクログリアあるいはHSP27陽性細胞が見られたもの
ー それぞれのラットで，コントロールグループと比較して，活性化ミクログリアあるいは HSP27

陽性細胞の誘導が見られなかったもの
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らはずれる脳幹と小脳では，両現象は陰性であった．

また，カイニン酸投与後の行動変化も局所投与群と同

様で， Racine19)による発作発展段階と良く一致して行

動変化が認められた．従って，カイニン酸の全身投与

によっても，発作閾値が最も低い海馬にまず発作が誘

発され，辺縁系発作が優位に起こるものと考えられ

る15)23)• 

しかし，全身投与群では，ミクログリア活性化，

HSP27発現とも局所注入群に比べ，より広範で左右対

称性の分布を示した．すなわち局所注入群では見られ

なかった線条体，淡蒼球，視床背内側核および中心正

中核にもこれらの現象が認められた．この結果は，カ

イニン酸の腹腔内投与により，脳のより広範な部位に

カイニン酸が直接作用して毒性を発揮したと考えられ，

例えば運動系にも一次焦点からの二次性伝播に加えて，

直接的作用があったことが推定される 11).

HSP27の意義

本研究結果で注目されたものの一つは，対側海罵で

のHSP27発現の層特異的分布であった．すなわち，

HSP27発現は歯状回の分子層と門，およびCA-3野の

放線層と分子層に選択的に認められた． ミクログリア

活性化の分布はこのような層特異性を示さなかった．

一方，カイニン酸注入側の海馬では， HSP27発現，ミ

クログリア活性化とも層的分布の特異性を示さず，全

般的にびまん性の分布を示した．注入側では発作によ

る影響に加えて，カイニン酸が背側海馬内に広範に拡

散し，その結果毒性作用が直接的に，びまん性に生じ

たためと考えられる．

対側海馬でHSP27発現が見られた層は，いずれも

シナプス結合が高密度に形成されている層であった．

すなわち，歯状回分子層には顆粒細胞の樹状突起が伸

びており，それには門の苔状細胞の軸索突起が密なシ

ナプス結合を形成している 20)．門の苔状細胞には貫通

線維と歯状同顆粒細胞の軸索突起（苔状線維）がシナ

プスを形成し22)，また CA-3野の放線層と分子層には

錐体細胞の樹状突起が伸びて，苔状線維との間に密な

シナプスを形成している4)．従って，これらの層におけ

るHSP27発現は，海馬のシナプス集合部におけるア

ストロサイトの反応を表現していると考えられ9)18),

発作によるシナプス活動の異常充進が直接的原因とも

考えられる．シナプス活動の異常充進によって，シナ

プス前ニューロン終末からの神経伝達物質，神経活性

物質，各種イオン等の異常放出，シナプス後ニューロ

ンにおけるイオンチャネル変化や二次メッセンジャー

機能賦活による細胞内機能の変化28)等が生じ，これら

の変化に対してアストロサイトが反応した可能性を否

定できない．

側頭葉てんかんでは，ヒトにおいても，また動物モ

デルにおいても，発作の反復によって海馬の形態的変

化，特に海馬硬化を生じ，さらにこれはてんかん原性

変化を生じると考えられている 25)27)．海馬硬化は，錐体

細胞と苔状細胞の死と，歯状回分子層（顆粒細胞上領

域）内側層での発芽を特徴とし21l, HSP27発現は海馬

硬化像に関係するニューロン群変化と密接に関連して

起こることが分かる．しかも HSP27発現はニューロ

ンの明らかな形態的変化が生じる前に起こるので，ァ

ストロサイトの反応が発作による海馬ニューロンの機

能的，形態的変化のごく初期過程に密接な関連をもっ

ている可能性が考えられる．

HSPの中で， 70kDaクラス (HSP70)の発現がて

んかん発作に関連して起こることが報告されている．

すなわち，カイニン酸誘発発作によって障害されやす

いニューロンに HSP70の急速な誘導が見られ，その

後アポトーシスを起こしたことが観察されている 5)24).

今後てんかん発作モデルについて， HSP27とHSP70

の発現を検索することは，発作によるアストロサイト

とニューロンの相互作用を追求する上で重要なことと

考える．

ミクログリア活性化の意義

ミクログリア活性化の意義についてはなお論争が続

いている．死に陥ったニューロンを貪食して，清掃過

程に果たすミクログリアの役割はよく知られている．

さらに最近の研究では，活性化ミクログリアが損傷

ニューロンを修復・再生するという報告や17)，逆に

ニューロンの死や機能低下を引き起こすという報告が

あり 2)3)，発作によるニューロン変化にミクログリアが

何らかの影響を持つことが示唆されている．この点に

ついてはなお今後の研究が必要である．
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てんかんとの関係

てんかん発作の反復によって，キンドリング現象や

海馬硬化など，脳に機能的・形態学的変化が起こるこ

とは周知の事実である．そしてこれらの変化は，結果

的にてんかん原性変化に影響を及ぼすと考えられてい

る．さらにてんかん発作は，そのごく早期に“長期増

強効果”などの脳機能変化を生じることも知られてい

る．さらに本研究によって，発作後早期に，ニューロ

ンの変化のみならず，ミクログリア活性化と HSP27

発現というグリア細胞の変化がてんかん焦点部位のみ

ならず，焦点とは離れた発作伝播経路内の遠隔脳部位

において，ニューロンの見かけ上の形態学的変化なし

に出現することが示された．ただし，この研究におけ

るニューロンの形態学的変化は， HE染色による光顕

レベルの検索であるので，特殊染色や免疫染色または

電顕による検索を行えば，何らかの変化を早期に検出

できた可能性は否定できない．しかし，いずれにして

も，本研究は生理学的に検出できる機能的変化以外に，

ニューロンを取り巻く脳の微小環境の変化がてんかん

焦点とその伝播経路内に，発作後早期に生じているこ

との一端を明らかにしたもので，まだ十分に解明され

ていない脳内の他の生物学的反応と共に，これらがて

んかん原性の増強・抑制，ニューロンの障害・保護等，

てんかん発作に伴う種々の脳変化に関与している可能

性が考えられる．てんかん発作に伴う早期の脳微小環

境の変化とその意義を明らかにすることは，てんかん

の治療，発作による脳の二次的障害の予防等，臨床的

にも重要な意味を持つと思われ，今後なお一層の研究

が必要であると考える．
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