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Inhibition　of　Neurona豆Damage　by　tlle　Japanese　Herbal　Medicine

Kazuhiro　GOTO1）2），　Hisaslli　YAMAURA1），　Ryukoh　SmRASAKA1）and　Tsutomu　OYAMA2）

　　　11Basic　Labolatory　Institute　of　Oriental　Medicine，2）Tsumura　Research　Institute　for　Pharmacology

　　The　effects　of　TI－960，　a　Japanese且erbal　medicine，　were　studied　on　neuronal　damage　in　rat

hippocampus　caused　by　cobalt－induced　seizures、or　ischemia．　Continuous　oral　administration　of　TI－960

from　one　month　prior　to　the　cobalt　application　showed　almost　complete　protection　agai耳st　neuron　loss

in　the　hippocampal　CAI　subfield　as　well　as　the　edema　induced　by　cobalt　f㏄us．　Tト960　also至nhibited

EEG　changes　in　the　contralateral　cortex　following　application　of　cobalt．　Morphological　and　EEG

changes　of　the　hippocampus　following　10　min　of　forebrain量schemia　were　prevented　by　treatment　with

TI・960　from　one　week　prior　to　ischemia．　In　rat，　treated　with　TJ・9600nly　post－ischemia，　inhibit重on　of

the　EEG　changes　were　also　observed。　In　another　experiment，　the　effect　of　cycloheximide　on　delayed

neuronal　death　in　the　hippocampus　was　morphologically　studied　in　rats　subjected　to　10　min　ischemia．

S圭nce　it　was　reported　that　TI・960童nhibited　intracellular　protein　changes　during　pentylenetetrazol・

induced　bursting　activity．　Neuronal　damage　of　CAI　neurons　was　dramatically　decreased　by　the　lasting

inhib量tion　of　protein　synthesis　through　consective　administration　of　cycloheximide．　Cycloheximide，

which　was　administered　once　w童thin　the　first　24　h　of　recirculat圭on，　showed　protective　action　on

ischemic　cell　necrosis　and　its　most　potent　effect　was　observed　when　injected　at　12　h　of　post－ischemia．

These　findings　suggest　that　TI・960　protects　against　neuronal　degeneration　in　epileptics　or　ischemia

．and　the　mechan孟sm　for　the　cerebral　protective　effect　oHJ・960　may　be　due　to　its　inhibitory　action　on

the　synthesis　of　the　abnormal　protein（s）initiated　by　excess孟ve　excitatory　amino　acid．

　　　　　　　　　　はじめに

　中枢神経系の機能を司る神経細胞がもはや新生

能力を失っている成熟脳では，神経細胞の脱落が

そのまま特定中枢機能の損失を意味し，残存細胞

による代償は僅かに期待できるとしても，患者に

生涯の後遺症を余儀なくさせることは誰しも認識

するところである．

　脳虚血や酸欠などにより神経細胞は容易に死に

至るが必ずしも脳内全ての神経細胞が一様に傷害

を被るわけではなく，選択的に傷害を受け易い細

胞群が存在することは古くから指摘されていた．

既に19世紀末には，てんかん．患者の脳において海

馬の一定領域に限局した病変が認められるとの報

告がなされ1）～3），後にその部位（CA1とCA4）は虚

血に対しても特に脆弱であることが判明してい

る4）．海馬CA1領域の錐体細胞は，その脆弱性や記

憶や学習の形成における重要な役割が明らかにさ

れているぽかりでなく5）6），短時間の虚血により，

病変の完成までに3～4日を要する“遅発性神経

細胞壊死”7）8）を起こすことからも強い関心が寄せ

られている．

　近年，部位特異的な選択的脆弱性の原因が，単
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なるエネルギー代謝障害ではなく，普段は重要な

神経伝達物質として働いている興奮性アミノ酸の

無秩序な放出にあることが明らかにされて以

来9）～11），過剰な興奮性アミノ酸が神経細胞に対し

て示す毒作用は，虚血性やてんかん性脳障害にと

どまらず種々の神経変性疾患の発現や進展との広

い関わりにおいて注目を集め，機構解明の精力的

な研究が展開されてきた．しかし，海馬CA　1細胞

のようにエネルギー代謝や電気生理学的活動から

みる限り一度は傷害から立ち直ったかに見える神

経細胞が12）～14），何故一斉に崩壊するのかという疑

問は今もって解決されていないのが現状であり，

神経細胞傷害に対する有効な治療法を開発するた

めには，過剰な興奮性アミノ酸に曝された後の神

経細胞内で如何なる出来事が進行しているのかを

明らかにすることが必須と考えられる．そうした

解析を進める上からも海馬に発生する神経細胞傷

害は興味深い病態である．

　ここでは，我々が研究している漢方薬の中から，

興奮性アミノ酸暴露による神経細胞壊死機構の一

端を明らかにするに至った方剤を取り上げ，神経

細胞傷害に対する漢方薬治療の可能性について述

べたい．本研究で用いた小柴胡湯合桂枝加葛薬湯

（TJ－960）は，相見により臨床的に抗てんかん作用

を示す処：方として見出された漢方薬である．本方

剤の作用機序については未だ充分な解明が進んで

いるとは言い難いが，一般的に抗てんかん薬のス

クリーニングで行われる電撃やpentylenetetr－

azole（PTZ），　strychnineを用いた痙攣誘発試験

に対しては無効であるにも拘わらず15），E1マウス

やネコ扁桃核kindlingなどのてんかんモデル実

験系では明らかな効果が認められることなどか

ら16）17），既存の抗てんかん薬とはその機序を異に

すると考えられている．

　1．コバルト焦点てんかんモデルにおける海馬

神経細胞傷害18）19）

　痙攣を頻発する重篤なてんかん患者では海馬神

経細胞が脱落し，認知機能にも障害が認められる

ことが知られている．従来より，こうした神経細

胞の壊死は，全身痙攣に伴って脳虚血が繰り返し

引き起こされた結果と考えられてきた20）．ここで

は，持続的な異常脳波の出現を特徴とするコバル

ト焦点性のてんかんモデルを用い，海馬に発生す

る傷害を皮質脳波の変化と併せて経時的に観察す

ると共に，TJ－960の効果を検討した．

　焦点性てんかんモデルは，ラット左大脳皮質硬

膜上に金属コバルト粉末（50mg）を散布すること

により作製した．

　コバルト散布4日目頃より対側の皮質脳波にス

パイク状の異常波が混じり始め，脳波の異常が

ピークとなる8～12日後頃にはjerksなどを頻繁

に起こした．一部には全身痙攣に発展する例もみ

られた（Fig．1A）．その後，痙攣の発現は次第に

減少したが，脳波の異常は約1ヵ月間持続した．

海馬には未だ痙攣が発現していない頃よりてんか

ん発作性の神経細胞傷害と思われる変化が両側性

に発生した．即ち，コバルト散布4日目頃既に神

経細胞は細胞内浮腫の病理像を呈しており，その

数も次第に減少した（Fig．2）．少なくとも本モデ

A

4噺一三醐梱紬卿
・蝉嚇面面欄面輪
細細軸卿幅幽幽蝋一＿

12榊幅即死鳩一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一100μV
　　　　　　　　　　　　　　　　　　lsec

20

一100μVlsec

Fig．1　Typ圭cal　EEG　changes　induced　by　cobalt

　apPlication　to　the　cerebral　cortex　and　their　nor－

　malization　by　TJ－960，

　A：EEG　changes　in　the　contralateral　cortex　with

　cobalt　application．　B：normallzation　of　EEG　with

　one　month　prior　administration　of　TJ－960．　Num・

　bers　on　the　left　indicate　days　after　cobalt　apPlica・

　tion．　Note　the　complete　inhibitory　e仔ects　of　TJ－

　9600n　EEG　changes．（With　permission　from
　Sugaya　et　a119））
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Fig．2　Changes　m　the　neuronal　denslty　of　the

　hlppocampal　CAI　subfield　fo110wlng　cobalt　appll

　catlon

　Each　colulnn　represents　mean±SE　M，n＝5＊p＜

　005compared　wlth　the　sham　operated　group

　Numbers　below　columns　lndlcate　days　after

　cobalt　appllcation　L　left（cobalt　applled　slde），

　Rrlght（contralateral　slde　to　cobalt　appllca

　tlon）（Data　modlfied　from　Sugaya　et　a118））

ルにおいて認められた神経細胞傷害は虚血に起因

しておらず，異常な興奮が遠隔領域から伝播する

ことにより海馬に神経細胞壊死が生じ得る可能性

を示したものとして興味が持たれる．

　　TJ－960（1g／kg，　p．o．）の1日2回投与により，

異常脳波の出現は7例中5例で抑制され（Fig

lB），騰馬神経細胞の変性，脱落もほぼ完全に保護

されたが（Fig　3，4），本実験においてTJ－960が

繊

灘

懸黛目性

魏駕養熊 麟懲鑑磁

針 購

Fig．3　Representatlve　hlstologlcal　changes　in　the　CAI　subfield　of　the　hlppocampus　20　days

　after　cobalt　apPlicatlon　to　the　lpsllateral　cortex

　Anormal　hlppocampus　The　number　of　intact　pyramldal　cells　was　counted　ln　the　CAI　area

　indlcated　between　arrows　B．higher　magn1丘catlon　of　squared　area　of　A　Arrow　shows

　standard　cell　type　for　countlng　C　Distllled　water－treated　rat　hippocampus　Pyramidal　cells

　are　mostly　degenerated　D　TJ　960・treated　rat　hlppocampus　Pyramldal　cells　are　well

　preserved　Bar　30μm（Date　modl丘ed丘om　Sugaya　et　a1ユ9））
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Fig．4　Neuronal　denslty　m　the　CAI　sub丘eld　of　the

　left　hlppocamp120　days　after　appllcatlon　of

　cobalt　and　the　effects　of　T∫960　and　phenytoln

　（PHT）

　TJ　960（2g／kg／day，　p　o）or　phenytoln（100mg／

　kg／day，　p　o）were　treated　from　one　month　prlor

　to　cobalt　apPlicatlon　to　the　left　cerebral　cortex

　Each　column　represents　mean±SEM，numbers

　of　anlmal　used　ln　each　group　are　shown　m　the

　columns＊p＜005，＊＊pく001　compared　wlth　the

control　group（Wlth　permlsslon　from　Sugaya　et

　a119｝）

効果を示すには予めコバルト散布の1ヵ月前から

投与を続けることが必要であり，コバルト処理後

から投与を開始しても作用は認められなかった．

Phenytoin（50mg／kg，　p．o．1日2回）を同様に1

ヵ月間処置してもこれらの傷害は抑制されなかっ

たことから，TJ－960は既存の抗てんかん薬とは作

用機序を異にし，正常細胞に対しても異常な興奮

を起こし難くするような変化を生じさせる可能性

が考えられた．

Sham　operation 10min　ischemia

　　　　F慌9．5

　　　　母　齢一㍉
　　　　篇　贈｝寧

灘慈

　　　　　嚇1ぞ器

　　　　　　　　毒母即㌔　．

　　　　　　　　竜争　　頃ウ
　　　　　　　　寄　5　ザ

Representatlve　hlstologlcal　changes　ln　hlppocampal　CAI　sub丘eld　of　the

rat　3　days　after　10　min　perlod　of　forebrain　lschemia

Almost　all　pyramidal　neurons　d1sappeared　Bars

（Bottom）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　430

1，000（top）and　50μm
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　2．虚血1生海馬神経細胞傷害21）

　上記の結果により，TJ－960を用いて興奮性アミ

ノ酸誘発の神経細胞傷害を阻止し得る可能性が示

唆されたことから，虚血性海馬神経細胞傷害への

応用を試みた．

　Pulsinelli　and　Brierleyの方法22）に従って作製

したラット4血管閉塞モデルを用い，10分間の前

脳虚血を負荷すると，虚血48時間後には偽手術群

の73％に相当するCA1細胞を数えることができ

たにも拘わらず，72時間目以降の観察では殆どの

神経細胞が壊死，脱落しており（Fig．5），　CA1細

胞の機能を反映することが示されている13）23）海馬

θ波の振幅も著明に減少した（Fig．6）．

　虚血7日前からTJ－960（1g／kg，　p．o．）を1日2

回投与された動物では，病理学的観察において遅

発性神経細胞壊死の発現が抑制されており（Fig．

7），脳波学的にも形態的に保たれたCA1細胞が本

来の働きを保持していることが確認された．脳波

変化を指標とした検討に際し，虚血後から投与を

開始した場合のTJ－960の作用について検討を加

えたところ，本モデルに対しては虚血後からの投

与によっても神経細胞保護作用を示すことが見出

された（Table）．

　既に，グルタミン酸拮抗薬や抗てんかん薬など

遅発性神経細胞壊死を保護する薬物は幾つか知ら

れているが，その一方で，これら単に傷害の開始

を抑制するに過ぎない薬物では，虚血後投与によ

る効果は殆ど期待できないことが明らかにされて

いる24）～26）．従って，TJ－960は虚血によって興奮性

アミノ酸が過剰に放出された以降の神経細胞傷害

過程に何らかの修飾を加えているものと推測され

た．本方剤については，痙攣誘発薬であるPTZを

神経細胞に処置した際に認められる異常タンパク

の産生を抑制することが報告されており27）28），虚

Before

Ischemic　treatment

　　　　　豊

R

％

100

During

ischemic　period

1daY
after　ischemia

4days
after　ischemia

L

L幽一鞠脚酬脚

R一．＿｛ψ上し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」L200μV

　　　　　　　　　　　　　　　　得

茎

薯

星

950
§

一●一L

嘲。－R

＊＊＊

＊＊＊

0　L一一一一一一一一一一一一一一」一一
　〇　　1　　　　　　　　4

Days　after　ischemic　treatment

Fig．6　Changes　in　the　theta　wave　activity　recorded　from　hippocampal　formation　of　rats

　subjected　to　10　min　forebrain　ischemia．

　The　EEG　became　isoelectric　within　l　min　of　i6chemia　in　all　animals　that　unresponsive　and

　lost　their　righもing　renex．　The　EEG　remained　isoelectric　throughout　the　ischemic　period，　but

　lday　afterward　no　alteration　in　hippocampal　EEG　was　observed．　After　4　days　of　recircula・

　tion，　however，　the　theta　wave　activity　was　drastically　reduced．　Percentage　theta　amplitude

　was　calculated　as　the　ratio　of（4　days　after　ischem圭a）／（pre・ischemia）．Each　point　represents

　mean±S．EM，　n＝10．榊p〈0．001　compared　with　the　pre－ischemia　amplitude．　L：EEG　from

the　left　hippocampi，　R：EEG　from　the　right　hippocampi。（With　permission　from　Sugimito　et

　a121））
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Sham　operation己

Controi

TJ－960　　0．191kg

tO　91．kg

＊＊

＊

O 　　　　　　50　　　　　　　　　　100

Neuronal　density（1mm｝

Fig．7　Protective　eHlect　of　T∫・9600n　ischemia・

　induced　delayed．neuronal　death　in　hippocampal

　CAI　subfield　of　rats．

　TJ－960　was　orally　administered　twice　a　day　for

　　ll　days．　On　day　8，　forebrain　inchemia　for　10　min

　was　produced　by　occlusion　o．f　4　major　arteries　to

　the　brain．　The　animals　were　perfusion－fixed　on　4

　days　of　post－ischemic　survival，　Each　column　rep－

　resents　mean±S。EM．，　n＝4～8．＊p＜0．05，＊＊p＜

　0．01compared　with　the　control　group．（Data

　modi丘ed　from　Sugimoto　et　a121））

Sham　operation

Control

Cycloheximide ＊＊

0 50 100

NeurOnal　density〔1mm）

＊＊

Fig．8　Protection　by　consecutive．　administration

　of　cycloheximide　against　hippocampal　delayed

　neuronal　death　at　3　days　of　post－ischemia　in　rats

　subjected　tQ　lO　rnin　forebrain　ischemia．

　Cyclohe）と．imide　was　subcutaneous王y　injected　just

　after　recirculation　at　a　dose　6f　2mg／kg，　followed

　．by　lmg／kg　every　12　h　being　at　18．h　of　post・

　ischemia．　Each　column　represents　mean±S．EM，

　n＝9～10．＊＊p＜0．0！compared　with　the　saline－

treatεd　group．（With　permissi．on　from　Goto　et

　a129））

Table　Protection　by　pre－or　post－treatment　of　TJ－

　960against　changes　in　amplitude　of　hippocampa玉

　theta　waves　4　days　after　10　min　period　o｛fore－

　brain　ischemia　in　rats

Treatment N θamplitude（％）

Sham－operation 4 110．8±14．7＊累

Control（pre） 4 41．3±14．3

TJ－960（pre） 8 112．0±11．7舞

Contro1（post） 5 45．8±6．6

TJ－960（post） 8 79．4±10．9＊

Values　are　mean±S．E．M．

TJ－960（1g／kg，　p．o．）was　administered　twice　a　day．

筆く0．05，＊＊pく0．01compared　with　the　control　group．

（Data　modi丘ed　frgm　Sugimoto　et　a121〕）

Sham　operatior1

Control

Cycloheximide　O．　hr

12hr

24hr

36hr

48hr

＊＊

＊＊

＊＊

＊

0 50 100

Neuronal　density（1mm）

血によって引き起こされるタンパクの質的，量的

変化を是正した結果として保護作用を示した可能

性も考えられたことから，次に遅発性神経細胞壊

死に及ぼすタンィミク合成阻害．薬の影響について検

討した．

　　3．遅発性神経細胞壊死に対するcyclokex・

imideの保護作用29）

　　実験には，上記検討と同様にラット4血管閉塞

Fig．9　Protection　by　single　administration　of

　cycloheximide　（3mg／kg，　s．c．）　against

　hippocampal　delayed　neuronal　death　at　3　days　of

　post・ischemia　in　rats　subjected　to　10　min　fore・

　brain　ischemia．

　Cycloheximide　was　administered　at　various

　times　of　post－ischemia．　Each　column　represents

　mean±S．E．M，　n＝9～11．＊pくG．05，＊＊p．〈0．01

compared　with　the　saline・treated　group．（With

　perm三ssion　from　Goto　et　a129））
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モデルを用い，10分間の前脳虚血を負荷した．

Cycloheximideを虚血直後に2mg／kg，さらにそ

の18時聞後から1mg／kgを12時間毎に皮下投与す

ると海馬の神経細胞傷害は著明に抑制された

（Fig．8）．3mg／kgを虚血後からの時間間隔を変

えて単回投与した検討では，虚血12時間後の投与

に最も強い効果が認められた（Fig．9）．虚血12時

間後に投与したemetine（101ng／kg，　s．c．）や

anisomycin（50mg／kg，　s．c．）によっても同様の保

護作用が認められたことから，CA1細胞の遅発性

神経細胞壊死は，虚血後から産生が開始される細

胞傷害性タンパクによって引き起こされている可

能性が強く疑われた．さらに，cycloheximideに

よって保護された海馬CA1領域における細胞数

の変化を虚血後3週間まで検討したところ，虚血

後7日目以降に壊死を起こす細胞はみられず，虚

血後12時間頃に起こる一過性の異常タンパク産生

を抑制すれぽ，長期的な神経細胞の予後改善が期

待できるものと考えられた．

　　　　　　　　考察とまとめ

　海馬の神経細胞以外にも，小脳のPurkinle細胞

や被殼背外側，大脳皮質3，5層などの神経細胞

は虚血など対して高い感受性を示すことが知られ

ている9）．この事実は逆に，脳のかなりの部分は従

来考えられていたほど弱くないことも意味してお

り，選択的脆弱性の機構が解明されれば，脳神経

細胞傷害の治療は飛躍的な発展を遂げる可能性が

ある．選択的脆弱性を示す細胞群の損傷がグルタ

ミン酸をはじめとする興奮性アミノ酸により引き

起こされている点に関しては今や疑う余地がない

と考えられるが，虚血中シナプス間隙に放出され

た多量の興奮性アミノ酸も血流が再開すると速や

かに虚血前の濃度に復することが示されてお

り30），その後ある時間を経て観察される病変は，興

奮性アミノ酸が増加している間に何らかの細胞内

反応が始まった結果と考えなければならない．

　虚血に比較的抵抗性を示す神経細胞が一度障害

されたタンパク合成能を早期に回復するのに対し

て，海馬CA1細胞では壊死に至るまで回復が認め

られないことから，生存に必要なタンパクの産生

障害が神経細胞壊死の直接的原因ではないかとす

る仮説は31）～33），これまで多くの支持を受けてい

た．しかし，タンパク合成能の障害が細胞壊死の

原因だとすれば，持続的にタンパク合成を阻害す

ると比較的虚血に強い部位にも傷害が発現したは

ずである．逆にcycloheximideの連続投与によっ

てCA1領域における遅発性神経細胞壊死が著明

に抑制されることが示された上記の実験結果は，

これまでの仮説を覆すと共に，TJ－960が異常タン

パクの産生に対する是正に基づいて神経細胞傷害

を抑制している可能性を示唆するものと考えられ

た．

　虚血によって殆どタンパク合成能を失ったかに

見えるCA1細胞も，　RNA合成能は虚血後早期に

回復し32），ストレスタンパクなど少数のタンパク

を盛んに作り出している34）．従って，遺伝情報に基

づいて自らタンパクを産生し死に至る機構を

CA1細胞が潜在的に持つならぽ，虚血などを切っ

掛けとしてprogrammed　cell　deathを起こす可

能性もあり得る．能動的な神経細胞壊死の存在は

発生学の分野では広く知られており35）～37＞，機構的

にはさほど特殊性はない．ただ，ここで問題にな

るのは，発生上不用になったり死ぬべき細胞が除

去されているのではなく，学習や記憶の形成に重

要な役割を担い，個体の生存にとって存在してい

た方が遙かに都合が良いと考えられる神経細胞

が，どうやら過度の興奮性アミノ酸暴露を引金と

してその機構が誤って作動した結果，壊死してい

るらしいことである．Cycloheximideの保護作用

が虚血直後よりも12時間後の投与でより顕著に認

められ，その頃に起こる一過性のタンパク産生を

抑制すれぽ長期的にも神経細胞の予後改善がみら

れたことから，細胞傷害性タンパクの産生に関わ

るmRNAの転写，即ち遺伝情報の読みだし異常

は，興奮性アミノ酸に曝された直後にのみ起こっ

ていると推測される．

　一方，コバルト散布による焦点性てんかんモデ

ルでは，これらの異常が持続していると考えられ，

虚血性神経細胞傷害においては虚血後からの投与

によってもTJ－960の効果が認められたにも拘わ

らず，てんかん発作性の傷害を抑制するためには

長期間の前投与を必要とした一因となっているの
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かもしれない．コバルト誘発によるてんかんモデ

ルでは，既に異常タンパクの存在が．捕えられてお

り，コバルト処理1週間後に増加していたタンパ

クを大脳皮質に注入すると，てんかん性の発作を

再現し得ることも示されている38）．従って，TJ－

960が直接的にRNAやタンパクの合成を抑制す

る薬物ならぽ，コバルト処理後から投与を開始し

ても連続投与．によって産生を絶たれた異常タンパ

クは次第に消失し，神経細胞傷害は改善されたは

ずである．本方剤の毒性の低さからみても，異常

タンパクの産生に対する抑制作用は，何らかの調

節機構を介した結果と考えざるを得ない．

　理論的には，．タンパクレベルの異常を抑．えれぽ

興奮性アミノ酸による神経細胞の傷害を効果的に

阻止で．きることを明らかにした．しかし，実際の

治療を考えた場合，RNAやタンパクの合成阻害

．薬といった極めて毒性の強い化合物を臨床の場に

応用するととは高い危険性を伴う．機序的には解

明すべき点が多く残されているとはいえ，既存の

薬物には望み得なかった，傷害が進行し始．めた後

からの治療を可能とするかもしれない漢方薬の存

在意義は大きいものと考える．有効性と安全性が

確認されている方剤を用いて神経細胞傷害の進展

を食い止める治療は，今後積極的に試みられても

良いのではないだろ．．うか．

　本研究の一部は，科学技術庁委託研究により行われ
た’．
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