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はしがき

ヒト疫学調査では劣悪な養育環境は知的障害 ･運動能力 ･身体発達障害の素地

を形成し【1]さらにうつ病発症 ･ストレス脆弱性を昂進[2]させるという報告があ

り､これらは初期養育環境が､成熟後の神経伝達系異常に影響してくることを

示唆するものである｡てんかん原性獲得もグルタミン酸神経伝達やレドックス

状態の変化によって修飾を受けるものであるから､幼君期における養育環境が

てんかんなどの酸化ス トレスに脆弱性を帯びる一因になることが強く推測さ

れ､今回の研究-と発展した｡実際､母仔分離 (neonatalisolation:NI)実

験ではすでにPTZけいれん誘発性後に､NI群で海馬組織障害と学習障害の顕著

化[3]､GABA-A受容体の発現量低下 ･機能低下[4]などの生化学的 ･形態的諸変化

が報告されている｡この度の当該研究ではまず母仔分離操作を受けたラットは

拘束ス トレス直後､脳内の抗酸化能が顕著に低下【5]していることを示すことが

できた｡このことは幼君期における養育環境が劣悪であると､既報のGABA抑制

ばかりでなく成熟後後に遭遇する酸化ス トレス (ここでは拘束ス トレス)に対

して脆弱性を示し､レドックスが容易に酸化シフトを起こすことを意味してい

る｡さらに､てんかん性病態の-モデルであるキンドリング形成も母仔分離群

で著しく容易に完成した｡この点も､酸化ストレス-の脆弱性とともに､幼君

期の劣悪な養育環境が成熟後における脱分極の容易な暴走を許すことを裏付

けるものである｡

ヒト疫学調査上では､すでに劣悪な養育環境(両親の離婚 ･虐待 ･希薄な親子

関係)が､うつ病 ･不安障害に影響することが危倶されている｡中には､てん

かん発症との因果を報告したものも散見されるが､心理的ス トレス負荷よりも､

虐待起因性の頭部外傷に説明を求める報告が多く､幼児期の心理ス トレスをて

んかん起因とするTelcherらの報告があるもののごく少数に限られている [6,

7]｡ 本研究では､幼児期の不遇な心理的養育環境が成長後に易痘撃性やてんか

ん原性の早期獲得に結びつくことを示した｡てんかんと心理的養育環境の因果

関係の存在を深める結果となった｡今後は､ヒト疫学調査上での多因子解析が

望まれる｡
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研究目的

近年増加傾向にある幼児 ･思春期精神障害の成立機序やその対応方法に関し

て､現代の日本社会は､精神科臨床に大きな期待を寄せている｡内分泌擾乱

物質 ･環境ホルモンの影響は既に広く研究されており[8日9]､ヒトの疫学調

査からも劣悪な環境で養育された幼児 (両親の離婚 ･虐待 ･希薄な親子関係

など)は､成長後に知的障害 ･運動機能障害に加え､うつ病に高頻度に認め

る視床下部 ･下垂体 ･副腎皮質系 (HPA系)の過剰な機能克進､学習性無力の

易形成､学習能力の低さなど心理的ス トレスに対する脆弱性を有することが

知られている[1]｡また､劣悪な養育環境は発育の早期段階に良好な環境

(environmentalenrichment)におかれることで､一連の心理的ス トレス脆弱

性は回避できることなども知られている[10]｡しかしながら､幼児 ･思春期

精神障害の成立についての包括的研究が望まれるなかで､心理的ストレス脆

弱性の研究が先行するばかりで､劣悪な環境で養育され発育成長した個体が､

虚血 ･低酸素 ･けいれん負荷などの物理的ストレスに対してどの程度の脆弱

性を有するかに関する研究は世界的にも少ない｡劣悪な養育環境が､ノルア

ドレナリン･セロトニン神経伝達異常の研究を通じ､うつ病発症の危険因子

を成すと考えられること[11]から､幼君期の養育環境は､成熟後の神経伝達

機能を広範囲に修飾している可能性が大きい｡

我々は､電子スピン共鳴装置を用いた実験研究で､乳児期に低酸素 ･虚血に

暴露されたモデル動物やパーキンソン病モデルや症候性てんかんなどといっ

た中枢疾患の病態では､酸化ストレス-の脆弱性が存在することを証明して

いる｡その結果､脳内レドックスの酸化シフトが各種病態に積極的に関与し

ていることを提唱した｡母仔分離ストレスに暴露された個体においても酸化

ストレス-の脆弱性の存在が十分予測され得る｡

本研究では､母仔分離という劣悪な環境で養育された場合の酸化ストレス-

の脆弱性の存在証明を行い酸化ストレス-の脆弱性を具体的に検証する｡

【実験 1】母仔分離ス トレス負荷ラットにおける脳内抗酸化能の解析実験

本研究は宮崎大学動物実験委員会の承認を得たうえで遂行する (承認番号199

8｣55-ll)｡

1)母仔分離ストレス負荷ラット(NI群)の作成

NI群ラットの作成は､Kehoeらの方法に準拠[12]し､2日から9日令に至った雄性
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Sprague-Dawley(SD系)ラットを母ラットと二日一時間､プラスチックボック

スに入れ別室におく隔離換作をもって母子分離ストレスとする｡生後21日目で

離乳を行い､その後は以下の飼育環境下で90日齢まで飼育した｡24十/-2℃､湿

度55+/-15%､照度サイクル 12時間毎の明暗期をもつ食餌､･摂水制限のない動

物舎内にステンレス製ケージを置きそのなかにて飼育する｡

2)酸化ストレス-の脆弱性の検討

生体には酸化ストレスに対する防御機構としての種々の還元剤が備えられて

おり､酸化と還元のバランスがとられている｡したがって､この還元能が低下

しても酸化障害は生じうる｡一方､我々は電子スピン共鳴(ESR)画像化装置を

用いて､ラットの脳部位別の還元能をinvivoで計測する手法を開発ずみであ

る｡この手法では､生体に投与されたニトロキシドラジカルが生体内の還元剤

によりESR検出不可化合物に還元される性質を利用して､脳内の還元能を評価

している(図1)0

CH20H

よ 1 :
ヽ空 '~ ●~

】墨フ⊂

○●
ニトロキシドラジカル
F.■■'1

ヒUh=コ乍言IT)

f c"20"

OH
ヒドロキシアミン

ESR信号(-)

図1

ニトロキシドラジカルの構造図｡ニ トロキシドラジカルは脳内還元物質によりその磁
性を失うことが知られている｡◆よって､ニトロキシドラジカルのESR信号の減衰速度は
脳内抗酸化能に依存しているので､その減衰パターンから脳内抗酸化能やレドックス
状態を推測することが出来る｡

本研究では､この画像法を用いて､母子分離ストレス負荷の成長ラットに拘束

ス トレスを加えた場合の大脳皮質､海馬､線条体における還元能を分析した｡

母仔分離操作から7週齢問後の時点でESRによる画像化実験を行なった｡8週齢

になった成熟時点で90分間の拘束ストレスを負荷し､その直後の抗酸化能をES

R法で測定した｡拘束ストレスはSuenagaT[13]らの方法に従った｡ネンブター

ル麻酔下の各々のラットに対して､血液脳関門透過性ニトロキシドラジカルで
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ある3-hydroxymethy1-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oXyl(hydroxymet

hy1-PROXYL)(生物ラジカル研究所にて合成)を2mmol/kgの用量で尾静注し､ES

R画像化装置(図2;生物ラジカル研究所にて製作)の共振器内に定位的に固定

し計測を行なった｡計測はhydroxymethyl-PROXYL投与後5分後から5分おきに5

回繰 り返 した｡
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図2

ESR画像化装置(図2;生物ラジカル研究所にて製作)の共振器内に定位的に固定し計測
を行なった｡計測はhydroxymethy1-PROXYL投与後5分後から5分おきに5回繰り返した｡

結果

各群のESR時系列画像の例を図4に示す｡各画像のスライス平面に相当するラッ

ト脳地図を投影 し､右半球の大脳皮質､線条体､海馬の3箇所におけるESR信号

強度の平均値を算出した(図5)0
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図3

各群のESR時系列画像の例｡対照群､NI群におけるhydroxymethyL-PROXYL投与5､10､1
5､20､30分後のESR時系列画像｡各画像はbregma後方1､3､5lnmのスライスであり､ス
ライス厚は0.5mm｡ESR計測条件は以下の通 り｡RF電力50mW@720MHz､磁場掃引幅15mT､
磁場掃引速度15mT/S､時定数1ms､積算回数2回､磁場変調幅0.2nlT@100kHz､磁 場勾配1
mT/cm､磁場勾配変更角20度

図4

ESR画像のスライス平面に相当するラット脳地図を投影
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図5
対照群､NI群の各群に90分間の拘束ス トレス負荷直後に計測した大脳皮質､線条体､

海馬におけるhydroxymethy卜PROXYLの半減期(student'st-test,*pく0.05)
縦軸単位 ;半減期 (分)

小括

これらの画像領域におけるESR信号強度の平均値の時間変化を､片対数プロッ

トしたところ再現性よく直線性が観察された(決定係数の絶対値>0.98)｡これ

は信号強度が指数関数的に減衰しており､脳内還元能を反映するニトロキシド

ラジカルの半減期はニトロキシドラジカル減衰の指標となる｡よって､脳内還

元能を反映するニ トロキシドラジカルの減衰の指標としてニ トロキシドラジ

カルの半減期を算出した｡

また､この実験ではニトロキシドラジカルの減衰が母仔分離[入れる:操作]を

受けたラットでの脳内循環動態の違いに多少影響されていないか､という疑問

がでるが､脳内移行には対照群とNI群に差はなく､ニトロキシドラジカルの除

去 ･減衰のうち血液循環によって脳組織から除去されるものは､10%以下と

少ない｡よって各群の半減期の相違は血液循環ではなく､脳内抗酸化能を反映

するものであると考えられる｡さらに下大静脈で生じるわずかなニトロキシド

ラジカル減衰は､脳 ･肝臓 ･腎臓 ･牌臓 ･肺 ･腸その他多くの臓器に移行した

ニ トロキシドラジカルが各臓器内にある抗酸化物質によって減衰することが

検証済みである｡よって､脳内の循環動態に依存した相違ではなく､脳内抗酸

化能の違いによると結論づけられる｡

本研究の結果から､母仔分離ストレス負荷後成熟したラットの脳内還元能は､

克進しているが､急性拘束ス トレスによって急激に疲弊することが示された｡

【実験2】母仔分離ストレス暴露ラットにおけるてんかん原性獲得と分子機構
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母仔分離(neonatalisolation;NI)ス トレス暴露は視床下部 一下垂体 -グル

ココルチコイ ド放出の異常先進 ｡GABA-A受容体機能の脆弱性を惹起し､その帰

結としてけいれんに伴う海馬細胞障害 ･記憶 ･学習障害など様々な異常症状を

誘導する発達期のストレス要因と考えられている｡しかしながら当該ストレス

に暴露された成長ラットのけいれん獲得に関する研究は少ない｡実験方法は､

宮崎大学動物実験委員会承言忍の下､KehoePら[12]の方法に従い､雄性SD系ラッ

トに対して生後2日齢からスター トして1日1時間分離させるストレスを8日

間かけた｡生後21日齢で離乳を行い､p49日齢に至った時点でペンチレンテ ト

ラゾール(PTZ)40mg/kgを隔日に腹腔内投与開始し､全身けいれんが連続2回出

現した時点でキンドリング完成とした｡PTZキンドリング過程では､その観察

において投与後20分間の観察期間中の各けいれん潜時 ･持続時間 ･刺激回数を

記録した｡また､ウエスターンプロットを用いて､各群における海馬内のグル

タミン酸 ･GABA関連蛋白の発現解析を行った(図6)｡ ここでは抗GLAST抗体､抗

GLTl抗体､抗EAACl抗体､抗GATl抗体､抗GAT3抗体,抗GTRAP3-18抗体､抗GluR

l抗体,抗MDA-Rl抗体,抗GluR2抗体の計9種類の一次抗体を用いてその後､per°

xidaseの結合した2次抗体と反応させECL法にて各シグナル強度を検出し統計

解析を行った｡
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図6

母仔分離とPTZキンドリングの経過図｡雄性sDp2-p9ラットに対して1日1時間仔ラット
を母ラットと別室におくNIス トレスを負荷[変更 :雄性sDラットを用いて､生後2日齢
から8日間､1日1時間仔ラットを母ラットと別室におくNI群を設けた｡さらに生後21
日齢で離乳を行い､生後49日齢に至った時点でペンチレンテ トラゾール(PTZ)40mg/k
gを隔日に腹腔内投与開始し､全身けいれんが連続2回出現 した時点で完成とした｡ま
た､ウエスターンプロットを用いて各群における海馬内のグルタミン酸 ･GABA関連蛋
白の発現解析を行った｡

【結果】

1)NI群ではキンドリング初期のけい れん潜時が有意に短く､キンドリング後

半でけいれん持続時間が有意に長かく､早期にキンドリングが完成した｡
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図7

N用羊では1)キンドリング初期のけいれん潜時が有意に短いO 2) しかし､対照群で
観察されたけいれん潜時短縮現象は､NI群では観察されていない｡ 3)キンドリング

16



後半でけいれん持続時間が有意に長い04)早期にキン ドリングが完成 した｡

NI群においてGLAST,EAACl,Glu-Rl,NMDA-Rlは有意に対照群と比し発現増加､

一方GAT-1,GTRAP3-18は有意な発現の低下が観察された｡
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GAY-1:ドvalueforGROUPeffect,F3､2｡=9･567,P=01021;CAT-3:ドvalueforGRO
UPeffect,F3,20 =7･89,P=0･024;GTRAP3-18:ドvalueforCROUPeffect,F3,20=29･
116,P=0.001
Datarepresentsmean+/-S,E.M..
*pa～Cく0.05,**Pcく0.01vscollrOl,#Pく0.05,vsNI

(GTRAP3-18は､EAAC-1とグルタミン酸の結合を阻止する可溶性蛋白)
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GluR-1:FvalueforGROUPeffect,F3.20=19･197,P=0･001;GluR-2:ドvaluefor
GROUPeffect,F3,2.=2.89,P=0.104;NMDAR-1:FvalueforGROUPeffect,F3,20=1
3.225,P=0.001.Datarepresentsmean+/-S.E.M..
*pa､C く0.05,**Pcく0.01vsconrol

小括

母仔分離モデルに見られるPTZ易痩撃性､PTZけいれん誘発性の重篤な

海馬組織障害､キンドリング早期完成には､AMPA&NMDA受容体発現増加､ GABA-A

受容体機能の脆弱性､CAT-1発現低下など興奮系シナプス受容体発現増大と抑制

系機能の脆弱さが関与していると考察された｡GLASTは NI群で増加したが､け

いれんに伴って減少する傾向にある｡グルタミン酸の興奮毒性が増強され､母仔

分離群の痘撃誘発性海馬組織障害の付加的な一因にも位置づけられる0

キンドリング刺激履歴とともに､対照群ではけいれん潜時が短縮してい

ったが､母仔分離モデルでは､その短縮現象は認めなかった｡この背景には､GABA

合成 ･貯蔵促進など抑制革に対する代償機能を示唆する分子機構 (EAAC1増加と

GTRAP3-18低下)の関与が指摘される.GABA合成 ･貯蔵促進を示唆するEAACl増

加とGTRAP3-18低下等の結果が得られたが､キンドリング早期完成には､Glu-Rl

や NMDA-Rlの上昇などのグルタミン酸受容体の発現増大と脆弱なGABA-A受容体

機能に加え GAT-1の低下による逆向輸送低下が分子背景に底流しているものと

推測した｡

総括

ヒト疫学調査では劣悪な養育環境は知的障害 ･運動能力 ･身体発達障害の素地
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を形成し[1】さらにうつ病発症 ｡ストレス脆弱性を昂進[2]させると云う報告があ

り､これらは初期養育環境が､成熟後の神経伝達系異常に影響してくることを

示唆するものである｡てんかん原性獲得もグルタミン酸神経伝達やレドックス

状態の変化によって修飾を受けるものであるから､幼君期における養育環境が

てんかんなどの酸化ストレスに脆弱性を帯びる一因になることが強く推測さ

れ､今回の研究-と発展した｡実際､母仔分離 (neonatalisolation)実験で

はすでにPTZけいれん誘発性後に､NI群で海馬組織障害と学習障害の顕著化す

ること[3】､GABA-A受容体の発現量低下 ･機能低下[4】などの生化学的 ･形態的諸

変化が報告されている｡この度の当該研究ではまず母仔分離操作を受けたラッ

トは拘束ストレス直後､脳内の抗酸化能が顕著に低下[5]していることを示すこ

とができた｡このことは幼君期における養育環境が劣悪であると､既報のGABA

抑制ばかりでなく成熟後後に遭遇する酸化ストレス (ここでは拘束ス トレス)

に対して脆弱性を示し､レドックスが容易に酸化シフトを起こすことを意味し

ている｡さらに､てんかん性病態の-モデルであるキンドリング形成も母仔分

離群で著しく容易に完成した｡この点も､酸化ストレス-の脆弱性とともに､

幼君期の劣悪な養育環境が成熟後における脱分極の容易な暴走を許すことを

裏付けるものである｡

ヒト疫学調査上では､すでに劣悪な養育環境(両親の離婚 ･虐待 ･希薄な親子

関係)が､うつ病 ･不安障害に影響することが危倶されている｡中には､てん

かん発症との因果を報告したものも散見されるが､心理的ス トレス負荷よりも､

虐待起因性の頭部外傷に説明を求める報告が多く､幼児期の心理的ストレスが

てんかん起因に結びつける報告はTeicherらの報告などがあるが､少ない現状

にある [6,7]｡ 本研究では､幼児期の不遇な心理的養育環境が成長後に易痘轡

性やてんかん原性の早期獲得に結びつくことを示した｡てんかんと心理的養育

環境の因果関係の存在を深める結果となった｡今後は､ヒト疫学調査上での多

因子解析が望まれる｡
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