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 論文内容要、旨

目的

 虚血脳急性期の変化を形態学的に捕えることを目的として,光顕,電顕的観察に加えて,free-

 zefracture(F-F)法を用いた観察を行い,虚血脳の病態について検討した。

方法

 250～350gの雄Wistarラットを用いた。Diethy卜etherにて麻酔導入の後Halothaneで

 維持し気管切開を行い,pゑncuroniumbromideにて無動化し,respiratorを用いてroom

 airで調節呼吸とした。血液ガス,体温は生理学的範囲内に保った。血圧及び脳波は連続的に記

 録した。血流遮断は,transcervicoclivalに脳底動脈に接近し,これを焼灼切離する。更に

 Scovilleのclipを用いて両側総頸動脈の血流を遮断した。脳循環量の測定については,MC-

 iodoantipyrineのautoradiogramを用い,頸部脊髄をコントロールとした相対的脳循環量を

 算出した。実験系としては,血流遮断を行わずに灌流固定を行った5匹をコントロール群とし,

 遮断群としては,5分,10分,30分,60分血流遮断後直ちに固定した群と,30分血流遮断後

 30分血流再開した5群につき各3匹の実験動物を作製した。固定は開胸の後,左心室にカニュー

 レを留置し,室温のヘパリン化生理食塩水200m1,次いで0.5%glutaraldehyde,4%para-

 formaldehydeを含むMillon圭gのリン酸緩衝液500m1を120mmHgの圧で灌流して行った。

 更に,その後直ちに開頭し,同固定液にて浸潤固定を行った。光顕用標本はパラフィン包埋の後

 3μmの切片とし,Hematoxylin-Eosin,KIUver-Barrera法にて染色した。超薄切片用標

 本には,視交叉を通る冠状断で正中より3mm外側の大脳皮質を用い,1彩osmi㎜tetroxide

 リン酸緩衝液で2時間の後固定を行い,脱水包埋の後翅薄切片を作製した。切片はuranylace-

 tateleadcitrateで染色し観察に供した。F-F法のための標本は,超薄切片法用の標本採取

 部位に隣接する大脳皮質より採取し,30彩グリセリンを含むリン酸緩衝液中に3時間浸潤させ,

 液体窒素で急速凍結させた後,凍結割断装置内で一115℃,1～2x10-7Torrの条件で割断し

 白金炭素を蒸着させレプリカを作製した。星状膠細胞の特殊な膜構造物であるorthogonalar-

 ray(OA)については,各標本ごとに50本の血管を観察),perivascularastrocyticfoot
 の形質膜の細胞質側のprotoplasmicface(Pface)にみられるOA,或いはそれに対応する

 細胞外腔側のextemalface(Eface)にみられるpitsが観察された血管を陽性とし,その

 頻度を検討した。コントロール群と各遮断群との間の有意差検定にはStudent'st-testを用

 いた。
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結果

 脳波は血流遮断後30秒以内に平担となり,血圧は遮断後一過性に上昇したが,その後は生理学

 的範囲内であった。相対的脳循環量については,コントロール群では118.3±20.1%であり,講

 遮断群では6、4土14.9%であった。光顕による観察では,遮断時間が長くなるにつれてeosin好

 性の胞体が濃染した神経細胞が散見された。この神経細胞は大脳皮質の三層,五層及び海馬でみ

 られたが,基底核部,小脳にはみられなかった。超薄切片像による観察ではperivascularas-

 trocyticfootの変化が最も早く,遮断30分後より,胞体の腫脹,電子密度の低下がみられた。

 細胞内小器官を観察するとミトコンドリアは正常な形態を示すが,粗面小胞体(rER)は腫脹し,

 リボゾームの離脱が認められた。星状膠細胞の胞体,核の変化は遮断60分後より明らかとなり,

 胞体の腫脹,核質の電子密度の低下,核膜の断裂,nuclearcistemの拡大が認められた。細

 胞内小器官については,rERの腫脹は認められるが,ミトコンドリアの変化は明確でない。30

 分血流遮断30分再開群では,perivascularastrocyticfoot及び星状膠細胞の胞体,核とも

 30分遮断のみの群と比較して大きな差はなかった。神経細胞の変化は60分遮断群より明確とな

 り,rERの軽度膨化,リボゾームのrERからの離脱が認められた。30分血流遮断30分再開群

 では,細胞質中のリボゾームは増加しており,その形状もモノリボゾームヘと変化しポリリボゾ

 ームは認められなかった。F-F法による観察では,perivascularastrocyticfootのOA或

 いはpitsがみられる血管の出現頻度は遮断時間が長くなるにつれて低下し,OAの形態も直交状

 の配列から塊状の配列へと変化する傾向がみられた。観察した50本の血管中OA或いはpitsを

 観察し得たものは,コントロール群では32.2±5.4(mean±SD)本であり,5分遮断群では

 26.0土2.2,10分遮断群で17.3±3.3,30分遮断群では9.7±4.7,60分遮断群では5.7士

 2.1であった。10分遮断群ではコントロール群との間に有意差を認めた(pく0.001)。一方

 30分遮断30分再開群では15.7士3.1であり,30分遮断のみの群と有意差はみられなかった。

まとめ

 脳虚血急性期の形態学的変化は,超薄切片像では30分血流遮断後のperivascularasむro-

 cyticfootの細胞質の腫脹,rERの腫脹,rERからのIJボゾームの離脱としてとらえられた

 が,footの形質膜に存在するOAはfootの腫脹に先じて10分遮断後より有意に減少し,脳虚

 血において最も早く変化する構造物であると考えられた。
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 審査結果の要旨

 虚血脳の組織学的研究は古くから行われており,神経細胞のミトコンドリアの腫脹が初期変化

 とされていた。しかし,近年虚血脳の研究の進歩に従い,従来の報告とは異なる知見が数多く報

 告されるようになってきた。

 本研究では,独自に開発したラット大脳半球高度虚血モデルを用いて,固定のartifactを避け

 るために潅流固定を行った標本を光顕,電顕的に観察している。更に,最近開発されたfreeze

 fractureshadowingの技法を用いて,脳の生体膜における虚血性変化を観察し,従来の超簿

 切片像の所見と比較検討し'ている。脳虚血モデルは,脳底動脈の焼灼切離に両側総頸動脈の遮断

 を加えて作製しており,実験系としては,コントロール群5匹,5分,10分,30分,60分血流遮

 断及び30分血流遮断後30分再灌流の5群各3匹ずつを用い亡いる。超簿切片像の観察では,虚血

 30分後のperivascularastrocyticfootの腫脹及びその細胞質中の粗面小胞体の腫脹,リボゾ

 ームの離脱が初期変化としており,神経細胞はperivascularastrocyticfootの変化に遅れて,

 虚血60分後から変化を示すが,ミトコンドリアは正常に保たれるのに比べて粗面小胞体が強い腫

 脹を示すと述べている。また神経細胞は星状膠細胞と異なり,血流再開で大きな変化を示し,

 polyribosomeのrosette形成はなくなり,monoribosomeへ劇的に変化すると主張している。

 一方,freezefracture法の検討では,perivascularastrocyticfootの細胞膜に観察され

 る特異な膜蛋白であるorthogona!arrayが虚血10分後という早期から有意に減少していたが,

 他の膜内粒子の分布には変化がみられず,膜の流動性は保たれるものと述べている。本研究では,

 従来詳細な検討を加えられていない星状膠細胞の虚血性変化を検討しており,その膜内蛋白であ

 るorthogonalarrayは虚血後10分という早期から変化を示したことは興味深く,本論文は本学

 の博士論文に価するものと考えられる。
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