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はじめに

　ヒトの脳はその個体の出生までに神経細胞（ニューロ、

ン）は数においてはほぼ完成され（約100～140億個），

重量においても成熟するまでに約4倍に（平均380gか

ら1400gへ）増えるのみと言われる1）．しかしその組織

内の物質の個々には成熟に向って種々の変動があること

が知られている2）．　しかも発育速度は胎児期乳児期に

最もめざましい．脳重量では生後1年までに出生時の約

3倍となり，その後ゆるやかに増加し，10歳でほぼ成人

の重さに達し出生時の約4倍になるが，その増加が最も

著しいのは出生を境として胎児期および生後7ケ月ぐら

いまでの間と言われ，これが脳の発育期区分の細胞，軸

索，樹状突起の発育，ついで軸索の髄鞘（ミエリン）の

形成発育に相当する時期である2）．脳が正常に発育する

ためには，その発育初期が非常に大切であるということ

は周知の通りである．生化学的にも幼若期の脳は代謝が

きわめて活発であり，脂質および蛋白質の合成速度，代

謝回転は成人に比し著しく旺盛である．蛋白質を中心と

した代謝に注目すると，脳組織内には他の組織に比べて

遊離の状態のアミノ酸が特に高濃度に存在する．そして

その遊離アミノ酸の濃度と分布は正常時にはほぼ一定の

パターソをとると言う3）．今回ラットを生後直後から10

週令まで飼育しその間3週令以降の離乳期に差違をつけ

て群別飼育し，各々の週令における脳内遊離アミノ酸

（F．A．　A．）の変動を測定して離乳期の違いが脳の成熟の

過程へ及ぼす影響について生化学的一検索を試みた．
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実験方法

1．　実験動物

　　妊娠後期のドンリュウ系ラット18匹を購入（日本ラ

　ット株式会社）し，生まれた仔（母親1匹当たり平均

　10～12匹の生仔を得る）を実験に供した．

2．飼育方法及び期間

　　生後直後のものを0週令とし，以降3週令までは母

　親と共に45cmW×25　cmD×20　cmHのアルミ製ケ

　ージで飼育し，母親の母乳で育て母親には市販の繁殖

　用固型飼料（日本クレアKK．製，　CA－1，粗蛋白

　含有量24％，351．5　Cal／100　g）と水道水を自由摂取さ

　せた．4週令からは母親を付けたままの母乳併用群と

　母親から完全に離し固型飼料のみで飼育する完全断乳

　群の2つに分げ，各10週令まで飼育した．飼育室は室

　温20～26℃，温度50～70％に空調し，自然採光とした．

3．　試料採取法

　　0週令から3週令までは各週令毎に各親からランダ

　ムに仔を選び4～6匹ずつを試料とした．4週令以降

　10週令までは各群別に毎週5～6匹ずつを試料とした．

4．試料処理法

　　各週令毎に選んだ仔は体重測定後ドライアイスを用

　いて軽く窒息させてから，直ちに液体窒素中に4）2～

　3分浸し組織中心部まで完全に凍結（－190℃）させて

　から取り出し断頭後頭部を一80℃の超低温庫（荏原

　製作所K．K．製）に保存し，順次分析に供した．

5．　組織の処理法

　1）　脳の摘出4）

　　凍結状態のまま頭部を鼻の上から頭頂部にかけて頭

　皮にメスを入れ皮膚および膜をはいで頭蓋骨を露出さ

（27）



出海みどり・鈴木佳子

　せる．次に鼻のつけ根あたりの嗅脳のところに穴をあ

　けそこから頭蓋骨をこじあけ，脳に傷をつけなによう

　に注意して骨を取り除き，脳組織を残さないように全

　脳（大脳および小脳）を取り出し，重量既知のガラス

　製ホモジナイザーカップに入れる．この間組織をなる

　べく冷温に保つようにする．
　　　　　N
　2）試料液の抽出

　①摘出脳は湿重量を測定後，手ぼやく氷冷のO・4N－

　HCIO4（Perchloric　Acid以後PCAと略す）を用い

　て10％ホモジネートを作る．酸処理中は絶えず外から

　氷冷して組織を冷温に保つ．ホモジネートは冷却型遠

　心分離機（島津製作所K．K．製CPR－005型）を用

　いて0℃，3500r．　p．　m．で10分間遠沈し上清を共栓付

　試験管にとり氷冷しておく．

　②沈渣に再び0．4N－PCAを少量加えて混和し①と同

　様に遠沈して上清を取る．この操作を3～4回繰り返

　し得られた上清は合わせて氷冷しておく．

　③合わせた上清は5N－KOHで中和し2時間以上氷冷

　した後遠沈し得られた上清は0．2N一クエン酸ナトリ

　ウム緩衝液pH　2．2でpHコントロールして酸可溶性

　分画として，アミ酸分析用の試料とした．

　④②の操作で残った沈渣は直ちに5mZの95％エタ

　ノールで2回洗源しPCAを除いた後，5mZのエタノ

　ール・エーテル（3：1）混液を加えて40～50℃10分

　間浸漬し脂質を除く．

　⑤その沈渣に約3　mlの0．3N－KOHを加えて37℃，

　15～18時間浸漬し，その後氷冷しながら60％PCAで

　中和し遠沈して上清をリボ核酸（RNA）の試料とした．

　⑥⑤の沈渣に4％PCAを加え90℃，15分間加熱，

　冷却後遠沈し上清をデオキシリボ核酸（DNA）の試料

　とした．

6．　試料の分析法

　①酸可溶性分画はアミノ酸試料として一定量をとって

　アミノ酸自動分析計（柴田アミノ酸自動分析機AA－

　100）にかけ遊離アミノ酸の測定を行った．

②核酸の定量5）はRNAをSchmidt－Thannhauser・

　Schneider法，　DNAをBurtonの変法で行った．

実験結果

　18匹のドンリュウ系母ラットの生仔170匹を用いて生

直後より3週令までは通常の飼育法で母乳により仔を育

て3週令以降は各母親毎に仔を2群に分け，一方はその

　まま母親をつけておき市販固型飼料と母乳併用の栄養摂

取法とし，他方は完全に親と切りはなして固型飼料によ

る栄養摂取法で，各々8～10週まで飼育し，その間生直

後の0週令より10週令まで各週令毎に各親別の仔を4～

　8匹宛選んで屠殺処理し，体重測定，脳重量測定後，摘

出脳より酸可溶性分画を抽出し脳内遊離アルミ酸を測定

　した．雌ラットの結果を表1ラットの週令別脳内遊離ア

・ミノ酸濃度（♀），表2ラットの週令別平均体重および平

均脳重量（♀）として示した．

　脳の遊離アミノ酸濃度は，グルタミン酸，γ一アミノ

酪酸（GABA）以外はすべて生直後の値が高く，タウリ

ンを除いては1週令時の3～5倍の濃度となっている．

タウリンは週を追う毎に漸減していく，グルタミン酸は

生直後から高い濃度を示しながら週を追う毎に漸増して

いく．GABAは生直後は低濃度であるが，週を追う毎

つこ漸増し8週令まで増加を続け6～7倍の濃度となる．

アスパラギン酸，グルタミソ酸，GABAを除く他のア

ミノ酸は一般に1週令時に低濃度となり成熟によっても

変化が少ない．

　3週令と4週令の間での離乳時の影響を見ると，離乳

という栄養摂取法が変わることによる3週令と4週令の

間で変化が見られるものとしてはグルタミン酸と

GABAであるが，他のアミノ酸は成熟時の値に向って

安定していく傾向である．

　3週令以降の母乳併用群と完全断乳群との二群間の差

違は各アミノ酸別に検定してみたが濃度としては差は小

さく有意の差とは認められなかった．

考　察

　仔ラットを飼育中に観察していると，生後12日前後で

眼が開いてくる．3週令頃から母乳を飲みながら母親に

対して与えている固型飼料を少しずつ食べるようになる

が母乳を主に摂っている．母乳併用群では4週目から5

週目のはじめ頃まで母乳を飲んでいるが，固型飼料もか

なり食べるようになる．5週令後半には親と同居でも母

乳は飲まなくなる．完全断乳群の方は3週令後は母親か

ら離すので固型飼料だけの栄養摂取となる．

　動物の種類によって，出生時における脳の発育の程度

が異るということがわかっている．ラットの場合は，出

生後10日ぐらいまで脳細胞の増殖が認められるが，ヒト

では出生直前にそれが完了していると言われる2），今回

これを確認しようと脳組織中の核酸（DNA，　RNA）の週
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表1 ラットの週令別脳内遊離アミノ酸濃度♀（μmoles／g湿重量） mean±S．D．

　　　　　Week
dA．A． OW IW IIW mw wW VW VIW V皿W． XW

11．30±3．46 10．05±3．54 8．10±1．35 7．03±0．52
7．70±1．07 7．69±0．34 6．30±0．75 5．77±0．25 5．48±0．32

Taurin
8．64±0．87 6．80±0．94 6，36土1．52 5．95±0．22

一
3．39士0．64 1．77±0，67 2．67±0．19 3．40±0．99

3．23±0．53 3．58±0．46 2．88±0．70 3．02±0．50 3．11土0．94Aspartic
≠モ奄

3．30±0．48 3．35土0．61 2．99±0．46 3．29±0．12

一
2，38±0．87 一 一 一 一 一Threonine 3．19±0．46 1。96±0．56 2．63±1．29

一 一 一 一 一
一 一 一 一 一Serine 3．81±0．51 1．42±0．28 1．74±0．55 2、09土1．06

一 一 一 一 一
6．79±L53 8．24±1．61 6．78±1．13 6．70±0．97 5．95±1．52Glutamic

≠モ奄
4。09±1．29 4．18±1．02 4．95±1，13 5，46±1．22

7．69±0．94 7．63±1．52 6．56±2．00 6．58±0．85
一

一 一 一 一 一Proline 2，47±0．16 1．09±0．49 0．88±0．59 1．46±0．39

一 一 一 一 一
1．17±0．30

一
1．16±0．12 1，54±0．27 1．40±0．15

Glycine 4．08土0．35 1．45±0．22 1．49±0．16 2．03±0．73
1．12±0．14

『
1．40±0．23 1．67±0．10

一
0．80±0．32

一
0。90±024 1．15±0．20 0．96土0．09

Alan｛ne 3．74±1．89 L71±0．82 1．82±0．60 2，52±0．53
0．64±0．18

一
0．94±0．07 1．17±0．05

一
一 一 一 一 一Cystine

一 一 一 一
一 一 一 一 一

0．22土0．07 0．20土0．05 0．21±0．07 0．24±0．06 0，22土0．03
Valine 1．63±O．28 0．36±0．16 0．46土0．10 0．76±0．63

0．21±0．06 0．20±0．06 0．23±0．07 0．28±0．01

一
0．24士0．04 0．27±0．06 0．25±σ．20 0．21±0．04 0．18±0．02

Methionine 0．68±0。15 0．21±0．04 0．33±0．15 0．46±0．34
0．23±0．09 0．23±0．06 0．22±0．07 0．22±0．02

一
0．16±0．05 0．14±Q．03 0．13土0．04 0．17±0．05 0．14±0．04

Isoleucine 0。85±0．23 0．19土0．05 0．22±0．07 0．39土0．26
0．15±0．05 0．13±0．02 0．17±0．05 0．19±0．00

一
0，25±0。09 0．17±0．03 0．20土0．07 0．32±0．10 0．27±0．06

Leucine 1．42±0．32 0．30±0．10 0．35±0．14 0．71±0．56
0．23±0．08 0．18±0．05 0．26±0．11 0．36±0．03

一
0．11±0．04 0．08±0．04 0．08±0．03 0．13±0，04 0．11±0．00

Tyrosine 0．70土0．20 0．22±0．04 0．24±0．06 0．28土0．19
0．11±0．04 0．10土0．03 0．11土0．05 0．15土0．00

0．10±0．03 0．08±0．04 0．09±0．04 0．17±0．06 0．14±0．01Phenyl
≠撃≠獅奄獅

0．65±0．35 0．14±0．04 0．18±O．06 0．17±0．19
0．11±0．04 0．09±0．05 0．13±0．06 0．18±0．01

一
3．05±0．48 3．14±0．59 3．30±0．49 4．61±1．03 4．15±0．17

GABA 0．75±0，15 1．34±0．46 2．73土0．90 3。71土0．93
3．51±O．95 3．49±0．89 3．72±1．12 4．85±0．22

一
一 一 一 一 一Tryptophan

一 一 一 一 一 一 一 一 一
0．10±0．03 0．11士0．02 0．10±0．02 0．15±0．05 0．11±0．03

Lysine 0．78±0．13 0．15±0．05 0．24±0．06 0．62±0，67
0．09±0．02 0．12±0．05 0．12±0．04 0．15±0．02

一
0．64±0．14

一
0．38±0．10 0．58±0．15 0．56±0．20

Histidine 2．21±0．35 0．71±0．35 0．81±0．05 0．93±0．23
0，45±0．07

一
0．50±0．08 0．56±0。04

一
0．33±0．08 0．24±0．03 026±0．05 0．47±0．13 0．45±0．11

Arginine 0．83±0．34 0．26±O．01 0．31±0．14 0．63±0．26
0，32圭0．05 0．27±0，06 0．29±0。12 0．57±0．02

一
注：4週令以降は上段母乳併用群，下段完全断乳群
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図1　ラットの脳内遊離アミノ酸濃度の週令別変動（♀）
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体重（9）
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表II　ラットの週令別平均体重及び脳重量（♀） mean±S．D．

週令
iWeek） OW IW IIW nlW IVW VW VIW ▼皿W XW

72．6±15．3 87。4士16．7 133．5±22．2 168。3±25．8 181．0±2．1
　体重（9）Body　Weight

4．6±0。3 13．0±1．2 26．9±4，2 41．5±1．7
58．4±4．8 105．2±17．6 114．2±20．1 156．0±5．8

一
1．25±0．10 1．16±0．17 1，41±0．19 1．54±0．03 1．69±0．18

脳湿重量（g）Brain　Weight

0．23±0．05 0．57±0．07 1．09±0．06 L18±0．07
1．17±0．14 L31土0．24 1．73±0．95 1．63±0．08

一
注：4週令以降は上段母乳併用群，下段完全断乳群

（31）
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令別変動を測定したが充分な資料とならなかったので次

回に報告することとする．

　ラットの脳内遊離アミノ酸に関して，その脳の成熟ま

での変動を追ってみると表1のようになる．これは全脳

中の遊離アルノ酸プールを週令別に測定した♀ラットの

値である．6ラットの方の数値はもう少し追跡が必要な

ところが生じ次回に報告する．

　一般にこの値は多少の条件の変動があっても，かなり

一定したパターンを呈すると言われ6）今回の測定値にも，

その特徴を一部見ることができる．個々のアミノ酸につ

いてみるとグルタミン酸，グルタミソ，アスパラギン酸，

N一アセチルアスパラギン酸，およびγ一アミノ酪酸

（GABA）は特に多量に存在しこれら5つのアミノ酸の

総計は全遊離アミノ酸の2／3以上に達すると言われる．又

各アミノ酸は脳の発育に伴ってその変動に特徴が見られ

る．1966年AGRAWALらの説でラット脳のアミノ酸をつ

ぎの3グループに分けている6）．

　1）生誕から成熟にともない増加するもの：グルタミ

　ン酸，γ一アミノ酪酸（GABA），およびアスパラギ

　ン酸．

　2）生誕から成熟にともない減少するもの：生誕時あ

　るいはその後の短期間高値を示し成熟の過程で迅速に

　減少するもので，プロリン，バリソ，ロィシン，イソ

　ロイシン，チロシン，フェニールアラニンなど．

　3）　ほとんど変化しないもの：以上のほかの大多数の

　もの．

　以上のうち，生誕時あるいはその直後の短期間，高い

値を示すのみで成熟の過程で減少し，成熟後一定の値を

とるものについて，そのような変動の原因として，母親

の血液中に高濃度に存在していたものが，胎生期にはそ

のまま脳の水準を示していたが，分娩後は脳外に徐々に

排出するためとか，あるいは分娩後はアミノ酸は血中か

らあまり脳へは移行しないのに脳自身は急速に発育する

ため，それらの濃度が低下していくためとかの理由が推

定できるとしている，

　他方，成熟の過程で濃度が増加していくアミノ酸は，

何か脳の機能と関係がありはしないかと推定され，特に

局所的解剖学的検索がおこなわれた．しかし今回の測定

は全脳中の濃度について行ったので，局所的定量値との

対比は行わないことにする．

　図1に雌の場合の一部アミノ酸濃度を週令別変動とし

て描いてみたが，表1でみるように個々のアミノ酸でそ

の成熟の域に達するに要する期間が異っているので一概

には言えないが（1）のグループに属するアミノ酸か5見て

いくと．

　アスパラギン酸：これは生後直後の濃度水準を3週令

　で回復させている．4週令以降の2群間の差は認めら

　れない．アスパラギン酸はアスパラギン，蛋白質およ

　びピリミジン体の生合成の前駆物質であると言われ，

　神経伝達物質として役割は十分には確立されていない

　が，細胞のすべてのアミノ基転移酵素の基質であるの

　で，アミノ基の転移に関して中心的役割を演じている

脳のすべての窒素の異化は最終的には共通の代謝過程

　としてアスパラギン酸を通して行われるということで

　ある3）．

　グルタミン酸：これの脳内濃度は生直後から非常に高

　い．そして週を追う毎に漸増していく，4～5週令で

最も高濃度となり生直後の値の2倍以上を示し，その

後もその水準を保っていくのである，このことはグル

　タミン酸が神経伝達物質の役割を演じているだけでな

　く，多くの物質の生合成の前駆物質として働き，また

脳に非常に有毒である遊離アンモニアのレベルの調節

　に関与しているからであろうと見られている．一般に

　グルタミン酸は興奮性物質と考えられ脳の活動は全体

的にみて，グルタミン酸と抑制物質と言われる

GABAとのバランスによって調節されると考えられ

　ている．

　γ一アミノ酪酸（GABA）：生直後から3週令へかけ

て急増し5倍近くの濃度となる．その後も8週令まで

漸増していく，2群問の差をみると完全断乳群の方が

10％以上の高濃度を示している．GABAはグルタミ

　ン酸脱炭酸酵素（GAD）が触媒するグルタミン酸のα

一脱炭酸反応により生成され，多くの誘導体に代謝さ

れる．これは主として神経系に限局して存在するので

GABAが特有な神経機能を有していることを示唆し

ている．脳内の抑制性神経伝達物質として働いている

と考えられ，ニューロンに対する抗興奮作用をもって

おり，グルタミソ酸，アスパラギン酸，アセチルコリン

などと拮抗すると言われる．痙攣に対する感受性と

GABAの脳内濃度，それよりもGABAとグルタミン

酸の割合との間に密接な相関があるといわれ今日の概

念では　生理的な抗てんかん剤としてGABAが支持

されている3）．

（2）のグループに属する個々のアミノ酸の考察は今回省
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ラットの脳内遊離アミノ酸に及ぼす離乳期の影響

略するがその中でタウリソの変動は見ておきたい．

　タウリン：生直後は他のアミノ酸を圧倒して高濃度で

　ある．その後週を追う毎に漸減し10週令を経過しても

　減りつづけていく．10週令の値がちょうど生直後の半

　分位となるが，他のアミノ酸濃度レベルと比較すると

　高濃度である．タウリンはシスタチオニンと共にメチ

　オンから合成され脳に高濃度に存在する含硫アミノ酸

　となっている．特に網膜において神経伝達物質として

　の作用をもっていると言われる3）．

　（3）のグループに属するアミノ酸は今回の測定結果から

　は見い出せなかった．

要　約

1．　ドソリュウ系ラットを用いて，その生後直後から10

週令まで飼育し，その間3週令以降の離乳期に飼育法を

2つに分け，一方は母親を付けたままの母乳併用群，他

方を母親から完全に切り離して，固型飼料のみで育てる

完全断乳群とし，他の条件は同一にして飼育し，各週令

毎に仔をランダムに選び試料とした．

2．各試料は脳を摘出し酸可溶性分画からアミノ酸をア

ミノ酸自動分析計を用いて測定し，脳内遊離アミノ酸濃

度の週令別変動をみた．

3．個々のアミノ酸によって脳の成熟までの変動が異な

ることがわかったが，2群間の差としてはグルタミン酸，

γ一アミノ酪酸（GABA）に図1に見られるような差，

すなわち完全断乳群の方が10％以上も高濃度を保持して

いるのであるが検定の結果有意の差とはなっていなかっ

た．しかし脳重量を見ると，完全断乳群の方が重い傾向

なので全含有量の比較では大きな差となっている．脳の

活動がグルタミン酸とGABAとのバランスによって調

節されていることを考え合わせると離乳期の遅延は脳の

発育に及ぼす影響があると考えられる．
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