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論文内容要旨

目的

 虚血脳および低酸素脳におけるfreeradica1反応に伴う膜脂質過酸化の進展を調べるため,

 新しい方法として励起状態の分子が遷移する際の発光を検出することにより検討した。さらに,

 freeradica1反応の発現がミトコンドリア呼吸鎖の電子の流れといかに関連するかの大要を知

 るためATP,ADP・glucose,1actate・pyruvateなどの経時的動態についても検討した。

方法

 実験動物としては雄Wistarラット(250～280g)i42匹を用いた。導入麻酔としてフロー

 センを使用し,pancuroniumbromide(0.8mg/kg)を静注した後・気管切開し人工呼吸を行っ

 た。低酸素負荷前および負荷後の動脈血ガスは02ガスとN2ガスを調節混合して吸気させ,PaO2

 110～140mmHg,PaCO235～45mmHg・MABP100～140mmHgの範囲に調節した。低酸

 素負荷は4%0296%N2混合ガスを瞬時に吸気させ,PaO217～22mmHgのarterialhypo-

 xemiaを5分間負荷した。この際血圧を100mmHg以上に保つためtidalvolumeを減じて

 PaCO2を28～38mmHgとした。脳試料採取の時点はpre-hypoxia・hypoxia3分・5分・

 POST-hypoxia5分・30分とし・Pontenらのfreezingmethodにより採取した。エネ1レ

 ギー代謝産物は酵素法により,超微弱発光は500mg試料の10倍希釈ホモジネートからの発光を

 東北電子産業社製ChemiluminescenceanalyzerOX-7にて検出し,10秒間ずつ10回の発

 光.量の平均値を算出した。またChemiluminescenceスペクト'レ分析は・Post-hypoxia5分

 後の検体を空気中35～36℃の条件で発光量3000counts/30sec.g以上の時点で,東北大学電

 気通信研究所稲場研究室における装置を用いて分析した。

実験結果

 〔1)Chemiluminescence値(発光量):Pre-hypoxiaの発光量は0～50counts/10sec

 望と低値を示し,hypoxia3分が231counts/10sec.g(nニ5),5分後が154counts/10

 sec.g(n=19)と上昇し,post-hypoxia5分で217counts/10sec.g(n=9)と上昇したが,
ビ

 30分後にはpre-hypoxiaと同様の低値に復した。

 のChemiluminescenceスペクト1レ分析1スペクト‡レのpeakは,480nm,520～530nm,

 570nm,620～640nm,680～700nmの波長域に存在し,.強度優位のものは570nm,620～

 640nm,680～700nmのものであった。一方,pre-hypoxicbrainの試料では同様に空気中
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 35～36℃に加温しても40分～60分以内は発光増加が認められずス尺クト'レ分析は出来なかった。

 〔3)エネ'レギー代謝:各測定値は5匹の測定値の平均値±標準誤差で示す。ATPは,負荷前2,44

 ±0.33mmo1/kgであが負荷中,負荷後ともに有意の減少を示さず,最低のpost-hypoxia5分

 でも2.31±0.07mmol/kgであったノ。ADPは負荷前が0.280±0.007mmo1/kgであったが,負

 荷中増加しhypoxia5分で0.445±0.020mmo1/kgと最高値を示し,自荷後漸減した・pyruvate・

 は負荷前で0.084±0.003mmo1/kgであったが,負荷により増加しlhypoxia5分で0.200±

 0.005mmol/kgを示したが負荷後漸減した。glucoseは,負荷前が3.39±0.07mmo1/kgで

 あったが負荷中漸減しhypoxia5分で0.84±0.005mmo1/kgまで低下し,post-hypoxia5

 分で4.71±0.08mmo1/kgと最も高値を示し以後は漸減した。

考察

 Che血iluminescenceスペクト'レ分析により,この発光現象は脂質過酸化崩壊過程における励

 起状態分子が基底状態に遷移する際のエネψギ一差を反映すると考えられた。一般に虚血脳にお

 けるfreeradical反応開始の機序として次の事象が考えられる。①呼吸鎖末端の02の減少に

 より,呼吸鎖は過剰還元状態となる(electronpooling)。②このpoolingによりCytopla-

 smicなNADf{,pyruvateなどの酸化が障害され,引いては1actateの貯留を生じる。

 ③electronpootingにより,呼吸鎖の一部から電子が漏出する。①electompoolingによ

 り,電子の受容体を失ったsemiquinonが脂肪酸炭素鎖の二重結合部を攻撃し,protonation

 を引き起こす。⑤不完全虚血,血流再開あるいは低酸素状態から再酸素供給の時期,呼吸鎖はむ

 しろ過剰酸化状態(電子の欠之)になる。すなわち,酸化可能な基質が,細胞質内に・蓄積し,呼

 吸鎖末端の02は不完全還元を受け活性酸素を生じる。あるいはまた,Cytochromea3と02の

 接触にHeme鉄が関与することにより,oxygenmetalcomplexが生じる機会も増大する。

 今回の低酸素脳の実験でも,2{上の可能性が考えられた。

結語

 (1}ラット低酸素脳の試料における5分間負荷前後の超微弱発光量を経時的に測定し,正常脳に

 比較して低酸素脳では有意な発光量の増大が認められた。

 のエネ1レギー代謝障害が,可逆的変化の範囲内にある低酸素脳では,エネ'レギー代謝の回復

 とともに発光量も低下し,正常に復する現象が認められた。

 13)ChemiluminescenGeスペクト'レ分析より,発光機構は脂質過酸化崩壊過程における励

 起状分子の遷移によるエネ'レギー収支によると考えられた,
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 審査結果の要旨

 虚血脳あるいは低酸素脳において,種々の多価不飽和脂肪酸が増加することは知られており,

 膜脂質構造の破壊が,freeradica1反応により惹起されることも考えられている。この生体膜

 リン脂質,不飽和脂肪酸の過酸化は酸素的反応あるいは非酸素な自動酸化により進展し,生体膜

 の構造的破壊をもたらすと考えられている。しかし,これまでの脂質過酸化の検出法は主に

 TBAR(チオバルビッール酸法)によってなされており,同法では完全なinvitroの系におい

 ては信頼しうる反応を示したが,虚血脳など生体試料を用いた実験では研究者により差違がみら

 れ,一定の見解が得られにくい状況にあった。

 本論文において試みられたchemiluminescence検出による脂質過酸化検出法は,これまで主

 に油脂食品の劣化などの研究に応用されてきたが,今回,脳梗塞の重要な病態の一つである低酸

 素状態の脳に応用し,エネルギー代謝との相関という観点から負荷前・負荷中・負荷後と経時的

 に検討した。その結果,低酸素脳において有意な発光現象が生じ,エネルギー代謝の障害が可逆

 的範囲内にある場合は,エネルギー代謝の回復とともに,発光量即ち過酸化反応も減弱すること

 を確認した点で,脳梗塞臨床の面からも意味のある事象をとらえたものといえる。即ち虚血脳,

 低酸素脳においてfreeradical反応による脂質過酸化が進行することが確認できれば,治療の

 面からはうジカルスカベンジャーなどの投与の有効性が考慮される。又,本論文ではchemilu-

 minescenceスペクトル分析により,この発光現象が脂質過酸化の崩壊過程において生じる励起

 状態分子の基底状態への遷移の際のエネルギー差がその本体であることをとらえた点で重要な意

 味を持つ。以上より,本論文が博士論文に値するものと考える。
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