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論文内容要旨

目的

 脳虚血,Neuronalceroidlipofuscinosisをはじめとする神経疾患や,高圧酸素による中枢

 神経毒性の病態形成との関連において,Freeradica1反応,特に脂質過酸化反応の関与が,指

 摘されている。これまでの研究では,過酸化脂質の定量,抗酸化性物質や共役ジエンの測定,脂肪

 酸組成の変化などを指標として,InVivoおよびInVitroで過酸化反応が検討されてきたが,い

 まだ,不明な点が多く,詳細は明らかにされていない。そこで,本研究は,Brainhomogenate

 に酸素を曝露する反応系を用いて,脳組織におけるFreeradica1反応機構,特にそのinitiator

 の生成機序を明らかにすることを目的として行われた。

方法

 Wistar系rat雄(体重250～300g)の脳を用い,0.1MTris-HC召bufferPH7.4中で,

 10%Brainhomogenateを作成し,これに,370Cで純酸素を曝露する反応系を用いて,以下の

 ような実験を行なった。(110xygenatedbrainhomogenateにおけるFreeradica1反応,特に

 脂質過酸化反応を確かめるため,過酸化脂質定量,脂肪酸組成分分析を行ない,またDi-tert-

 butylhydroquinone(1×10-4M)の化学発光に及ぼす影響を検討した。(21化学発光にあづかる

 励起種を明らかにするため,発光スペクトル分析を行なった。〔31Freeradica1反応機序を明ら

 かにするため,Fe3+(1mM),Ascorbate(1mM),NADPH(2mM),Deferroxamine(1.5

 mMorO.36mM),Ascorbateoxidase(30U/鋤,Superoxidedismutase(5.7x10-7M),

 Catalase(20μg/m召)およびCeruloplasmin(0.3mg溜)をBrainhomogenateに添加し,過酸

 化脂質生成および化学発光に対する影響を検討した。同様に,種々の濃度のAscorbate(0.01～

 10mM)の作用も検討した。また,外因性にFe3+一ADPをBrainhomogenateに添加し,Fe3+

 一ADPのFe2+一ADPへの還元反応を520nmにおける吸収により測定した。〔41生成した脂質ラジ

 カルを直接捕捉するために,ElectronSpinResonance(ESR)spectrometryを行なった。〔5〕

 Freeradica1反応が、脳蛋白質分子に与える影響を調べるため,脳蛋白のSDS-polyacrylamide

 gelelectrophoresisを行なった。

結果

 1,BrainhomogenateのOxygenationに伴ない,過酸化脂質生成量は増加し,逆に多価不飽和

 脂肪酸であるDocosahexaenoicacid(C22:6)やArachidonicacid(C20:4)は減少した。ま
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 た,Radica1トラップ剤であるDi-tert-butylhydroquinoneは,化学発光を抑制した。このこと

 は,Oxygenatedbrainholmgenateにおいて確実にFreeradica1反応・特に脂質過酸化反応

 が起きていることを意味し,化学発光をFreeradica1反応の指標と考えることができると結論

 された。Deferroxamineは化学発光をほぼ完全に抑制し,またAscorbateoxidaseも非常に強

 い抑制を示した。これに対して,SuperoxidedismutaseやCatalaseによってはあまり抑制は

 認められなかった。Ceruloplasminは,中等度の抑制作用を示した。0.01～1.2mMのAscorbate

 添加は,化学発光に対して,促進的に作用したが,1.2mM以上のAscorbateは,徐々にその抑

 制を強めた。これらの結果より,Freeradical反応のini廿ationには,鉄イオンおよび還元型

 Ascorbateが最も,重要な働きをしているものと思われた。

 一方,Fe3+一ADPをBrainhomogenateに添加すると,Fe3+一ADPはすみやかな還元を受け,

 Fe2+一ADPとなる事が確認された。また,あらかじめBrainhom6genateに,Ascorbateoxid

 ase(29U/御ゑ)を添加しておくと,初期の還元反応は消失し,後のゆっくりした還元反応のみが

 残った。後者はNADPH(2mM)添加により増強された。即ち,脳組織は,Ascorbate依存性の

 すみやかな,またNADPH依存性のゆっくりしたFe3+の還元活性を有するものと考えられた。

 従って,initiation反応機構として,以下のような機序を想定することが可能であると思われる。

 (1〕還元型として存在しているAscorbateが,脳組織内に微量に存在していると考えられる3価

 の遊離鉄や,Nucleotideなどとゆるく結合している3価の鉄イオンを一電子還元し,2価の鉄

 イオンが,生成される。

 〔2)生成された2価の鉄イオンは・続いて02と配位し・よりエネルギー準位の高いPerferry1-

 ion型の鉄錯体を形成する。

 (3)生成したPerferrylionは,隣接する脂質より電子を引き抜き,脂質過酸化反応が開始され

 る。

 且,Brainhomogenateからの発光スペクトル分析より,主たる励起種は,励起インドール化合物

 であると思われた。この励起インドール化合物は,脂質ラジカルとのinteractionにより生成さ

 れるものと思われた。SDS-polyacrylamidege1電気泳動上,脳蛋白の泳動パターンに,著明

 な変化が認められなかったのも,このような,Lipid-proteininteractionが生じ,得たエネル

 ギーは,化学発光という形で失われ,蛋白の構造が守られたためと思われた。従って,Lipid-

 proteininteractionは,生体膜の構造維持という点で重要な現象であると思われた。
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 審査結果の要旨

 虚血性神経細胞障害,Neuronalceroidlipofuscinosisまた高圧酸素療法による中枢神経毒性

 のpothogenesisの1つとして,freeradica1反応,特に脂質過酸化反応の関与が指摘されてい

 る。freeradical反応はまた,隣接するタンパク質分子,アミノ酸および核酸などにも障害を与え,

 細胞を不可逆的な死に至らしめる可能性も考えられている。そこで,本研究は,Brainhomogenate

 に,酸素を曝露する反応系を用いて,脳組織におけるfreeradical反応,特にその,initiation

 機構を明らかにするために行なわれた。Wistar系rat雄(体重250～3009)の脳を用い,0.1

 MTris-HCIbufferpH7.4中で,10%brainhomogenateを作成し,乙れに37℃で,純酸素を

 曝露する反応系を用いて,以下のような実験を行なった。(1)Bralnhomogenateの酸素化に伴なう

 過酸化脂質生成量の変化および脂肪酸組成分析。(2)Oxygenatedbrainhomogenateからの化学発

 光にあづかる励起種を明らかにするための発光スペクトル分析。(3)Fe3+(1mM),Ascorbate

(1mM),NADPH(2mM),Deferroxamine(0.36mM),Ascorbateoxidase(30U/m1),

 Superoxidedismutase(5.7x10-7M),Catalase(20μg/ml)およびCemloplasmin(0.3mg/ml)

 がbrainhomogenateの酸素化に伴なう過酸化脂質生成および化学発光強度に及ぼす影響の検討。

 (4)ElectronSpinResonance(ESR)spectrometryによるAscor-batefreeradicalと脂質

 ラジカルの捕捉。(5}α・α'一dipyridy1(0.87mM)による脳組織における鉄還元活性の証明。

 (6)SDS-polyacrylamidegelelectrophoresisによる脳蛋白質分子の構造的変化の検討。これらの

 実験により,brainhomogenateへの酸素の曝露は,過酸化脂質の生成と多価不飽和脂肪酸の選択

 的減少をもたらし,脂質過酸化反応の存在を裏付けた。一方,鉄キレート剤であるDeferroxamine

 は,化学発光および過酸化脂質生成をほぼ完全に抑制し,Ascorbateoxidaseもこれらを強く抑制

 した。これに対して,SuperoxidedismutaseやCatelaseは,有意な抑制を示さなかった。脳組

 織は,主に,Ascorbate依存性に,鉄還元活性を示した。発光スペクトル分析より,主たる発光

 本体は励起インドール化合物であり,freeradical反応により蛋白質が励起を受けている可能性

 が示唆されたが,脳蛋白質の電気泳動パターンには著明な変化は認められなかった。

 以上より,脳組織におけるfreeradica1反応は,鉄触媒性に開始され,しかも,鉄(三価鉄)

 は,主としてAscorbateにより還元を受け,二価鉄一酸素複合体を形成することは,確実なこ

 とと思われた。鉄酸素錯体をinitiatorとして開始されたfreeradical反応は,脂質と蛋白質

 の相互作用により化学発光を生じて七erminationを起しながら,ゆっくりと進行することを明ら

 かにし得た。よって,本研究は,学位授与に値するものと考える。
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