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ビ リ ル ビ ン の脳細胞毒性に対する

保護お よび促進作用物質の 研究

金沢大学医学部脳神経外科学講座 ( 主任
‥ 山本信 二郎教授)

土 屋 寿 司 郎

( 昭和5 3 年3 月20 日受付)

本論文 の 要旨は第 15 臥 第16 回 日本神経病理学会学術研究会で 発表し た ･

ク モ 膜下出血, あ るい は脳 室 に 穿破し た脳 内出血な

どに み られ る 重篤 な症状 は , 出血自体の 場所占拠性障

害の 他に , 二 次的に 発生す る脳腫脹 ▼ 髄液吸収障害 ･

血管攣縮そ の 他 に よ る脳障害 に 起因す る ･ ク モ 膝下腔

に 出た血液は t 通常無菌性髄膜炎を起 こ し
1 l

, 交通性水

頭症を も引き起 こ す
2131

. 髄液系内 に 出血が起 こ ると ･

大部分は吸 収さ れ て 静脈系 に は い る
415 躯 ･

一 部の 赤 血

球は溶血し , オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン か ら , 最終的に は ヒ

リ ル ビ ン , 鉄 な どに ま で 分解さ れ る
抑

. ク モ 膜下出血

後に み られ る髄液の キ サ ン ト ク ロ ミ
ー の 原 因に は ･

ど

リ ル ビ ン の 役割が 最 も大き く
8I

. ま た どリ ル ビ ン の 童が

症状を左右す る と主張す る もの も い る
-)

. 藤井
9 )
は ･ 頭

蓋内圧 を指標と し て ,

一 定量 の 血液に 含有さ れ る 量の

赤血球 , 血球 g h o s t . ヘ モ グロ ビ ン , オキ シ ヘ モ グ ロ ビ

ン .
へ ミ ン な ら び に ヒリ ル ビ ン を各 々 単独に ク モ 膜下

腔に注入 して ,
こ の う ち ヒリ ル ビ ン に よる 反応が最 も

著明で あ る こ と を証 明し た .
ど リ ル ビ ン の 細胞毒性に

っ い て は従 来. 主と し て 核黄痘の 面か ら研 究が 進め ら

れて さ た
1 0 卜 1 引

こ の 研究 は,
ど リ ル ビ ン の 細胞毒性を軽減あ る い は

増加させ る物質の 作用機序を , 鶏胚脳培養細胞を用 い

て , 主 と して 糖代謝の 面か ら検索し た . 対象と し た物

質は ∴核黄痘 の 治療 に 用い られ る ア ル ブ ミ ン , 呼吸 系

の 楠酵素で あ る ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ

ド( N A D ) , 呼吸 酵素 の チ ト ク ロ ム C , 細胞の 代謝 に 必

須に 働らく サ イ ク リ ッ ク A M P , お よ び 核 哉痘 に 有害

と して 知ら れ る サ ル フ ァ 剤で あ る .

方 法

Ⅰ. 脳 単層培養の 作成お よ び培養期間

311

コ
ー チ ン 種あ る い は白色 レ グホ ン 種 の 軒 化後 9

～

1 1 日日 の 鶏胚10 個 より 脳を易り出して 加え . ト リ プ シ

ン を使用 す る こ と な く , H a n k + 溶液中で 軽く ピ ペ ッ

テ ィ ン グし て 単細胞に 分離し た後 , 5 個の 培 養瓶( T D

瓶) に 分注し , 培養液を用い て 単層培養を行な っ た ･

培養液 は翌 日 , 3 臥 5 日 お よ び6 日目 に 半 量 宛 を 交

換し . 7 日目 に ど リ ル ビ ン 添加実験を行な っ た .

1 ) 対照群 の 作成

培養液5 山 を残し , 祈 らた に 培養液30 m ほ 加え , 全

量 を 35 山 と し て 実験に 供 し . 対照群と した .

2 ) ヒ リル ビ ン 溶液の 添加

H s i a ら
1 9)
が 血清 ビ リル ビ ン 濃 度 20 m g /d l 以 上 で 臨

床的 に 核黄痘 の 症例が増加する こ と を 報告 し .
C h e n

ら
- 7)
は ウ サ ギ で , L u c y ら

2 0】
は猿を用い て 血清 ビ リ ル

ビ ン 濃度20 m g ノd 緒 維持す る方法で 高率 に 核黄痘 を作

成し た . 嶋田
2 1I
は ヒ リ ル ビ ン 10

～

50 m g /d Jの 濃度 で ,

鶏胚脳培養細胞に 糖代謝障害 を釆たす こと を報告し て

い る . 著者は嶋田 の 実験を 参考 に し て . 培養液に 添加

す る ヒリ ル ビ ン 量 を 20 m g/ d /と して 実験を 行な っ た ･

1 / 10 規定の 水酸化 ナ ト リ ウ ム に . ど リ ル ビ ン が

20 m g / 最 と な る よう 溶解 し た . こ の 溶液 を , 濃 度 が

20 m g /d / × 1 .1 6 倍 の 溶液と なる よ う , 培養液 に 添加し

た もの を用意 した . 培養瓶の 液5 山を 残し , 上記の ど

リ ル ビ ン 加培養液30 扉 を加えて 全 量 を 35 m l と す る

と , 培養液の どリ ル ビ ン 濃度は 20 m g /d /( 3 .4 2 × 1 0~
4

モ ル) と なる .

3 ) どリ ル ビ ン と各種薬剤 の 添加

上記 ビリ ル ビ ン 加培養液 に , さ ら に 同モ ル 数 の サ ル

フ ァ 剤 ( ホ モ ス ル フ ァ ミ ン 8 . O m g / d ‖ ,
ア ル ブ ミ ン

( 5 80 .5 m g / d l) . N A D ( 2 2 .7 m g / d L ) , サ イ ク リ ッ ク

I r h ibitin g a n d E x a c e r b ati n g A g e n t s f o r T o x it y of B
ilir u bi n o n T is s u r e C ult u r e of

C hi c k E m b r y o B r ai n . H is a zi r o T s u c h iy a , D e p e r t m e n t of N e u r o s u
r g e r y ( D ir e c t o r :

P r of . S . Y a m a m ot o) , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e r sit y ･



3 1 2 土

A M P ( 1 7 . 4 m g / d り , 1 /4 量 の チ ト ク ロ ム C

( 1 0 0 m g / d上) を加え , そ れ ぞ れ作用 を検索 した .

Ⅱ . 培 養細胞な ら び に 培養液の 検索

培養の 方法 を2 群 に 分か ち ,

一

つ は恒温倒立位 相

差顕徴鐘( Ni k o n M D 型) を 用い て 細胞 の 変化 を観察

し
7 9I

, 他は 恒温槽を用い て培養液 の 変化を検索 し た .

各培養液か ら . 検索物質の 添加直後 . 2 時間後 , 4 時間

後 . 6 時間後 , 8 時間後 に そ れ ぞ れ 7 混ず つ 液 を 採取

して l 溶液 中の ブ ド ウ糖量 , 乳酸畳 , 焦性 ブ ドウ酸量 ,

酸素含有量 . 炭酸 ガ ス 含有量 t お よ び p H を測定 し た .

前 5 者 に つ い て は , 実験終了後 ト リ プ シ ン を 用い て 培

養細胞を培養瓶の 底よ り別離浮遊さ せ て , そ の 細胞致

を計算し , 細胞 10
5
偶に つ い て の 畳 に換算し た .

Ⅲ . 測定法

ブ ド ウ 糖 , 乳酸 , 焦性 ブ ド ウ 酸は それ ぞ れ , 酵素的

血糖測定法 , 酵素的血中乳酸測定法 t 酵素的血中焦性

ブ ド ウ 酸測定法( い ずれ も B o e h ri n g e r ･ M a n n h ei m

社製) で , 分光光度計 ( 日立1 81 型) を用 い て 測定 し

た . 酸素分圧 , 炭 酸ガ ス 分圧お よび p H は p E ｡ b l o o d

g a s a n al y z e r (I L 3 1 3 型) を 用い て 測定 し た .

m g

0 .0

屋

結 果

Ⅰ. ど リル ビ ン 負荷の 影響

図= は 培養液成分 の 経時的変化を示す.
コ ン ト ロ _

ル 実験で は糖消費量 は 2 ･ 4 m g / 4 時間 , 3 . 2 m g / 8 時

臥 ビ リ ル ビ ン 負荷 で は3 . O m g/ 4 時 臥 5 . 4 m g/ 8 時

間 で あ っ た . 乳 酸 産生量 は コ ン ト ロ ー ル 実 験 で は

2 ･ 0ローg / 4 時日凱 2 .8 m g /8 時間で あ り .
ど リ ル ビ ン負

荷 で は3 ･ 4 m g / 4 時 間 , 4 . 4 m g /8 時間で あ っ た . 集性

ブ ド ウ 酸 値 は コ ン ト ロ ー ル 実 験 で は 0 . 3 3 m g9乙/ 直

後 , 0 . 4 m g % / 4 時間. 0 . 73 m g % / 8 時間で あり ､ ヒリ

ル ビ ン 負荷で は0 .3 1 m g % / 直後 , 0 .4 2 m g % / 4 時 臥

0 .6 4 m g % / 8 時間で あ っ た . 酸素消費量は コ ン ト ロ ー ル

実験で は 0 . 1 10 m£/ 4 時 間, 0 .1 5 6 扉 / 8 時間で あ り . ど

リ ル ビ ン負荷で は0 .0 3 6 m l / 4 時間 , 0 .0 52 mエ /8 時

間で あ っ た . 炭酸 ガ ス産生量 は コ ン ト ロ ー ル 実験で は

0 . 12 6 mエ/ 4 時間 , 0 .2 56 m£/ 8 時間で あ り ,
ど リ ル ビ

ン 負荷で は0 .10 4 mエ/ 4 時間 t O . 1 6 4 m レ8 時間で あ っ

た . p H の 変動は ど リ ル ビ ン 負荷 の 場合 に 増大し た .

写 真1 お よ ぴ2 は コ ン ト ロ ー ル 実 験 で , 7 E =∃に 培

養液 を交換 し た直後と そ れか ら6 時 間後 の 細胞 を示
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図1 : ヒ リ ル ビ ン 20 m g / d 上( 3 . 42 × 10
~ 4
モ ル) 負荷 に よ る代謝変化

対照群 に 比 し , 糖消 費量, 乳酸産生皇は増加 し . 酸素消費量 . 炭 酸ガ ス産生畳 は減少 す

る . 焦性 ブ ドウ 酸に 著 しい 変化 は ない が . pIl の 変動 は増大す る .

0 ビ リ ル ビ ン負荷群 ⑳対照群



ビ リ ル ビ ン 毒性 の 保護な らび に 促進物質

す. 個々 の 細胞 に よ っ て そ の 程度 は異な る が培養面で の

移動は顕著で あ っ た . 写 真3 お よび 4 は .
ど リ ル ビ ン

を負荷 した 直後お よ び6 時間後の 細胞 を示す .
ど リ ル

ビ ン 負荷 に よ り細胞の 動き は少な く な り . 細胞質内空

胞も著明と な っ た . 写真5 は別の 培養瓶で の ど リ ル ビ

ン 負荷 6 時間後の 細胞を示し , 著明な 細胞質内空胞が

みら れた .

‡ . 各種薬剤添加の 影響

1 ) N A D

図2 は培養液 に ど リ ル ビ ン 負荷 お よ び 同 モ ル 数 の

N A D 添加 ( 22 . 7 m g /d l) の 影響 を示す . 糖消 費量 は ヒ

リ ル ビ ン負荷の場合3 .3 6 m g/ 4 時間 , 4 . 55 m g / 8 時

間で あ り . N A D を 添加 した 場合 3 . 2 9 m g/ 4 時 間 ,

4 .4 8 m g / 8 時間で あ っ た ■ 乳酸産生畳 は ど リ ン ビ ン 単

独投与 の 場合 2 .O m g/ 4 時間 ,
3 . O m g / 8 時間 で あ

り. N A D を 添 加 し た 場 合 1 .3 3 m g / 4 時 間 ,

2 .4 3 m g / 8 時間で あ っ た . 酸素消費量 ほ ど リ ル ビ ン 負

荷の 場合0 .0 4 4 雨 / 4 時間 ､ 0 . 06 0 m£/ 8 時間で あり ､

N A D 添加の 場合 0 .0 60 mL / 4 時間 , 0 .0 80 mL / 8 時間

で あ っ た . 炭酸ガ ス 産生量は ど リ ル ビ ン 負荷 の 場合

m g

0 .0 4

3 1 3

0 . 06 2 m レ4 時間 , 0 .09 2 m£/ 8 時間で あり ,
N A D

を添加し た場合0 .1 7 0 m レ4 時 臥 0 .2 4 8 m レ8 時 間

で あ っ た ･ 焦性 ブ ドウ 軽量は どリ ル ビ ン 負 荷 の 場合

0 .3 1 m g % / 直後, 0 . 40 m g % / 4 時 臥 0 .99 m g % / 8 時

間で あ り , N A D を添加した 場合0 .3 1 m g % / 直後 .

0 .33 m g % / 4 時間 . 0 . 8 4 m g % / 8 時間で あ っ た .
N A D

添 加の 場合 p H の 変動は , ど リ ル ビ ン負荷の 場合 よ り

も減少 し た .

写真6 は N A D 添加6 時間後の 培養細胞で あ る . 細

胞質内に 空胞はみ ら れず , 細胞突起の 縮少もは と ん ど

み られ な か っ た .

2 ) チ ト ク ロ ム C

図3 は培養液 に ど リ ル ビ ン 負荷お よ びチ トク ロ ム C

添加の 影響を示す . 糖消 費量は どリ ル ビ ン 負荷の 場合

3 . 8 m g / 4 時間, 5 . 8 m g / 8 時間で あ り , チ トク ロ ム C

添加の 場合3 .6 m g / 4 時間, 5 . O m g/ 8 時間で あ っ た .

乳 酸産生 量 は ど リ ル ビ ン
■

負 荷の 場 合 2 . 4 m g / 4 時

間 , 3 .6 m g / 8 時間で あ り , チ トク ロ ム c 添 加 の 場合

1 .1 0 m g / 4 時間 , 2 .06 m g / 8 時間で あ っ た . 焦性 ブ ド

ウ 酸値 は ど リル ビ ン 負荷 の 場合 0 .3 7 m g9占/ 直 後 ,
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図2 : N A D 2 2 . 7 m g / d l ( 3 . 4 2 × 10T 4 モ ル) 添加に よ る代謝変化 .

ヒ リ ル ビ ン 単独負荷 の 場合に 比し . 乳酸産生量 は減少 し . 酸素消費量 , 炭酸 ガ ス産生量

は増加する . p H の 変動 は減少する .

A N A D 添加群 ○ ど リ ル ビ ン 負荷群



3 1 4

0 . 5 4 m g9も/ 4 時間 , 0 . 83 m g9右/ 8 時間で あ り , チ トク ロ

ム C 添加の 場合0 .3 1 m g % / 直後 . 0 , 40 m g % / 4 時 臥

0 . 52 m g % / 8 時間で あ っ た . 酸素消費量は ど リ ル ビ ン 負

荷の 場合0 .01 4 mエ/ 4 時間 , 0 .0 7 2 mエ/ 8 時間で あ り t

チ トク ロ ム C 添加の 場合0 . 12 ml / 4 時間 , 0 . 1 5 山

/ 8 時間で あ っ た . 炭酸ガ ス 産生量 は ど リ ル ビ ン 負荷の

場合 0 .1 2 mエ/ 4 時間 , 0 . 1 8 m レ 8 時間で あ り , チ トク

ロ ム C 添加の 場合0 .1 6 山 / 4 時 間, 0 .2 2 mエ/ 8 時 間

で あ っ た . チ トク ロ ム c 添加 の 場合 , p B の 変動 は , ど

リ ル ビ ン 負荷の 場合 より も減少 し た .

写真7 は チ ト ク ロ ム C 添加6 時間後の 培養細胞の 写

真で あ る . 細胞質内に 空胞は み ら れず , 細胞突起の 縮

少 もな く , もと の 形を保持 して い た .

3 ) ア ル ブミ ン

図 4 は 培養液 に ど リ ル ビ ン 負荷お よ び ア ル ブ ミ ン 添

加 の 影響を示す . 糖消 費量 は ど リ ル ビ ン 負荷 の 場合

1 . 4 皿 g / 4 時間 , 2 .3 m g / 8 時間 で あ り . ア ル ブミ ン添

加 の 場合 2 . 4 m g / 4 時間 , 4 . 5 m g / 8 時間で あ っ た . 乳

酸産生量 は ヒ リ ル ビ ン 負荷の 場合 1 . 8 m g / 4 時 間.

2 . 8 m g / 8 時 間 で あ り , ア ル ブ ミ ン 添 加 の 場合

m g

屋

1 . 1 m g / 4 時間 , 1 .9 m g / 8 時間で あ っ た . 酸素消費量

は ど リ ル ビ ン 負荷の 場合0 .062 最 / 4 時間 , 0 .092 mエ

/ 8 時間で あり , ア ル ブ ミ ン添加 の 場合0 .0 61 m レ4 時

間 , 0 . 0 96 m レ8 時 間で あ っ た . 炭酸 ガ ス産生量 はど

リ ル ビ ン 負荷の 場合0 . 0 7 1 m レ 4 時間 t O .1 7 7 山 / 8

時間で あり l
ア ル ブ ミ ン を添加 した 場合0 .1 2 3 m l / 4 時

間 , 0 . 2 3 2 m£/ 8 時間で あ っ た . p H の 変動 はア ル ブ

ミ ン 添加 の 場合が .
ど リ ル ビ ン 負荷の 場合 より も減少

し た . ア ル ブ ミ ン 3 . 4 2 × 10
~ 4
× 2 モ ル で も同様 の 結

果が得 られ た .

写 真 8 は ア ル ブ ミ ン 添加6 時間後 の 培養細胞 で あ

る .

一 部細胞質内に 空胞 はみ られ る が , 細胞突起の 縮

少 は軽微で あ っ た .

4 ) サ イ ク リ ッ ク A M P

図 5 は培養液に ど リ ル ビ ン負荷お よ び サ イ ク リ ッ ク

A M P 添加の 影響を 示す . 糖消費量は ど リ ル ビ ン 負荷

の 場合2 .9 m g / 4 時間 . 4 . 5 m g / 8 時間で あ り , サ イ ク

リ ッ ク A M P 添加の 場合2 .6 m g / 4 時間 , 3 . 4 m g / 8 時

間で あ っ た . 乳 酸 産生 量 は ど リ ル ビ ン 負 荷 の 場合

2 . 4 m g/ 4 時間 . 3 . 8 m g / 8 時間で あり , サ イ ク リ ッ ク
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図 3 : チ トク ロ ム C lO O m g / d L ( 7 .7 × 10
~

5
モ ル) 添加 によ る代謝変化 .

ど リル ビ ン単独負荷の 場合 に比 し , 乳 酸産生息 は減少 し , 酸素消費量 , 炭酸 ガ ス 産生 量

は増加し , P E の 変動 は減少す る . 焦性 ブ ド ウ酸 に も著明な変化 は み られ な い .

▲チ ト ク ロ ム C 添加群 ○ ど リ ル ビ ン 負荷群 ⑳対照群



ビ リ ル ビ ン 毒性の 保護な ら び に 促 進物質

A M P 添加の 場合 1 . 4 m g / 4 時間 , 2 .6 m g / 8 時 間 で あ

っ た . 焦 性 ブ ド ウ 酸 は ど リ ル ビ ン 負 荷 の 場 合

0 . 26 m g % / 直後 . 0 .6 4 m g % / 4 時間 . 0 .91 m g % / 8 時

間で あり , サ イク リ ッ ク A M P 添加の 場合 0 .2 8 m g % /

直後 ,
0 .63 m g % / 4 時 臥 0 .96 m g % / 8 時間で あ っ

た . 酸素消費量は ど リ ル ビ ン 負荷の 場合0 .062 mエ/ 4 時

臥 0 ,0 93 最 / 8 時間で あ り t サ イ ク リ ッ ク A M P を

添加し た場合は 0 , 03 8 m レ 4 時間. 0 .0 5 5 山 / 8 時 間

で あ っ た . 炭酸ガ ス 産生量は ど リ ル ビ ン 負 荷 の 場合

0 .1 1 4 mエ/ 4 時間 , 0 .1 1 7 m レ8 時間で あ り , サ イ ク リ

ッ ク A M P 添加 の 場合0 .07 m L / 4 時間 . 0 .13 m L / 8 時

間で あ っ た . サ イ ク リ ッ ク A M P 添加の 場合 p H の 変

動に は ,
ど リ ル ビ ン負荷の 場合 と は認む べ き 差異 を生

じなか っ た .

写真9 は サ イ ク リ ッ ク A M P 添加 6 時間後の 培養細

胞で あ る . 細胞質内に 空胞が わず か に み られ る場合 も

あるが , 細胞突起の 縮少 はわ ずか で あ っ た .

5 ) サ ル フ ァ 剤

図6 は培養液 に ど リ ル ビ ン 負荷お よ び サ ル フ ァ 剤添

加お よ び サ ル フ ァ 剤単独投与の 影響 を示す . 糖消 費量

m

6

4

2

3 1 5

は ど リ ル ビ ン 単 独負荷 の 場合 2 . 8 m g / 4 時 間.

5 .6 m g / 8 時 間 で あ り , サ ル フ ァ 剤 添 加 の 場 合

4 . 8 m g / 4 時 間. 5 .6 m g / 8 時間で あ り , サ ル フ ァ 剤単

独負荷の 場合3 . 2 m g / 4 時間 , 5 .O m g/ 8 時 間で あ っ

た . 乳酸産生量は ヒ リ ル ビ ン単独負荷の 場合 3 . 4 m g / 4

時間 . 4 . 8 m g / 8 時間で あ り , サ ル フ ァ 剤添加 の場合

が 3 .6 m g / 4 時間 , 5 .6 m g /8 時間で あり , サ ル フ ァ 剤

単独負荷の 場合1 .8 m g/ 4 時 臥 5 .6 m g / 8 時間 で あ

っ た . 焦性 ブ ドウ 酸は各薬剤投与直後 は0 , 3 2 m g % で

あ っ たが , 8 時間後 に は ど リ ル ビ ン 単 独負荷 の 場合

0 .6 4 m g % , サ ル フ ァ 剤添加 の 場合0 .6 m g % ,
サ ル フ

ァ 剤単独負荷の場合 0 .6 8 m g % で あ っ た . 敢素消費量

は ど リ ル ビ ン 単独負荷の 場合 とサ ル フ ァ 剤単独負荷の

場合同じ値を示し , 0 .036 m レ4 時間. 0 .05 0 m乙/ 8

時間で あり ,
｡ どリ ル ビ ンに サ ル フ ァ 剤を 添加 し た場合

0 . 07 2 mエ/ 4 時間, 0 .07 8 m レ8 時間で あ っ た . 炭 酸 ガ

ス 産生量 は ヒ リ ル ビ ン単独負荷 の 場合0 . 10 4 mと/ 4 時

間, 0 .1 6 4 mエ/ 8 時 間 で あり , サ ル フ ァ 剤 添 加 の 場合

0 , 1 0 4 mエ/ 4 時間t O .1 5 4 m レ 8 時間で あり . サ ル フ ァ

剤単独負荷の 場合0 .1 1 4 雨 / 4 時間t O . 2 1 5 扉 / 8 時
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図4 : ア ル ブミ ン 580 .5 m g/ 別 ( 3 . 42 × 10
~ 4
モ ル) 添加 に よ る代謝変化 .

ど リ ル ビ ン 単独負荷の 場合 に 比し . 乳酸産生畳ほ減少 し , 酸素消費量 t 炭酸 ガ ス 産生息

は増加 し , p H の 変動 は減少す る .

A ア ル ブ ミ ン 添加群 ⑳対照群 ○ ど リ ル ビ ン負荷群
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問で あ っ た . p H の 変動は , サ ル フ ァ 剤単独負荷 の 場

合に 対照群と同じ傾向を示し , ど リ ル ビ ン 単独負荷の

場合に やや 増大し , サ ル フ ァ 剤添加の 場合 に さ ら に 増

大し た .

写 真10 お よぴ 11 は サ ル フ ァ 剤添加6 時間後 の 培養

細胞で あ る . 細胞は 丸く なり 培養面 より は が れ , 培養

液中に浮遊す るの が 観察 され た . 培養面に 付着 し て い

る細胞の 細胞質内に は 空胞変性が み られ た .

考 接

ク モ 膿下出血. 脳内出血お よ び脳室内出血の 臨床像

は , 出血に よ る直接機械的圧迫 . あ る い は脳の 局在性

担傷 に よる 症状 よ り も, む し ろ 二 次的頭蓋内圧瓦

進
2 か 2 引

t 脳 偏拉 , 脳血管攣縮
2 8 )

, そ の 他代謝障害
2 7 1
な

ど に よる 脳機能 の 障害に よ る もの が大きい .

一 旦血管

外 に 出た 血液成分お よ び そ の 分解産物ほ脳 に対 して 物

理的 の み な ら ず , 化 学的有害物質 と し て 作 用 す

る
り9J

･ B a r r o w
8)
ら によ る と髄液系内に 出た 血球 は溶

血 し . ま ず オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン が 生 じ , こ の もの は 2

･ ～ 3 日で 最高値 に 達し , そ の 後 , 徐 々 に 減少する .
ビ

4

2

0 .08

仇0 4

屋

リ ル ビ ン は 出血後 2 ～ 3 日で 出現 し , 約 2 ～ 3 週間髄

液申 に 残存し , キ サ ン トク ロ ミ
ー

の 主 成分 と なる . 髄

液系内出血後 に み られ る髄液申の ど リ ル ビ ン は血構中

の ど リ ル ビ ン が 浸入し た も の で はな く . 髄 膜系の 細胞

に よ り産出さ れ る もの と 推定さ れ て い た
1削

. R o o st
2 81

ら は i n v i t r o で , 髄 液 中 に て ヘ モ グ ロ ビ ン を

I n c u b a t e し て も どリ ル ビ ン は産 出さ れ な い の に , 生

体の 髄液系内 に赤血球や ヘ モ グ ロ ビ ン を注 入す る と,

ど リ ル ビ ン が産 出さ れ , 同時に , ク モ 膜や 脈絡膜に お

け る ヘ ム オキ シ ゲ ナ
ー ゼ活性の 著明な上昇が み られる

こ と か ら , ク モ 膜や 脈絡膜 に ど リ ル ビ ン 産生能が ある

と主張し た . どリ ル ビ ン に は直接型 ビ リル ビ ン と間接

型 ビ リ ル ビ ン が あ る . 間接型 ビ リ ル ビ ン は核黄痘の 原

因物質と し て 研究 され て き た
10 卜 18 I

. ク モ 膝下腔に注入

さ れ た間接型 ビ リ ル ビ ン は , 著明に 頭蓋内圧を冗進さ

せ る
9 )

. J a c k s o n
l)
は , 髄液系内出血の 場合そ の 予後

は , 髄液 中の どリ ル ビ ン 量が多い ほ ど悪い と し た ■

R i ti s
7 8)
ら は , 子宮癌 より 採取 し た H el a 細胞を5

～

1 0 % 仔牛血清 を添加 し た培地で ど リ ル ビ ン 6 m g/ 引

を 負荷 した 結果. 2 4 時 間後 より 細胞の 空胞化 ならび
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図5 : サ イ ク l) ゥ ク A M P 1 7 . 4 m g /d l ( 3 . 42 × 10
M 4
モ ル) 添加 に よ る代謝変化 .

ど リル ビ ン単独負荷の 場合に比 し , 糖消費量 , 乳 酸産生 畳 , 酸素消費量 , 炭酸 ガ ス 産生

畳 は ともに 減少 して い るが p H の 変動 は規似する .

A サ イ ク リ ッ ク A M P 添加群 ○ ど リ ル ビ ン 負荷群 ⑳対照群



ビ リ ル ビ ン 毒性 の 保 護な ら びに 促進物質

に萎縮を み , 7 2 時 間 後 よ り 細胞破壊 を み た ･

S il b e r b e r g
細
ら は ラ ッ ト新生児 の 小脳 を カ バ ー ス l)

ッ
プ放で培養し , こ れ に どリ ル ビ ンや その 他血液分解

産物を 負荷す る と , ど リ ル ビ ン 5 m g / 別 の 濃 度で 3 ～ 4

時間後に ニ ウ ロ ン の 核 は偏在化し . 6 時 間後 に は ミ エ

リ ン 鞘の 断裂 , 7 ～ 8 時間後 に は ダリ ア の 膨化 を み t

これ に 射し . 1 m g/ 別 の 濃度で ほ と ん ど変化 をみ な か

っ たと した ■

本研究で は , 鶏胚脳 培養細胞ほ , 細 胞に よ っ て そ の

程度は異 な る が , 形を 変え て , 培養面を移動 し ･ こ れ

に どリ ル ビ ン を負荷す ると , 細胞の 動き は少 な く なり ,

2 時間日頃 より細胞突起の 収縮 と細胞質の 空胞化 が み

られ , 細胞質の 空胞化 は時間と ともに 増加す る の が み

られ た . ど リ ル ビ ン 負荷群で は t 培養液の 焦性 ブ ド ウ

酸値に は変化が なく . 乳酸産生量 の 増加 , 酸素消費量

の減少 , 炭酸 ガ ス産生量の 減少 . p H の 低下を 来し た .

こ れら の 事実は , ど リ ル ビ ン 負荷 に より 嫌気性解糖 が

盛んと なり , 好気 的代謝が低下す る こ と を 示す
紺

.

m g

4

ウ
L
一

仇0 8

0 .0 4

3 1 7

ビリ ル ビ ン は ミ ト コ ン ドリ ア 膜 の リ ン 脂 質 と 結合

し . 1 ) 酸化的 リ ン 酸化を 障害 し , 2 ) 電子 伝達系 を

抑制 し , 3 ) ミ ト コ ン ド リ ア 膿 の 透過性 を変化 さ せ

て , ミ ト コ ン ドリ ア の 腫脹を 来たす
3 2 卜珊

. ま た ど リ ル

ビ ン は可溶性酵素で あ る ダル ク ミ ン醸脱水素酵素
3 gI

.

リ ン ゴ 酸脱水素酵素▲ N A D H 脱水素酵素
細
を も抑制

し , 呼吸に 影 響 を 与 え な い 低 濃度 で も肝癌細胞 の

D N A 合成を 阻害する4 0 ヒ と が知 られて い る . 従 っ て ,

こ れ らの 細胞に 対する ど リル ビ ン の 有害作用 の 軽滅

は, 1 ) ど リ ル ビ ン の 細胞内 へ の 侵入の 抑制 , あ る い

は2 ) 呼吸酵素を補給す るな ど の 方法 に よ っ て 達成さ

れ る と考え られ る .

ど リ ル ビ ン 負荷培養液に N A D を添加する と , 乳 酸

産生量, 焦性 ブ ド ウ酸値が減少し , 酸素消費量 . 炭酸

ガ ス 産生畳が増加し . p H の 変動が減少する事実 は,

ど リル ビ ン に よる 嫌気性解糖の 冗進 . 好気性代謝の 低

下を .
N A D が 阻止しう る こと を 示す . ま た培養細胞の

形 は , N A D の 添加に より , なお , 細胞突起の 縮少 はま
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図6 : ホ モ ス ル フ ァ ミ ン 8 .O m g / dエ ( 3 . 4 2 × 1 0
~

ヰ
モ ル) 添カロに よ る代謝変化 ･

ど リ ル ビ ン 単独負荷の 場合に 比し , 糖消 費量 はや や増加 し , 乳酸産生 畳 は増加 し , 炭 酸

ガス 産生量 は減少 して い る . p H の 変動 は増大す る .

A ホ モ ス ル フ ァ ミ ン 添加群 △ ホ モ ス ル フ ァ ミ シ 単独 負荷群

○ ど リ ル ビ ン 負荷群 ⑳対照群
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ぬ が れ な い が . 細胞質の 空胞化 は み られ な か っ た .

N A D は ニ コ チ ン 酸 ア ミ ドよ り形成さ れ る ヌ ク レ オ

チ ドで あり .

一 部は ミ ト コ ン ドリ ア膿 に , 大部分は 可

溶性部分 に 存在す る叫 . そ の 働ら き は酸化過程の 脱水

素作用 で あり ,
N A D の 後 に フ ラ ビ ン 酵素系 ,

チ ト ク ロ

ム 酵素 系が 参加 し , 水 素 は 酸素 と 化 合 し 水 に な

る . N A D の 前駆物質で ある ニ コ チ ン醸は, その 欠乏 によ

り下肢の 麻痺などの神経症状 を 来た し , 病理学的 に は大

脳基底核 , 脊 髄 前 角 細胞 等 に 病 変 が 証 明 さ れ

る
4 2 P 3 岬

. c o w g e r
3 21
は . ど リ ル ビ ン が ミ ト コ ン ド リ ア

膿の N A D王i 2 脱水素酵素活性を抑制する こ と を発見 し

た ･ Z e tt e r s t r o m
4 5)
ら は ラ ッ ト の ミ ト コ ン ドリ ア を 使

用し て ･ ど リ ル ビ ン に よ る 呼吸抑制が N A D 投与 に よ

り み ら れ なく な る こ と を示 し た ,

Z e tte r s t r o m
45J
ら は ラ ッ ト の ミ ト コ ン ドリ ア で ,

D a y
4 6)
は ラ ッ トの 脳細胞で , 酸素消費量 を測定 して ど

リ ル ビ ン ( 2 0 ～

2 5 m g / d り に よ る呼吸抑制 を観察 し .

さ らに 10
- 4

モ ル の チ トク ロ ム C を ど リ ル ビ ン に 添 加

す る こ と に より , ど リ ル ビ ン に よる 呼吸抑制 は阻止さ

れ る こ と を観察 した . さ ら に D a y
4 7)
は チ ト ク ロ ム C が

ど リル ビ ン の 1/5 量で も ど リ ル ビ ン によ る 呼吸抑制を

改善す る こ と を 観察 した . そ の 際チ トク ロ ム C に よ り

ど リ ル ビ ン が どリ ベ ル ジン に 酸化さ れ て ,
ど リ ル ビ ン

の 細胞毒性作用 は消失す る と説明し た . チ ト ク ロ ム C は

分子量約120 00 ～ 1 3 00 0 の ヘ ム 蛋白質 で 1 分子 あ たり1

個の 鉄 ポ ル フ ィ リ ン 核を もち . 代謝的 エ ネ ル ギ ー 転換

機構の 申で 重要な位置を占め て い る
細

. D a y
㈹
は , ラ

ッ ト の 脳 切片に チ ト ク ロ ム C を 10
~ 4
モ ル 作 用 さ せ て

呼吸が 10 % 増加す る こ と を 観察 し た . P r o g e r
49 )
ら

は , 臨床的 に酸素10 % の 状 態 で も チ ト ク ロ ム C を

60 m g 投与 して お けば 心電図, 脳波 の 変化 は阻止で き

る こ と を 観察 した .

チ ト ク ロ ム C を ど リ ル ビ ン の 1 / 4 量添 加 し た 場合

は , ど リ ル ビ ン 単独投与の 場合に 比較し て , 酸素消費

量 , 炭酸ガ ス 産生畳は増加 , 乳酸産生量 は減少 , 焦性

ブ ド ウ 改も軽度減少 , P H の 変動は減少 し た .
ど リ ル

ビ ン に よ っ て ひき起 こ され た 嫌気性解糖 の 冗進 . 好気

性代謝の 低下 は チ ト ク ロ ム C の 添加で 阻止 さ れ た . ま

た ど リル ビ ン単独投与 の 場合に み られ た培養細胞の 突

起 の 縮少, 細胞質の 空胞化 は チ トク ロ ム C の 添加で 消

失 した .

ど リル ビ ン と ア ル ブミ ン は結合 し
5 0卜 5ヰI

.
ヒ リ ル ビ ン

の 細胞 に 対す る毒性は ア ル ブ ミ ン に よ っ て 軽減 さ れ る

こ とが 知ら れ
6 0I6 り

, 臨床的 に は高 ビリ ル ビ ン 血症 の 治

療 に ア ル ブ ミ ン が 用い ら れ て い る
5 2卜5 4I

. 鶏胚脳培養細

胞 で は どリ ル ビ ン負荷に 比較 し て ア ル ブミ ン を添加 し

屋

舵 場合 , 乳酸産生量は減少 , 酸素消費量 , 炭酸ガ ス産

生量 は増加 し たが t 焦性 ブ ド ウ酸 は軽度減少し て 著明

な変化は み ら れ なか っ た . こ れ は ど リ ル ビ ン に よ っ て

ひ き 起 こ さ れ る嫌気性解糖の 冗進 , 好気性代謝の 低下

が ア ル ブ ミ ン に よ っ て 阻止さ れ る こ と を示 して い る .

培養細胞の 形態的変化で は , ア ル ブミ ン添加 の 場合は,

ど リ ル ビ ン 単独負荷 の 場合 にみ られ た細胞突起の 縮少

はみ られ た が , 細胞質 の 空胞化は み られず , ほぼ もと

の 形 を保 っ て い る の が 判明し た .

ど リ ル ビ ン 単独負荷 の 場合 に 比し て , サ イ ク リ ッ ク

A M P を 添加し た場合 , 糖消費量 . 乳酸産生量 は共に減

少し , 焦性 ブ ドウ酸 , p H は著明な変化 を示さ ず , 酸素

消費量 , 炭酸 ガ ス 産生量 は共に減少 した . 培 養細胞の 形

は , サ イ ク リ ッ ク A M P 添カロの 場合,
ど リ ル ビ ン 単独負

荷の 場合 にみ ら れ た細胞突起の 縮少をき た さず , 細胞

質 の 空胞化 もわ ずか で あり , そ の 形を保 っ た .

サ イ ク リ ッ ク A M P は , 細胞内で ア デ ニ ー ル シ ク ラ

ー ゼ に よ っ て A T P か ら作 られ
5 5)

, 特異 的な サ イ ク リ ッ

ク ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ に よ っ て 5
'

A M P に 水 解 さ れ

る
5 6 I

. 両酵素 はと もに . 動物組織に きわ め て 広く 分布し

て い るが
,
な か で も脳 に お け る活性が最も高い

5 7)77 l
. サ

イ ク リ ッ ク A M P の 細胞 内にお け る 第1 次反応 は蛋白

キ ナ
ー

ゼ の 活性化で あ り , そ の 蛋白 キナ ー ゼ は活性部

分 と蛋白部分か ら な り , 両者が 結合 して い る とき に は

酵素活性 を示さ ず , サ イ ク リ ッ ク A M P が 調節部分 に

結合 す る と両者の 結合が解け ∴活性部分の 酵素作用が

発現する
5 815 9)

. 蛋白 キナ ー ゼ は ヒ ス ト ン を燐 酸化し
5 8I
.

膿蛋 白質 を燐酸化 して , 膿透過性を変え る な どの 効果

を発揮す る . O rl o ff
6 2J
は カ エ ル の 勝胱で ,

T a r u i
63 )
は

牛 の 甲状腺を使 っ て t サ イ ク リ ッ ク A M P に よ り 膿の

透過性が変わ る事を 観察 し た . B r e c k e n ri d g e
6 4J
は .

マ ウ ス の 脳 を使 っ て , サ イ ク リ ッ ク A M P と C a イ オ ン

と の 間の 関係 を コ ン ト ロ ー

ル する こ と に よ っ て 膜の 性

質を 変え る と 発表 して い る , ジ ブ チ リ ル サ イ ク リ ッ ク

A M P お よび 脳 抽出液 ( サ イ ク リ ッ ク A M P に 類似す

る物質を含む) は , ラ ッ ト の 脳 培養細胞の 形態的分化

を 促 進す る6
5 )6 8J

. H si e と P u c k
6 7 卜6 9)
は 中 国 ハ ム ス タ

M 卵 巣由来の C H O ･ K l 細 胞で , サ イ ク リ ッ ク A M P が

逆形質転換現象を起 こ す こ と を証明 し , 癌細胞が 正常

細胞形に な る こ と を 示 した . ジブ チ リ ル サ イ ク リ ッ ク

A M P に よ る逆形質転換 は形態的変化 ばか り で な く ,

接触 阻害 の 回復
7 0I

, 糖 , ア ミ ノ 酸 , ヌ ク レ チ オ ドな どの

低 分子物質の 膿透過能の 低下
7 1 け2 l

, 細胞の 運 動性 の 低

下な どが み ら れ ,

7 3J
,
ジ ブチ リ ル サ イ ク リ ッ ク A M P に

よ り 癌細胞の も っ 恒久的譜性状はす べ て , 正常細胞の

そ れ に 変換す る . サ イ ク リ ッ ク A M P に よ る ど リ ル ビ



ビ リ ル ビ ン 毒性 の 保護な ら び に 促進物質

ン の 細胞毒性作用の 軽減は , サ イ ク リ ッ ク A M P に よ

る膿透過性 の 変化に よ る もの と 考え ら れ る .

S il b e r m a n n
7 51
は 臨床例 で , B l a n c

7 6 J
は G u n n r a t

を用い た実験で , サ ル フ ァ 剤の 添加 で ど リ ル ビ ン に よ

る 核黄痘 が よ り 増 強 さ れ る こ と を 報 告 し て い

る . J o h n s o n
77 )
は ラ ッ トを用 い た実験で , サ ル フ ァ 剤

添加に より 核黄痘 は増強する が , 血清 ビリ ル ビ ン 値 は

減少する こ と を確認 し , そ れ は サ ル フ ァ 剤 が ど リ ル ビ

ン を細胞内に 侵入す る こ･ と を促進 す る も の と 主張 し

た. O d e11 は , サ ル フ ァ 剤に よる 核黄痘の 増強は , サ ル

フ ァ 剤が ど リ ル ビ ン の ア ル ブ ミ ン と の 結合面 に競合す

る こ と に よ ると 主張し た . B l a n c は , サ ル フ ァ 剤は 血

管床よ り どリ ル ビ ン が他組織 へ 移動す る こ と を 促進 す

ると主張 して い る . 培養細胞を用 い た本研究に お い て

は , サ ル フ ァ 剤添加 に よる ヒ リ ル ビ ンの 嫌気性解糖冗

適作用の 増強, 好気性代謝低下作用の 増強を み たが .

サ ル フ ァ 剤の 単独投与 も又細胞毒性作用を示す こ と よ

り t 両者の 相加的有害作用 の 可能性を否定 しえ ない .

結 語

受精後9 ～ 1 1 日 臥 培養期間7 日 の 鶏胚脳培養細胞

の培養液に , ど リル ビ ン 20 m g / d H 3 .4 2 × 10
~ 4
モ ル)

を作用さ せ , 培養細胞 に 与え る影響を検索 し た . さ ら

に , 1 ) ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ チ オ ド

( N A D) , 2 ) チ ト ク ロ ム C . 3 ) ア ル ブ ミ ン , 4 ) サ

イ ク リ ッ ク A M P , 5 ) サ ル フ ァ 剤の お の お の を ど リ

ル ビ ン と同時に 投与 し て . そ れ らの 培養細胞に 与え る

影響を検索し た .

1 . 鶏胚脳培養細胞の 培養液に ど リ ル ビ ン を 添加す

る こ と に より , 細胞の 運動性が抑制 さ れ , 突起の 縮少

な ら びに胆体 の 空胞化を増 し , 嫌気性解糖 は冗進する .

2 .
ど リ ル ビ ン 負荷の 鶏胚脳培養細胞 の 培養液に ア

ル ブ ミ ン
, N A D , あ る い は チ ト ク ロ ム C の 添加 は ど リ

ル ビ ン に よ る細胞の 変化を抑制し , 嫌気性解糖の 冗進

を抑制し , 好気性代謝の 低下を抑制 し た . ま た サ イ ク

リ ッ ク A M P の 添加は ど リ ル ビ ン に よ る細胞の 変化 を

抑制し , 嫌気性解糖の 冗進 を抑制し たが , 好気性代謝

の 低下を抑制 しな か っ た . 以上の 添加物質の う ち 最も

有効な も の が チ ト ク ロ ム C で あ り , N A D , ア ル ブ ミ

ン
, サ イ ク リ ッ ク A M P の 順で あ っ た .

ど リ ル ビ ン に 対

す る こ れ ら の 物質の 括抗作用 は, ア ル ブミ ン は ヒ リ ル

ビ ン と 結合す る こ と に よ り , N A D お よ び チ ト ク ロ ム

C は呼吸促 進作用や ど リ ル ビ ン を 酸化 す る こ と に よ る

も の で あ り , サ イ ク リ ッ ク A M P は ど リ ル ビ ン に 対 す

る膜透過性 を変え る こ と に よ ると 思わ れ る .

3 .
ど リ ル ビ ン負荷鶏胚脳培養細胞 の 培養液 に サ ル

31 9

フ ァ 剤を添加す る こ と に より細胞の 円形化 , 突起 の 縮

少 なら び に胞体の 空胞化 は増強し . 嫌気性解糖は さ ら

に 冗進し た . こ の 物質 の 有害作用増強の 効果は , 細胞

に どリ ル ビ ン の 侵入を 助長する ため と思 われ る .

稿を終え るに あたり . ご指導 . ご校閲を賜わ っ た恩師山本

信二 郎教授 に謹 しん で深謝の 意を捧げます . ま た終始 ご親切

な ご助言 をいた だ い た教室の伊藤治英瓢 軌 嶋田勝美博士 に

心か ら感謝 の恵を表し ます . ま た本研究遂行に 際し ご協力を

頂きま し た第3 解剖学教室お よ び脳神経外科学教室風 各位 に

厚く 御礼 申し上 げ ます .
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r e s p i r ati o n , O r t h e s t r e n g t h e ni n g o f c ell m e m b r a n e . O n t h e o t h e r h a n d , t h e n o x i o u s

eff e ct s o f h o m o s ulfa m i n e w e r e li k el y t o m ak e b ili r u b i n d iff u s e i n t o t h e c ell .
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写真1 . 鶏胚脳 . 培養7 日目

位相差頗徴鏡 × 10 6

培養液交換直後の 細胞を示す .

写真3 . 鶏胚脳 . 培養 8 日呂

位相差顕微鏡 × 10 6

ビ リ ル ビ ン 負加直後の 細胞を示す .

写真5 . 鶏胚脳. 培養7 日冒

位相差顕微鏡 × 106

ビ リ ル ビ ン 負加6 時間後の 細胞で . 細胞質内に 空

胞 t 細胞突起の 縮少が み られ る .

屋

写真 2 . 鶏胚脳 . 増養7 日目

位相差顕微鏡 × 10 6

培 養液交換6 時間後 の , 写真1 と 同 一 場所を 示す .

写真4 . 鶏胚脳 . 培養8 日 臥

位相差顕微鏡 × 10 6

ビ リ ル ビ ン 負荷6 時間後, 写 真3 と 同
一 場所を示

す . 細胞突起の 縮少 , 細胞質内に 空胞が み られ る ･

写 真 6 . 鶏胚脳 . 培養7 日目

位相差顕微鏡 × 10 6

N A D 添加 6 時間後の 細胞 を示す . 細胞 突起 の 縮

少 , 細胞質内の 空胞な ど は ほと ん ど 認 め ら れ■ない
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写真7 . 鶏胚脳 . 培 養7 日 目

位相差顕微鏡 × 10 6

チ ト ク ロ ム C 添加6 時間後の 細胞 を示す . 細胞突

起 の 縮少も み られ ず , 細胞質内の 空胞 も認め ら れ

な い .

写真注. 鶏胚脳 . 培 養7 日員

位相差原敬鐘 × 10 6

サ イ ク リ ッ ク A M P 添加6 時間後 の 細胞を 示す .

細胞 突起の 縮少 , 細胞の 円形化 , 細胞質内空胞が

わ ず か に 認め ら れ る .

写真11 . 鶏胚脳 . 培養7 日 目

位相差顕微鏡 × 10 6
ホ モ ス ル フ ァ ミ ン 添加6 時間後の 細胞 を示す . 培
養 面に 付着し た細胞で , 著明な 細胞質内空胞が認
め られ る .

3 2 3

写真8 . 鶏胚脳 . 培養7 日 町

位相差顕微鏡 × 10 6

ア ル ブ ミ ン 添加6 時間後の 細胞を示す. 細胞突起

の 縮少 , 細胞の 円形化 . 細胞質内空胞が .

一 部に

認 め られ る .

写真1 0 . 鶏胚脳 . 培養7 日目

位相差顕微鏡× 10 6

ホ モ ス ル フ ァ ミ ン 添加6 時間後の 細胞を示す . 細

胞 は円形化し , 培養面より浮遊す るの が認 め られ

る .


