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鶏胚脳培養細胞 に及ぼすどリ ル ビ ン の影響に つ い て

金沢大学医学部脳神経外科学講座 ( 主 任: 山本信 二 郎教授)

嶋 田 修 美

本論文の 要旨 は第13 回 , 第14 回 神経病理学会お よ び第31 回 日本脳神経外科学 会 で 発表した ｡

ク モ膜下出血, あ る い は脳室 に 穿破する 脳内出血に

見られ る 星篤 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 る脳偏位 あ るし ユは頭蓋 内圧 克進

に よ るも の が 多い l い ヰ) ｡ ク モ 膜下陛に 出た 血液 は,

通常無菌性の 髄膜炎を起 し
5 )
,
脳腫 脹 を生ず る と共に ,

髄 液の 過剰貯溜を来し て頭蓋内圧克進の 主要な原 因 を

なす6 ) 7 )
｡ 髄液系内に 出血 が起 る と, 赤血 球は溶血 し,

オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン か ら
, 最終的 に は どリ ル ビ ン とな

る ｡ 出血 後の キサ ン ト ク ロ ミ ー の 原因 は, ど リ ル ビ ン

が大部分 を占 が
)

, 特に ど リル ビン の 量 が症状 を左右

す る と主張す る者も い る5
)
｡
藤井
9 )
は
,
頭蓋内圧 冗進

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 gb o s t ､ ヘ モ グロ ビ ン
, オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン ,

ヘ ミ ン なら び に どリ ル ビ ン を各々 単牧 に ク モ 膜下腔 に

注入 し
,
こ の う ち ど リル ビ ン に よ る反 応が頼も 著明で

ある こ と を証明 した｡ ど リ ル ビ ン の 細胞毒性 に つ い て

は従来, 主と して 核葦痘 の 面か ら研究が進 めら.
れ て い

る1 8 )
-

13)
｡ 今 回著者 は, 頭蓋内お よ び髄液系内出血の

而か ら ピ ー｣ ル ビ ン の 影響 を検索す る為, i n vit r o で脳

細胞, 特に グリア 細胞に 対す る どリ ル ビ ンの 有害作用

を検索 した｡ 問題と して取上 げ ら れ たの は, どリ ル ビ

ン 負荷 に よ る培養細胞の 形態, 酵 素活性な ら びに 代謝

の 変化 で あ る｡

Ⅰ 実 験 方 法

受精後12 日目の 鶏胚脳 を用 い た｡ 解剖顕 微鏡 を用 い

て 脳組織 を無菌的に 取出し, 0 . 5
～ 1

,
O m がに 細断 し, ト

リプ シ ン や E D T A に よ る 消化 処 理 を行なう こ と な

く
, 細片 を約20 回 ピペ ッ テ ィ ン グ を施 した ｡ ごの 操作

に よ っ て細胞ほほ とん ビ1 個1 個に 拙碓封 Lる｡ 二の もの を

1
.
()(】O r p 皿 3 分 間遠心 し, 上 澄み 液 を捨 て , そ の 沈漆に20

% 仔牛血清添加イ ー グル 19 9 培養液 を加え, ガ ラ ス 瓶

に よ る単層培養 を行 っ た ｡ 培養液は 3 日 に 1 回 の 頻度

で交換 し, 培養14 日 を経た 初代培嚢細胞 を用 い た｡ 又

或群 で は培養瓶底に お い た カ バ ー グラ ス に 細胞 を付着

さ せ, こ れ を適宣取出し て , 組織学的な らび に 組織化

学的検索 に 用 い た｡ ど リブレビン 溶液を つ くる た め に は

Silb e rb e r g の 方法1 3) に よ り , ま ず() . 1 N N a O Ii に2 0

m g/ m P の 潰度 に溶 か し, (■) .1 N H C l に て p H 7 ,
6 に調

整 し, こ の も の を p H 7 . 5 の 培養液に 添加 して 種々 の

濃度 の 液 を作製 した｡ 液が p H 7 . 0 近く に な る と どリ

ル ビ ン は結晶化 して 沈澱 し, 細胞 に 機械的損傷 を与 え

る可 能性が あ る｡ 培地の ど リル ビン 洩度 を10 ～ 5 0 叩 /

〔ie と し
,
8 時間 な い し24 時間に わ た っ て観察し た

｡
培

養細胞の 母体 と なる 鶏胚脳 をホ ル マ リ ン 固定, パ ラ フ

ィ ン 包増 し, 一 般染色をお こ な っ た ｡ 培養細胞 に つ い

て は
,
コ ン トロ ー ル群 と共 に どリル ビン 負荷後, 細胞

を位相差顕微鏡 に よ り経時的に 観察, 写真撮影 をお こ

な っ た ｡ カ バ
ー グ ラ ス に は付着せ しめ た細胞 を ⅢE

,

B o di a n 鍍 軋 f
)
T A H

,
ニ ッ ス ル 染色な ど お こ な っ た

｡

電子 顕 微鏡用 に は培養瓶 を燐酸緩衝液 に て洗源後,

ゴ ム ブ ラ シ に よ り 細胞 を瓶底よ り剥離 し, 直ち に10 0 0

r p111 5 分 間遠心 し て ペ レ ッ ト を作 製 し, 燐酸緩衝液

に て24 ℃
,
1 - 2 時間固定し た｡ エ タ ノ ー ル 系列に よ

る脱水 後, L しIft の 噺去1叫こ従 い , エ ポ キ シ樹脂包嘩 ,

ガラ ス ナイ フ を用 い
,
P o r t e l

･

･ B l u m u ltr a m i c r o t o m e

で超蒲 抑 H
′

F梨し
,
酢酸 ウ ラ ニ ー ル

, 鉛の 二 重染色し,

日立 H U l l一月S 型電子 顕 微鏡 で観察 した｡ な お超薄

切 片作製に 際し, 約 0 .5 〃 の 厚さ に 切 片 を作 り, 1 %

t ol uidi n e b lu e に て 染色 し, 電顕所見の 裏付 けと した｡

組織化学的検索に は超生 体染色法を用 い 次 の 物質 を

対象と した
｡
T C A 回路系酵素と して コ ハ ク酸脱水酵素

( S D ) , そ の 後の 電子 伝達系の 酵素 と して
,
N A D I七

di a p h o ‡
■

a s e
,
チト ク ロ

ー ム オ キシ ダ
ー

ゼ を , 康気性

E ff e c t s of bilir u bi n o n c ult u r e d ch ic k e n e m b r y o n al b r a in c ells . O s a m i S hi m a d a , D e p a rt
-

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 o t o) , S c h o ol of M e dici n e , K a n a z a w a

U ni v e r sit y .



鶏胚脳培養細胞 に及ばす ど リ ル ビ ン の 影響に つ い て

解糖系酵素と して 乳酸脱水素酵素 ( L D R ) の酵素活

性反応 な どで ある ｡ 培養瓶 より培餐細胞の つ い て い る

カ バ ー グラ ス を取出 し
,
H a n k の緩衝塩類溶液に て 洗

源, 固定せ ず直接後述の 基質液に 入 れ ,
3 7 ℃ 1 ～ 2 時

間作用 させ た｡ 次 い で指定綬衝液に て 洗浄し, 1 0 % 中

性ホ ル マ リ ン で 約 1 時間固定し, 水洗後グ リセ リ ン ゼ

リ ー に封入
,
検鏡, 写真撮影 した｡ 酵素組織化学か ら

見た酵素活性は外的条件 に 影響 を受 け やす い の で , 培

牽条件, 染色条件 をな る べ く
一

定に し, 常に 各酵素阻

害剤 を加 え, 対照 と比 較検討し, 出来 るだ け早く写真

撮影 をお こ な っ た ｡ どリ ル ビ ン負荷試験 は20 m g / d 色を

8 時間作用 させ た もの に つ い て酵素染色 した｡ 上記組

織化学検索に 用 い た基質液 は次の如く で ある｡

コ ハ ク 酸脱水素酵素

小川和朗と岡本道雄の方法
1 5)

0 .1 % T N B T (0 . 1 M 燐酸緩衝液p H 7 . 6 に溶解)

0 .1 M コ ハ ク酸ナ トリ ウム 液 (緩衝液 に 溶解)

0 .
1 M 燐酸 緩衝液p E 7 . 6

蒸留水

以 上 を各液等量 を混合｡

N A D Iち di a ph o r a s e

O g a w a
･ B a r r n e tt

. の 方法1 6)

25 0 m g % T N B T O . 3 舶

1 % N A D Iち 0 .3 m 色

0 . 1 M 燐酸緩衝液 わH 7 . 6 1 . O m 〟

再蒸留水 0 . 2 5 m £

チ ト ク ロ
ー ム オキ シ ダ

ー セ

N a c hl a s ･ C r a w f o r d ･ G old st ei n - S e li g m a n の 方法
17 1

4
- A m in o r ト N

,
N -d i m e th yl n a ph th yl a mi n e (2 m g/ m e)

4
. 0 ロゼ

L
- N a p h th ol ( 1 氾g / 1 舶) 4 . O l祀

0 . 1 M 燐酸援衝液 (pI1 7 .4) 3 . O m ゼ

C y t o c h r o m e C ( 5 mg / m E) 3 . O mE

C a t al a s e ( 3 0 m g / m E) 1 . O m〟

乳 酸脱水素酵素 ( L D Ii )

B a r k a - A n d e r s o n の 方法Ⅰ8)

0 . 1 M D L
- 乳酸 ナ トリ ウム 0

.
1 m ゼ

N A D ( 4 m g / m 且) 0 . 1 m ゼ

0 . 1 M K C N O , 1 m ゼ

0 .0 5 M 塩 化 マ グネ シ ウ ム 0 . い祀

0 .0 6 M 燐酸緩衝液 ( p H 7 . 4) 0 . 2 5 m 七

2 50 n唱 % T N B T o . 2 5 m 色

培養液 に よ る代謝の検索に は T D フ ラ ス コ を用 い た ｡

各濃度に どリ ル ビ ン を添加 した培養液15 m ゼに つ けて 2

時間毎 に 8 時間ま で , それ ぞれ培養液中の 乳酸 , 糖,

酸 素お よ び p H を測定 した｡ 乳酸測 定は B o e h ri n g e r
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社の キ ッ トに よる酵素法で あ り, 日立分光光度計N o .1 3 9

ⅠⅠ 結 果

Ⅰ
. 形態的変化

1 ) 光 顕 所 見

を用 い た ｡ 糖測定 に は B o e h ri n g e r 社の キ ッ ト に よ る

グル コ ー ス オ キシ ダ
ー ゼ法1 9) を用い た｡ 酸素お よ び p H

測定に は A s tr u p 血 液ガ ス 分析装置 を用 い て 測定 した｡

本実 験 に よ る 培養細胞 を位相差顕微鏡 で観察す

る と
, 初期恨 は 光 を強 く 屈折 す る 円形 の 細胞 と し

て 見 ら れ る｡ こ れ ら の 細胞 は ガ ラ ス 瓶に 定着 し は

じめ , 約1 2 時 間で 扁二平な 紡錘状の 形 を と り, 次第

に 突起 も 発育 し て く る ｡ 培 餐 7 日日 に な る と , 写

真1 の ご と く 2 仙 前後の 大き な細胞体と, 3 - 4 本

の 比 較的短 い 突起 を持 っ た , い わ ゆる P r o t o pl a s mi c

な ア ス トロ サ イ トが 見られ る｡ そ の核 は大部分が 1 偶

の 円形な い し, 長円形 で あり, そ の中に 核小体が 1 個

ない し 2 個 み られ る｡ ま た細胞体の 中lこ は核 の 周辺部

に 光学的密度の 高い 顆粒が見られ る｡ そ の他 ア ス トロ

サイ トに 接 して, 少数の オ リ ゴ デ ン ド ロ ダリア が見ら
■

れ
,
この も の は

,
大きさ が 3 〃 内外で, 光学的密度が

高い が, 乏 しい 細胞質 をも ち, か つ , 細胞質 は周囲 を

H a l o で とり か こ まれ て い る｡ そ の細胞の 突起は細く ,

2 - 4 本が 細胞か らま っ す ぐの び てい る｡ その 他, 位

相差顕微鏡, あ るい はH E 染色の みで は, ア ス トロ サ

イ トと の 鑑別が 困難な少数の線椎茸棚包も見られ る｡ な

お
, 神経細胞 で増殖生存した もの は見られ なか っ た ｡

培養14 日 目で はア ス ト ロ サイ ト は優勢と なり, 突起も

数を増 し, 長さ を増 し, 複稚な胞体 を示 し扁平化 して

膜様 の 形 を呈 す る｡ こ れ に 対し オリ ゴ デ ン ド ロ グリ ア

は減少あ る い は消失す る ｡ (写真2 , 3 ) ｡

培養1 カ 月 を す ぎる とア ス ト ロ サイ トは, P r o t o pl a s 一

mi c な もの が次 第に 減少し
,
これ に 対し て fib r o u s な

もの が優勢と な っ て くる ｡ 写真4 は培葦4 カ 月日の も

の で核の 大き さ に比 し, 胞体が小 さく 長く複雑 な網目

状 を示 し た線維性の 突起と な っ て く る｡ 本実験 で は培

蕉1 4 日目 の もの を凧 -
,
ヒリル ビ ンを負荷のち閣剣こ供した｡

ど リル ビ ン10 nlg / 〔iゼ･ 濃度の 培地2 時間で, 膜様突起

の 収縮が は じま り, 細胞質は膨化する｡
一

時細胞内顆

粒は増加 し
,
4 時間後で は顆粒は粗大化す る｡ 6 時間

をすぎる と核の 偏在化が見られ , 細胞内顆粒 は徐々 に

光学的密度 を弱め, 数も減少す る｡ ま た細胞内の 液胞

変性 もわ ず か に見 られ るよ う に なる
｡
P T A H 染色に

て グ リア線維 を見 ると コ ン トロ ー ル群 に比 べ て線維の

断裂 な い し消失が見ら れた ｡ 写真5 は コ ン ト ロ ー ル で
,

写真6 は どリル ビ ン1 0 mg / dR 8 時間負荷の P T A H 染
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色で あ る｡ 細胞 の 液胞変性お よ び膨化 と グリ ア線維の

減少が見 られ る｡ 写真 7 は P A S 染色 コ ン ト ロ ー ル で

あ り, 写真8 は どリ ル ビ ン10 m g / (lぐ･ 8 時間負荷 した も

の であ り, コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て
, 比 較的大 きな 原形

質 に 富む細胞質の 中に グリ コ ー

ゲ ン顆粒と 思わ れ る P

A S 陽性顆粒が認め られ る｡ どり) L/ ビ ン の 濃度 を20 mg

/ 〔町 4 0 耶 / dg と増加さ せ て ゆく と, 上 記の 変化は ま

すま す著明 と な り
,
5 0 m g / (~附こ達す ると培養液内に ,

どリル ビ ン の 結晶 を生 じた｡

2 ) 電 顕 所 見

コ ン ト ロ ー ル 群の 培贅14 日目で は グ リア細胞の 核
,

核膜 , ミ ト コ ン ドリ ア が 見られ る (写真 9 ) ｡ ヒ リ ル ビ

ン20 m g /
/
d P 8 時間負荷す る とミ トコ ン ドリ アの 膨化,

ク リ ス タの 不鮮明化が見られ , グリ コ ー

ゲ ン 顆粒の 出

現 も 見られ た
｡

3) 酵素組織化学的検索

A
.
コ ハ ク酸脱水素酵素

培養1 4 日目の グリ ア細胞で は .(写真11) , 核周辺部の

細胞質と突起が 比較的良く染ま り核は白く 抜けた よ う

に な る｡ これ は核 を除く細胞質お よ び突起に 酵素活性

が あ る こ と を示 す｡ どリ ル ビ ン20 m g / d だ8 時間負荷す

る と (写真12) ｡ 核周 辺部の 染色性 は特 に コ ン トロ
ー ル

と の 差は見 られ な い の に 対 し, 突起部 に 酵素満性の 減

少が認め られ る｡

B .
N A D ヨ

2 di a p h o r a s e

コ ン ト ロ
ー ル で は (写真13) , 胞体 の核周辺部お よ び

突起が比較的良く染まり , 核 は白く抜 けた よ う に な っ

て い る
｡
こ れ は核 を除く紙胞質お よ び突起に 酵素清性

がある こ と を示 す
｡
どリ ル ビ ン20 m g / m ゼ8 時間負荷す

ると (写真14)
,
細胞体お よ び突起部の 酵素活性が共に

低下す る こ とが 認め られ る｡

C
.
チ トク ロ ー ム オ キ ン ダ

ー ゼ

コ ン ト ロ
ー ル で は (写真1 5) , 核 を除 く細胞質 に 活性

が 見 られ , 突起部 の 活性 は弱い ｡ ど リ ル ビ ン20 m g / 朗

8 時間負荷す ると細胞質 に お け る活性が 一 様 に 低下す

る こ とが 認め られ る｡

D
. 乳酸脱水葉酵素

コ ン ト ロ ー ル で は (写真17) , 核周 辺部 の 細胞質内に

酵素惰性が見られ る｡ どリブレ ビ ン20 m g / dゼを 8 時 間負

荷す る と (写真1 8) , 胞体 の 酵素活性が高く な り, それ

は特 に , 核周 辺部 の 細胞質内に 著 しい
｡

ⅠⅠ
.
乳酸産生

, 糖消費, 酸素消費 およ び p H の 変化

1 ) 乳 酸 産 生

図1 は , 1 4 日の培毒液に どリル ビン を10
,
2 0

,
4 0 お よ

び50 m g / dノ色の 濃度 に 加えた場合の 乳酸の 生産量を示 す｡

2 時間で乳酸産生量は コ ン トロ ー ル で は 1 m g / dゼで あ

図1 乳 酸 産 生

14 日 の培養液 に どリ ル ビ ン10
,
2 0

,
2 0

,
4 0 お よび50 m g

/ dg の 濃度 に加 え た場合の乳酸の 生産量 を示 す
｡

る の に 対 し, ど リル ビ ン 負荷群 で は15 -

2 0 m g / dゼで あ

る
｡
ど リル ビン 濃度と生産 され る乳酸量の 間に は必 ず

しも厳密な比 例関係はな く , 特 に最初の 2 時間以 内の

乳酸畳 は どリル ビン の 各濃度と も ほ ぼ近い 乳酸量 を生

じ
,
8 時 間値で どリル ビン の 漉度が 高い ほ ど乳酸産生

が大き く な り
,
コ ン ト ロ

ー ル で は 8 m g / dg である の に

対 し, 5 0 m g / d世の どリ ル ビ ン 濃度の も の で は42 m g / d 七

と な る
｡

2 ) 糖 消 費

図 2 は培養掛 こ ど リ ル ビ ン10 , 20 , 3 0 お よ び50 m g /

(1《の 濃度に 加 えた場合の 糖消費 を示 す｡ ど リル ビン 濃

度 と消費す る糖 に は ほ ぼ比 例関係が見 られ る｡ 2 時間

で培養液中の 糖消費は コ ン トロ ー ル で 5 m g / (iゼであ る

の に 対 し, どリ ル ビン 負荷群で は10 -

2 0 m g / d ゼで あ る
｡

殊 に どリ ル ビン50 m g / (ig 負荷群の 糖消費は, 2 時間値

20 m g / d e
,
8 時間値40 m g / d ゼで

,
い ずれ も コ ン トロ ー

ル 群の 4 倍の 値 を示 す
｡

3) 酸 素 消 費

図3 は培養液 に どリ ル ビ ン10 , 犯 4 0 お よ び50 m g /

d ゼを加 えた場合の 酸素消費 を示 す ｡ 2 時間で酸素消費

は コ ン ト ロ ー ル で65 / ノ m Ol / d 色 で あ るの に 対し, どリ

ル ビ ン 負荷群で は25 ～

6 0 〃 1¶ 01 / d g で ある ｡ コ ン トロ

ー ル 群お よ び どリ ル ビ ン 負荷群と も 2 時間値が最も多

く較素を消費 し, 2 時間以 降急 に 酸素鞘費 は減少して

お り
, 特 に どリ ル ビ ン40 m g / d 色

,
5 0 m g / dE 負荷群で は

酸素消費量が特に 減少 して お り, コ ン トロ ー ル 8 時間

値が96 〟 m Ol / d e に対 して そ れ ぞれ 50 i L m Ol / dE お

よ び45 〟 m O l / d ゼとな る
｡

青
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.
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と

覇
闇
溜
渦

潮
も



鶏胚脳培養細胞 に及 ぼす ど リ ル ビ ン の 影響 に つ い て

4 ) p 口 の 変化

図4 は どリ ル ビ ン50 m g / d色負荷に お ける p H の 変化

を示 す｡ 培養液の 最初 の p H は 7 . 5 であ り , コ ン ト ロ

ー ル 群で は培養液中の 横衝作用 が効 い て い るた め, 8

時間で も数値 に 殆ん ど変化を示 さ な い ｡ こ れ に 対し,

ビ1) )t/ ビ ン50 m g / d e 負荷群で は次第に p H を減 じ, 8

時間で p H 7 . 4 以下 と なる｡

糖 消 費

m8/ dt

青
. い
.
‥

と

覇
闇
溜
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〓
〓
‖
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ー
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2 年 6 8h
図2 糖 消 費

培養液に ごリル ビン10 , 2 0 , 3 0 お よび50 nlg / d だの 濃

度に加 えた場合の糖消費を示 す｡

酸 素 消 費

叩¢1/dt

2 4 6 8h

図3 酸 素 消 費

培養液 に どリ ル ビン1 0 , 20 , 40 , 5 0 m g/ de を加 えた場

合の酸素消費 を示 す｡
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考 接

ク モ 膜下出血, 脳内出血お よ び脳室内出血 の 臨床像

は, 出血 に よ る単な る機械的圧迫, ある い は脳 の 局在

性損傷 より は, む しろ 二 次的頭蓋内圧冗進
1 ト 4 )

, 脳

偏位, 血管攣縮 3) 20) 紬 , そ の 他代謝障害2 2 ) 2 3 )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 ぴ その 分解産 物は脳に 対し て 物理的の

み なら ず, 化学的 な有害物質 と して作用 す る5 ) 8 ) 9) ｡

B a r r o w 8 ) に 依ると髄液系内に出た血球 は溶血 し,

ずオキ シ ヘ モ グロ ビ ン が生 じ
,
こ の も の は2 - 3 日 に

最高値に 達 し, その 後, 徐々 に 減少す る｡ どリル ビン

は 出血後 2 -

3 日 で出現 し, 約 2 -

3 週間髄液中に 残

存し, キ サ ン トク ロ ミ ー の 主成分とな る｡ ヘ モ グ ロ ビ

ン分解に よ っ て 生ずる 鉄成分 は, へ モ ジデリ ン に 含ま

れ て脳組織 に 沈着する2 4 ) ｡ J a c k s o l1 5) は髄液系内出血J)

場合, そ の 予 後は, 髄液中の どリル ビ ン量 が 多い 程悪

い と した
｡

生体内に お ける どリ ル ビ ン の 代謝に 関す る通説で は,

血管内赤血球 は, K u p p e r 細胞 を中心 とす る網内系

で破壊き れ て, ま ず, どリ ベ ル ジ ンが 生産 され, こ の

も の が 還元 さ れて どリブレ ビン に なる25 ) 26 )
｡
T e n b u n e n

ら2 7
1 2 呵ま ヘ ム の 分解 に h e m e o x y g e n a s e が 関係し,

それ ら は脾の マ イ ク ロ ゾ
ー ム に 広く 分布し, どリ ル ビ

ン 産生 に 大き な役割を巣し てい る こ と を示 した ｡ 髄液

系内出血後に 見られ る髄液中の どリル ビ ン は血 清中の

p H の 変 化

狛川
6
e 州S

間 色
モg こ言こ;諾

t｢8l

2 ヰ 6 8h
図 4 p H の 変化

ビリ ル ビ ン50 m g / dゼ負荷に お ける培養液 p H の 変

化 を示 す｡
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ビリル ビ ン が浸 出 した もの と は考 えられ ず , 髄膜系を

中心 と する網内系で塵 生さ れ るも の と推定され て し㌘ガ2
R o o s t ら2 !‖ 3(り はi11 ＼血r o で

, 髄液中に ヘ モ グ ロ ビ ン

をi n c u b a t e して も どリ ル ビ ン は産生されな いJ) 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,

ヒリ ル ビ ンが 産生 され , 同時に ,
ク モ 膜 や脈絡膜 に お

ける h e m e o x y g e rl a S e 活性の 著明な上 昇が見 られ る

こ と か ら
,
ク モ 膜や 脈絡幌に ど リル ビ ン産生能が あ る

と 主張し た
｡ 髄液中の どリル ビ ン に は

,
2 種頬が あ げ

ら れ:ミ1 )
,

一

つ は
, 波長が 42 5 -

4 3(.) 〃 に 吸収 ス
ペ ク ト

ル の 平均値 を有 する短波辞で, ダル クロ ニ ー ル 抱合型 の

い わ ゆ る直接型 ビ リ ル ビ ン で あり
, 他 は , 4 5 0 -

4 6 仙

に 平均値 を有 する 長波群で, 間接型 ビリル ビン で あ る｡

核黄痘の 際に 間扁凱こ なる の は血液脳関門を通過し やす

し､ こ とが 条件とな り, し か も こ の もの は水に 不 溶性の

分子量 の 小 さな遊離型間接 ビリ ル ビ ン で あ る1 1 ) 3 2 ト :i ･1 )
｡

こ れ に 対し
, 髄液系内の どり′レビ ン は直接神経系 に 作

間 しう る こと か ら分子 量 の 大小 にか かわ らず影響 を与

えう る もの と推定され る｡

脳動脈破毒削こよ る ク モ 膜下出血 に お い て
, 最も著明

な現象は出血発作後, 一

旦 下降 し た頭蓋内圧 が 或時間

を過ぎて か ら再び上昇す る こ とで あ る3 )
｡
こ の 二 次的

頭蓋内圧冗進に は
, 脳浮腫, な らび に 血管拡張 に よ る

脇隠脹
= → )こ弓5 )

の 他 に , 髄液の 貯溜 6
)7 ) 3 6 )
な どが あ げ

ら れ こ の現象の ため に は
, 神経網胞よ り, 脳の 支持

組織 の 関与が大き い と考 えられ る｡ 本実験で 検索の対

象と した の は
, 主に , グリ ア 細胞で あるが, 髄液系内

出血 に お ける 神経障害の -
▲

端 を解明 す るも の と云 える
｡

本実験 で 用 い た 鶏胚脳髄 , 受精 後12 日目の も の で あ

る 0 この 時期 は, 脳発生第 2 期, ニ ュ
ー

ロ ブ ラ ス ト
,

あ る い ほ
, 第 3 期の グリ オブ ラ ス トの 発生 を終了 し

,

ニ ュ ー ロ ン と ダリ ア が分 化し は じめ る 時期3 7 ト 抑 であ

る0 培養法は, ガラ ス 板に よ る単層培養で あ る ため ,
ニ ュ

ー

ロ ン の 長期生存は困難 で
,
ほ とん どの 細胞は ブ

リ ア系細月卸1 = 2 )である
｡ 特に 多い の は アス ト ロ ダリ ア

で
,
オリ ゴ デ ン ドロ グリ ア も見 られ た が

, 量 的に は非

常に 少い ｡ 前者は殊に 血液脳関門の 重 要な構成国 子 を

なして
, 脳の代謝に最も関係が深く

, 病 的状態で最も活躍

す る細胞 であるj 3 ト 4 6 )
｡ ま た , ア ス ト ロ グリ ア と の 鑑

別が 困難 な線雉芽細胞が か な り 入 り こ ん で い る も の と

思 わ れ る
｡

培養液に どリル ビ ン を添加 す る と
,
1 0 m g / 朗 の 濃度

で
,
2 時間目に 細胞突起の 収縮と , 細胞質の 膨化が見

られ
,
6 時間後 で は

, 核の偏在化も現わ れ
,
P T A H

染色で は繰推の断裂が見られ る
｡
ど リ ル ビ ン の 洩度の

上 昇と とも に
, 細胞の 変化む 著し くな る

｡ K ik u c hi
j 7 )

は 0 ･1 ～ 3 噂 /
/
(ig の ど リ ル ビ ン 濃度 で は ,

H el a 細胞

の 培養で は形態的に 何ら の 変化も なか っ た と して い る
｡

一 方
,
R iti s ら

兆 )
は 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 / d ゼ負荷し た結果
,
2 4時

間後 よ り
, 細胞の 空胞化並 び に 萎縮 を見, 72 時間後よ

り
, 細胞破壊 を見た｡ S ilb e r b e r g ら 12 ) はラ ッ ト新生

の 小脳 をカ バ ー ス リ ッ プ 法で培養し, 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 / (1g の 濃度で 3 ～ 4 時間後に ニ ュ ー ロ ンの 核 は偏

在化し, 6 時間後 に ミ エ リ ン 鞠の 断裂
,
7 ～ 8 時間後

に は
,
ダ リ アⅥ 膨化 を見

,
こ れ に 対し, 1 m g / 舶 の 磯

度で は ほと ん ど変化 を見 なか っ た
｡
ま た

, 彼は電頗的

検索 に よ っ て
,
5 m g / 〔柁1 2 時間 で ミ ト コ ン ドリ ア の 膨

化を見 て い る｡ 本実験で は
,
どリ ル ビ ン2 0 m g / (lだ8 時

間で ダ リア 細胞の 核膜の 融解, ミ トコ ン ドリ アの 膨化

ク リ ス タ の 不鮮明化お よ び グ リ コ ー ゲ ン 額粒の 出現が

見 られ た｡

培養細胞で は
, 細胞 質が 極度 に 扁平化す る傾向が強

い の で
, 酵素組織化学的検索に 好適 な もの で ある㈱ 5 … ｡

本実験で は, コ ハ ク酸 脱 水素酵素, N A D Iもdi a p h o r a s e ,

チ トク ロ ー ム オキ シ ダ
ー

ゼ お よび 乳酸 脱水素酵素の 酵素

活性を調べ た が
,
こ れ ら は, す べ て ミ トコ ン ドリ ア 内

に 存在 す ると さ れ て い る酵素群 で あ る 柑) 4 9) 5( り｡ 乳酸脱

水素酵素 は, ミ ト コ ン ド リ ア の マ トリ ッ ク ス に 存在 し

て
,
S Ol u b l e e n z ym e に 属 し , 分画遠沈法で は上澄

中に 存在し, そ の 他の も の は
,
ミ ト コ ン ドリ アあク リ

スタ を 含む膜系に 存在す る16一斗9 ) 訓 )
｡ 本実験の ど リ ル ビ

ン 負荷群 と コ ン トロ ー ル 群 を比 較す る と
,
ど リ ル ビ ン

負荷群 で は, 乳酸脱 水素酵素活性が コ ン ト ロ ー

′レ群 に

比 し上 昇し て い るの に 対 し, その 他の 酸素で は活性 は

す べ て 低
~

F して い た
｡ 培義液中の 乳酸産生

,
酸素消費

量
,
お よ び p H の 変化 を見ると , ど リ ル ビン 負荷群で

は乳酸 の 上 乳 酸 索消費の 減少
, p H の 低下が あり,

それ ら は ど リル ビ ン 漬度と平行 する ｡ これ ら の 事実は

増産紙胞の 糖代謝 に お しユ て
,
どり/レ ビ ン 負荷に よ り嫌

気的代謝が盛 ん とな り, 好気的代謝が低下す る こ と を

示 す
5 1)

｡
ど リ ル ビ ン に よ る細胞呼吸

,
も しく は

, 酸 化

的燐酸化の 阻 害に つ い て は
,
Z e tt e r s t r o m ら 52 ) は白

ネ ズミ の 肝臓 ミ ト コ ン ドリ ア を遠沈分離 し て , どリル

ビ ン を 作用 さ せ ,
どリ ル ビ ン 濃度 3 ×10- J モ ル で ,

酸化的燐酸化が完全に 抑制さ れ, 同時に 呼吸 も抑制さ

れ る こ と を見た｡ こ の 際 ビ リル ビ ン は電子 伝達系と A

T P 生 成系と の 脱共役因子 と し て 作用 し, ミ トコ ン ド

リ ア か らD P N お よ び チ トク ロ
ー ム C を遊離す る た め

と解さ れ て い る ｡ D a y 5 3 ) は どリ ル ビ ン は ラ ッ ト小 脳

の 組織呼吸 を抑制 し, こ れ はチ トク ロ ー ム C に よ っ て
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可逆的に 改善さ れ る と して い る
｡
C h a n c e ら5 4) は どリ

ル ビン に よ っ て
,
S u C C in a t e o x y d a s e 系およ び酸化的

燐酸化に 影 響 を与 え ると して い る｡ C o u g a r ら
5 5)
は浮遊

培養 した マ ウ ス の fib r o bl a st を用 い , どリル ビ ン 1 ×

1 0- 4 モ ル に て 乳酸産生は57 % に 上昇 し, 2 5 ×1 0- 5 モ ル

を こ え る と酸素消費 は著明に 減少 し
,
こ れ を境 に 乳酸

の 上 昇が 見ら れ る こ と を示 した｡ 核黄痘の 際に は分子

量の 小さ な間接塾の 遊離 ビリ ル ビ ン が新生 児大脳の 基

底核神経細胞 に 入 い り こ み
,
こ れ を破壊す るた め に 起

ると され て い る
11) :う2 ト 34)

｡

本 実験の 電頗所見に おい て どリ ル ビン影響下の グ リ

ア細胞 に ミ トコ ン ドリ アの 膨化変性や グリ コ ー ゲ ン顆

粒が認 めら れ る事実は細胞 の 呼吸機能が障害さ れ る こ

と に 対す る形態学的裏づ け とい える1 6 摘 卜 引】5 5 ) 5 6)
｡
ま

た
,
酵素組織化学的検索か らT C A サ イ ク ル 系の 酵素

活性低下を見 こ れ に対 し嫌気性解糖系の酵素活性上昇

を見た ｡ これ らの 事実 は, ど リル ビ ン 負荷 に よ っ て グ

リ ア細胞の 機能低下を来た し, 細胞呼吸が 抑制 され ,

これ に 対し
,
嫌気的解糖が冗進し, そ の 結果, 乳酸産

生が 促進され た と解釈で き る2 2) 2 3) 5 1) ｡

髄液系内出血 の匡乳 直接 に 血液成分 の影 響 をう ける

の は
,
血 管, 髄膜, クモ 膜, お よび 脈絡膜 な どの 間葉

系組織で あ る 5 )8 ) 9) 36) 58) ｡ しか し , ク モ 膜下出血の際,

脳皮質の 比較的, 深部に まで ヘ モ ジデ リ ン の 沈着が み

られ る 事実24) よ り , 血液物質が脳の 支持組織と して の

グ リア 系細胞の み なら ず神経細胞 へ の 直接影響も少く

な い と云 えよ う
｡

結 論

頭蓋内出血, お よ び髄液系内出血 に お け る重篤 な症

状 を起す 要因とし て著者は, 血液成分, 特 に , そ の 分

解産物と して の どリ ル ビ ンの 脳細胞 に 対す影響に 着日

し た｡

受 精後12 日目の 鶏胚脳細胞を単層培嚢 し, 培養1 4 日

目 に どリ ル ビ ン を1 0 -

5 0 m g / (ie の 濃度に 添加し て その

影響 を検索 した｡

1 . 培襲 に よ り増殖す る細胞の 種類は大 部分が アス

ト ロ グ リ アで あ り
,

一

部 オリ ゴ デ ン ドロ グリ7
7

なら び

に
, 線維芽細胞で あ る｡

2
. 濃度10 m g / (j･ぞ2 時間後 で , 細胞突起 の 収縮な ら

び に 細胞質の 膨化変性 を生 じ どリ ル ビ ン の 濃度な ら

び に 作用 時間 を増す軌 その 変化 は著明 と なる ｡

3
. 電顕所見で は, どリ ル ビ ン20 m g / d e 8 時間負荷

に て
,
ミ トコ ン ド リア の 膨化

,
ク リ ス タ の 不鮮明化 を

主 とす る ミ ト コ ン ドリ ア の 変性お よ び グ リ コ ー

ゲ ン 顆

粒が 見ら れる ｡

4 . 酵素組織化学的検索 で は, どリ ル ビン 負荷に よ

っ て コ ハ ク醸脱水素酵素活性, N A D f t di a p h o r a s e

活性な ら び に チ トク ロ ー ム オ キ シ ダ ー ゼ活性 な どの 低

下を見る の に 対し
,
乳酸脱水素酵素活性の 上 昇が 見ら

れる
｡

5 . 化学定量的 に は どリ ル ビ ン負荷群で は
,
増発細

胞の 乳酸産生の 増加
, 酸素消費の 低下お よ び培養液中

の p H の 低下 が見 られ る｡

6 . 以 上 の 事実は, ど リル ビン 負荷 に よ っ て
, 細胞

の 形態学的変化と共に , 好気性解糖が抑制され, 嫌気性

解糖が克進す る こ とを示 す
｡

稿を終るに あた F) , ご指導
,
ご校閲を賜っ た恩師山本信二郎教

授に 讃ん で深謝の悪を捧げます ｡ また , 終始ご親切 なご助言を い

ただい た教室の 伊藤治英講師, 本学皮膚科大槻典男先生に 心 から

感謝の 意を表 します ｡ また , 本研究遂行に 際しご協力を頂き まし

た第三解剖学教室および
, 脳神経外科学教室員各位に 厚 く御礼申

し上 げます ｡
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写 真 説 明

写 真 l . 鶏胚脳 培養7 日目

位相差顕微鏡 ×40 0

細胞の 大部分 は20 〃 前後の 大き な細胞体と 3 ～

4 本
の 比較的短 か な 突起 を持 っ た P r o t o pl a s mi c な アス

ト ロ サ イ ト で あ る
0 そ の 他 に細胞体の 大き さ が 3 〃 内

外で細胞質に 乏 し い オ リ ゴ デ ン ド ロ ダ リ ア が みら れる
｡

写真 2 . 鶏胚 脳 培養14 日冒 H - E 染色 × 40 0

数個の 比較的長く枝分れ した 突起 を持 ち
, 扁平化し

て m e m l e r a n o u s な形の 細胞体を有 した アそ ト
ロ サイ

トの み が 増殖 し, オ リ ゴ デ ン ド ロ ダ リ ア は見られ な い ｡

写真 3 . 鶏胚脳 培贅14 日目 B o d i o n 染色 ×40 0

核小体 1 -

2 個有 した核 と, よ く発達 した 線椎 を有

す るア ス ト ロ サイ トの 特徴 を示 す｡



鶏胚脳培養細胞に及ぼす ど リ ル ビ ンの 影 響 に つ い て

写真4 . 塊胚脳 培養4 ケ月 日 H - E 染色 ×20 0

胸体 が小さく fib r o u s とな り, 長 く複雑に網目状 を

呈した線推状の 突起 を有する ア ス トロ サ イ ト｡

写真 5 . 鶏胚脳 培養14 日目

P T A E 染色 ×40 0 コ ン ト ロ
ー ル

よ く･発達 した グ リ ア線推 を示 す ｡

写真 6 . 鶏胚脳 培養14 日目

P T A H 染色 × 40 0 ビリ)L/ ビ ン10 m g / de 8 時間負

荷｡

細胞の液胞変性 およ び膨化
,
な らび に ダリ ア線碓の

減少が み られ る｡

写真 7 . 鶏胚脳 培養14 日日

P A S 染色 ×80 0 コ ン トロ ー ル

P A S 陽性物質 は胞体 の中に少 ない ｡

写真 8 . 鶏胚脳 培養14 日目

P A S 染色 ×80 0

ビ リル ビン10 喝/ d〟8 時間負荷

細胞内に P A S 陽性の グ リ コ ー

ゲ ン顆粒と 思わ れ る

顆粒が見られ る｡

写真 9 . 鶏胚脳 培養14 日目

電顕 ×112 0 0 コ ン トロ ー ル

グリ ア細胞の核
, 核膜 およ び豊富な ミ ト コ ン ドリ ア

が見 られ る｡

写真1 0 . 鶏胚脳 培養14 日目

電顕 ×112 0 0

ビリ ル ビ ン20 m g / dg 8 時間負荷

ミ ト コ ン ドリ ア の 膨化
,
ク リ

ー

ス タの不鮮明化お よ び

ダ リ
■
コ ー ゲ ン 顆粒 の 出現が見られ る ｡

写 真I l
.
鶏胚脳 培養14 日 冒

コ ハ ク酸脱水 素酵素活性反応 × 40 0

コ ン トロ
ー ル

核 を除 く核周辺部の細胞質およ び突起部 にホ ル マ ザ

60 3

ン の沈着が 見られ, 活性が あるの が み られ る｡

写真 ほ . 鶏胚脳 培養1 4 日目

コ ハ ク酸脱水素酵素活性 ×400

ビリ ル ビ ン20 m g / d色8 時間負荷

細胞質お よ び突起部 に お ける ホル マ ザ ン沈着が 少く,

この部位の 酵素活性低下が認 められ る｡

写真1 3 . 鶏胚脳 培養14 日目

N A D Iも di a ph o r a s e 活性 コ ン ト ロ
ー ル ×4 0 0

核 を除 く細胞質 およ び突起部に 酵素活性が認 めら れ

る
｡

写真 川 . 鶏胚脳 培養14 日目

N A D Iち di a ph o r a s e 悟性 ×40 0

ビリ ル ビ ン20 m g / d£8 時間負荷

細胞質に酵素悟性低下が認 めら れ る｡

写真1 5 . 鶏胚脳 培嚢14 日日

チ トク ロ
ー ム オ キ シ ダ

ー ゼ活性 ×4 0 0

コ ン トロ ー ル

核 を除く細胞質に 清性が見られ 突起部の 酵素活性 は

弱い ｡

写真 用 . 鶏胚脳 培養14 日目

チ トク ロ ー ム オ キ シ ダ ー ゼ活性 × 40 0

ビリル ビン20 m g / d g 8 時間負荷

細胞質に お ける 酵素活性が 一 様に 低下し てい る の が

認め られ る｡

写真 け . 鶏胚脳 培養14 日目

L D 甘活性 コ ン ト ロ
ー ル ×4 00

核 を除く細胞質内に 酵素活性が み られ る｡

写貴 ほ . 鶏胚脳 培養14 日目

L D 甘活性 ×400

ビリJレ ビ ン20 m g / d e 8 時間負荷

核周辺部 の 細胞質内に 活性上昇が強く み られ る｡

A b st r a ct

Eff e ct s of b ili r u bi n o n t h e b r ai n w e r e a s s e s s e d i n t h e c ult u r e of b r ai n ti s s u e s o f

C h i c k e n e m b r y o w h ic h w e r e t ak e n o n th e 12 t h d a y af t e r f e r ti ri z ati o n . A c e rt ai n d o s e of

d r u g w a s a d m i ni s t r a t e d o n t h e c e11 m o n ol a y e r s c u lt u r ed f o r 1 4 d a y s . C el ls p r o lif e r at e d

W i th c ult u r e w e r e m o s tl y a s t r o g lia s a n d p a rtially o li g o d e n d r o g li as a n d 丘b r o b l a st s .

C h a n g e s i n c ells a n d c ult u r e m ed i u m b y a d mi n is t r ati n g b ili r u b i n w e r e a s f o u o w s :

1 ) C o n t r a cti o n of c ell ul a r p r o c e s s e s a n d s w e11i n g d e g e n e r ati o n of c y t o p l a s m a o c c u r e d

t w o h o u r s aft e r w it h a n a d m i n is t r a ti o n of 10 m g / d l of b ili r u b i n . T h e g r e a t e r w a s t h e

C O n C e nt r a ti o n a n d t h e l o n g e r t h e d u r ati o n o f a d m i n i s t r a ti o n o f d r u g , t h e m o r e

r e m a r k ab l e b e c a m e t h e c h a n g e s .

2 ) E le ct r o m i c r o s c o p ic s t u di e s s h o w e d c h a n g e s i n rn i t o c h o n d ri a c h a r a ct e ri z e d b y th e

i n d i s ti n ct n e s s of c ris t a
,
a n d a n i n c r e a s e of gl y c o g e n g r a n u le s i n c y t o p l as m .



60 4 嶋 田

3 ) H i s t o c h e m i c al s t u d i e s r e v e al ed a d e c r e a s e i n a c ti vi ti e s o f s u c ci n i c d e h y d r o g e n a s e

a n d N A D H 2 di a p h o r a s e a cti vi t y , a n d a n i n c r e a s e i n t h o s e of l a c ti c d e h y d r o g e n a s e .

4 ) A n i n c r e a s e i n p r o d u c ti o n of l a c ti c a c i d , a d e c r e a s e i n c o n s u m p ti o n o f o x y g e n a n d a
f all of p H w e r e p r o d u c e d i n t h e c ult u r e rn e d i u m .
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