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グサ ア毒 に よ る C 6 グリ オ ー

マ 細胞死 の 比較研究

金沢 大学医学部 附属神経情報研 究施設情 報伝 達研 究部 門 ( 主任 : 加藤 聖教授)

石 田 外 樹

神経細胞 死研究 に比べ て グ リ ア細胞死研究 は 大きく立ち遅れ て い る . そ こ で
,

グリ ア 細胞 に選択的な障害を起 こす グリ

ア毒を用い て
･ そ の 毒性を探 る こと に より グ リ ア 細胞死の 分子機序解明を試み た ･ モ デ ル 系と して C 6 グリ オ

ー

マ 細胞を用い
,

D I / α
- ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸 ( D L a

- mi n o a di pi c a ci d
,
D L -

α A A A ) と 6 ･ アミ ノ ニ コ チ ン 酸ア ミ ド (6 - am i n o ni c o ti n am id e
,
6 T A N ) の

2 種類 の グリ ア毒 を加えて 培養 し
,

そ の影響 を検 討 した ･ 1 0 m M D L α T A A A の添加 に より C 6 細胞 は培養 14
～

1 6 時間以降次

第に萎縮 し始め
,

2 4 ～ 3 6 時間で ほぼ 大部分の 細胞 が死滅 した .

→ 方
,
1 m M & A N の 添加 に よりC 6 細胞 は20

～

24 時間以降次

第に 膨化 し始 め
,

4 8 時 間で ほ ぼ 65% が 死滅 した ･ ま た
,

D L α T A A A 添加 に よ り
,

細胞 内グ ル タ チ オ ン (gl u ta th i o n e r e d u c e d

fo r m
,
G S H) 量 は速 や か に 減少し

,
1 6 時間以 降ほ ぼ 完全 に枯渇 した .

一

方 , & A N 添加 で は
,

G S H 量の 減少 は比較 的ゆ っ くり

起 こ り
,
2 4 時間以降で も対照備 の 25% は残存 した ･ D L α 功A A 処 理C 6 斉田胞で は

,
1 6 時間で 対照 の 約3 倍 の 活性酸 素種 ( 主と

して H 2 0 2) の蓄積 が 認め られ た ･

一 九 6 r A N で は 活性酸素の 蓄積 は い ず れ の 時点 にお い て も認 め られ なか っ た . ま た
, 膜 の

過酸化脂 質量 を測 定した と ころ
,

D L α 一 A A A 添加 に より1 6 時間で 対照 の 約2 倍 の 蓄積が 認 め ら れ た .

一

方 ,
6 r A N 添加 で は村

照値 と 同 じで あ っ た ･ 更 に
, 抗酸 化剤 ビタ ミ ン E (1 0 0 〃 M ) の 影響 を見 た と ころ

,
D し α A A A 摩発細胞 死 は完全 に抑 制され

た が,
6 r A N 誘 発細 胞死 に は無効 であ っ た . 6 , A N 細胞死 の メ カ ニ ズ ム を探 る た め

,
N A D P H の 主要 な生成 過程 で あ る ベ ン ト ー

ス リ ン酸 回路 の代 謝物 中間体 であ る6 - ホ ス ホ グ ル コ ン 酸 (6 -

P h o s p h o gl u c o n at e
,
6 -P G) の 細胞 内濃度 を測定 した . その 結 果,

6 q

A N 処理20 時 間で 6 - P G は対 照の30 ～ 5 0 倍 増加す る こ と が わ か っ た . 更 に細胞 内A T P 含量 は 6 r A N 処 理20 時間で 対照 の 20 % に

減少 し
,

それ以 降ほ ほ 完全に 枯渇した ･
ニ コ チ ン 酸ア ミ ド (1 - 5 m M ) の 同時添加 に より,

6 , A N 処 理 によ る細胞死
,

6 - P G の 異

常蓄積,
J m 含 量の 減少 は

, 完全 に抑 制さ れ た ･ 次 に細胞核 D N A の 染色像を検討 した と こ ろ
,

D I : a A A A 処理20 時 間で顕著

な D N A の 濃縮 , 凝乳 断片化が 観察され た ･

一 方
,

6 r A N 処 理で は
, その ような濃縮

,
凝集 , 断片化は 認め られ ず代 わり に核

の 膨潤化 が観察 された ･ 以上の 結果か ら
,

D L α A A A の 毒性機序 は シス チ ン/ グ ル タ ミ ン 酸交換輸送系 を介 した シス チ ン 取り

込み の 阻害 に より G S H の 減少枯渇･ それ に続く活性酸 素の 細胞 内蓄積 に よ る酸化 的ス ト レ ス 死が 考 えら れ た .

一

方 ,
& A N の

毒性機序 は酸化 的ス ト レス 死で は なく
,

6 通N か ら6 - ア ミ ノ ー N A D P の 生 成 に よ る N A D P H 産生阻害
,

6 -P G の 蓄積 お よび それ に

続く解糖系の 阻害 に基づ くÅTP の 減少枯 渇に よ る 細胞死が 考えられ た .

X b y w o r d s D L α
- a m i n o adi pi c a cid

,
6 - a m in o ni c oti n a m id e

, g lial c ell d e a th
, g lu t ath i o n e d e pl e ti o n

,

A T P d e p le ti o n

緒 言

最近 の ア ポ ト
ー

シ ス 研 究の 発展 に は 目覚ま し い もの が あり
,

この 傾 向は神経系に お い ても例外で はない . 特 に脳虚血 に端 を

発 した グ ル タ ミ ン 酸受 容体の サ ブ タ イ プで あ る N - メ チ ル _ D _ ア

ス パ ラギ ン 酸 ( N -

m e th yl
- D -

a S p a rti c a cid
,
N M D A) を介 した神

経細胞 死研 究は 爆発 的で ある
1} 2)

. その 結果 C a
2 十

イ オ ン
3)

,

一 酸

化 窒素
4)

, 活性酸 素
5)

等 の 関与 が 次 々 と 明 ら か に さ れ て き た
.

一

方神経系に お ける もう 一

つ の 細 胞要素で ある グリ ア細胞 に つ

い て の 細胞死研究 は 神経 細胞 と比 べ て 大きく 立ち遅れ て い る の

が現状 で ある . 我々 は数年来 , C 6 グリ オ
ー

マ 細胞 を用 い た モ

デ ル 系や 網膜 グ リ ア細胞 ( ミ ュ
ー

ラ
ー 細胞) を対 象 と して こ の

グリ ア 細胞 死 の 研究 に取り組 ん で きた . 上 述 の グ ル タ ミ ン酸が

N M D A 受 容体 で は なく
,

比較 的 グ リ オ ー

マ 細 胞や グ リ ア細胞

に 豊富 に発現 し て い る シ ス チ ン/ グ ル タ ミ ン 酸交換 輸送系 ( 細

胞 内の グ ル タ ミ ン 酸を細胞外 に
,

逆に 細胞 外の シ ス チ ン を細胞

内に取り込 むア ミ ノ 酸輸送系) を介 して細 胞死を引き起 こ す こ

とを見 い 出 した
6)

し

8)
.

っ まり細胞外 へ の グ ル タ ミ ン 酸添加 によ

り
,

シ ス チ ン取 り込み が 阻害 さ れ細胞 内の 主要な還元物質 グル

タ チ オ ン (gl u t a th id n e r e d u c e d f o rm
,
G S H ) が 減少枯渇 し細胞

死 に到 る と考 え られ る . 他方, 従来 よ りグ リ ア細 胞 に選択的な

細胞障害 を起 こ す種々 の 物質, す な わち グ リ ア毒 と して 記載さ

れ る 一 群が 知 ら れ て い る
9 ト 12)

. しか しなが ら
,

これ ら グリ ア毒

の 研究 は主 と して 形態学的な研究 に限 ら れ
,

そ の 毒性 に関する
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A bb r e vi atio n s : & A N
,
6 - am i n o ni c o ti n am id e; D C F , 2

,

, 7
,

-di ch lo r o fl u o r e s c ei n ; D C F H - D A , 2
,

, 7
,

- di chl o r o 飢10 r e S Cin

di a c e t at e ; D M E M
,
D ulb e c c o

,

s m o d i鮎 d E a g l e m e di u m ; D L α r A A A , D I / α
- a m i n o ad ip i c a cid ; G - 6 - P

, g l u c o s e - 6 -

p h o s p h at e; G S H , gl u t a th io n e r e d u c e d fb rm ; G S S G , gl u t a th i o n e o xid iz e d 血椚 m ; L D H
,
1 a ct at e d eh y d r o g e n a s e; I P O , 1ipid



ダ リ ア毒 によ る グ リ ア細胞死

細胞内あ る い は 分子機序 は多く は 不明 の ま まで ある . そ こ で
,

これ ら ダ リ ア寿 によ る グ リ ア細胞 死の 機序 を僻明す る ため に
,

D I ] α
一 ア ミ ノ ア ジ ピ ン 酸 ( DI ] α

-

am i n o a d ipi c a cid
,
D I J α A A A )

l 割

と6 - ア ミ ノ ニ コ チ ン酸 ア ミ ド (6 -

am i n o ni c o ti n a m id e
,
6 r A N )

14)

を

選び検討 し た . D し α r A A A は グル タ ミ ン 酸と比 べ て 側鎖の 炭素

が
一 個 だ け多い ア ミ ノ 酸で あり

,
先 に述 べ た ト ラ ン ス ポ

ー タ ー

系を介 して G S H を減少
,

枯渇 させ る こ と が 予想 され る
. また

,

6 . A N は 生体内 の 補酵素 N A D や N A D P の 構成成分 と して 重要な

ニ コ チ ン 酸 ア ミ ドの 類似 物質で
,

N A D P H の 産生を阻害す る
15)

と 言 わ れ て い る . G S H は グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ

( g l u t a th i o n e p e r o x i d a s e ) に よ り 酸 化 型 グ ル タ チ オ ン

( gl u t a th i o n e o x id i z e d f o r m
,
G S S G ) にな り,

こ の G S S G は

N A D P H 依存性 に GS H に還元 され る . そ れ故6 r A N に より GS S G

か ら G S E へ の 還元量 が減 少す る こ と が 予想 さ れ る . 以上 の 理

由か ら こ の 2 種 の グ リ ア 毒 に よ る 細胞死 機構が G S H の 減少枯

渇ひい て は 活性酸素種 ( r e a c tiv e o x y g e n s p e ci e s
,
R O S ) の 蓄積

に よる 酸化的ス ト レス で 説明で き るか 否 かを比較検討 した .

材料 お よび方法

l . 材料

培養細胞 と して
,

ラ ッ ト由来 C 6 グ リ オ
ー

マ 細胞 を 用い
,
5 %

牛胎児血 清を含 ん だ ダ ル ベ ッ コ 変法イ
ー

グ ル 培地 ( D ulb e c c o

'

s

m o di 鮎d E a gl e m e di u m
,
D M E M) ( G ib c o

,
G r a n d I sl a n d

,
U S A )

にて3 7 ℃ で培 養 し た
16)

. D M E M 中の シ ス テ ン 濃度 は200 FL M

であ っ た . D し α 通A A (S ig m a
,
S t . L o ui s

,
U S A) , 6 T A N (Si g m a)

やその 他 の 試薬 は培養開始時 に培地に添 加 した
.

】l . 細胞死 の判定

細 胞 死 の 判 走 は 全 細 胞 中 の 乳 酸 脱 水 素 酵 素 ( l a c t a t e

d e h y d r o g e n a s e
,
L D H ) 活 性 に対す る培養液 中に 遊離 した L D H

活性の 比率 に よ っ た
17-

. 培養 し た全細胞 をか き集め
,

リ ン 酸緩

衝液 ( p Ⅲ7 .4) で ホモ ジナ イ ズ し
,

4 ℃ で 20 分間 12
,
0 0 0 Ⅹg 遠心

し
,

そ の 上 清 の
→

部 と
, 培 養液 中の

山 部 をそ れ ぞ れ 採取 し,

56 0 n m の 吸光度の 増加 を測定 した .

= L グル タチ オ ンの 定量

細胞 内の GS H 量 は
,

S Ⅲ 基に 特異的 な 蛍光 プ ロ ー ブ4 - フ ル オ

ロ ー 7 - サ ル フ ァ モ イ ル ベ ン ゾ ブ ラ ザ ン ( 4 - f l u o r o
- 7 -

s ulf a m o ylb e n z o fu r a z a n ) (和光, 大阪) を 剛 一た 高速 液体 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー 法 にて 測定 した

18'

.

1V . 活性酸素種の 定量

R O S の 細胞内蓄積の 測定 に は2
'

,
7

'
- ジ ク ロ ロ フ ル オ レ ッ シ ン

ジア セ テ ー ト (2
'

,
7

'
-d i c hl o r o fl u o r e s ci n di a c e t at e

,
D C F H M D A)

( M ol e c ul a r P r o b e
,
E u g e n e

,
U S A) を用 い た .

こ れ は細胞内 に取

り込まれ た後,
エ ス テ ラ

ー ゼ ( e st e r a s e) に よ っ て2
'

,
7

'
- ジク

ロ ロ フ ル オ レ ッ シ ン (2
,

,
7

'

-d i c hl o r o fl u o r e s ci n ) に変化 し
, 細

胞内 R O S
,

主 に H 2 0 2 に よ り酸化 さ れ 蛍光性 の 2
'

,
7

'
- ジク ロ ロ

フ ル オ レ ッ セ イ ン (2
'

,
7

'

-d i ch l o r o fl u o r e s c ei n
,
D C F) を生 ず る .

C 6 グ リ オ
ー

マ 細胞を薬物処理後 , 各時間 に細胞を集 め
,

ハ ン

ク ス 塩類 溶液で 洗浄後 ,
D C F H - D A ( 1 0 m M ) を加 え

,
3 7 ℃ で

15 分間取り込ませ た . 4 ℃ で5 分 間300 0 Ⅹg 遠心に よ り
,
末結合

の D C F H - D A を洗浄 し
, 再 び ハ ン ク ス 液 を加え37 ℃で 60 分 間

289

イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン し た . こ の 前後 で蛍光強度 (48 8 n m 励 起波

長
,

52 5 n m 蛍光波長) を測定 し た
19)

( 蛍光分光光度計 F 200 0 乳

日 立
,

東京) . 細 胞の 自家蛍光は1 0% 以 下で あ っ た . D C F の 標

準曲線 ( 仙 60 0 n M ; 和光) を用 い 各サ ン プ ル の 蛍光強度か ら
,

単位 時 間お よ び 蛋白量 あ た り 産生 さ れ る D C F 値 を計 算 し
,

R O S の 細胞内蕃稽量と した . 蛋白量 は b w 叩 ら の 方法
2 0)

に より

定量 し た .

∨ . 過酸化脂質の定量

膜 の 過酸 化脂 質量 は チ オ バ )L/ ピ ッ ー )t/ 酸 (t h i o b a r b it u ri c

a ci d
,
T B A ) と の 反 応 で 生 成 す る マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド

( m al o n di al d e h y d e) を定量 し評価 した . 対照お よ び薬物処理 し

た C 6 細胞を集 め
,

T B A 試薬を加え沸騰水 洛中で 60 分 間反応

させ た .
こ の 反応 で生 じた赤色の 生成物 を励起波長515 n m

,
蛍

光波長55 3 n m で測定 した
17)

( F 2 0 0 0 塑
,

日立) .

V】. 6 ･ ホ ス ホ グル コ ン酸の測 定

6 - ホス ホ グル コ ン酸 (6 -

p h o sp h o gl u c o n at e
,
6 ･P G ) 量 は6 - ホス

ホ グ ル コ ン 酸脱水素酵素 (6 -

P h o s p h o gl u c o n a te d e h yd r o g e n a s e
,

臥P G D E ) を用 い る比色法で 求め た . 細胞 浮遊液 に0 .6 N 過塩素

酸 (1 m M E D T A を含む) を加え4 ℃ で2 分間 12
,
00 0 Ⅹg 遠心 し

,

上 浦 を3 M 炭酸カ 1
) ウ ム (p o t a s si u m c ar b o n at e

,
K 2C O 3) で 中和

した .
こ の 中和上 常 に0 .1 M グリ シ ル グリ シ ン 緩衝液 (p H 8 .0) ,

7 m M M g C 1 2 ,
1 1 m M N A D P ( オ リ エ ン タ ル 酵 母

, 東 京)
,

6 -

P G D H ( B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,
M a n n h ei m

,
G e rm an y) 0 .2 4 U を

加え37 ℃で10 分間反応さ せ た . 3 4 0 n m の 吸光度の 増 大か ら生

成 し た N A D P H 量を求め
,
6 - P G 量 を算出 した

21)

.

V)I . 細胞内A T P の測定

A T P の 測定 は ル シ フ ェ リ ン ･ ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ (l u ci f e ri n
-

1 u cif e r a s e) を用い た生物発光 法に よ り行 っ た . 細胞 浮遊液 に

0 .6 N 過塩素酸 (1 m M E D
′

I A を含む) を加 え撹拝復4 ℃で2 分間

12
,
0 0 0 Ⅹg 遠心 した . 上 帝を3M K 2C O 3 で中和後,

2 5 m M H E P E S

薇衝 液 (p E 7 .8) と 発光試薬 ( キ ッ コ
ー

マ ン
,
野 田) を加え て

発光量を ル ミ ノ メ ー タBI 鳳20 1 型( ア ロ カ
,
東京) で 測定 した

22)

.

A T P 濃度は標準曲線 ( 0 .1 -1 0 0 n M ) よ り求め た .

V[ll . 核D N A の蛍光染色

D N A に特異的 な蛍光色素 H 33 2 5 8 ( M ol e c ul a r P r ob e) を用い

核染色を行 っ た . 対照お よ び薬剤処理細胞を集 め
,

1 0 % 中性ホ

ル マ リ ン にて5 分 間固定
,
蒸留水で洗浄後,

H 3 3 2 5 8 (8 / ∠ g / m l)

で 5 分 間染色 し蒸留水 で洗浄後,
グ リ セ リ ン で 封入 し た . 蛍光

は励起波長370 n m
, 蛍光波長500 n m で 観察した

23〕

(蛍光顕微鏡

U F ‰ⅠIA 塑,
ニ コ ン

, 東京) .

〉… . 統計処理

生 化学 的定量実験で は結果 を平均値 ±標準偏差 反 ± S D) で

表 わ し
,

2 群 間 の 平均値 の 差 は St u d e n t の t テ ス ト にて 検定 し

た .

成 績

l . C 6 クリ オ
ー マ 細胞 に対す るクリ ア 毒 の影響

C 6 グリ オ
ー

マ 細胞 ( 1 .5 Ⅹ1 0
6

細胞) に D L -

α , A A A (1 0 m M )

を添加す る と
,

2 4 ､ 3 6 時間後 に は 殆 ど の 細胞が 萎縮 し死滅 し

た (図 I B) .

一

方 ,
6 A N (1 m M) を漆加 した 場合,

3 6 ～ 4 8 時

p e r o x id e ; N A , n i c o ti n a m i d e ; N M D A , N - m e t h y l
- D - a S P a r ti c a cid ; 6 - P G , 6 -

P h o s p h o g l u c o n a t e ; 6 - P G D H , 6 -

p h o s p h o gl u c o n at e d eh y d r og e n a s e ; R O S , r e a Cti v e o x y g e n s p e cie s; T B A
,
th i o b ar bit mi c a cid
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間後, 大部分 の 細胞 は 対照 (図1 A) に比 べ て
, 薄くなり膨潤

化 し た ( 図1 C) ∴ 次 に細 胞死 の判寵を培養液 中 に放
■

出 され る

L D H 活性 に よ り評価 した と こ ろ
,

D し α
- A A A 添 加で は培 養14

､

16 時間以 降次 第に細 胞死が観察 さ れ
,
2 4 時 間後で は25%

,
4 8

時間で は 5% が 生存す る の みセあ っ た (図 2 ) . 6 A N 添加 で は
,

細胞死 は D し α , A A A と比 べ て 遅く24 時 間で は70%
,

4 8 時間で も

32 % が 生存 した ( 図2 ) . なお
, D し α r A A A の 細胞 死 に対 す る

Fig ･ 1 ･ C e11 m o r p h ol o g y o f C 6 gli o m a c ell s t r e a t e d w ith

gl i ot o xi n s ･ ( 却 I n c o n t r oI c u lt u r e . C 6 gli o m a c ell s (1 .5 × 1 0
6

C ell s) w e r e c u lt u r e d i n th e st a n d ar d D M E M f o r 4 8 h r . ( B)
wi th 1 0 m M D L α TA A A . E x p o s u r e of C 6 c ell s t o D し α 功A A

f b r 3 6 h r r e s ult e d i n d e ta c h m e n t 血
･

O m t h e s u rf a c e o f di s h e s

an d 瓜o t ati o n of c ell s in th e m e di u m . Al m o st all c ell s d i e d . (C)
W ith l m M 6 r A N . E x p o s u r e o f C 6 c e11 s t o 6 A N f o r 4 8 h r

r e s u lt ed i n th e c o n s pi c u o u s s w elli n g of th e c ell s a s c o m p a r e d

W 氾1 C O n 仕01 . × 1 0 0 .

E D 5一} は約4 m M
,

6 T A N の E D 5｡ は約0 .1 m M で あ っ た . した が っ て

以後 の 実験 は
,

通常10 m M D I ] α r A A A
,･ 1 m M 6 A N を用い て行

っ た .

1Ⅰ. グル タ チ オ ン に対 する クリ ア毒 の影響

DI : α
- A A A お よ び 6 - A N 誘発 細胞死 に対 す る生 体内還元物質

G S H の 関与 を探 る目 的で
, 各培養 時間 に お ける G S H 濃度を測

定 した ･ D し α 功 A A 処 理 で は
,

比較 的早期か ら 減少 し
,

8 時間

で は対照 の 約2 5%
,

1 6 時 間で は 10% 以下 に減少 し
, そ れ以 降は

枯渇 し た ( 図3 ) ･

一

方 ,
6 r A N 処理で は8 時間で 対照 の 約50%

,

1 6 時間で3 5%
,

2 4 時 間で25% に減少 した (図 3) .

= ･ 細胞 内活性酸 素種 蓄積に 対する グリ ア 毒の 影響

C 6 グリ オ
ー

マ 細胞 に対 し て
,

D I ] α r A A A と 6 T A N の い ずれ も

が G S H を減少 さ せ た の で
, その 細胞 内機序を探 る目 的で 還元

物 質G S H 減少 に よ る酸化 的ス ト レ ス 負荷 を想定 し細胞 内R O S

の 蓄積量 を生化学 的 に検討 した . D し α
- A A A 処理で は

,
8 時間

まで は 著変 なく
,

1 6 時間 で約 3 .0 倍 ,
2 2 時間で は最 大3 .3 倍 に

増加 した ( 図4 ) .

一 方
,

& A N 処理 で は24 時間以降に お い ても

有意な D C F 産生 は認 め られ なか っ た ( 図4 ) .

肌 細胞膜過酸化脂質 に対 する グリ ア 毒の 影響

細胞内活性酸素種 の 細 胞内タ ー

ゲ ッ トの 1 つ は生 体膜 の 不飽

和脂肪 酸で ある ｡ そ こ で 細胞 障害 と し て細 胞膜 過酸化脂 質量

(1ipid p e r o xid e
,
L P O ) を測定 した . D I J α r A A A 処理 によ りI JP O

は
,

1 6 時 間で 約2 倍 ,
2 2 時間後で 最大2 .2 倍 の 増 加が 認め ら れ

た ( 図5 ) ･

一 方
,

6 r A N 処 理で は
, 対照群 と比 べ て24 時 間以降

で も有意 な増加 は 認め ら れ なか っ た ( 図 5 ) .

∨ . グリ ア 毒 に よ る細 胞死 に対 する ビ タ ミ ン E お よび ニ コ チ

▲

U

O

O

O

(
-

○

占
u

O
O

-

0

ボ
)

l

空
盲
コ
小

ニ
¢

0

8 1 6 2 4 4 8

Ti m e i n c ult u r e (h r)

Fi g ･ 2 ･ C 6 gli o m a c ell d e a th t o gli ot o xi n s . T h e c e11 d e a th w a s

e sti m at e d b y a r a ti o o f L D H a cti vitY r el e a s e d i n th e m e di u m

ag ai n st th e a c ti vib T Of to tal c ell $ (s e e M at e ri al s a n d M e th o d s) .

A 鮎 r 1 6 h r o f l O m M D し α , A A A i n c u b a ti o n
,
C 6 c ell s w e r e

g r a d u all y d e t e ri o r a te d a n d th e n al m o st all c ell s di e d . T h e

S u r Vi v al t ati o of C 6 c ell s at 2 d ay c u ltu r e w a s l e s s th a n l O % . I n

C ult u r e o f l m M 臥A N
,
C 6 gli o m a c ell s r e m ai n e d u n c h an g e d b y

1 6 h r an d th e r e aft e r th e C 6 c ell s di e d sl o w l y ,

′

m e s u r vi v al

r ati o of C 6 c ell s a t 2 d a y c ult u r e w a s a b o u t 3 5 % . 圏 ,
D L α

一

A A A
･ 四 ,

& A N , E a c h v al u e i s 支 ±S D (n
= 4 -6) .



ダリ ア毒 に よ る グリ ア細胞死

ン 酸 ア ミ ドの影響

D し α
- A A A 処理 に より G S H の 枯渇,

R O S の 蓄積 が認 め られ

たの で
,
抗 酸化剤 ビタ ミ ン E の 細胞死 に対 する 影響を検討 し た ｡

その 結果,
D L α r A A A 誘発細胞死 は ど タ ミ ン E 添加 に より完全

1 6 2 4

0

首
芯
l

O
】

d

雪
さ
0

∈
d
)

〓
∽

ぴ

Ti m e i n c ult u r e (h r)
Fi g . 3 . C ell u l ar 1 e v el o f G S H a 触 r t r e a t m e n t of gl i o to x i n s ･ T h e

c ell u l a r l e v e l o f G S H w a s d r a m ati c ally d e c r e a s e d b y th e

c ult u r e o f D L , a T A A A . T もe c ell ul a r c o n te n t o f G S H w a s l e s s

th a n l O % o f c o n t r o l a t 1 6 h r o f i n c u b a ti o n a n d th e r e a ft e r

c o m pl e t el y d e pl e t e d ･ I n c o n tr a s t t o D し α r A A A
,
th e d e c r e a s e

of G S H l e v el b y 6 T A N w a s sl o w a n d th e c ell ul a r l e v el of G S H

afte r 2 4 h r r e m ai n e d t o 3 0 % o f c o n tr ol . 口 ,
C O n t r Ol . 国 ,

D L α
-

A A A . Ea 軋A N . E a c h v al u e i s 盲 ± S D ( n = 4 -6) ･

言
至
彗
買
岩
屋

】

○

∈
d
)

叫
じ
凸

1 6 2 4

Ti m e i n c u Lt u r e (h r)

Fi g . 4 . 2
,

,
7

,
- D i c hl o r o fl u o r e s c ei n f o r m a ti o n a ft e r tr e a t m e n t of

gli o t o x i n s . C 6 gli o m a c ell s w e r e c ul tu r e d i n D M E M w i th

gli o t o x i n an d D C F f o rm a ti o n w a s m e a s u r e d w ith a fl u o r e s c e n t

p r o b e
,
D C F H - D A T h e r a te o f D C F fo rm ati o n w a s si g n i丘c a n tl y

i n c r e a s e d th r e e ti m e s 1 6 h r a fte r D I ] α
- A A A tr e a t m e n t . I n

c o n tr a st
,
th e r a te of D C F fo r m a ti o n b y 6 m w a s n o t i n c r e a s e d

at a n y c ultiv ati o n ti m e s . 口 ,
C O n tr Ol . 園 ,

D L -

α 通A A E2 ,
6 -

A N . E a c h v al u e i s 盲 士 S D (n = 4 -6) .

★
P < 0 .0 1 a s c o m p a r e d wi th

C O n 也
･

01 .
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に抑 制 され た (図 6 ) . 6 - A N によ る細胞死 に対 して どタ ミ ン E

は 鯉 効 で あ っ た が
,

ビタ ミ ン B 群 の
一 種 ニ コ チ ン 醸 ア ミ ド

( n i c o ti n a m id e
,
N A ) を添加 した と こ ろ

,
6 L A N 誘発細胞死 は完

全 に抑え ら れ た ( 囲 6 ) . な お N A は D L α - A A A に よ る細胞死

(

u

苫
0
】

d

研

喜
0

∈
d
)

O
d
｣

1 6 2 4

Ti m e i n c uIt u r e (h r)
Fi g . 5 . Li pi d p e r o x id a ti o n a c c u m ul a ti o n a ft e r t r e a t m e n t o f

gli o t o x i n s ･ D し α
- A A A i n d u c e d a t w o

-f ol d i n c r e a s e o f L P O

a c c u m ul ati o n 1 6 h r a且e r tr e at m e n t . I n c o n tr a st ,
6 r A N di d n o t

i n d u c e th e L P O a c c u m ul a ti o n a t an y C ulti v ati o n ti m e s . □ ,

c o n t r ol . 臨 ,
D し a - A A A . 四 ,

6 - A N . E a c h v al u e i s 盲 ±

S D (n = 4 -6) .

★
P < 0 .0 1 a s c o m p a r e d w ith c o n t r ol ･

F ig . 6 . P r o te cti v e eff e c t of vit a m i n E o r ni c o ti n a m id e o n c ell

d e a th i n d u c e d b y gli o t o xi n s ･ C 6 c ell s w e r e c u lt u r e d w ith

gli o t o x i n al o n e o r w ith gli o to mi pl u s v it a m i n E (十Vit E) o r

ni c o ti n am id e (+ N A) . Wh e n l O m M D I ] α TA A A w a s a d d e d t o

th e m e d i u m a t th e b e gi n ni n g o f th e c ult u r e
,

al m o s t al 1 c ell s

d i e d 2 0 h r l at e r . T h e p r e s e n c e o f vit a m i n E (1 0 0 FL M )

c o m pl e t ely s u p p r e s s e d th e D I ] a A A A i n d u c e d c ell d e a th
,
b u t

n o t th e 6 - A N i n d u c e d c ell d e a tl l . O n th e o th e r h a n d
,
th e

p r e s e n c e of N A (1 m M ) c o m pl e tel y r e s c u e d th e 6 m i n d u c e d

c ell d e a th . □ ,
C O n t r Ol . 儲

,
D I ] α r A A A ･ 四 ,

6 也N ▲ E a c h

v al u e i s 盲 ± S D ( n ; 4) .

★
P < 0 .0 1 a s c o m p a r e d w i th gli o t o x i n

. d o n e .
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に は無効で あ っ た .

Vl , 6 - A N に よ る細 胞内6 - P G の 蓄積

6 - A N 処理 に より
, 中等度 の G S H 減少が 見 ら れ た が , R O S や

細胞膜過酸化脂 質の 蓄積, 抗 酸化剤や ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

(

u

苛
1

0
｣

d

印

書
0

∈
d
)

q
d
暮

り

0

0

3

2

C 6 6 ･ A N 6 ･ A N 6 ･ A N

+ 1 m M N A + 5 m M N A

T r e a t m e nt

F i g . 7 . C ell u l a r l e v el of 6 ･

p h o s p h o gl u c o n a t e a ft e r 6 - A N

tr e a t m e n t . C 6 gli o m a c ell s w e r e c ult u r e d wi th 1 m M & A N o r

wi th 1 m M & A N pl u s l m M N A f o r 2 0 h r . 6 T A N i n c r e a s e d a

C ell u l a r l e v el o f 6 - P G s e v e r al t e n ti m e s . I n t e r e s ti n gl y ,
thi s

i n c r e a s e o f 6 - P G a c c u m u l a t e d b y 6 - A N w a s c o m pl e t el y

r e st o r e d t o a c o n b
･

01 1 e v el i n th e c o e xi st e n c e of N A (1 -5 m M ) .

E a c h v al u e i s 豆 ± S D (n = 4) .

★
P < 0 .0 0 1 a s c o m p a r e d w i th

C O n t r Ol .

* *
P < 0 .0 0 1 a s c o m p ar e d wi th & A N t r e a t m e n t .

00

(

u

Ⅶ
1

2
d

m

壬
○

∈
d
)

d
ト

く

0

C 6 6 ･ ÅN 6 ･ A N 6 ･ A N

+1 m M N A + 5 m M N A

T r e a t m e nt

Fi g . 8 . C ell ul a r l e v el o f A T P aft e r 6 , A N t r e a t m e n t . C 6 c ell s

W e r e C u ltu r e d wi th 6 T
A N o r wi th 6 T A N pl u s N A fo r 2 0 h r .

r

m l e

C ell u l ar l e v el o L A T P w a s d r a s也c ally d e c r e a s e d b y 6 A N . Ⅶl e

d e c r e a s e of c ell ul ar 1 e v el o f A T P w a s c o m pl e t ely r e st o r e d t o a

C O n t r Ol o r o v e r c o n t r ol b y th e c o e xi s t e n c e of l m M o r 5 m M

N A
,

r e S p e Ctiv el y . E a c h v al u e i s 支 ±S D (n
= 4) .

*
P < 0 .0 0 1 a s

C O m P a r e d wi t h c o n tr ol .

* *
P < 0 .0 0 1 a s c o m p a r e d wi th 6 q A N

t r e at m e n t .

Fig . 9 . D N A s t al n i n g w i th H 3 3 2 5 8 a fte r t r e a t m e n t o f gli o t o xi n s .

( 朗 C ell s (4 .0 × 1 0
5

) w e r e pl a t e d a n d i n c u b a t e d i n s t a n d a rd

D M E M fo r 2 0 h r . (B) Wh e n l O m M D し α TA A A w a s a d d e d t o

th e m e di u m a t th e b e gi n ni n g o f th e c ult u r e
,

C O n d e n s ati o n of

Ch r o m a tin m a s s e s an d a g g r e g ati o n at th e n u cl e a r m e m b r a n e

p r o g r e s s e d a n d al m o s t all n u cl ei c h a n g e d 2 0 h r a ft e r

t r e a t m e n t . (C ) Wh e n l m M & A N w a s a d d e d t o th e m e di u m

f o r 2 0 h r
,

n O a P p a r e n t C h r o m a ti n c o n d e n s a ti o n a n d

ag g r e g ati o n c o ul d b e s e e n
,
W h e r e a s a b n o r m al 1 y s w oll e n n u cl ei

C O u ld b e s e e n c o n s pi c u o u sl y ･ S c al e b ar = 1 0 p m ･
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Fi g . 1 0 . S u m m a r y o f gli o t o x i c m e c h a n i s m s f o r D L -

α
- A A A a n d 6 - A N ･ Le ft: D L -

α
- A A A i n h ib it s c y s ti n e u p t a k e th r o u g h th e

c y s tin e/ gl u t am at e an tip o rt e r l e a di n g t o G S H d e pl e ti o n .

.

Fi n al け,
th i s G S H d e pl e ti o n i n d u c e s R O S a c c u m u l ati o n

, p a rti c ul a rl y H 2 0 2 ( m ar k e d

wi th 曾) i n r e s p o n s e t o o xi d a ti v e st r e s s
,
r e S ulti n g i n D L- α 通A A c ell d e a th o f C 6 gli o m a c ell s . Ri gh t: & A N i s e a sil y p e rr h e ab l e t o c ell

m e m b r a n e ( i ) a n d th u s 6 -

a m i n o
- N A D P (6 - N H 2

- N A D P) i s f o r m e d . T h i s 6 - N H 2
- N A I) P i n hi bi t s N A D P H p r o d u cti o n l e a di n g t o

a c c u m ul ati o n of 6 ･P G
,
W h i c h i s a m aj o r m e ta b olite i n th e p e n t o s e p h o s p h a t e c y cl e . T h e 6 -P G a c c u m u l at e d fu rth e r i n h ib it s gl y c ol y si s h

-

O m

G -6 - P l e a di n g t o A T P d e pl e ti o n ( m a r k e d wi th ↓) . Fi n all y ,
th e A T P d e pl e ti o n r e s ul ts i n 6 T A N c ell d e a th of C 6 gli o m a c ell s ･ T h i ck w h ite

a r r o w s ( ¢)i n di c a te i n iti al m e ta b oli c bl o ck a d e s of gli o to xi n s .

( r a di c al s c a v e n g e r) に よ る細胞死 の 抑制は 認め ら れな か っ た .

しか し ,
N A の 同時添加 に より細 胞死が 完 全 に抑え られ た . そ

れ故,
6 - A N の C 6 細胞死 に は R O S の 関与 以外 の 機構が 強く 示

唆さ れ た . そ こ で N A の 細胞死抑制効 果や 6 - A N が N A D P H 産生

を阻害する
1 5〉

こ と を考慮 して
,

生 体内 にお ける N A D P H の 主要

な生成過程で ある ペ ン ト
ー ス リ ン 酸回路の グル コ ー ス ー 臥リ ン 酸

脱水素酵 素 ( gl u c o s e
- 6 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e) お よ び6 -

P G D Ⅲ の 阻害
山 20)

を想定 し て
,

6 -P G の 細胞 内濃度 を測定 した .

細胞内& P G 量 は
,

臥A N 処理 に より,
2 0 時間で対照 の 約30 ～ 50

倍 と著 しく増 加 した ( 図7 ) . また
,

こ の 6 - P G の 増加 は N A の

同時添加 (1 -5 m M ) に よ り抑 制さ れ た ( 図7 ) .

Vll . 6 - A N に よる 細胞内A T P の 減少

次 に6 r A N 処理 に よ り細胞 内 に顕著 な蓄積 が 観察 され た6 -P G

は
,

グ ル コ
ー

ス ー6 - 1) ン 酸 ( gl u c o s e
-6 -

p h o s p h at e
,
G -6 -P ) の ア ナ

ロ グ で ある こ とか ら
,

G - 6 - さ以降 の 解 糖系を 阻害 し
,

その 結果

細胞内A T P 量 が減 少す る こ とを想 定 し た . A T P 量 は
,
6 r A N 処

理に より培養20 時間で 対照の 20% に まで 減少 し, そ れ以 降は枯

渇 した ( 図8) . N A を同時添加 (1 -5 m M ) する と
,

A T P 量は対

照倦ま たは そ れ 以上 にまで 回復 した ( 図8 ) .

〉… . 細胞核に対 する グリ ア 毒の 影響

蛍光色粛 Ⅲ332 5 8 に より核染色を施 し
, 核D N A の 障害 に つ い

て観察 し た . 対照群で は 比較的 一

様な ク ロ マ チ ン ( c h r o m a t in )

染 色像が 見 ら れ た ( 図9 A) . D し α
- A A A 処理 で は

,
2 0 時間で

は顕 著なク ロ マ チ ン の 濃縮
,

凝集 や 断片 化を認 め た ( 国9 B) .

こ の 変化は 処理 後14 ～ 1 6 時間か ら 認め ら れ徐 々 に異 常な濃縮

像 を示す核が 増加 した∴ 一一 方
,

6 A N 処理 で は培 養20 時間で は
,

ク ロ マ チ ン の 濃縮や 凝集は 認め ら れ ず, むし ろ核 の 膨潤化が観

察さ れ た ( 図9 C) .

考 察

DI J
･

α
･ A A A は

, 興奮性 ア ミ ノ 酸で ある グル タ ミ ン 酸の 類似物

質で あり, 大脳, 小脳, 網膜の アス ト ロ ダリ ア ( a s tr o gli a) に

対す る選択 的な グリ ア毒 と し て知 ら れ て い る
24 卜 2 9)

. 今 臥 そ

の 毒性の 分子機序を探る目 的で C 6 グリ オ
ー

マ 細胞を用い
,

グ

ル タ ミ ン 酸と の 構造類似性か ら
,

G S H 枯渇 ･ R O S の 蓄積の 観

点 か ら検討 を加えた . D L α 功 A A (1 0 m M ) 処理 に より
,

C 6



2 9 4

グ リ オ
ー

マ 細胞 は培 養14 ～ 1 6 時間以 降死滅 し始め
,

2 4 ～ 3 6 時

間で は 大部分 の 細胞 が死 滅 した . G S H EまD L -

α
- A A A 添加後 速

や か に減 少 し培養後 16 時 間以 降ほ ぼ 完全 に枯 渇 し た . G S Ii の

枯渇 に伴 い R O S 特 に H 2 0 2
の 蓄積 が認 め られ た . C 6 グリ オ

ー

マ 細胞 で は D L a
- A A A が グル タ ミ ン酸 と 同様

35

s - シス チ ン の 取

り込 み を 阻害
6)

し , D し a
- A A A の 細 胞 死 は シ ス テ ン ( 0 . 5 -

1 .O m M ) の 同時添加 に より完全 に抑 えら れ る .
こ の こ と か ら

,

D I J α r A A A 毒性機序 は シス チ ン / グル タ ミ ン 酸交換輸 送系 を介

した シ ス テ ン 取り込 み の 阻害 に よ る G S H 合成 の 抑制 ( 取り込

ま れ た シ ス テ ン は細 胞 内で シス テ イ ン に還元 され
,

G S H 合成

に 使 わ咋る) で あ る こ と が 強く示 唆 さ れ た ( 図 10) . 次 に
,

G S H 枯 渇以 降 の R O S の 産生 ･

消去系 に お ける バ ラ ン ス の 崩壊

に基 づく細胞 障害 に つ い て 細胞膜
,

核そ れ ぞ れ に検討 した . 細

胞膜 の 酸化 的障害 の 程度 をL P O に つ い て検 討 した と こ ろ
,

D し

α T A A A 処理後
,

G S H の 枯渇お よ び R O S の 蓄積 と 時を 同 じく し

て
,

L P O の 蓄積 量 は対 照の 約 2 倍 で あっ た
. 更 に H 3 3 2 5 8 に よ

る核 D N A 像 を観察 し た と こ ろ
, 核 の 濃縮 , 凝集, 断片化 が起

こ っ て い る こと が 明らか にな っ た . この D I : α , A A A に よ る細胞

死や 細胞障害の す べ て が
,

ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

や 抗酸化剤

に より完全 に抑制 さ れ る こ とか ら
,
この グリ ア細胞死 に は R O S

,

特 に H 2 0 2 の 関与 が強く 示唆
8)

され た . 最近同様 な メ カ ニ ズ ム に

より D L α 功A A が網 膜 ミ ュ
ー

ラ
ー 細胞 ( グリ ア 細胞) を障害す

る こ と が 報告 され て い る
7) 30 )

6 - A N は
! 補 酵素 N A I)

,
N A D P の 構成成 分で ある ど タ ミ ン B

群の 一

種 N A の 類似物 質で あり, 大脳 , 脳 幹, 脊髄 の アス トロ

ダリ ア に対 す る選択 的 な ダリ ア毒 と して 知 られ て い る
1 那 15) 3 1 )

6 T A N 誘発細胞死 は D I ,, α , A A A と比較 する と 1) 細 胞死 が 比較的

ゆ っ くり生 じ
,

か つ
, 細胞死 の形態が 異 な る . 2) G S H の 減少が

中等 度 で あ る . 3) R O S や L P O の 蓄積 は認 め ら れ な い
. 4 ) 核

D NA の 染色 像 にお い て
,

濃縮
,
凝 乳 断片化が 観察 され ない

.

5) ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー の 細胞死抑 制効果が 認 め ら れ ない

.

以 上 の 違い は こ の 6 A N の 細胞死 は GS H 減少 , R O S の 蓄積 に よ

る酸化的ス ト レ ス が主原 因で ある と は考 えにく い こ と を示唆す

る . そ こで 別 の メ カ ニ ズ ム と して
,

N A D P H の 主要 産生 糸で あ

る ペ ン ト
ー ス リ ン酸 回路

15) 2 4 )

に お け る6 -P G の 細 胞 内濃 度を測

定 し た と こ ろ
,

6 r A N 処理 で数 10 倍 の 蓄積 が 認め ら れ た . 次 に

この 異常 な 臥P G の 蓄積 が そ の 構造 類似 性か ら G -6 - P 以降の 解糖

系を抑制する の で は な い か と い う想定の 下 に
, 細 胞内A T P 含量

を測定 した と こ ろ
, 培養20 時 間で 対照の 5 分の 1 以下 に減少 し

,

その 後ほぼ 完全 に枯渇 した
. 因に

,
D し α r A A A 処 理で は A TP の

減少 は30 ～ 4 0 % と軽 ～ 中等度 に と どま っ た
.

こ れ ら 6 -A N 誘発

性諸変化 は
,

す べ て1 ～ 5 m M の N A に より完全 に対 照 レ ベ ル に

回復 した . こ れ ら の 事実 は6 功N 添加 に より細胞 内で 6 - ア ミ ノ ー

N A D P が作 られ
,

& P G 代謝の 阻害と蓄積 によ る解 糖系ひ い て は

ク エ ン酸 回路 の 抑制 に よ るA T P 合 成の 阻害が
,

こ の 6 -A N 毒性

の 主原 因 で あ る こ と を示唆 す る ( 図10) . こ の A T P の 枯 渇が

種々 の 輸送系 の 障害 を招 来 し
,
細胞 や核 の異常 な膨 潤 とな っ て

細胞死 に 到る の で は ない か と考えられ る . ま た
,

6 - A N に よ る

中等度 の G S H 減 少は N A D P H 産生 の 抑制 に よ る もの と思 わ れ

る .

席後に
,

グリ ア毒 の グ リ ア細胞 選択性に つ い て 言及 したい
.

D し α
- A A A に つ い て は

,
上 述 の シ ス チ ン/ グ ル タ ミ ン 酸 交換輸

送系の 細胞発現 に つ い て の報告 に よ る と
,

ク ロ ー ン 化細胞 と し

て は C 6 グ リ オ ー

マ 細胞
6)

,
N 1 8 -R E l O 5 細胞

32)

( N 1 8 ニ ュ
ー ロ ブ

ラス ト ー

マ
ー ラ ツ ト網膜 ハ イ ブ リ ッ ド細胞)

,
新生 ラ ッ ト大脳

皮質由来 の ア ス ト ロ サ イ ト ( a st r o c yt e )
33 )

,
オ リ ゴ デ ン ドロ サ

イ ト ( 01i g o d e n d r o c yt e)
34)

お よ び成熟網膜 ミ ュ
ー

ラ
ー 細胞7)

な

どが知 ら れ て い る . 胎児 ニ ュ
ー ロ ン

35)
を除 い て は

, 神経細胞で

の 発現 は今 の と こ ろ 無 い . 次 に6 - A N の グリ ア細 胞選択性 につ

い て の 報告 は皆無 で あり
, 今 回の 実験結果 に 基づ き N A D P H 産

生に お ける 代謝系, 酵素系 の 遠 い に よ る と考え
, 現在検討 して

い る所 で ある .

結 論

グ リ ア細 胞 に選択的 な細胞障害 を起 こ す物 質
,

す なわ ち グリ

ア毒 の うち D し α , A A A と 6 A N の 毒性機序 を探 る 目的で C 6 グ

リ オ
ー

マ 細胞 をモ デ ル 系 と して培養実験 を行 なっ た .

1 . 1 0 m M D I J α A A A の 添加 に よ り,
C 6 細胞 は培養14 ､ 16

時 間以降細 胞が 萎 縮 し始 め
,
2 4 ～ 3 6 時間で ほ と ん どの

細胞 が 死滅 した .

一

方 ,
6 r A N の 添加 で は

, 培養24 時間

以 降細胞 は膨潤 し始め
,
4 8 時間で約6 5% が死滅 した .

2
.

D I / α 通A A の 添加 後
,

速や か に 細胞 内G S H が 減少 し培

養8 時間 で 対照値 の 約20 %
,

1 6 時 間で 10 %
,

そ れ以後枯

渇 した .

一

方 ,
6 血 の 添 加で は

,
G S H の 減少 は比較的

ゆ っ く りと生 じ
,

8 時間で 対照億 の 50 ‰ 16 時間で40%
,

2 4 時 間で25% に減少 し た .

3 . G S H 減少後の R O S 蓄積 をD C F 産生量で 検討 し た と ころ
,

D L α r A A A 添加 で は培養16 時間で 対照 の 約3 倍 と 増加 し

た.

一 方
,

6 r A N 添 加で は
,

い ず れの 時期 で もD C F 蓄積

は認 めら れなか っ た .

4 . 膜の 過酸 化脂質量を測定 した と こ ろ
,

D し α A A A 添加で

は
, 培養16 時 間で 対照の 約2 倍 と増加 した

,

一 方
,

鋸Ⅲ

の 添加で は
,

い ずれ の 時期 にお い て も有 意な過酸化脂質

の 蓄積 は認 め られ な か っ た .

5 . 抗酸 化剤 で ある ど タ ミ ン E (1 0 0 〟 M ) の 同 時添 加で
,

D I , , , α
- A A A 誘発細 胞死 は抑 制 さ れ た .

一

方 ,
6 - A N 誘発

細胞死 は N A (1 -5 m M ) の 同時添加で 抑制 され た .

6 . 臥A N の 毒性機 序を探る 目的で 生体の 主要な N A D P H 製造

過程 で あ る ペ ン ト
ー ス リ ン 酸 回路の う ち

,
6 - P G の 細胞

内濃度 を測定 した と こ ろ
,

6 - A N 添加 で は2 0 時 間で対照

値 の 約30 ～ 5 0 倍 と著 明に 増加 し た .
こ の 異常 な 6 - P G 蓄

積は N A の 同時添加 に よ り完全に 抑制 され た .

7 . 細胞 内A T P 含量 を測定 し た と こ ろ
,

6 - A N 添加で は培養

20 時 間で対 照値 の 20% 以下 に減少 しそ の 後枯 渇 した . こ

の A T P 枯渇 は N A の 同時添加 に よ り完全 に対照備 に復 し

た .

8 . 核 D N A の 染色像 を観察 した と こ ろ
,

D し α , A A A 添加 で

は培 養14
⊥

16 時 間で核の 濃縮
,

凝集
,

断片化が 認 め ら

れ , そ れ 以 降異常 核の 数 が 増大 した .

一 方
,

6 - A N 処理

で は核 の 濃縮 , 凝 集, 断片化が 認 め ら れず む しろ 異常な

膨潤化を示 した .

9 . D L ･

a
- A A A の 毒性 機序 と して は

,
シ ス テ ン/ グ)t/ ダ ミ ン

酸交換 輸送系 を介 した G S E の枯 渇,
R O S の 発生 に基づ

く酸化的 ス ト レス に よ る もの と思 わ れ た .

1 0 . 6 A N の毒 性輝序 と して は
,

N A D P H 産生系の 阻害に より

ベ ン ト
ー ス リ ン 酸 回路 の 代 謝物 質6 - P G の 異 常音構お よ

び そ の事穂 に よ る解糖系 の 阻害に基 づく A Ⅲ
) の 枯 渇に よ

るも の と思 わ れた .
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