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脳 細 胞 に 対 す る 活性 酸 素 の 影 響
－

マ ウ ス 胎児脳由来培養 グリ ア 細胞 に よる研究
一

念沢 人学 匠学部脳神経外科学 講座 く主 任 二 山 本信 二 郎紬倒

北 林 正 宏

く昭 和6 2年 9 月 1 日 受付1
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マ ウ ス 胎児脳 に 由来す る培養 グ リア細胞を用 い て
， 活性酸素が惹起す る細胞障害 を生化学的， 形態

学的 に 検 討 し た ． 活 性 酸素 の 発 生 に は キ サ ン テ ン ー

キ サ ン ナ ン オ キ シ ダ ー ゼ くX a n t hi n e
－ X a n th i n e

O X id a s e ，
X a － X O D l 系を用 い た ． 細胞障害度は

5 1
C r で 標識 した培養細胞か ら遊出する

51
C r を測定 し定量

的に 評価 した ． X a
－ X O D 系を作用 さ せ た後， 遊出 51

C r か ら算出 した細胞障害度は経時的に 増加 し， 特 に 4

時間以後著明 な増加 を示 した ． 培養細胞 内の 過酸化脂質量 は経時的に 増加 し
， 特に 8 時間以 後著明 な増加

を認 め た ■ 培養細胞内の a cid ph o s p h a t a s e 仏C P －

a S e 巨活性値 は経時的 に 減少した ．
こ れ と対称的に 培養

液中の A C P －

a S e 活性値 は経時的 に 増加 し
，

それ は細胞障害度の 時間的推移と類似 した ． 透過 型電顕 に よる

検索 で は
，

X a－X O D 系 を適用 さ れ た細胞に は胞体の 空 胞化，
ラ イ ソ ゾ ー ム 顆粒の 減少

，
お よび ミ ト コ ン ド

リ アの 膨 化 を， ま た
一

部 に は細胞膜の 破壊が 認め られ た ． 4 種の 活性酸素に それ ぞれ 指抗す る特異的ス カ

ベ ン ジ ャ
ー

を 反応さ せ た実験 で は ス ー パ ー

オキ サイ ドジ ス ム タ ー ゼ 十 カ タ ラ
ー

ゼ が最も 著明な細胞障害抑

制効果を示 し
，

カ タラ ー ゼ単独投与が こ れ に 次 い だ ． 以 上の 成績 よ り ，
X a － X O D 系に よ る細胞障害の 機序

．に お い て は， 過酸化水素 を中心 と した溶性酸素が生体膜の 脂質過酸化反 応 をひ き お こ し
，

これが 膜構造の

破綻か ら ライ ソ ゾ ー ム の 破壊 へ と進行 し， 遊出した加水分解酵素が さ ら に細胞破壊 を加速す る もの と考え

られ た ．

K e y w o r d s is c h e mi c b r ai n d a m a g e
，
C u lt u r ed gli al c ell s

，
a Ctiv e o x y g e n

，
1ipid

p e r o x id e
，
el e c t r o n m i c r o s c o p y

脳虚血 は ， 脳 血栓や 脳塞栓，
ク モ 膜下 出血 な どの 脳

血管障害 をは じめ頭部外傷， 脳腫瘍 な ど多く の 頭蓋内

疾患に 共 通 し て み られ る現象で あ る
． 虚血 に よ る脳障

害の 研究の 流れ の 中で， 虚血 に お け る脳組織 の 生 化学

的変化で は エ ネ ル ギ
ー

産 生 系，
C y cli c

－ A M P ， ア ミ ノ

酸一蛋白合成系，
モ ノ ア ミ ン

，
脂質，

電解質その 他に

関して 数多く の 報告 が なさ れ て き た
1 ト 5I

．
こ の な か で

もエ ネ ル ギ
ー

産 生 系の 研究に お い て虚血 時に 串 ける電

子伝達系の 障害か ら活性酸素の 生成 の 可能性 が注目さ

れるよう に な っ て き た ．
D e m o p o ul o s ら

61
， S i e sj6 ら

71

はフ リ ー ラ ジ カ ル 反 応 に よ っ て生 ずる月旨質の 過酸化が

虚血性脳 障害を 惹起 す る と 報告 し た ．

一 方 ， F l a m m

ら
軋
や W e s t e r b e r g ら叶は こ の よ う な 脂質 の 過 酸化 の

結果 生ずる生 体膜 の 障害に 注目した
．

以 来， 脳虚血 と

活 性 酸 素 に 関 す る 研 究 が 数 多 く 報 告 さ れ て い

る
1 0 卜 川

培養細胞 に よる 生体内の 防御機構か ら切 り離 した環

境 で の i n v it r o の 実験は
， 活性酸素に よる細胞の 脂質

過酸化反 応を数量 化し
，
脂質過 酸化と細胞機能 へ の 効

果 を定量 化す るた め に は有利 で ある ． グリ ア細胞は，

脳組織の 基質 をな し その 代謝 に最 も重要な役割を果 た

す ． 本研究で は， 著者は マ ウ ス の 胎児脳 に 由来す る培

養グ リ ア細胞 を用 い て
， 活性酸素に よ り惹起さ れ る細

胞障害の 病態 を生化学的お よ び形態学的に検索 した
．

ま た各種活性酸素 に対す る特異 的ス カ ベ ン ジ ャ
ー

を作

用 させ た 細胞障害抑制実験 か ら
， 細胞障害に 主 な役割

A b b r e v i a ti o n s 二 A C P － a S e
，

a Cid p h o s p h a t a s e 三 D A B C O
，
1

，
4 Td ia z ab i c y clo L 2

，
2

，
2コ o c t a n e ニ

M D A
，

m al o n di ald eh id e i S O D
，

S u p e r O X id e dis m ut a s e 三 X a
，

X a nt hi n e ニ X O D
，

X a n th in e

O X id a s e ．
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を果た す活性酸素種 に つ い て も検 索し た ．

材料お よ び方法

1 ． 胎児 マ ウ ス 脳 グ リア 細胞 の 培養

加藤ら
15

切 方法に 準 じて胎児 マ ウ ス 脳の 培養 を行 っ

た ． 妊娠 17 へ 1 8 日目の B A L B I C 純系 マ ウ ス を開腹し

て 無菌的に 胎児脳を摘出し，
こ れ を細切 したの ち トリ

プ シ ン処理 と ピ ペ
ッ ティ ン グ操作 に よ り単離細胞 と し

た上 で
，
1 5 ％牛胎児血 清 くGI B C O l を含 む N C T C く和

光川口M E M く日 射 培養液 沌 に 移 した ． 培養瓶 と し て

0

宗
一

凸

O

X
－

0

倉
ン

竜
三
当
P

屈
む
正

0 1 2 4 6 8 1 2

T i m e of in c u b a ti o n くh o u r sI

F i g ． 1 ． C h a n g e s o f th e x a n thi n e o x id a s e a c ti v it y i n

th e x an thi n e
－

X a n th i n e o x i d a s e s y st e m i n c u b a t ed

a t 3 7
0

C in 5 ％ C O 2
－h u m i difi e d a i r ． E a c h p oi n t

r e p r e s e n t s m e a n 士S ． D ． くn
こ 51 ．

0 ．0 2 0 ．0 4 0 ．0 6 0 ．0 8 0 ．1 0

X a nt hi n o O xl d a 8 8 くu n 汁ノm lI

F i g ． 2 ． E ff e c t of th e x a n th i n e
－

X a n t hi n e o x id a s e

s y st e m in diff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s of x a n th i n e

o x id a s e o n th e r el e a s e o f
5 1
C r f r o m

5 1

C r －1 a b ell e d

gli al c ell s ． R el e a s e o f
5 1

C r w a s m e a s u r e d a ft e r

th e i n c u b a ti o n f o r 8 h o u r s ． E a c h p o i n t

r e p r e s e n t s m e a n 士 S ． D ．くn
ニ 5l ．

F al c o n 3 0 2 4 pl a s ti c c ult u r e b o ttl e く75 c m
2
1 を伺 い

，

5 ％ C O 2 培養器 く36
0

C
，

湿度100 ％う に て 培養した
．

1 2
〆

－ 16 代の 培養後，
P A P くパ ー

オ キ シ ダ
ー

ゼ ． 抗パ ー

オ キ シ ダ ー ゼ1 法に て G F A P くgli a l fib rill a r y a cidi c

p r o t ei n l を染色 し細胞 が グ リア細胞 であ る こ と を確認

した ．
こ の 系 を用 い

， 以後血 清 を含ま な い N C T C 加

M E M 培養液で 平板培養 し実験 を行 っ た
．

工王 ． 活性酸素発 生 系と キサン テ ンオキシ ダー ゼ 活性の

測 定

活性酸素発生 系と し て X む X O D 系 を用 い た
1 7I

． 無血

0 1 2 4 8 8 －1 2

Ti m e o f i n c u b a ti o n くh o u r sI

F i g ． 3 ． C h a n g e s o f th e p e r c e n t
5 1
C r r el e a s e f r o m

5 1
C r

－1 ab el ed gli al c ell s in th e x a n th i n e － X a n thi n e

o x id a s e s y s t e m ．

r

r h e c o n c e n t r a ti o n of x a n thi n e

o x id a s e w a s fi x e d a t O ．8 u n itノm l ． E a c h p oi n t

r e p r e s e n t s m e a n 士 S ．D ． くn
二 51 一

F i g ． 4 ． C h a n g e s o f th e m al o n d i ald e hi d e p r o d u c e d

w it hi n c ul t u r e d gli al c ell s i n th e x a n thi n e
－

x a n thi n e o x id a s e s y st e m ．
T h e c o n c e n t r a ti o n of

x a n thi n e o x id a s e w a s fi x e d a t O ．0 8 u ni tl m l ．

E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士 S ．D ．くn
ニ 51 ．



活性酸素に よ る脳細胞障害

清培養液 に 1 m M の X a く和光 純薬1 を加 え て 0 ． 0 5

皿 M の 濃 度 と し，
こ れ に 種々 量 の X O D くべ

ー

リ ン

ガ ー マ ン ハ イ ム 山之 内こ 比活性 0 ． 4 uノm gう を添加 す

る こと に よ り調節的 に 活性酸素を発生 さ せ た ． ま た
，

X a
－ X O D 系を培養液 に 添加 し た時 の 培養液内 に お け

る X O D 活性の 時間的推移 を測定 した ． X O D の 活性は

X a か ら生成 され る尿 酸値 を 293 n m に お け る吸 光度

の増加と し て と ら え数量化 し た ． 上 記 X a 加培養液5

m l に X O D を 0 ． 4 u ni t 加え， 培養器 内 に て保温 し， 1 ，

2
，

4 ，
6

，
8 お よ び 12 時間後 に 0 ．5 m l を採取 し

， 光

路1 c m の キ ュ ベ ッ ト 内で リ ン酸 バ
ッ フ ァ

ー くp H 7 ，41

1 ． 2 m l と 1 m M の X a 溶液0 ． 3 m l と共 に 撹拝混 和後

293 n m の 吸光度変化 を経時的 に 測定
，
記録 し た

．
X a

無添加と し X O D の み を含む培養液 を 同様 に 保温 した

もの か ら 0 ． 5 m l を採取 し
， 対照 群と した ． 対照群 で は

12 時間の 測定中 X O D 活性の 変動 を認 めな か っ た ． お

の お の 測定 した活性値を対照群の 活性 値に 対す る百分

率で表 した ．

I王王．
X a － X O D 系作 用下 の 細胞障害度の 検定

細胞障害の 評価 は B r u n n e r ら
1 81

の 方 法に 準 じ て ，

51 C r で標識した細胞から遊出す る 5 1C r を定量 的 に 測定

する こ と に よ りお こ な っ た
．

す な わ ち
， 細胞障害度は

活性酸素発生 源 無添加で 培養 を続けた 細胞か ら遊離す

る 51 C r を自然解離放 射能と し
， 同量 の 標識細胞懸濁液

に3 m l の 蒸溜水 を加 えた の ち凍結 一 融解操作 を 3 回

言
亡
コ

ご
き
O
J

－
入

む
切
功

0

山
一

と
三
石
d

O
の
d

－
d

O
く

1 2 4 6 8 1 2

T i m e o f i n c ub a tio n くh o u r sI

F ig － 5 ． C h a n g e s o f th e A C P－a S e a Cti v it y i n th e

m e di u m くcl o s ed ci r cl el a n d i n th e c ul t u r e d gli al

C ell s くo p e n ci r cl el d u ri n g i n c u b a ti o n w i th th e

X a n thi n e
－

X a n th i n e o xi d a s e s y s t e m
．

E a c h p oi n t

r e p r e s e n t s m e a n 士 S ． D ．くn 二 51 ．

8 2 5

繰返 す こ と に よ っ て遊離 す る
51
C r を最 大解離放射 能

細胞障害度二

義雲霊蒜芸竺雷雲霊蒜這
X lO Oく％1

51
C r の 放 射 能 の 測 定 に は si n til a ti o n c o u n t e r

くA L O K A T D C ， 6 0 11 を用 い た ．

X a
－ X O D 系 に お ける 活性酸素 発生量 は X O D の 量

に 依存す る
．
そ こ で

， X O D 量 と細胞障害度の 関係 をみ

る た め 培 養 液 1 m l あ た り X O D を 0 ．0 2 u n it ノ ー 0 ．1 0

u ni t の 種々 の 量 を添加 し， 作用 8 時間後 に お け る培養

細胞の 障害度 を測定 した
．
ま た

，
X O D 添加後の 培養時

間と細胞障害度の 関係を みる 目的で
， 培養液 1 m l あた

り X O D O ．0 8 u n it を添加 し， 培養 1 ， 2 ， 4 ， 6 ， 8

お よ び 12 時間後 の 細胞障害の 程度 をそ れぞ れ測 定 し

た
．

N ． 過酸化脂質お よ び蛋 白の 定 量

過 酸化脂 質の 定量 は八 木 瑚
の 方法に 準 じ て お こ な

い
，
チ オ パ ル ピッ

ー ル 酸と反応す る m a l o n d i ald e h y d e

くM D Al と して測定 した ． 培養液 1 m l あた り 0 ． 08 u nl t

の X O D を添加 し
，

1
，

2
，

4
，

6
， 8 お よび 12 時間

後にお ける培養細胞中に 生成， 蓄積した過酸化脂質量

を定量 した ． また ， 総蛋 白量 を L o w 叩 法的
に よ り求め

単位蛋 白量 あ た り の過酸化脂質量 を計算 した
．

V
． 酸性 フ ォ ス フ ァ タ

ー

ゼ 活性の 測 定

培 養 液 中 お よ び 細 胞 内の 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ

くa cid p h o s ph a t a s e
，
A C P －

a S el 活性 を B e s s e y L o w r y

法2 りに 従い
， p

－ ニ ト ロ フ ユ ニ ル リ ン酸 を基質と し ，3 7
8

C

に て 1 時間の 反 応後 4 10 n m の 吸 光度を測定し て求 め

た
．
1 m M の X a 溶液0 ． 0 5 血1l m l ．培養液と X O D O ． 0 8

u n itl mi ．培養液 を添加後
，

1
，

2
，

4
，

6
，

8
，
1 2 時

間培養 を続 け， 各時間 に お い て細胞と培養液 を遠 心分

離 しそ れ ぞれ の A C P －

a S e 活性 を測 定 した
． 細胞 は 5

m l の 1 ％ T rit o n X．
一1 0 0 く和光1 で ホ モ ジナイ ズ し酵

素測定用 の 試料液と した
．

W ． 電子顕 微 鏡 に よ る 観察

正 常培養細胞お よ び活性酸素作用 後の 障害培養細胞

に つ い て 透過 型 電子顕微鏡に よ る形態学的観察 を行 っ

た ． 正 常細胞 お よ び実験2 時間後の 障害細胞の 電顕 用

試料作製は以 下の 方法 に よ っ た
．

す なわ ち
，

ラ ブテ ッ

ク ． ティ シ ュ
ー

． チ ェ ン バ ー
ー ス ライ ド上 に 発育 し た

細胞 を，
2 ．5 ％グ ル タ ル アル デ ヒ ド で 1 時 乱 1 ％四酸

化オ ス ミ ウム で 1 時間
，

後固定 したの ち
，

型 の 如く脱

水 した ． 次 い で エ ボ ン樹脂を満た した ビ ー

ム カ プセ ル

を ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 倒立 させ て 80
0

C に て 2 4 時間重

合 し，
エ ボ ン樹脂 に付着さ せ た細胞 をガラ ス 面よ り剥

が し
， 薄切 々 片を作製 した ． 実験8 時間に は ほと ん ど

の 細胞 は障害され 培養器底面より剥が れ て浮遊す る た



8 2 6 北

め， 浮遊細胞を遠沈管に う つ し
，
固定遠沈法

2 2，に よ り薄

切 々 片を作製 し た
．

これ ら に 対 し酢酸ウ ラ ニ ル と鉛の

二 重染色 を行 っ たの ち， 電子顕微 鏡 く日立 H － 6 00コに よ

り観察 した ．

m王
． 各種 ス カ ベ ン ジ ャ

ー の 細胞障害抑 制作用

X a
． X O D 系の細胞障害作用 に お よ ぽ す 各種 ス カ ベ

ン ジ ャ
ー

の影響 を検討す る た め
，

ス ー パ ー オ キ サイ ド

ジ ス ム タ ー ゼ くs u p e r o x i d e d i s m u t a s e
，

S O D l

くS i g m a I
，

カ タ ラ ー ゼ く和 光1
，

マ ニ ト
ー ル の－

m a n ni t oI H 和光1 ，
1

，
4 － ジ ア ザ ビ シ ク ロ オ ク タ ン

く1
，

4 －di a z a b i c y cl o E 2
，

2
，

2コo ct a n e
，
D A B C O l

く和光う を， 単独， ある い は組合わ せ て
，

表 1
2 錯瑚

の 如

く培養液中に 添加 して培養 を続 け，
ス カ ベ ン ジ ャ ー を

加 えな い場合の 8 時間後 に お ける細胞障害 を対照 と し

て比 較 した ．

Y m
． 統計学的検定

成績はす べ て m e a n 士S ． D ． と して 表 した ． 統計学的

林

処理 は デ
ー

タの 正 規性， 等分 散を検定 し確認 の後
， 2

群間の 平均値 の 差の 検 定は t 検定を 用 い
， 多群間の平

均値 の 差の 検定 は分散分析後 S c h e ff6 の 方法に よ り ，

p く0 ． 0 5 を統計学的に 有意 と した
．

成 績

I ． X a
一 芸O D 系 を添加 し た培養 液 に お け る X O D

活性 の 時間的推移

図 1 は X a 添 加後 の 各 時間に お け る X O D 溶性を
，

各測定活性値 の 減衰 を対 照群の 活性値 に 対す る百分率

で示 した も の で ある
．
X O D 活性 は培養液 中へ の X a 添

加後，
12 時間 まで で約 4 0 ％と な るが その 間は指数曲線

的 に 減 衰 を 示 し た ． す な わ ち
，

1 時 間後 の 活 性は

61 ． 7 士 1 ． 8 ％ くn こ 5
，

以 下 同 じう
，

2 時 間 後50 ．8 士

1 ． 7 ％と低下 し たあ と
，

4 ， 6 ， 8 時間後 に は それ ぞれ

45 ． 6 士1 ． 7 ％， 4 2 ． 5 士 1 ．8 ％，
4 1 ． 3 士1 ． 7 ％ で

，
12 時間後

に お い て は 38 ．5 士1 ． 7 ％で あ っ た ．

Fi g ． 6 ．
L eft こ El e ct r o n m i c r o g r a p h o f c ul t u r e d u n t r e a t e d gl i a l c ell s sh o w i n g n u m e r o u s l y s o s o m e s a n d

m i c r o vi1l o u s p r oj e c ti o n s ．
X 6

，
0 0 0 ． R i gh t こ E l e c t r o n mi c r o g r a ph of c ul t u r e d gli al c ell s 2 h o u r s

a ft e r th e eff e c t o f th e x a n thi n e
－

X a n th i n e o x i d a s e s y s t e m sh o w i n g a r e m a r k a bl e d e c r e a s e of

l y s o s o m e s a n d m i c r o vi 1l o u s p r oj e c ti o n s －
X 6

，
0 0 0 ．
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工工 ． X a
． X O D 系の 作用 に よ る 細胞障害度 の 測 定

51
C r の 遊出か ら み た細 胞障害 は

， X a 単独 あ る い は

X O D 単 独添加に お い て 認め られ な か っ た ．

図2 は，
X a 存在下 種々 の 濃度 に X O D を添加 し，

8

時間後に お け る細胞障害の 程度 を示 す ． 細胞障害度は

添加され た X O D 量 の 増加と と も に S 字状 に 高 まり ，

0 ．0 2 u n itJ
l
m l で 1 1 ． 3 士2 ． 7 ％ くn

ニ 5
，
以下 同 じ1

，
0 ． 0 4

u nitl m l で 2 0 ． 8 士3 ． 9 ％を 示 し た あ と ， 0 ． 0 6 u n itl m l

で 69 ． 5 士4 ． 1 ％と著明 な上 昇 を認 め た
．

こ れ に つ づ く

0 ． 08 ，
0 ． 10 u n itl m l で は

， そ れ ぞ れ 81 ． 2 士5 ． 0 ％，

8 2 ． 6 士4 ．4 ％と プ ラ ト
ー

に 近 い ゆ る や か な 上 昇 を示 し

た
．

上記の 結果 よ り
，

以 下の 実験で は 0 ． 05 m M X a
． 培

養液を5 m l と X O D を0 ． 0 8 u n itl m l ． 培養液の 量で用

い る こ と を標準と した ．

図 3 は
，
上述の X a － X O D 系下， 細胞 障害と 時間の 関

係を表す ． 細胞障害度は時間とと も に S 字状の 上 昇 を

示 し，
1

，
2

，
4 時間後 に は それ ぞ れ 3 ． 5 士 1 ．8 ％ くn

ニ

8 2 7

5
，

以下 同 じ1 ， 6 ． 0 士3 ． 4 ％， 16 ． 8 士3 ． 1 ％を示 した あ

と ， 6 時間後 に は 58 ． 1 士7 ．3 ％， 8 時間後に は85 ．2 士

4 ． 3 ％と 著 し く 高 ま り 12 時間 後 で は 95 ． 9 士4 ． 7 ％ で

あ っ た
．

1工王． X a － X O D 系 を作用 さ せ た 培養細胞 に お け る 細

胞内過酸化脂質

図4 は M D A と し て検出 し た細胞 内過 酸化脂 質量

の X O D 添 加 後 の 経 時 的 な 増 加 を 示 す ． す な わ ち

M D A は 1
，

2 時間後 に は そ れ ぞ れ 0 ． 05 士0 ． 02 くn 二

5
，

以下 同 じJ ，
0 ．0 6 士0 ．0 2 n m oI J

J
m g

．

p r o t ei n で あ っ

たが
， そ の 後 ゆ っ く り増加 して 4

，
6

， 8 時間後に は

それ ぞ れ 0 － 1 6 士0 ． 0 5 ， 0 ． 1 9 士0 ． 0 3
，
0 ．2 6 士0 ． 0 8 n m o lノ

m g
．

p r o t ei n と なり，
こ の あと 急速 に増加し て 1 2 時間

後 に は 0 ． 9 2 士0 ．0 7 n m olノm g
■

p r O tei n と な っ た ．

1 V ． X a － X O D 系 を作用 させ た培養細胞お よ び 培養

液 中の 酸性 フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ活 性

図 5 は
， X か X O D 系 の 作 用 に よ る 細 胞培 養 系 の

A C P －

a S e 活性変化 を， 培養 液と 細胞と に 分 け て 測定

Fi g ， 7 ． E l e c t r o n mi c r o g r a p h o f c u lt u r e d gli a l c ell s 8 h o u r s a ft e r th e e x p e ri m e n t s h o w i n g a m a r k e d
V a C u Ol a ti o n o f th e c y t o pl a s m

．
x 1 3

，
7 0 0 ．
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し
，

その 時間的推移 を示 す ． 黒 丸で示 した培養液中の

A C P ． a s e 活性値 は時間と と も に S 字状 に 上 昇し，
1

，

2
，

4
，

6 時間後に はそれ ぞれ 0 － 0 0 1 士0 ■ 0 0 1 くn
二 5

，

以下 同 じ1 ，
0 ． 00 2 士0 ． 0 0 2 ，0 ． 0 0 5 士0 －0 0 2 ． 0 ． 01 0 士0 － 0 02

u n it くB e s s e y
－ L o w r yl を示 し

，
8 時間後 に は0 ．0 3 0 士

0 ． 00 8 u n it と著 し く 高 ま り，
12 時 間後 に は 0 －0 3 5 士

0 ． 0 05 u n it と な っ た ．

一 方， 白 丸 で 示 し た 細 胞 中 の

A C P ．

a s e 活性値は時間と と もに 逆 S 字状に 低下 し， 4

時間後で 0 ． 19 5 士0 ． 0 0 6 u nit
，
8

，
12 時間後 に は それ ぞ

れ 0 ． 1 70 士0 ． 0 10
，
0 ．1 6 7 士0 ． 0 0 5 u ni t と な っ た ．

V
． 透過型 電子 顕微 鍬 こ よ る 観嚢

電顕所見で は ， 正常培養細胞 の 多く は胞体の 周囲 に

多数の mi c r o v illi 様突起 を持ち
， 胸体 内に 多数の ライ

ソ ゾ
ー

ム くL y s o s o m el が 認 め られ た く図6 左l ．
X a

－

X O D 系を添加 した培養液中 で 2 時間培養 した細胞 で

は， 細胞周囲の m i c r o v illi 様突起の減 少と とも に 胞体

内の ライ ソ ゾ ー ム の 減少 を認め た ． 核の ク ロ マ チ ン濃

度 は軽度に 低下 した像 を示 した く図6 右う．
X a

－ X O D

系 を添加 した 培養液 中で 8 時間培養し た細胞で は
， 細

胞周囲の m i c r o v illi 様突起 はほ と ん ど消失し
， 胞体の

空胞化，
ライ ソ ゾ ー ム 顆粒の 消失， ま た

一 部 に は細胞

膜の 破壊さ れ た像が 認め られ た く図 7う．
ま た ミ ト コ ン

ドリ ア は膨化 し， 粗面小胞体の 拡大 と， 核の ク ロ マ チ

ン の 著 し い 稀薄化が認め ら れ た く図8 I ．

V l ． X a
． X O D 系 の 作用 に よ る 細胞障害 に 対 す る各

種ス カ ベ ン ジ ャ
ー の影 響

表 1 上段 は
，

各種 ス カ ベ ン ジャ
ー を添加 し

，

5 1
C r 遊

出よ り 評価 さ れ る X a
－ X O D 系の 細胞障害 に お よ ぽす

影響 を 示 す
．

ス カ ベ ン ジャ
ー 無 添加 で は 86 ． 8 士4 ．4％

くn
ニ 5

，
以 下 同 じ1 の 細胞 障害度 を示す の に 対し， S O D

3 0 u n itl m l ，
カ タ ラ

ー

ゼ 10 FL gl m l ，
S O D 30 u nitl mi ＋

カ タ ラ
ー

ゼ 1 0 JL gl m l
，

マ ニ ト ー ル 1 m M
，

D A B C O l

m M を加 えた 場合の お の お の の 細 胞障害度 は順 に ，

71 ．5 士2 ． 3
，
2 3 ．8 士3 ． 1

，
2 0 ． 7 士 1 ．8

，
5 4 ． 1 士2 ． 9

，
6 6 ．1 士

3 ．2 ％で あ っ た
． 細胞障害抑制効果 はS O D ＋ カ タラ

ー

ゼ
，

カ タ ラ ー ゼ
，

マ ニ ト
ー ル

，
D A B C O

，
S O D の 順に

Fi g ． 8 ． E l e c t r o n m i c r o g r a p h o f c u lt u r e d gli al c ell s 8 h o u r s a ft e r th e e x p e ri m e n t s h o w i n g a c e11 ul a r

di si n t e g r a ti o n w i th th e di s r u pti o n o f pl a s m a m e m b r a n e s －
X 1 3

，
70 0 ．
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強く認めら れ た ．

表 1 下段 は， 表1 上 段の 各10 倍濃度 の 各種 ス カ ベ ン

ジ ャ
ー の 影響 を示 す ． S O D 3 00 u n itJ m l

，
カ タ ラ ー

ゼ

1 00 JL gl m l
，

S O D 3 00 u nitl mi ＋ カ タラ ー ゼ 1 00 FL gl

m l
，
マ ニ ト

ー

ル 10 m M
，
D A B C O l O m M の 添加 で は そ

れ ぞ れ 72 ．5 士5 ． 5 くn
ニ 5

，
以 下 同 じう，

1 2 ． 5 士2 ．8
，

10 ． 7 士1 ． 6
，
6 3 ． 2 士2 ． 1

，
70 ． 6 士6 ．6 ％の 細胞 障害 度 で

8 2 9

あ っ た ． 細胞障害抑制効果は S O D 十 カ タラ ー ゼ
， カタ

ラ ー ゼ
，

マ こ ト
ー ル

， D A B C O
，
S O D 添加群の 順 で あ っ

た ．

両濃度 と も に S O D 十 カ タ ラ ー ゼ添加群 で 最 も著明

な細胞障害抑制効果が み ら れ ， カ タラ ー ゼ単独添加群

が これ に 次い だ
． 両濃度と も に

，
こ の 両者の 細胞障害

度の 値 は マ ニ ト
ー ル

， D A B C O
，
お よ び S O D 添加群の

T a bl e l － C ult u r e d gli al c e11 d a m a g e b y X a－X O D s y s te m a n d th e eff e c t of s c a v e n g e r s

E x p e ri m e n t s y s t e m P e r c e n t s p e cifi c r el e a s e of
51
C r

N o s c a v e n g e r n ニ 5 8 6 ．8 士4 ．4

S O D 3 0 uノm l n ニ 5

C a t al a s e l O p g ノm l n ニ 5

き慧．忘e

30

デ結忘ふ n ニ 5

M a n n it o1 1 m M n
ニ 5

D A B C O l m M n ニ 5

r 7l ．5 士2 ．3
Cj

lニ
ー

tニ
ー

ニ三N S

l

L

ホ

L三三二三三三二三ヨ
66 ．1 士3 ．2

C j

掌

丁
掴

J
l

抽

J

S O D 3 0 0 uノ血 n 二 5

C a t al a s e l OO p g ノm l n ニ 5

き慧よe

30

鵠ミふ n ニ 5

M a n nit o1 1 0 m M n
ニ 5

D A B C O l O m M n こ 5

綽よr

L
料

L
痺

72 ．5 士5 ．5
す

三三
こ

テ
ミ

ニ

ニニN S
J

L三三二三喜三二言ヨ
70 ．6 士6 ．6

卓

．禅

丁
抽

．

．

J

l
粕

J

E a c h v al u e r e p r e s e n ts m e a n 士 S ． D ． ．
貪

，
N S ニ ．

， P く0 ．0 5

0
， P く0 ．0 01 v s ． n o s c a v e n g e r ニ 串牛木． P く0 ．0 0 1 こ N S

，
n O t S lg n ifi c a n t b y A N O V A

f oll o w e d b y S c h e ff e
，

s m ui ti pl e c o m p a ri s o n ．

X a－X O D
，

X a n th i n e－X a n th in e o xid a s e ニ S O D ， S u p e r O Xi d e di sr n u t a s e ニ

D A B C O
，
1

，
4－di a z a bi c y cl o 亡2 ，

2
，
2j o c ta n e ．

T a b l e ．2 D o s e d e p e n d e n c y of e a c h s c a v e n g e r

S c a v e n g e r P e r c e n t s p e cifi c r el e a s e of
5J
C r

H i g h d o s e L o w d o s e

S O D

C a t al a s e

S O D 十

C a t al a s e

M a n nit oI

D A B C O

5

5

5

5

5

二

ニ

ニ

ニ

ニ

n

n

n

n

n

7 2 ，5 士5 ．5

1 2 ．5 士2
．8

1 0 ．7 士1 ．6

6 3 ．2 士2 ．1

7 0 ．6 士6 ．6

N S － 71 ，5 士2 ．3

串串串
二

2 3 ．8 士3 ．1

串木蹄 － 2 0 ．7 士1 ．8

N S 十 5 4 ．1 士2 ．9

N S
－

6 6 ．1 士3 ．2

E a c h v a l u e r e p r e s e n t s m e a n 士 S ． D ． ，
こ串木串 p く0 －0 0 1 ニ N S

，
n O t Si g nifi c a n t b y tr t e s t こ

S O D
，

S u P e r O Xi d e d is m u t a s e ニ D A B C O
，
1 ， 4－di a z a bi c y cl o r2 ，

2
，
2コo ct a n e ．
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細胞障害度の 値 より も それ ぞれ 有意に くp く0 ■0 0 い 低

値 で あ っ た
．

ま た こ の 両者に お い て の み d o s e
－ d e p e n

－

d e n t の 関係 が認め られ た くp くO ．0 0 11 く表2 l ．

考 察

脳虚血 は脳梗塞や ク モ 膜下 出血 な どの 脳血管障害 を

は じめ頭部外 凰 脳腫瘍な ど多くの 頭 蓋内疾患に 共通

して み られ ， 脳の機能障害の 大き な要因で ある ． 脳 が

虚血性 の 障害 に 陥っ た場合，
そ の 障害の

．

回復 に は血 行

再建が 不可欠で ある
．

しか し
，

い っ たん 障害 され た脳

組織は血流が再開通す る こ とに よ り ，
か え っ て組織の

障害が すす む場合が ある
． 虚血性脳障害の 可逆性 をめ

ぐる研究が 展開され
，

虚血 時の 組織 の 生 化学的変化 を

探ろう と す る試み の 申で D e m o p o ul o s ら
6J
は

，
脳 内遊

離基の 発生 とそ れに ひき続 い て起 こ る脂質の 過酸化が

虚血 性脳障害の 主因を なす と い う 説を捷喝 した
．

一 方
，

Si e sj 8 ら
71
は， 血流再開通モ デ ル に お け る ミ ト コ ン ド

リア の エ ネ ル ギ
ー 代謝を中心 と す る生 化学 的研究か ら

同様の 説に 到達 した
．

ま た Fl a m m ら
鋸

，
W e st e rb e r g

ら
射
は， 活性酸素 に よ る脂質 の 過酸化過程の 結果生 ず

る生体膜の 障害が脳虚血時 の細胞障害 の機序で あ ると

述べ た ．

一 方， 小暮 ら
1 1 H 幻は

， 遊離基反応 は当初 考えら

れ た虚血時の 現象 で はな く血流再開後に 起 こ る 現象で

ある こと を示 唆した ． 脳虚血 に と も なう活性酸素の 生

成機序 に つ い て
，
F rid o v i c h

2 5I
は電子 伝達系か らの 電子

の1 e a k a g e の増大， 還元 物質 の 血流 再開後 の 自動酸

化， 集合顆粒白血 球か らの 放出， と い う 3 つ の 可能性

を挙げた
．

しか し生体は その 組織内のみ な ら ず血液中

に も ， 有害作用 に対す る
，

なん らか の 防御機構 を備 え

て い る
2 8I

．

本研究で は， 胎児マ ウス 脳由来の 培養 グリ ア細胞 を

用 い る こ と に よ り， 活性酸素 に 対す る生 体の 防御機構

の 影響 を最少限に 押え， 活性酸素 に よ る細胞障害を適

確 に 評価 し得た ． 活性酸素の 発生源と して 用 い た X a
一

芸O D 系
1 71 は ス

ー パ ー

オ キサ イ ド の み な ら ず過 酸化水

素も発生 し， さ ら に 両者 の反応 に よ り ハ イ ド ロ キ シ ル

ラ ジ カ ル や
一 重項酸素 も発生 す る こ と が 知 られ て い

る
珊 瑚

． また， X a
． X O D 系に お け る ス ー パ ー

オ キサイ

ドの 発 生量 は X O D の 活性 と そ の 塵 に よ り 規定 さ れ

る
．
と こ ろが X O D 自身は， 発生 した ス ー パ ー オ キサ イ

ド に よ り失活す ると い う 側面 を有す る
細

． 本実験系で

は，
X O D 活性 は 2 時間で 半減 す る が そ の 後減少の 程

度を減 じて維持 し，
1 2 時間後も 約4 0 ％の 値 を示 す こ と

が証明さ れ た ．
ス

ー パ ー

オ キサ イ ド発生量も 同様の 傾

向を示 す も の と思 われ る ．
しか し

，

51
C r をラ ベ ル した

細胞群 に X a
－ X O D 系 を作用 さ せ る と ，

5 1
C r 遊 出よ り

評価 され る細胞障害は時間と と も に 進行 し
， 特に 4 時

林

間以 降 に お い て著明 で あ っ た ．
こ の こ と は

，
X a

－ X O D

系で発 生 す る ス ー パ ー

オ キサイ ド以 外の 活 性酸素の作

札 な ら び に
一

旦 障害さ れか か っ た細胞は
， それ自体

で 障害が 連続的に 進行す る可能性 を 示 す
．

S eli g m a n

ら 抑 ほ
，
人 工 膜 を用 い た実験に お い て

， 膜脂質が膜内で

過 酸化を受 け
，

い っ たん 開始 した膜 の 過酸化反応は自

触媒的に 進行 し拡大 して い く こと を確 めた ． 生体内に

お い て は ， 不 飽和脂肪酸 はリ ン 脂質の 形 をと り主 に生

体膜 に 含ま れ る
．

一 方
， 活性酸 素 は

一 般 に 疎水環境で

長 い 寿命 を有する ． 以上 よ り ， 活性酸素が お よぼ す細

胞障害の 作用機序 とし て
， 脂質過酸化反応 に よ り生体

膜 に 変化 をき た す こ と が 考えられ る ．

S e li g m a n ら
3 01 は

， 前述 の 人 工膜 の 実験に お い て
， そ

の 二 重 結合の Ci s 型 結合が t r a n s 型 結合 に 変化するこ

と で膜 の 柔軟性やイ オ ン 透過度な ど膜の 物理的特性が

変化 し
，
次 い で 過酸化 に よ る脂肪酸の 分 解が起 こる こ

と を観察 した ． 本実験 に お い て
，
X a － X O D 系作用後の

細胞 内過酸化脂質量 お よ び 細胞障害 に よ っ て遊出す

る
51
C r 量 はい ずれ も時間とと も に 増加 を示 し た．

これ

ら の 経時的変化 を比 較する と
， 急速な増加 は細胞内過

酸化脂質で は 8 時間 臥 遊出 51
C r で は 4 時間目以 降に

み ら れ， 両者に 4 時間の 時間的ずれ が あ る
．

さ らに電

顕 的に は 2 時間です で に 細胞に 変性が み ら れる な どの

事実は生化学的反応 に よ る変化に 形 態学的変化が先行

す る こ と を示 唆す る
．

F o n g ら
3 りは

， 単離 した ライ ソ ゾ
ー ム に 活性酸素生

成系 を作 用 させ る と脂質の 過酸化と と も に ライ ソ ゾ ー

ム の 自己 融解が 起り
， 種々 の 加水分解酵素が 流出して

く る の を認 め た ． T a p p el
3 2j

ら は
， 過酸化脂質の 形成に

よ っ て 細胞膜 内小 器 官の 膜 が変性 し そ の 結果 ライ ソ

ゾ ー

ム 酵素が流出 して く るの を認 めた ．
D e s ai ら

3 31 は
，

ラ ッ ト肝臓の ライ ソ ゾ ー ム をリ ノ ー ル 酸と過酸化水素

と と も に 保温 す る こ と に よ り
，

あ る い はライ ソ ゾ ー ム

に 紫外線ま た は y 線 を照射 す る こ と に よ り活性酸素

が 生 じ
，

ライ ソ ゾ ー ム 中の 加水分解酵素が流出するの

を認め た ． 本実験に お い て
，

X a － X O D 系の 作用後， 細

胞中の A C P － a S e 活性 は時間とと も に 減少 し，
これと対

称的 に 培養液中の A C P －

a S e 活性 は時 間と と も に 増加

し た ．
こ の 減少と増加の 時間的推移は よく 対応 してお

り，
A C P －

a S e が細胞 内よ り培養液中に 流出 した もの と

推定 され る ． ま た ，
こ の 培養液中 A C P－a S e 活性の 時間

曲線 は遊 出
51
C r 量 の 時間曲線 と よ く

一 致す る経時的

変化 を示 した ． こ の こ と ば ， 細胞障害の 進展 に お ける

加水 分解酵素の 重要性と とも に に
， 障害の 場と して ラ

イ ソ ゾ ー ム の 関与 を示唆 す るも の で ある ． X a－X O D 系

作用 に よ る細胞障害過程に お い て は
， 生体膜 に 脂質の 過

酸化反応 が始ま る と膜構造 は早 期に 変化 し
，
過酸化脂



活性酸素に よ る脳 細胞障害

質の 生成と蓄積に 先 行 して ラ イ ソ ゾ ー ム 膜 の 破壊が 進

行し，
そ こ か ら 流出した種々 の 加水 分 解酵素が さ ら に

細胞障害を加速 す るも の と考え られ る
．

活性酸素 に よ り障害さ れた細胞の 形 態学的変化 に 関

する報告は少な い
． 長田 ら

34，
は

， 遊離基 が重 要 な役割を

果 たす 四塩 化炭 素に よ る 肝細胞 障害 を電題 的 に 観察

し
，
滑面小胞体内に 高電子 密度の 物質 の 出現 と核周 囲

へ の ク ロ マ チ ン の 凝集お よ び ミ ト コ ン ド リ アに お ける

膨化，
マ トリ ッ ク ス 密度低下 ， お よ び ク リ ス テ の 乱れ

と消失な どの 変化 をみ た ． また小 川 ら
3 5 恨

， 同様 の 障害

肝細胞 に お い て ラ イ ソ ゾ
ー ム の A C P －

a S e 活性 が 減少

し て い る こ と を 形 態 学 的 に 証 明 し た ． D a b h ol k a r

ら
3 6 抑 は

， 抗酸化作用 を持 つ どタ ミ ン E の 欠乏 時に お

ける肝細胞を電顕的 に 観察し
， 脂質 の 過 酸化 の 影響と

考えられ る 多数の 脂肪滴と脂質性色素体お よ びセ ロ イ

ドな どを認 めた
． 彼 らは

， また大脳 に お い て も ライ ソ

ゾ
ー ム の 標的酵素 で あ る A C P －

a S e の 活 性の 減少 を認

め
，

ビ タ ミ ン E の 補充に よ っ て 形態学杓お よび 酵素学

的な回復を認め た ． M ol e n a a r ら
3 81

は ，
ビ タミ ン E 欠乏

時の 肝細胞 を電顕 的 に観察し
，

ミ ト コ ン ド リア外膜の

コ ン トラ ス トの 低下 と厚 さ の 減少お よ び外膜を構成す

る蛋白粒子 の 縮小 を 認 め
，

これ ら の 形態変化は遊離基

の 攻撃に よ り好 オ ス ミ ウス 性 の 不 飽和脂肪酸 が減 少

し， 同時に 外膜蛋白質が 障害さ れ た結果 で あ る と推定

した
．

本研究に お ける電頗的観察 で は
， 正 常の マ ウス 培養

グリア細胞 は
， 細胞周 囲に 多数の m i c r o villi 様突起 を

持ち胞体内に は 多数 の ライ ソ ゾ ー ム 顆粒 を 含ん で い

た
．

しか し， 活性酸素発生系 を2 時間作用 させ た細胞

で は， 細胞周囲の m i c r o v illi 様突起の 数は著明 に 減少

しその 長さ は短 縮 を示 した
．

しか し， 細胞膜は い まだ

破壊さ れ て お ら ず，
ライ ソ ゾ

ー

ム 顆粒 は減少 して い る

もの の細胞内小器 官の 形態は保た れ て い た ． 8 時間後

で は
， 胞体内の 空胞化が 著明 とな り細胞膜も

一 部破壊

され
，

ラ イ ソ ゾ
ー

ム 顆粒の 著明 な減少が 認め られ た
．

これら の 微細構造変化 は障害細胞に お ける細胞 内お よ

び培養液中の A C P － a S e 活性， 連 出5 1
C r お よ び細 胞内

過酸化脂質な どの 生 化学的変化お よ び それ ら の 時間的

推移とよ く対応する
．

活性酸素に 関する 研究は
，

M c C o rd ら
3 9，

に よ る ス ー

パ ー

オ キサイ ドジ ス ム タ
ー

ゼ くS O D l の 発見以 来急速

に進展 した ． 活性酸素と は ， 単 一

の 分 子 種で はな く 4

分子種 を包括す る名称 で ある
． すな わ ち

，
酸素 一

分子

く0 21 が 4 個の 電子 くe－う と 4 個の 水素原子 核 くH リ

と作用 し安定な 2 分子 の 水 くH 2 01 が つ く られ る 略

その 還元中間産物で あ る ス ー パ ー オ キ サイ ドラ ジカ ル

ア ニ オン くs u p e r o x id e r a d i c al a ni o n
，
0盲l や過 酸化

83 1

水素 くh yd r o g e n p e r
－

O X id e
，

H 2 0 2J ある い は そ れ ら

両者の 反応 に よ っ て派生 する ハ イ ドロ キ シ ル ラ ジカル

くh y d r o x yl r a di c a l
，

． O H l は化学的に 高い 反応性 を

有 し
，

生 体に 対 し強 い 毒性を示 す
．

こ れ らの 3 種類の

分 子 種 に 励 起状態 の
．
酸素 で あ る

一

重 項酸素 くsi n gl et

O X y g e n
，

1
0 2コを加 えた 4 種が まと め て活性酸素と呼ば

れ る
．

こ れ ら 4 種 の 活性酸素は
，

0 盲 十 0 盲 ＋ 2 H
＋ 職 う 0 2 ＋ H 2 0 2

0 盲 十 0 盲 ＋ 2 H
十

－ う 1
0 2 十 H 2 0 2

0 盲 ＋ H 2 0 2 ＋ H
十

－ － ． O H ＋ H 2 0 ＋ 0 2

■

O H ＋ H 2 0 2
ニ ヰ 0 2 ＋ H 2 0 ＋ H ＋

0 盲 十 ．

O H
－

づ O H
－

＋ 1 0
2

の ごと く反 応す る
． しか も こ れ らの 各種活性酸素 に は

特異 的に はた らく ス カ ベ ン ジ ャ ー と し て ス ー パ ー オ

キサ イ ド に は S O D
， タ イ ロ ン な ど

， 過酸化水素に はカ

タ ラ ー ゼ
，

パ ー

オ キ シ ダ ー ゼ な ど ，
ハ イ ド ロ キ シ ル ラ

ジ カ ル に は マ こ ト
ー ル 等の 糖ヨ乳 メ タ ノ ー ル

，
エ タ ノ ー

ル な ど
，

さ らに 一 重項酸素 に は D A B C O
， P

－ カ ロ ティ

ン な どが あ げ られ る
2 6I 2 7つ

．
N a th a n ら

細
は， リ ン パ 腫細

胞 に 対 す る白血 球攻 撃の 抑 制実験 に 種々 の ス カ ベ ン

ジ ャ ー

を使用 し
，

そ の 結果か ら最終的に 腫瘍細胞 を殺

して い る の は過酸化水素で ある と述べ た ．

一 方 ， M i s r a

ら
欄

は， 同様 に ス カ ベ ン ジ ャ
ー

を用 い た抑制実験 か ら

大 腸菌こ E ． c oli
，
B 株の 放射線 に よ る殺菌は， 最終的

に ハ イ ド ロ キ シ ル ラ ジ か レが行 っ て い る と報告 した ．

本実験 に お い て
，
X a

－ X O D 系の 酒性酸素の どれが細

胞障害をき た す か が 問題 に な る ． 各活性酸素種 に 対す

る特異的ス カ ベ ン ジ ャ ー と して
，

ス ー パ ー

オ キ サイ ド

に 対する S O D
， 過酸化水素に 対す る カ タ ラ ー ゼ

，
ハ イ

ド ロ キ シ ル ラ ジカ ル に 対す る マ ニ ト ー ル
，

一

重 項酸素

に 対する D A B C O を用 い て ， 細胞障害の 抑制効果 を検

討 した ．
こ の 結果，

カ タ ラ ー ゼ添加群 と S O D ＋ カ タ

ラ ー ゼ添加群 に お い て ， 他の ス カ ベ ン ジ ャ
ー 添加群 よ

りも有意な抑制効果 があ り， しか も こ の 両者に お い て

の み d o s e
－ d e p e n d e n t の 有意差が認 められ た ． S O D 単

独添加群に 著明 な細胞障害抑制効果 が ない の は
，

この

物質 はス ー パ ー

オ キ サイ ドを除去 するが 同時 に過酸化

水素 を発生 さ せ る た めと 考えら れる
．
し か し

，
S O D に

カ タ ラ
ー

ゼ を添加 する と上 述の 過酸化水素の発 生 を抑

制 し
，細胞障害抑制効果 を増大する もの と考 えら れる ．

結 論

マ ウ ス胎児脳 に 由来する培 養グリ ア細胞 を用 い て ，

活性酸素に よ る細胞障害 を生化学的なら び に形態学的

に 検索した ．

1 ． 活性 酸 素 の 発 生源 と し て X a
－ X O D 系 を 用 い

た
． 培養細胞 を用 い たi n v it r o の 実験系の た め

，
生体



8 3 2

が 持つ 活性酸素 に 対す る 防 御機構 の 影 響 を受 け ず

に
，

一括性酸素 の細胞障害効果 を評価 し得 えた
．

2 ． 培養細胞 に
5 1
C r を標識 処理 後，

X a
－ X O D 系を

作用 さ せた
． 退出

5 1
C r 量か ら算出した細胞障害度は経時

的な増加 を示 し， 特に 4 時間以 後著明で あ っ た ．

3 ． X a － X O D 系作用後，
培養細胞内の 過酸化脂質量

は経時的な増加を示 し
，
特に 8 時間以後著明で あ っ た

．

4 ． X a
． X O D 系作用 後， 培 養細胞 内の A C P －

a S e 活

性値 は経時的 に 減少 し
，

こ れ と 対称的 に 培養 液中 の

A C P ．

a s e 活性値 は経時的に 増加 した ． 後者の時間的推

移 は連 出 51
C r か らみ た細胞障害 度の 時間的推移 と類

似 した
．

5 ． 透過型電子 顕微 鍬 こよ る障害培 餐細胞 の 観察 で

は， 胞体 の 空胞 化 ライ ソ ゾ ー ム 顆粒 の消失
，

お よび

ミ トコ ン ド リア の 膨化を
，

ま た
一 部に は細胞膜 の 破壊

さ れ た像を認 めた ．

6 ． 活性酸素種別 に指抗す る特異的ス カ ベ ン ジ ャ
ー

を用 い た障害抑制実験で は， S O D ＋ カタ ラ ー ゼ に 最も

著明な細胞障害抑制効果を認 め
，

カ タラ
ー

ゼ単独投与

が こ れ に 次い だ
．

以 上 の成績か ら
，
X a

－ X O D 系の作用 に よ る培養 グリ

ア細胞の障害過程で は
， 過酸化水素を 中心 と した活性

酸素が 生体膜脂質 に過酸化 反応 をひ き お こ す こ と に よ

り膜構造の破綻 か ら ライ ソ ゾ ー ム の 破壊 へ と進行 し
，

連出した加水分解酵素が細胞破壊 をさ ら に 加速 す る も

の と推定さ れた ．
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K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 6

，
8 2 3 －8 3 4 り9 8 7J

K e y w o rd s ニ I s c h e m i c b r a i n d a m a g e
，

C u l t u r e d g li al c ell s
，

a C ti v e o x y g e n
，
1i p i d p e r o xi d e

，

el e c t r o n m i c r o s c o p y

A b s t r a c t

A s e ri e s o f e x p e ri m e n ts w a s p e rfb r m e d t o s t u d y th e b i o c h e m i c al a n d m o r p h o l o g l C a l a s p e c ts of

c e11 d a m a g e i n d u c e d b y a c ti v e o x y g e n
，

u S l n g C u l t u r e d c ell s d e ri v e d ft o m ft t a l m o u s e b r ai n － A

x a n t hi n e － X a n th i n e o x i d a s e くX a
－ X O D I s y s t e m w a s u s e d a s th e s o u r c e f b r g e n e r a ti n g a cti v e o x y g e n －

T h e d e g r e e o f c e11 d a m ag e w a s c al c u l a t e d b y m e a s u r l n g t h e r el e a s e o f
5 1
C r 丘 o m th e c u l t u r e d c e11 s

l a b el e d w ith 5 1

C r ． A ft e r a d m i n i st r a ti o n o f th e X a － X O D s y st e m
，

C e11 d a m a g e g r a d u a ll y i n c r e a s e d

o v e r ti m e fb r fb u r h o u r s
，

a n d r a p i d l y i n c r e a s e d th e r e a ft e r ． 1 n t r a c ell u l a r li p i d p e r o xi d e g r a d u ally

i n c r e a s e d o v e r ti m e a n d r a p i dl y l n C r e a S e d a fte r ei g h t h o u r s ． A C P －

a S e a C ti v l ty
l n t h e c ells

d e c r e a s e d o v e r ti m e
，

W hil e it i n c r e a s e d i n th e m e d i u m ． T h e ti m e c o u r s e o f A C P －

a S e a Cti v lty l n

th e m e d i u m w a s si m il a r t o th at o f
5 1

C r r el e a s e ． O n tr a n s m i s si o n e le c t r o n m i c r o sc o p y ，
th e

v a c u ol ati o n o f c y t o p l a s m
，

a r e m a r k a b l e d e c r e a s e o f i n tr a c ell u l a r l y s o s o m al g r a n u l e s
，

a n d th e

s w elli n g of m it o c h o n d ri a w e r e s e e n i n th e c u l t u r e d c e ll s e x p o s e d t o th e X a
－ X O D s y st e m － P a r ti al

dis r u p ti o n o f th e pl a s m a m e m b r a n e s w a s al s o s e e n i n s e v e r el y d a m a g e d c ell s ． I n a d d i ti o n
，
th e

i n h ib it o ry e 脆ct s o f s p e ci n c s c a v e n g e r s a g a l n S t f b u r ty p e s o f a c ti v e o x y g e n w e r e e x a m i n e d － T h e

c o m b i n ati o n o f s u p e r o x i d e d i s m u t a s e a n d c a t a l a s e e x hi bi t e d th e m o st p o te n t i n h i b i t o ry ef詣 ct
，

w h il e th e s e c o n d w a s c at al a s e a l o n e ． I t i s s u g g e st e d th a t th e di s r u p t1 0 n O f p l a s m a m e m b r a n e s a n d

th e s u b s e q u e n t b r e a k d o w n o f ly s o s o m e s d e v el o p e d a s a r e s u l t o f li p i d p e r o x i d a ti o n w ith i n

m e m b r a n es p r o v o k e d b y a cti v e o x g e n
， P a r ti c u l a rl y h y d r o g e n p e r o xi d e ．

T h e s e q u e n ti al r el e a s e o f

h y d r ol y ti c e n z y m e s c o n c ei v a b ly a c c el e r a t e s t h e d e s tr u c ti o n o f c e ll s －


