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Previous investigators have shown that free fatty acids which accumulated during ischemia 

are one of indicators of the evolution in ischemic brain damage. This study has sought to 

delineate the temporal relation after cerebral ischemia and postischemic recirculation between 

free fはttyacid accumulation and degradation of phospholipid molecular species. 

During ischemia, the cerebral phospholipid molecular species in diacyl phosphatidylcholine 

(PC) decreased gradually. By contrast, diacyl phosphatidylethanolamine (PE) decreased 

abruptly after 5 minutes of ischemia. Both diacyl PC and PE showed greater decrease in 

polyenoic molecular species ( especiallγ16 : 0-22 : 6 and 18・0-22: 6) than saturated, 
monoenoic molecular species. 

Total free fatty acid accumulation was observed according to the time elapsed. Free 

arachidonic acid and docosahexaenoic acid showed more rapid accumulation than the other 

fatty acids. At 60 minutes of ischemia. every kind of fatty acid accumulated nonspecifically. 

In recirculation period, the decrease in phospholipid molecular species content and the 

increase in free fatty acid have continued as long as 30 minutes. Thereafter, free fatty acid 

decreased to control values. Reacylation of PC and PE molecular species has not been observed 

during 120 minutes recirculation period. 

We have drawn conclusion from this experiment that 1) cerebral ischemia caused differential 

degradation in each phospholipid classes and preferential hydrolysis in polyenoic molecular 
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species in individual phospholipid class; 2) cerebral recirculation failed to attain reacylation of 

fatty acid into phospholipid, although the accumulated fatty acid nonpreferentially decreased to 

control values. 

緒 日

より切り出された後，それ自体が脳浮腫を発生させる

引と共に酵素的に代謝を受けて種々の Prostaglandins

脳動脈の閉塞によってひきおとされる脳梗塞は成人 (PGs）や， Leukotrienes(LTs）の前駆体となり27',

病の中でも大きな死因を占めているがその病態生理に とれらアラキドン酸代謝産物は，それぞれの生理活性

ついては明らかではない．脳組織は虚血にはある程度 によって更に虚血による変化を修飾してゆくと考えら

の耐性を示すが3》，その活発な代謝の故lて，他の組織 れている．

IC比べて循環血液に対する依存度は高く，比較的短時 膜リン脂質からの脂肪酸の切り出し機構については

聞の虚血iとより非可逆的な細胞損傷を起乙し，とれは 幾つかの経路が想定されている3J). その主なものは

更に脳組織レベルでの acidosis，脳浮腫の発生をきた phospholipase A2を介するものとイノシトーノレリン脂

して，全体としての機能障害が進展してゆくと言われ 質から phospholipase Cを介する経路であるがとれら

ている山．脳組織が虚血によって非可逆的損傷を生じ が脳虚血のいかなる時期にどの程度関与しているかに

るのは実験的には虚血発生後6-8時間とされており ついても明らかとは言えない．

so》，との聞に細胞レベJレでは膜イオンポンプの破綻や そこで本研究では脳虚血時の各種の膜構成成分の変

ATP等の高エネJレギーリン酸化合物の枯渇が進行す 化を知る目的で，実験的脳虚血及び血流再開モデルを

る．しかし，とれらの現象自体は，必ずしも細胞レベ 用いて遊離脂肪酸及び，その供与体である主な膜リン

ルでの非可逆的損傷を表わすものとは言えず，どの様 脂質（diacyl型phosphatidylcholine[PC],phosphatidyl・

な現象を以て非可逆的損傷と言えるかという点は未だ ethanolamine[PE］）の変化を分子種組成別に定量し，

明らかではない．細胞の恒常性と言う観点、からは，細 脳虚血後の膜崩壊過程の一端を明らかにする事を試み

胞膜をはじめとする生体膜構造の維持が最も基本的な た．

役割を担っている事は明らかで，これは，細胞内環境

の境界をなし多くの代謝の場ともなっている．又，膜

の構成成分自体も動的な代謝を行いつつ，一定の恒常

性を保っている．従って，細胞レベルでの非可逆的変

化を考える上で，膜の構成成分の変化を検討する事は

非常に重要であると考えられる．

臨床的には虚血発症後どく早期lζ血流再開を行って

も重篤な浮腫や出血性梗塞を起こし，かえって逆効果

になる症例も見られる事からso,s1'，脳梗塞急性期lこ乙

のような治療法は確立されていないのが現状である．

脳組織には他の臓器に比して多量のリン脂質が生体

膜を構成する脂質として含まれ，とれらの代謝回転は

上述の如く，膜の恒常性や可塑性を保つうえで必要不

可欠である．脳虚血5,,,7，山6'19品 37，品52）低酸素負荷17',

低血糖叩及び産準S＞などにより膜リン脂質から脂肪

酸が遊離蓄積し，これらは脳細胞障害の指標として重

要であるととが言われている山．遊離脂肪酸はミトコ

ンドリアの酸化的リン酸化を阻害し機能低下を引き起

こす29.48＞他にシナプスにおける伝達を妨げる拙事も

報告されている．アラキドン酸は脳に多く存在し40）膜

方 法

(A) 実験動物

体重 350450 gの Wistar系雄性ラヴト（月齢8-

12ヶ月） IC pentobarbital (60 mg/Kg）を腹腔内麻酔

してまず仰臥位で実験用手術台に固定した．大腿動静

脈に各々 cannulationを行い， 実験中の血圧や血中

酸素分圧，二酸化炭素分圧， pHのmonitorが出来る

ようにした．

つぎに気管切開を行いd・tubocurarine(0. 5 mg/Kg) 

を静注したのち，小動物用人工呼吸器で調節呼吸とし

た．

頭部E中線lζ小皮切を行い両側総頚動脈を迷走神経，

頚静脈より剥離露出し，血行遮断装置を装着した後，

動物を腹臥位にかえた．後頭部皮膚を正中で切開し第

一頚椎の alarforaminaを露出した．

対照動物は同様の操作を加えたが血行遮断をしない

ものを用いた．

(B) 虚血の作成

Pulsinelliらのモデル加に準じて両側の椎骨動脈を
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alar foraminaに刺入した針電板によって電気的に凝 のクライオスタット内で脳のみを取り出し重さを測っ

固遮断したのち， l分以内iζ両総頚動脈の血流遮断装 た後，分析までー80。Cで保存した．

置を閉鎖して虚血を作成した．血流再開を行った群で ( E) 遊離脂肪酸の分析

ば一定の時間を経過した後lこ血流選断装置を開放した． 一定保の pentadecanoicacid (15 :0）を内部標準

(C）脳血流の測定 として加えた後，脳を氷冷した 55ちトリクロノレ酢畿

脳血流を測定した群では2本の水素クリアランス用 (TCA) 7ml中で polytronhomogenizer iとより30砂

電極を両側頭頂葉皮質iζ，1本を小脳皮質に顕微鏡下 問磨砕し，chloroform/methanol(1 :2, v/v) 30 ml, 

k刺入して，デンタルセメントとア円ンアルファで頭 37・c,3回 Katesらの方法2いに準じて抽出した． ζ
蓋骨IC固定した．約1096濃度の水素ガス混合気を3 れらに各 30mlの chloroform,0. OlN HCIを加え

5分，人工呼吸器から吸わせ，皮質の rCBFをinitial て遠沈し chloroform層を分取した． Sc・P・pak(silica 

slope indexで算出したH・30. cartridge）を用い中性脂質は chloroform屑と 20ml,

(D) 脳材料の採取 chloroformでリン脂質は 20ml, methanolで各々分

頭頂部頭蓋骨I乙紙製の漏斗をアロンアノレファで固定 離した． 中性脂質は thin layer chromatography 

して一定時間後lζ人工呼吸を行いながら液化窒素を滴 (hexane/ethyl ether/acetic acid, 50:50:1, v/v/v) Iζ 

下して脳を insitu freezing35＞により凍結した．その spotして展開し，脂肪酸を同定したのち掻きとった．

後，頭部を2-3スライスにパンドソーで切断し－30。C Morrison and Smithの方法32>IC準じて BF3/MeOH

Quantitative Analysis of Phospholipid Molecular Species 
and Free Fatty Acids 

brain sample(in situ freezing) 

weight 

5?. TCA 
BHT 

15:0 as an internal standard 
chlorform:methanol(l:2) 

homogenize,37・c 30min.-3times 
T 

crude lipid extract 

4 ～～～～－ 
Free FヲtyAcids 市 Phospholipids

τL9(hexane:ether:acetate I di-18:0 PC,PE 
I =50:50:1) T 
唱v TLC〔CHC13:MeOH:AcOH:H20
me_thylated with BF3MeOH l +BHT=l80:150:30:10) 
I 100。cSmin. T 
ム PC,PE

gas chromatography ｜印刷 Tris-HClbuffer 

よphospholipaseC 

DG 1 DNBC 25mg 
dry pyridine O.Sml 
60。lOmin.

HPLC 
Figure 1. Schematic representation of the procedures to analyse the FF A and phospholipid 

molecular species (diacyl PC and PE）・
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Table I. physiological vはri.d1l円 l"'f"r"and 処1ft.. r ischemia 

lschemia 
Controls 

5 min lOmin. 15 min. 30min. 60min. 

:-;¥',l<'lllit arterial 100.0士5.0 106. 0±9. 5 102.0士10.5 98.0今 8.5 90. 8 8. :.! 95.0士9.5
I》［（＇附 ure(mmHg) 

Blood必h はnah・,js

pH 7.4士0.1 7.2φ0.:: 7. ＇！， 二0.3 7. :lφ0.2 7. :l 0. '!, 7.3 0目2

lヘ氏、（）， (mmHg) 30.6 6.7 35.8±10.1 37.9土9.9 41. 1土10.6 42. 8-'1. 0 43.1土10.5 

l':i(>, (mmH日） 138. 9±17. 3 136. 5±15. 4 139. 4土19.1 140. G 17. 0 14:.!. 4 19. 9 145. 6土18.6

Vはlues辻remeanゴ：－；E:VI.n=5 

を加えて methyl化し日＇＂ d1ro111atogr叩 h＼＇で定量し を3回抽出し乾固， Dinitrobenzoylchloride(D NBC) 

た．｛山 chromatographyは日himadzu（；（、9人， IOSッ 25 mgと共IC30分間， desiccatorで乾燥させた．乙tl

:-;;Jar lOC, 100-120 mesh chromosorb ¥¥', N2流量は らに dr"Iりridine0. 5 mlを加え， 60。C,10分間反応

40 ml rnin, 160 240。Cの条「｜そ用いた． させて l>NBC-1><;/¥L{1体0i＇｝た．これらを n-hexane

各脂肪酸は同一条「1－，ご測定した標準物質の相対保持 で3回抽出し pyridineを除いた筏 aceto111tnlelζ溶解

時聞から同定し，内部標準物質（15:0）との商積比に して HPLCにて定量した．

よって定置した． II PLC (high performance liquid《hrりrnat＜’Uはph¥')

(F) リン脂質分子種分析 :t Hitachi model 655→15を用L＇，分離された分子種

分離したリン脂質は科、川し再度《hloroformk溶解 は＇！.54nmで測定した. column は.＼11ultrasphere 

した.2mgのリン脂質に対して抗酸化剤として lOμg りDおcolumn，‘llTlonitrile/2-propanol(80:20, v/v）を

の butylatedhydroxytoluene (BHT）を加えた後，内 溶仰として用しり flowrateは 1.0 ml rnin，温度は

部標準として distearo）匂hosphatidylcholine(18:0 25＂ι‘とした． 内部標準との面積比から各分子種の定

18 :0 !'('I, distearoylphosphatidYlP!h~nolamine ( 18: 0- 量を行った．分析法の概略は Figure1に示す

18:0 PE 

口1eth礼 ol川 etiιand;wはt《均r,180:150:30:10, v 'v V} lζ 得られた結川ま分散分析＼AN<>¥'A）により1負Vとし
’ 

spot して展開し， PC‘， PEを同定してt蚤きとつた． p 0. 05を示したもυJ~統， iU1'11こ有意とした．

chloroform/methanol (2: 1, v v）で3回抽出した後，

濃縮乾固し，鬼頭らの）Jil:、20叫 l に準じて diacyl 型 実験1虚血IC伴う脳遊離脂肪酸とリン脂質分子穫の

I'(', PEの分子種を定量した. l.25ml lOm:¥l Trj,. 変化

H<、lbuffer (pH 7. 5 30 m:¥l H,B仇を含む）に溶解 方 iL、脳虚血尚5, 10, 15, 30, 60分の時間経過で

し約1分間 sonication, phospholipase （＇とぶ飽和 試量をj'J,sh川 11operation ( 0分）との比較

..th、lether 2. 0 mlを加え Ili.tcylglycerol化したもの を行った．

Table 2. r（句H1・l凡 tor,・ and after ischemia (one-staged 

4 ＼＇（•、川l occlusio日）

lschemia 

( 'untrりls 5 min. 30 min. 60 min. 

left parietal cortex 48. 6 _I 5. 3 

right 43. 2土3.9

cerebellum 28. 3φ1. 7 

¥'alues are mean土討E:¥l(ml/100 g.min) 

氏、BFis measured l円v hydrogen clearance method 

rCBF cannot be calculated by hydrogen clearance method 
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Figure 2. Separation of major molecular species of diacyl PC and PE by HPLC. 
a, 16:0-22:6; b, 16:0 20:4; c, 18:0-22:6; d, 18:0-20:4; e, 18:1-18:1; 
f, 16:0-18:1; g, 16:0-16:0; h, 18:0-18:1; i, 18:0-16:0; j, 18:0-18:0 
(as an internal standard) 

結果 示した，しかし統計的には有意差を認めなかった．

(A) 生理的変動 (B) 脳血流

虚血前後の各パラメ ーターを Table1 IL示す．虚血 虚血に伴って脳血流は著明lζ減少し水素クリアラン

によって体血圧，血中 pHは変化を認めなかったが， ス法によって測定することが不能となった．すなわち

PaC02, Pa02は虚血時間を追って，若干の蓄積傾向を CBFは 10ml/100 g.min以下に低下したものと考え

Table 3. Relative composition of diacyl molecular species of PC and 

PE in control rat brain 

Phosphatidylcholine Phosphatidylethanolamine 

(PCJ (PE) 

16:0 22:6 4.38土0.67% 9. 94±0. 58% 

16:0-20:4 5.68土1.01 3.53士0.19 

18:0-22:6 3.82土0.48 31. 32±2. 74 

18:0-20:4 4.81土0.46 22.17土1.04 

18:1-18:1 3.01土0.22 6. 70土1.01 

16:0-18:1 39.35土1.20 6.54土1.31 

16:0 16:0 16. 59土1.84 4.55土0.30
18:0-18:1 16.44土0.57 12.95士1.31 

18:0-16:0 5.92士0.68 2.31士1.12 

polyenoic MS 18. 78土1.97 66. 96±2. 78 

saturated and monoenoic MS 81. 31土1.92 33. 03±2. 78 

polyenoic MS =(16 :0-22 :6)+(16 :0-20 :4)+ (18 :0-22 :6)+ (18: 0-20 :4) 

saturated and monoenoic MS=(l8:1 18:1J+(l6:0-18:1J+(l6:0-16:0J+(l8:0 18:1) 
+(18:0 16:0) 

Values are mean土SD. n=5 in each group 
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られた（Table2). 

(C) リン脂質分子種の分離

コントロールラットにおいて， diacyl型 PCは41.9

±3. 5~弘 diacyl 型 PE は30. 2±3.1%を占め，各々は

Figure 2に示した如く良好に分離された．

主lζ9分子種が検出されたが，高度不飽和分子種は

これらのうち palmitoyl-docosahexaenoyl(16:0 22:6), 

palmitoyl-arachidonoyl (16: 0-20: 4), stearoyl-

docosahexaenoyl (18: 0 22: 6), stearoyl-arachidonoyl 

(18:0-20:4）の4分子穫であり，飽和，モノ不飽和分子

種は oleoyl-oleoyl(18: 1-18: 1), palmitoyl-oleoyl (16 :0-

18:1), palmitoyl-palmitoyl (16:0-16:0), stearoyl・oleoyl

(18:0-18:1), stearoyl-palmitoyl (18:0-16:0）の5種で

あった．

Diacyl型 PCでは飽和，モノ不飽和分子種が81.3

%を占めていたのに対して， diacyl型 PEでは高度不

飽和分子種が67.0%と分子種組成に大きな差が見られ

た（Table3）・

c,200 
E 
＼ 。
E 
c: 
） 

明
ω 
0 

" a. 
"' 
話100
コ
0 

" 0 
E 

‘－ 0 
Ill 

::E 

0 51015 

・：PC
Q:PE 

30 

Time( min) 

43 

60 

(D) 虚血に伴うリン脂質分子種の変化

Figure 3 Iζdiacyl型 PC,PE （主要9分子種の総

和）の変化を示す.PCは60分迄の時間経過で徐々に

減少を示すが総量の上では有意差を認めない，しかし，

高度不飽和分子種，特11:16:0-22:6は5分以後， 18:0

Figure 3. Changes in sum of major molecular 
species of diacyl PC and PE during 
various periods of ischemia. Values are 
mean±SEM. n=5 in each group. *: 
Pく0.05 as compared with correspon-
ding control. 

22:6は虚血10分以後で有意、の減少を認めた.60分で

diacyl型の高度不飽和分子種は42%の減少を示し，一

方飽和，モ／不飽和分子種は32？ぢの減少を認めた（Ta-

ble 4, 5). 

は緩やかに減り続けた.60分で高度不飽和分子種は66

9ぢ，飽和，モノ不飽和分子種は54%の減少を認めた
(Table 6, 7). 

PEは虚血5分で有意に急激な減少を示し，その後 PC, PE間では減少する割合，及び時間経過は異な

Table 4. Diacyl molecular species of PC in rat brain during various periods of ischemia 

Molecular 
species 

16:0-22:6 

16:0-20:4 

18:0-22:6 

18:0-20:4 

18:1-18:1 

16:0 18:1 

16:0-16:0 

18:0 18:1 

18:0-16:0 

total 

Controls非

8.46士0.70

10.99土1.06 

7.44土0.65

9.37土0.80

5. 99±0. 71 

77. 89±8. 60 

33. 03±4. 31 

32. 53±3. 50 

14.77±1.50 

200.47土20.53

Ischemia事

5 min. 10 min. 15 min. 

6.06土0.61*

9.03土0.91

5. 86±0. 57 

7. 02±0. 42 

4. 64±0. 53 

68.36土4.72 

32.81土2.28

28.25土2.45

13.59土2.15

175.62土12.98

5. 72士1.15*

7. 82±1. 94 

4. 75±0. 86* 

7.00土1.68 

4.59士1.00 

68. 10±13. 78 

32.61土6.02

27. 75±5. 15 

13. 00±2. 51 

172.34士32.54

5.44土1.12*

7. 57±1. 05 

4. 57±0. 72* 

6.80土0.85*

4.58士1.00 

66. 07±8. 46 

32. 41±3. 79 

27.36土4.25

12. 67±2. 38 

167.47±22.91 

30min. 

4. 88±0. 25* 

7.57土1.22 

4. 51土0.84*

5. 97±0. 33* 

4.43土0.41

57. 83±3. 48 

31. 71土7.30

24. 44±1. 81 

10.62土1.65 

151. 96土12.32

Values represent the mean土SEMnmol/mg phospholipid #: n=5 in each group 
*: p<O. 05, compared withてthecontrol values 

60min. 

4.67士1.02* 

6. 83±1. 06 

3.84土0.82*

5. 77土0.91*

4. 42±0. 52 

52. 41±6. 54 

24.97土2.89

22. 09±2. 60 

8.22土0.79 

133. 22±16. 40 
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Table 5. Polyenoic and saturated, monoenoic molecular species of diacyl PC in rat brain 

during various periods of ischemia 

Controls# 
5min. lOmin. 

Ischemia事

15min. 30min. 60min. 

polyenoic MS 36.26土2.77 27. 97±1. 54 25. 29±5. 49* 24. 38土3.70* 22. 93±0. 96* 21.11±3. 57* 
(100) (77. 11 (69. 7) (67. 2) (63.1) (58.1i" 

saturated, and 
monoenoic MS 

164.21土18.05147.65士11.75 146. 05土28.27143.09土19.37 129. 03±11. 65 112.11土13.06
(100) (90. 0) (89. 0) (87. 1) (78. 6) ¥68. 3) 

total 200. 47 ± 20. 53 175. 62土12.98 171. 34土32.54167.47士22.91 151. 96±12. 32 133. 22土16.40

Values represent the mean土SEMnmol/mg phospholipid.都：n=5in each group 

*:pく0.05, compared with the control values 

numerals in parenthesis are percentage to control. 

polyenoic MS =(16 :0-22: 6)+ (16 :0-20 :4)+ (18 :0-22: 6)+ (18: 0-20 :4) 

saturated and monoenoic MS =(18:1-18:1)+(16:0-18: 1)+(16:0 16:0)+(18:0-18: 1)+(18:0-16:0) 

Table 6. Diacyl molecular species of PE in rat brain during various periods of ischemia 

Molecular lschemia# 

species Controls# 
30min. 60min. 5min. lOmin 15min. 

16:0-22:6 10.41土1.04 4. 56± 1. 04* 4.51土1.38* 4.13±0. 71* 3. 98±0. 39* 3.54土0.41* 

16:0-20:4 3. 70±0. 35 1. 58土0.18* 1. 50士0.17* 1. 49±0.18* 1.40±0.11* 1. 38土0.38* 

18:0-22:6 32.77土3.36 13.02土1.78* 12.88土2.54* 12.88土1.31* 12. 01±0. 67* 10.51土1.97* 

18:0-20:4 23.26土2.40 10.11土1.59* 9. 59±1. 64* 9.59士1.44ホ 9.49土0.84* 8.44士1.01* 

18:1-18:1 6.99士0.79 3.63土0.70* 3.56土0.59* 3.56±0.41* 3.52士0.76* 3.46土1.04* 

16:0-18:1 6. 73土0.72 4.29土0.76* 4. 27±0. 89* 4.13土0.29* 3.86土0.35* 3.50土1.00キ

16:0-16:0 4. 76土0.47 2.55土0.38* 2. 55±0. 53* 1. 89±0. 21 * 1. 87土0.26* 1. 67土0.24* 

18:0-18:1 13. 48±1. 23 6.97土1.30* 6. 72土0.95* 6. 64±0. 79* 6. 30±0. 58* 6. 19±1. 82* 
18:0-16:0 2.38土0.59 2.32土0.85 2.20土0.59 1. 76±0. 30 1. 66±0. 36 0. 78±0.13 
total 104. 48±9.18 49. 03±8. 42* 47.78土7.24* 46. 07 ± 5. 07* 44.09士3.09* 39.47土6.14*

Values represent the mean±SEM nmol/mg phospholipid事：n=5in each group 
*: p<O. 05, compared with the control vaues 

Table 7. Polyenoic and saturated, monoenoic molecular species of diacyl PE in rat brain 
during various periods of ischemia 

Controls# 
Ischemia事

5min. lOmin. 15min. 30min. 60min. 

polyenoic MS 70.14士6.86 29. 27±4. 75* 28. 48士5.60* 28.09土3.40* 26.98土1.64* 23. 87土2.99*
(100) (41. 8) (40. 5) (40.1) (38. 5) (34.1) 

saturated, and 34. 34±2. 86 19. 76土3.68* 19.30土2.51* 17.98±1.81’17. 21±1. 83* 15. 60土4.10*
monoenoic MS (100) (57. 7) (56.3) (52. 5) (50.1) (45. 51 
total 104. 48±9. 18 49.03士8.42* 47.78士7.24* 46.07士5.07* 44. 09±3. 09* 39. 47土6.14ホ

Values represent the mean土SEMnmol/mg phospholipid.書：n= 5 in each group 
帯： p<O. 05, compared with the control values 

numerals in parenthesis are percentage to control 

polyenoic MS=(l6 :0-22:6J+(l6:0-20:4)+(18:0-22:6J+(l8:0 20・4)
saturated and monoenoic MS=(l8:1-18:1)+(16:0-18:l)-¥ (16:0-16:0)+(18:0-18:1J+(l8:0 16:0) 
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るが高度不飽和分子種は他の飽和，モノ不飽和分子種

よりも，より虚血早期に崩壊を受け易く，又経過中を

通して高い崩壊率を示した．

(E) 遊離脂肪酸の変化

ラット脳より得られる遊離脂肪酸は palmitic acid 

(16:0), stearic acid (18:0J, oleic acid (18:1), arachi-

donic acid (20:4), docosahexaenoic acid (22:6）の

5脂肪酸が大半を占めており，とれらの和を総量とし

て計算した（Figure4). 

Figure 5 Iこ遊離脂肪酸総量の虚血による変化を示

す．虚血10分以後で有意の増加を示し，その後も時聞

が経過するに従って増加蓄積が見られた．虚血60分で

は虚血前値の約2.4倍にまで達した．個々の脂肪酸の

増加の経過を Figure6, Table 8に示すd コントロ－

Jレラ叩トlとおいては18:1,18:0, 16:0が高度不飽和脂

肪酸（20:4,22:6）に対して多く見られたが，虚血に

よって早期（10分）から有意の変化を認めたのは20:4,

22:6であった．虚血後の真の増加量は， 5分では20:4,

18:0が多く， 30分を過ぎると， 16:0,18:0, 18:1が

20:4, 22:6の増加量を上回った．蓄積の時間経過は

20:4, 22・6と rn:o,18:0,18:1で異なり，後者は30
分以後で，急激な増加を認めた．

小括

脳虚血に伴って生じる膜リン脂質を供与体とした脂

肪酸の蓄積は本モデノレにおいては虚血時間と共に進行

。
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Figure 5. Total free fatty acid levels durmg var・
ious periods of ischemia. Values are 
mean土SEM.n=5 in each group. *: 
Pく0.05as compared with corresponding 
control. 

し10分以後から有意の増加を認めた．

早期lζ蓄積する脂肪酸は高度不飽和脂肪酸が多くを
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Figure 4.. Separation of free fatty acid by gas chromatography (GC). a, 15: 0 (as an 
internal standard); b, 16:0; c, 18:0; d, 18:1; e, 20:4; f, 22:6. 
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Figure 6. Individual fatty acid levels after ischemia. Values are mean土SEM. n=5 in each 

group. *: pく0.05as compared with corresponding control. 

占めるのに対して，30分を過ぎると全ての脂肪酸の非 120分後に試量を得た．

特異的な蓄積が見られた．

膜リン脂質においてはdiacyl型の PC,PE聞で崩壊 結果

の経過は異なると共fC，高度不飽和分子穫は早期から (A) 生理的変動

又時間経過を通じて分解を受けやすい事が示された． Table 9に血流再開後の各積パラメーターを示す．

虚血中にやや低下傾向を示した体血圧は血流再開によ

実験2虚血急性期血流再開の遊離脂肪酸，リン脂質 って，コントロール値を上回り上昇傾向を示した．血

分子種lζ及lます効果 液ガスも変動が見られたが有意差を示す程ではなかっ

方 法虚血30分後に血流再開を行いその後30,60, た．
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Table 8. Free fatty acid levels in rat brain during various periods of ischemia 

FFA Controls草
Ischemia# 

5 mrn. lOmin. 15min. 30min. 60min. 

16:0 59.66土3.18 70.94土10.24 74. 53±5. 63 74. 52±8.18 78.15土0.46 143.29土12.24*
18:0 65.02土2.74 86.08土15.72 94. 63±3.19 94. 53±14. 58 104.10士9.19 142.62土27.49*

18:1 73.91土3.51 81. 92±13. 76 83. 48±5. 71 87. 91±14. 84 88. 38±4. 56 183.55土7.47ホ

20:4 40. 72土6.19 64. 40±7. 53 89.08土18.98* 95.17土32.61* 99.76±9.68* 108.61士8.37*

22:6 26. 46±0. 91 31. 00土9.82 47.69土3.83* 48.35土10.42* 50.10±0. 73キ 66.05土4.74ホ

total 265. 77士15.22 334.34土42.44 389.41土24.99*400.48土62.46* 420. 49±21. 88* 644.12±37. 65* 

Values represent the mean±SEM μ,g/g brain.草：n=5in each group 
*: p<O. 05, compared with the control values 

Table 9. Physiological variables during ischemia and postischemic reperfusion 

Ischemia Re perfusion 
Controls 

30min. 
30min. 60min. 120min. 

systemic arterial pressure (mmHg) 100土5 90士8.2 llO. 4±10. 5 l16. 2土20.6 120土21.8 

blood gas analysis 

pH 7. 4±0.1 7. 3±0. 2 7.3土0.4 7.2土0.6 7. 2±0. 6 

PaC02 (mmHgJ 30.6土0.7 42. 8±9. 0 42. 5±10. 8 43.3土11.1 43. 0±9. 2 

Pa02 (mmHg) 138. 9±17. 3 142. 4土19.9 136. 5±23. 0 133. 3土20.1 130. 5±25. 4 

Values represent the mean土SEM,

Table 10. Regional CBF values during ischemia and postischemic reperfusion 

Re perfusion 
Controls Ischemia 

5 mm. 30min. 60min. 120 min. 

left parietal cortex 34. 8±4. 5 75.2土9.9* 34.0土12.2 28. 6±18. 0 15. 9±10.1* 

right 48.1±9. 0 60. 8±13. 2 34.5土15.1 22. 9±7. 8 29. 6±11. 3 

cerebellum 31. 0±2. 8 55. 7±5. 6* 30.2土5.4 12. 9±1. 6* 12. 6±3. 5* 

Values represent the mean士SEM(ml/lOOg.min) n=8 in each group 
（一）: unmeasurably low clearance 
*: p<O. 05, compared with the control values 

(B) 脳血流量

Table 10 IL血流再開後の脳血流量を示す．血流再開

後5分で rCBFは全ての測定部位において虚血前の

値を上回り126%から217%の増加を示した．その後は

次第に減少をし， 30分以後では虚血前値を下回り，そ

れ以後も低下傾向を示した．とれらは血流再開による

initial (reactive) hyperemiaとそれに引き続く post-

ischemic delayed hypoperfusion k相応する変化と考

えられた．

(C) 血流再聞に伴うリン脂質分子種の変化

リン脂質分子積総量の変化を Figure7にまとめて

示した. Diacyl型 PCでは血流再開後も引き続いて

分子種総量は減少を続け60分後le最も低い値を示した

(p<O. 05）.その後はやや増量を示したが統計的な有意、

差は認められなかった（Tablell). Diacyl型 PEで

も血流再開後30分， 60分と更に減少を続け，その後は

変化を認めなかった（Table121・

(D) 遊離脂肪酸の血流再開による変化

血流再開によっても遊離脂肪酸は30分間更に蓄積を

続け，その後の30分（血流再開60分）で急に減少し，

虚血前値近くにまで戻り，その後は平衡状態を保った

(Figure 8, Table 13）.個々の脂肪酸は，総量の変化と

ほぼ同様に増減を示したが（Figure9),20:4, 22:6は

いち早く減少し対照値とほぼ同じレベルに戻ったのに
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control. Hatched area shows period of 
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対し，その他の脂肪酸は60-120分迄の間でも完全には

対照値に戻らず，むしろ，若干の増加傾向を示した．

小括

虚血30分での血流再聞によって， 30分間は遊離脂肪
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Figure 8. Total free fatty acid levels during post-
ischemic recirculation periods after 30 
minutes of ischemia. Values are mean 
土SEM.n=5 in each group. *: p<0.05 
as compared with corresponding control. 
Hatched area shows preischemic control 
values (mean士SEM).

酸の蓄積は虚血中に引き続いて持続し脳血流の上での

変化とは対応が見られなかった．その後の脂肪酸の減

少は急激で，対照値近くに戻ったが， diacyl型分子種

は有意な増加を認めず，とれらの変化の時間経過には

隔たりが見られた．

考 察

Table 11. Diacyl molecular species of PC in rat brain during reperfusion 

(A) 実験に用いた脳虚血モテ）レ

re perfusion 
MS 

30min. 60min・ 120 min. 

16:0-22:6 5. 54+ 1. 25• 1. 53+0. lga 2. 37+0. 51" 

16:0-20:4 5.10+0. 88• 2. 03+0. 28• 3. 24+0. 69• 
18:0-22:6 4. 24+0. 92• 1. 12+0. 18• 2.11+0. 51" 

18:0-20:4 4. 26+0. 96• 1. 69+0. 20• 2. 60+0. 54• 
polyenoic 19.13+3. 34• 6. 38+0. 84• 10. 32+2. 18• 
18:1-18:1 6. 50+1. 74 1. 78+0.16• 2. 15+0. 33• 
16:0-18:1 42. 54+9. 06• 21. 03+1. 55• 32. 09+5. 35• 
16:0-16:0 21. 82+4. 53a 11. 20+0. 70• 18. 58+3.16• 
18:0-18:1 17.86+3.71• 8. 64+0. 53• 12. 60+1. 96• 
18:0-16:0 8. 20+1. 21" 4. 03+0.16• 5. 94+0. 94• 
saturated, monoenoic 96. 92+18. 23• 46. 69+2. 99• 71. 37+11. 66• 
total 116. 05 + 21. 18• 53. 06+8. 55• 81. 68+13. 81• 

Values represent the mean+SEM nmol/mg phospholipid.事：n=5in each group 
a: pく0.05,compared with the control values 
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Table 12. Diacyl molecular species of PE in rat brain during reperfusion 

M自
reperfusion 

30min. 60min. 120 min. 

16:0-22:6 1. 55+0. 38• 0.61+0.W 0. 56+0.10• 

16:0-20:4 0. 95+0. ll• 0. 41+0. 09• 0. 50+0.17• 

18:0-22:6 3. 56+0. 99• 1. 83+0. 55• 1. 82+0. 18• 

18:0-20:4 2. 90+0. 74• 1. 64十0.48• 1. 45+0.17• 

polyenoic 8. 95+2.10• 4. 49+1.18• 4. 33+0. 49• 

18:1-18:1 1. 39+0. 26• 0. 69+0. 14• 0. 58+0. 09• 

16:0-18:1 3.17 +1. 07• 0. 64+0. 08• 0. 88+0. 20• 

16:0-16:0 0. 41+0.17• 0.12+0. 04• 0.10+0. 03• 

18:0-18:1 1. 97十0.28• 0.98十0.19• 0. 90+0. 08• 

18:0-16:0 0. 45+0. 06• 0. 21+0. 04• 0. 24+0. 06• 

saturated, monoen01c 6. 04+0. 79• 2. 65+0. 39• 2. 70十0.37•

total 14. 99+2. 79• 7.14+ 1. 54• 7. 03+0. 77• 

Values represent the mean十SEMnmol/mg phospholipid. 書： n~5 in each group 

•: p<0.05, compared with the control values 

Table 13. Free fatty acid in rat brain during reperfusion 

reperfusion 
FFA 

30min. 60min. 120min. 

16:0 93. 30+6. 85•,b 68. 79+5. 69 77. 82+4. 95 

18:0 122. 82+9. 47a,b 78. 61+6. 77 91. 50十7.48

18:1 112. 86+12. 74a,b 92. 07+10. 59 93. 59+12. 32 

20:4 106. 33+16. 50• 47. 56+5. 42b 42. 42+6. 27 

22:6 72. 45 + 23. 04• 34. 04 + 3. 34b 30. 01 +4. 00 

total 507. 76+24. 52•,b 321. 07+18. 31 335. 34+16. 33 

Values represent the mean+SEM μg/g brain. n=5 in each group 

a: pく0.05,compared with the control 

b: pく0.05,compared with the values of 30 min. of ischem1a. 

小動物を用いた脳虚血モデルとしては mongolian 行うもの）を用いた場合，神経症状の発現頻度に著し

gerbilの両側あるいは，ー側総頚動脈閉塞によるもの い個体差があり，遊離脂肪酸の量も変異が大きく統計

が多く用いられてきたが30', gerbil においては，水素 処理が困難であった．そこで人工呼吸下fC4主幹動脈

クリアランスによる脳血流の測定が困難であることや， をほぼ同時に閉塞するモデルに変えて実験を行った．

得られる脳組織の重量が少ない事などが実験上の制約 臨床的IC脳梗塞の発生は40才台以降lと多く見られる

となる．ラ •y トを用いた脳虚血モデルとしては中大脳 事と，幼若ラットは脳虚血IC対して抵抗性を有する

動脈閉塞による局所脳虚血モデル仰があるが本モデ 事山を考慮して生後8ヶ月以上飼育した体重 350-

lレでは虚血IL陥る部位が狭く，乙乙を同定し試量とす 450 gのretiredbreedersを用いた．

る事が困難である事から，全脳が虚血になるような実 (B) 脳血流量

験モデルを選定する事が必要であった． 一般に脳梗塞に陥る rCBFの閥値は約 10ml/lOOg. 

そこで Pulsinelliらの考案した4本の頭蓋外主幹動 minとされており，それ以上の rCBFでは電気生理

脈の遮断モテツレ耐を用いて実験を開始したが原法（両 学的な活動は停止するが細胞を取り巻くイオン環境や

椎骨動脈遮断24時間後l乙両総頚動脈の遮断を無麻酔で エネルギ一代謝の決定的な破綻は引き起とされないと
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Figure 9. 

ために色々な工夫がなされてきた日.microwaveによ

る方法と共に本法は最も優れた方法の一つであり，容

易lζ行える事も大きな利点である．実験iと使用したラ

ットはretiredでcalvariumが厚く，頭蓋底部までの組

織が液化窒素によって凍結されるのにはより永い時聞

を要したものと考えられる．その為lこいわゆる stress

induced conditionが生じた可能性は否定出来ないョ

(D) 虚血による分子種の変化

虚血によるリン脂質の変化に関しては多くの報告

があるが未だ一致を見ていないのが現状である．

Rehncrona i?3＂はラット完全，及び不完全虚血モデ

ルを用いてリン脂質 poolの大きさ，その組成に変化

が見られなかったとし，服部らもラット断頭モデルで

変化が見られなかったと報告している山知．一方，吉

田ら52》は gerbilの30分虚血で PCは4%, PEは

16%の減少が見られたとし， Enseleitら加はリン脂質

総量， PC,PS, PE lζ変化が見られた事を報告してい

る．これらの結果の相違は抽出法，分析法の差，又，

される3＞.本モテリレでは虚血によって rCBFは水素ク

リアランス上， 測定が出来なくなった事より lOml/ 

lOOg.min以下に低下したものと推測される．虚血の

持続時聞がその後の脳浮腫の生成や細胞の可逆性を支

配する要素として重要であるが30分後に血流再開を行

った所， rCBFの上では一時的に reactivehyperemia 

を示し，その後は次第に低下傾向を示した．これが組

織に対して， 2次的な障害を引き起とすという考え

かたもある22＞.これらの現象が虚血による血管麻庫

( vasoparalysis）による一時的な反応であるのか，血流

再開後lと産生される prostacyclin と thromboxanes 

との出balanceによっておこっているのか，又組織の

可逆性，脳浮腫の進展とどの様に関連するのかは今後，

検討すべき問題である．

( C) in situ freezing 

脳組織膜エネノレギ一代謝を検討する上では断頭後，

脳を取り出して液化窒素で凍結するまでの時間（約l

分） Iζ様々の変化が追加して生じる為に真の値を得る
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虚血モデルや虚血時閣の差などに起因するものと考え

られる．今まで行われて来た報告はリンの定量（Pi）や

脂肪酸組成の分析から行われたものが大半で，現在の

所， リン脂質分子種の虚血中の変化を見た報告はほと

んど無い．

我々の得た結果では diacyl型の PCは虚血によっ

て漸減し，一方 diacyl型の PEは早期lと急減，その

後は緩やかに減り続けるという事が示された．虚血時

間が長引くにつれて全ての分子種に影響が生じてくる

が，早期には PC,PEでは高度不飽和分子種に，よ

り著明な減少が起こっているという事が示された．

Diacyl 型 PEが PCよりいち早く崩壊する原因は明

らかではないが一つは， PEの分子種がその多くを高

度不飽和分子種によって占められることから， PEl己

対して脱ァ、ンJレ化酵素が作用しやすい事が考えられる．

又，膜の外葉と内棄で PC,PEの分布が異なり 11に

PE IC対して細胞内水解酵素がより働きやすいととも

原因の lつとして考えられる．

(E) 虚血中の遊離脂肪酸の変化

脳虚血によってl分以内に遊離脂肪酸は蓄積を始め

5品 7，山抽出20.37.仙 52J又， diacylglycerol(DG）も同時に

増加する事が言われているi巾山知 乙れらが生じる原

因としては 1）脱アシル化酵素の活性冗進凶2J) 2）高エ

ネルギーリン酸化合物の枯渇による再ア、ンJレ化の障害

等が重要であるが出品掛，脱ァ、ンル化に関与する酵素

としては大きく phospholipase Cを介した系と phos-

pholipase A2を介した系を考える乙とが出来る．虚血

後どく早期には1s:oと20:4が多く遊離蓄積し， DGも

18:0, 20:4を含むものが増加してくることよりとれら

は inositolphospholipidから C系により由来したも

のと考えられているJ.23>0 本実験では inositol,DGの

測定を行っていないので乙れらの関与については明ら

かではない．しかし， 18:0の虚血早期の蓄積量が20:4

と共に多い事を考えると inositolリン脂質系からの遊

離も充分に考えておかねばならない．

虚血早期（10分）に20:4,22:6が有意に増加した事

は C・2位lζ結合する脂肪酸が選択的に切り出しを受

け蓄積した事を示しており，分子種分析の結果から

diacyl型 PC,PEの高度不飽和分子種に減少が多

く生じた事によって裏ずけられている． これらには

phospholipase A2系が関与していると考えられる3υ．

虚血30分以後に16:0,1s:o, 1s:1などの脂肪酸も増

加してくるのは C-1位の脂肪酸も切り出されたため

と考えられる．

この様に，虚血早期と， 30分以後においては，脂肪

酸蓄積の経過に差異が見られる事から，供与体となる

リン脂質において，又，作用酵素において別個のもの

が関与している可能性がある．

分子種の減少が全て遊離脂肪酸の増加として測定出

来るものではなく lyso体としてとどまっているものW

TG, DG,MGなど今回測定出来ていないもの，他の

物質lζ代謝される， あるいは血液脳脊髄液中IC，運

び去られるという要素がある52＞.更に今回の検討は

diacyl型の PC,PEのみであるととから alkenylacyl

型の動向12＇，他の PA,PI, PS, SPMの変化について

も検討が必要であるあ叩

(F) 脳血流再開時の変化について

血流再開後の rCBFが5分で増加した後に次第に

低下を示したのは虚血によって血管反応性が障害され，

血流再開によって脳浮腫が進行し有効な組織還流圧が

回復していない可能性がある．脂肪酸レベルでも，リ

ン脂質レベルでも30分間は虚血中の変化が持続してい

る事は微小循環が充分に回復していない事を物語って

おり酵素反応の場においても同様の状況が推測される．

脳血流再開時には遊離脂肪酸は再び減少する事が言

われており，乙れらには， 1）リン脂質への再アシノレ化，

2）エネルギー産生の為の {3－酸化， 3）生理活性物質への

代謝（特~C::20:4), 4）他の脂質分画への代謝取り込み，

5）血流や脳脊髄液中への拡散，流出，等の幾つかの経

路が考えられるb四

今回の実験でリン脂質（diacyl型 PC,PE; K関し

ては虚血によって減少したものは血流再開120分迄の

時間で更に減少を続け，有意の再ア、ンノレ化は見られな

かった. PCでは60-120分の間で増加が見られたもの

の有意とならなかったが，更に時間経過を追跡すると

とによって有意差が生じる可能性は残っている．血流

の障害された状況下ではエネルギー状態の回復も遅

れ却ATP等に依存する acyl-CoAの生成は血流再開

早期には低下しているものと考えられるため β酸化，

再ア‘ンノレ化は生じるとしてもどくわずかな要素でしか

ないと推誤｜出れ，今回の結果はこの推測を支持するも

のと言える．

アラキドン酸（20:4）を基質とした eicosanoidの

産生はその実験モテソレや虚血時聞によって結果は様々

であるが血流再開によって産生が増加するという報告

が多い8.J8,42>. 乙の理由としては Cyclooxygenaseは

酸素を必要とする反応であり虚血中には充分な酸素が

供給されにくしこの反応は抑制されると言う考え方
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が強い28》，また，今回の結果にも示された如く，血流

再開後の各遊離脂肪酸の減少のうち，特lζアラキドン

酸の減少が著明である事も，アラキドン酸が迅速に代

謝を受けると言う事を示唆している． しかし eicosa-

noidが虚血後の血流再聞によって発生するとしても

その変化は pg/mgの変化であり遊離脂肪酸の変化量

の大きさと比較した場合，乙れらで全てを説明する事

｛ま出来ず，又本実験で示されたごとくに20:4以外の脂

肪酸の動態を同時lζ説明する事は出来ない．

血流再聞によるリン脂質代謝の変動については充分

な検討がなされていないが，吉田らは血流再開によっ

て減少していた PIP,PIP2の回復と TGの脂肪酸組

成の変化が見られたとしている叩．乙のように虚血後

の脂肪酸の変化，代謝経路については未だ充分に解明

されているわけではなし今回の実験系からは，との

薗での変化も除外する事は出来ない．

脂質過酸化や freeradicalの生成が，中枢神経系の

障害IC関与している事はよく知られている．これらが

虚血中におこる（intraischemicperoxidation）という

説山と虚血後血流再闘によっておとる（postischemic

peroxidation）という説26）が対立している． Bhakoo 

ら1＞ は，血流再開後の遊離脂肪酸の変化を観察して，

血流再開後5分で FFA（特に20:4, 22:6）が著明な

増加を見せるが，その後は一様に減少する事より，虚

血性脳浮腫の発生lζは freeradicalの関与は少ないと

している. Rehncronaも20:4 + 22: 6/16: o+ 18: oの比
の変化からみて虚血中，虚血後血流再開のいずれの時

期においても freeradical による細胞障害は重要な役

割を担っていないとしている37＞.我々の結果からも高

度不飽和脂肪酸のみの特異的減少は見られず飽和脂肪

酸においても減少が観察された事より脂質過酸化によ

る細胞障害は酸素に依存しない酵素的な膜リン脂質の

水解作用に比較して少ないものと推測された．

金会E るa‘
軍扇 昆岡

脳f.J[血lζ伴って生じる遊離脂肪酸の蓄積には時間経

過によって異なる機構が作用しているものと考えられ
_,_ 
2ミー・

脳虚血時には，膜リン脂質は減少するが，その過程

は極性基によって異なり，また同一極性基の中にあっ

ても分子種によって異なる．何れの場合lζも高度不飽

和分子穫がより早く減少する．

虚血30分後の血流再開では虚血による影響は持続し

120分迄の経過では diacyl型 PC,PE Iζ再ア・ンJレ化

は見られず，エネルギー状態の回復が充分には起こ勺

ていないものと推測された．
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