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脳ミトコンドリア膜リン脂質の虚血中，血流再開時の変化

に関する実験的研究

京都大学脳神経外科学教室

（指導菊池晴彦教授）

中 原 一郎

Experimental Studies on the Changes of Mitochondrial Membrane 

Phospholipids during Cerebral Ischemia and Recirculation 

lcHIRO NAKAHARA 

Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Kyoto University 
(Director: Prof. Dr. Han出 koKikuchi) 

Changes of brain mitochondrial phospholipids during cerebral ischemia and recirculation were ex-

perimentally studied in a rat 4-vessel occlusion model, to explore the relation between changes ofmitochon-

drial phospholipids and dysfunction of mitochondria. Respiratory functions, activities of respiratory en 

zymes (cytochrome c oxidase, F0F1-ATPase) were analyzed after 30 and 60 mim』tesof ischemia, and after 

30 minutes of recirculation following each ischemic period. Activities of respiratory functions and 

resipratory enzymes decreased progressively during ischemia, which recovered completely after recircula-

tion following 30 minutes of ischemia, while only partial recovery was observed after recirculation follow-

ing 60 minutes of ischemia. In phospholipid analyses, contents of phospholipid classes tended to decrease 

time-dependently during即 hemia,and compositions of polyunsaturated fatty acids (PUFA) such as 

arachidonic acid (20 : 4) and docosahexaenoic acid (22 : 6) were decreased preferentially. In recircula 

tion, phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), and cardiolipin (CL) showed recovery of 

contents of phospholipids and compositions of PUF A after recirculation following 30 minutes of ischemia, 

while further decrease of contents of phospholipids and compositions of PUFA were observed after recir-

culation following 60 minutes of ischemia, especially in CL. On the other hand, progressive degradation 

of phospholipids occurred after recirculation following both 30 and 60 minutes of ischemia in 

phosphatidylserine and phosphatidylinositol. Changes of m勾orphospholipid classes such as PC, PE, and 

CL correlated with the changes of mitochondrial respiratory functions and activities of respiratory en-

zymes. In conclusion, changes of mitochondrial membrane phospholipids appear to a仔ectthe integrity of 

cellular energy metabolism via mitochondrial dysfunction during cerebral ischemia and recirculation. 
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緒 語

ミトコンドリアは細胞のエネノレギ一代謝の中枢とな

る細胞内小器官であり，その膜内及び matrix内には，

TCA回路，電子伝達系，酸化的リ／酸化等の ATP産

生に関与する系が存在する．脳て、は循環血液により供

給される glucoseを唯一の呼吸基質として利用してお

り，虚血による血行の停止により，まもなく， ミトコ

ンドリアにおける ATP産生！i低下し，エ平ルギー依

存性の膜イオン輸送や生体膜の恒常性の維持が障害さ

れ，様々な虚血性細胞障害を来すI）.このようなエネ

ルギ一代謝の障害が持続すると様々な生化学的な系路

により細胞の機能障害が進行し，非可逆的損傷を来す

に至る37,38）.このような変化はミトコンドリアにも起

こる事が報告されており，虚血によるミトコンドリア

機能障害は細胞のエネルギ一代謝を増悪させ，虚血性

細胞障害の進行をもたらす事が知られて L、る

9, 10, 13, 1&-20,H) 

脳に：1多量の脂質成分が含まれ，その多くは リン脂

質から成る 生体膜はこれらリン脂質の二重層により

繕成されており，その恒常性は，膜の構造や機能の維

持に不可欠である．脳虚血によるエネルギ一代謝障害

は，膜リン脂質の崩嬢，細胞内遊離脂肪酸の培加を来

す事が知られており 3,7,H.!S, 1'. •ll•これらの変化は様々

な系を介して虚血性細胞障害に関与する37,38). ミトコ

ンドリアにおいてもこのような虚血に伴う膜リン脂質

分解が示唆されており27,28），虚血時，血流再開時のミ

トコンドり 7の膜リ ン脂質を検討する事は，虚血性細

胞障害の機構の解明の上で非常に重要であると思われ

る則的．しかし，これまで，虚血時，血流再開時の脳

ミト「ンドリア膜リン脂質の変化につレてはほとんど

検討されておらず， ミトコンドリア膜リン脂質代謝の

エネノレギー代謝における意義も十分明らかにされてい

ない．そこで本研究ではラット脳虚血及び血流再開モ

デルを用いてミトコンドりア膜のリ ン脂質量及び各リ

ン脂質の脂肪酸組成分析を行い， ：トコンド リアの呼

吸機能，呼吸酵素活性との関連性について検討し， ミ

トコンドりア膜りン脂質代謝の虚血性細胞障害におけ

る重要性の一端を明らかにする事を試みた

方 法

(A）虚血及び血流再開モデルの作製

体重350-400gのWistar系雄性ラァトに.pentobar-

bital 40 mg/kgにて腹腔内麻酔を行い，気管内婦管下

に，小動物用人工呼吸器で調節呼吸とした.Pulsinelli 

らのモデルに準じて33）仰臥位で頚部正中小切開を行

レ，両側総頚動脈を頚静脈，迷走神経より剥離露出し

た ついで動物を腹臥位にして後頭部正中小切開を行

レ，両側第一頚椎の alarforamenを露出し，針電極を

刺入して両側椎骨動脈を電気的に凝固遮断した後ただ

ちに仰臥位に戻し．両側総頚動脈を血管吻合用マイク

ロクリ ップで30分或は60分間血流遮断した．血流再開

群では各々の虚血時間の経過後クリアプを開放し30分

間の血流再開を行った．対照動物は同様の操作を加え

たが血行遮断を行わないものを用いた．

(B）脳 ミト コンドリアの単離

脳ミトコ ンドリアの単離は， Clarkらの方法に準じ

て行った勾．すなわち，虚血ないし血流再開終了後た

だちに断頭して30秒以内に前脳を摘出し，氷冷した

isolation medium (0.225 M mannitol, 0.075 M sucrose, 

1 mM  EGTA; pH 7.4）中で細かく切断した後，同僚の

isolation mediumで3回洗浄し血液等を可及的に除去

した．ついで alkalineproteinase 0.5 mg/ml (Toyobo), 

bovine serum albumin 2.5 mg/ml (BSA; Si伊 a,St. 

Louis, MO）を含む isolationmedium 10 mlを加え，

Dounce homogenizerにて用手的に4回homogenizeし

た． 1分間 incubateした後さらに BSA5.0 mg/mlを

含む isolationmedium 10 mlを加え 8回homogenizeし

fこー

homogenateは 2,200×g,4°Cにて 3分間遠沈して上

清を分取し沈澱を時olationmedium 20 mlで懸濁し

さらに同様に遠沈して上清を回収した これらの上清

を 12,100×g,4°Cにて 8分間違沈し沈澱を分取した．

沈澱を 3%Ficoll solution 10 ml (3% Ficoll, 0.12 M m血・

nitol, 0.03 M sucrose, 25 μM EDTA; pH 7.4）で懸濁L,

6% Ficoll solution 20 ml (6% Ficoll, 0.24 M mannitol, 

0.06 M sucrose, 50 μM EDTA; pH 7.4）上に層状に静置

し不連続密度勾配を作製した.10,400×g, 4°Cにて30

分間違沈した後，沈澱を isolationmedium 10 mlで懸

濁し 12,000xg,4°Cにて10分間遠沈して Ficollを洗浄

除去した後，沈澱を isolationmedium 500 μIにて懸濁

しミトコ ントリ ア懸濁液 （約 20mg/ml protein）を得

た．操作はいC の氷冷下に行いすべての溶液は氷冷

に保った． ミトコンドリ ア懸濁液 80μIを呼吸活性の

測定に供し，残りは分析まで－80°Cにて保存した．

(C）ミトコンドリア呼吸機能の測定

ミトコンドリアの呼吸機能は， Estabrook らの方法

に準じて行った的．すなわち， Clark型酸素電極（Han-
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satec, Norfolk, England）を用い，呼吸基質として 10

mM  glutamate+ 10 mM  malate或は 10mM  succinate 

を含む reactionmedium (160 mM  KC!, 10 mM  K2S04, 

0.15 mM  EGTA; pH 7.4) 980 μ1を 2s0cの恒温に保

ち， ミトコンドリア懸濁液 20μ1を加え State4呼吸刊

の酸素消費速度を測定した．ついて、 ADP200 nmolを

添加し State3呼吸引を開始させ，その酸素消費速度

を測定した． ミトコンドリアのタンパタ濃度は Lowry

らの方法26）により定量した

(D）ミトコンドリア呼吸酵素活性の測定

cytochrome c oxidase (EC 1. 9. 3 .1）の活性は Oriiらの

方法31）により cytochromecの酸化に伴う 550nmの吸

光度の変化として測定した．また， F0F1-ATPase (EC 

3.6. 7.3）活性の測定は Kagawaの方法23）に従って無機

リンの定量により行った.cytochrome c (Type III from 

horse heart）及び ATPは SigmaChemicalより購入し

た．

(E）リン脂質の抽出，分画及び定量

脂肪酸組成の分析は gas-liquidchromatographyを用

いて PC,PS, PI, PE, CLの各 リン脂質について行った．

TLC plateより掻き取った各リン脂質分画を Morrison

らの方法聞により l4% boron trifluoride-methanol (Ap-

plied Science Laboratory, Deer品eld,IL）を用いて

100°c, 40分間 d チノレ 化した後 gas-liquid 

chromatographyに供した.gas-liquid chromatography 

は ShimadzuGC-9A (Kyoto, Japan）にて行い， 10%

Silar lOC, 60-80 mesh Chromosorb W, N2 flow 60 

ml/min, 160-240°Cの条件を用いたl+,15）＿各脂肪酸は

同一条件下で測定した標準物質の相対保持時間と比較

し同定した

IGI統計検定

得られた結果はmean±SEMで表し，一次元分散分

析により検定しp<0.05を示したものを統計学的に有

意とした

結 果

保存した十ンプノレは Kates らの方法25）により 虚血時の変化

chloroform methanol (1 : 2, vol/vol) 25 mlを用いて (A) ミトコンドリア呼吸機能の変化

37°C で40分間抽出した．抽出された脂質を含む State 3呼吸の respiratoryrate (RR), respiratory con-

chloroform : methanolは 2M KCl+0.5 M EDTA 10 ml trol ratio (RCR）は呼吸基質が 10mM  glutamate+ 10 

にて除タンパク後 0.5M EDTA 20 mlにて洗浄し， mM  malate，或it10 mM  succinateのいずれにおいて

Sep-pak (silica cartridge）を用い chlorform,methanol各 も，虚血の進行に伴い， control に比し有意に低下し

20ml で中性脂質層，リン脂質層を分取した後，リン た.State 4呼吸の RRは 10mM  succinateで虚血60分

脂質層を減圧乾固し抗酸化剤として 0.001% butylated 後に有意に低下したが. 10 mM  glutamate+ 10 mM  

hydroxytoluene (BHT）を含む chlorform5 mlに溶解し malateでは変化を認めなかった また.ADP/O はい

-80°Cで保存した． ずれの呼吸基質においても有意の変化は認められなか

リン脂質は Takamura らの方法により叫 two-step った （Table1). 

single-dimentional thin layer chromatography (TLC）に <Bl ミトコンドリア呼吸酵素活性の変化

て各リン脂質種に分画した．すなわち， リン脂質の cytochrome c oxidaseの活性は，虚血の進行に伴い，

chlorform溶液を TLCplate (Merck, Darmstadt, FRG; control tこ比し虚血30分後で81%，虚血60分後で61%

No. 11845）にspotし，chloroform: me白血ol: acetone : acetic に低下し有意の変化を認めた．また， F0F,-ATPaseに

acid water ( 100 : 50 100・4 10, vol/vol; 0.001% おいても， control に比し虚血30分後， 虚血60分後で

BHT）にて展開して40分間減圧乾燥後， chloroform: 各々75%, 49%と有意に低下した（Table2). 

methanol ’acetic acid water (180: 150 30 10, (Cl リン脂質量の変化

vol/vol; 0.001% BHT）にて同一方向に再び展開した F 各リン脂質共，虚血の進行に伴レ， control に比し

phosphatidylcholine (PC), phosphatidylserine (PS), リン脂質量が減少する傾向を示した． ただし統計学的

phosphatidylinositol (PI), phosphatidylethanolamine には有意の変化に至らなかった（Table3, Figure 1). 

(PE), cardiolipin (CL）の各リン脂質をヨウ素蒸気中で (Dl脂肪酸組成の変化

標準リン脂質の plateと比較し同定した 各リン脂質 各リン脂質共，虚血の進行に伴い．アラキドン酸

分画を掻き取り Bartlettの方法2）にてリンの定量を行 (20 4). ドコサヘキサエン酸（22:6）等の多価不飽

った． 和脂肪酸の減少の傾向を認めた．なかでも PI, PE, 

(F）脂肪酸組成の分析 CL等の本来これらの多価不飽和脂肪酸の組成比の高
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いリン脂質においてこの傾向が明らかであった．また，

飽和及び一価不飽和脂肪酸と多価不飽和脂肪酸の各々

の総和の組成比でも同様の傾向が見られ， PI,PE. CL 

では，多価不飽和脂肪酸組成比の有意の減少及び相対

的な飽和及び一価不飽和脂肪酸組成比の増加（虚血30

分後 PE, CL，虚血60分後： PI, PE, CL）を認めた

(Table 4, Fi伊 re2). 

血流再開時の変化

(Al ミトコンドリア呼吸機能の変化

虚血30分後血流再開では 10mM  glutamate+ 10 mM  

malate, 10 mM  succinateのレずれの呼吸基質において

も虚血により低下した RR及び RCRは十分に回復し

ていた．特に， 10mM  glutamate+ 10 mM  malateでは，

control に比し126%と有意の活性の充進を示してい

た．これに対し虚血60分後血流再開ではいずれの基質

でも回復が不十分で， 10mM  glutamate+ 10 mM  

malateでは， controlは比し60.4%に留まったーまた，

10 mM  succinateで‘は虚血60分後血流再開で、 State4呼

吸の有意の上昇が認められた（Table1). 

(B) ミトコンドリア呼吸酵素活性の変化

cytochrome c oxidase活性は虚血30分後血流再開で

は controlと同程度まで回復してし、た．しかし，虚血

60分後血流再開では controlの78%と回復が十分でな

かった F0F,-ATPaseも虚血30分後血流再開，虚血60

分後血流再開で各々 controlの115%,51%と同様の傾

向を示し，虚血30分後血流再開では controlよりもや

や充進の傾向を示したのに対し虚血60分後血流再開で

はほとんど回復しなかった（Table2). 

(C）リン脂質量の変化

PC, PE, CLて‘は虚血30分後血流再開で虚血のみの

Table 1 Mitochondrial respiration in Rat Brain during lschemia and Recirculat10n 

Control 
30mm 

(Substrate: 10 mM  glutamate+ 10 mM  malate) 

RR State 3’ 278± 17 188± 13' 

State 4* 36主 3 38± 3 

RCR 

ADP/O 

7.7±0.2 

3.3±0.2 

(Substrate: 10 mM  succinate) 

RR State 3本 230± 9 

RCR 

ADP/O 

State 4* 74± 3 

3.1±0.1 

2.3±0.1 

Values are mean±SEM, n=4-5 

4.9±0.t• 

3.0±0.l 

229土 11

76± 2 

2.8±0.l 

2.1±0.1 

Ischem1a 

RR: respiratorγrate, RCR: respiratorγcontrol ratio 

• natom 0・mm1・mgprotein 1 

60mm 

114± 6' 

37± 3 

3.2±0.3' 

3.2±0.2 

112± 7• 

51 ± 2・ 

2.2±0.l' 

2.1±0.l 

• p<0.05 different from control, b p<0.05 diff.引でntfrom ischemia only 

Recirculation for 30 mm 

After 30 mm  After 60min 

350± so•.b 168土 II' 

45土 5 45± 2 

7.6±0.3b 3.8±0.4' 

3.4±0.1 2.9±0.1 

238± 23 222± JOb 

80土 3 83± 3•,b 

2.9±0.2 2.7±0.l"' 

2.5±0.2 2.2±0.1 

Table 2 Changes in Activities of Mitochondrial Respiratory Enzymes in Rat Brain during 
lschemia and Recirculation 

Control 

Cytochrome c oxidase* 6.7± 0.4 

F。F1-ATPase** 326.3±17.9 

Values are mean±SEM; n＝←5 

Ischem1a 

30mm 60 min 

4.1±0.6• 5.4± 0.2• 

243.2±25.9• 160.9±7.4' 

• 10-2・sec-1・mgprotein-1，吋 Pinmol・mm－•・mg protein-I 

• p<0.05 different from control, b p<0.05 di仔erent仕omischemia only 

Recirculation for 30 min 

After 30 min After 60 min 

6.6±0.Sh 5.2± 0.2"b 

374.8± 1.4 165.0土13.8'・'
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Table 3 Contents of恥自tochondrialPhospholipids in Rat Brain during Ischemia and Re口氏ulat1on

Ischemia Recirculation for 30 min 
Control 

30min 60min After 30 min After 60 min 

PC 160.3± 9.5 142.3±7.8 142.0±3.4 153.1±7. 7 109.9± 8.7•,b 
PS 37.2± 7.5 31.8± 1.2 25.4±4.0 25.8±2.8 25.6± 4.2 
PI 11.2± 2.3 7.8±0.1 6.7±1.9 6.2±0.7 4.3± 1.0・
PE 179. 7± 11.1 155.7±2.2 155.4± 1.1 175.5 ±9.2 124.8±16.3・
CL 20.2± 2.6 14.7±0.7 14.4±1.2 20.0±2.6 9.1 ± 1.0• 

Values are mean土SEM,expressed as nmol・mg protein-•, n＝←5 
PC: phosphatidylcholine, PS: phosphatidylserine, PI: phosphatidylinositol, PE: phosphatidylethanolamine, CL: 
cardiolipin 

• p< 0.05 different仕omcontrol, b pく0.05different合omischemia only 

群に比しリン脂質量の回復の傾向が見られたのに対 リン脂質量が減少しており回復の傾向は認められず，

し，虚血60分後血流再開では回復が見られずリ ン脂質 虚血60分後血流再開ではり ン脂質量の減少がより進行

量の減少が虚血のみの群よりさらに進行していた． してレた（Table3, Figure 1）・

PS, PIでは虚血30分後血流再開でも虚血のみの群より lOJ脂肪酸組成の変化
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Table 4 Fatty Acid Compositions of Mitochondrial Phospholipids during Ischemia and Recirculation 

Phosphatidylcholine 

16 0 

18: 0 

18・1
18: 2 

18’3 
20 4 

22 4 

22・6
others 

SA+MU 

PU 

Phosphatidylserine 

16 0 

18: 0 

18: l 

18: 2 

18: 3 

20 4 

22: 4 

22・6
others 

SA+MU 

PU 

Phosphatidylinositol 

16・0
18: 0 

18: 1 

18: 2 

18: 3 

20’4 

22 4 

22: 6 

others 

SA+MU 

PU 

Control 

41.3 ± 0.6 

13.9±0.1 

27.8±0.l 

1.1 ±0.l 

0.8±0.0 

8.6±0.3 

0.8±0.0 

5.4±0.2 

0.4±0.l 

83.0±0.5 

16.7±0.5 

2.7±0.4 

41.6± 1.4 

15.8±1.1 

0.1±0.1 

0.5±0.l 

4.7±0.3 

3.2±0.3 

28.3±1.8 

3.1 ±0.3 

60.1±2.4 

36.8±2.3 

8.8±0.7 

29.l ± 1.1 

5.0±0.3 

1.2±0.2 

0.1：土0.1

41.7±1.2 

1.7±0.1 

5.3±0.6 

7.1±1.1 

42.9±0.8 

50.0±0.6 

Ischemia 

30min 

40.5±1.0 

14.7±0.2・ 

29.3±0.4 

0.6±0.2 

1.0±0.0 

8.1±0.6 

0.6±0.1 

4.8±0.5 

0.4±0.2 

84.5±0.9 

15.1±1.0 

2.0±0.1 

47.1±0. 7• 

17.8±1.0 

0.0土0.0

0.3±0.2 

3.7±0.1 

2.6±0.1 

26.3± 1.2 

0.2±0.l 

67.0±1.7 

32.9± 1.6 

7.0±0.l 

32.7±0.5 

5.0±0.l 

0.5±0.l 

0.1±0.1 

43.5±0.7 

1.8±0.2 

5.6±0.1 

4.1±0.2 

44.6±0.6 

51.3土0.7

60 min 

41.6±0.5 

14.1±0.l 

28.7±0.4 

1.0土0.l

1.0±0. l 

7.6土0.4

0.6±0.0 

4.4±0.2 

1.0±0.4 

84.4±0.5 

14.6±0.7 

2.9士0.2

43.3±0.5 

19.9±0.7 

0.1 ±0.0 

0.8±0.0 

4.8±0.5 

2.5±0.l 

23.1±0.4 

2.6±0.7 

66.2土0.8

31.2±0.5 

9.1±0.8 

32.4±0.9 

5.1±0.l 

0.6±0 3 

0.1土0.1

35.8± 1.6' 

2.7±0.5 

7.5±0.9 

6.6± 1.0 

46.7±0.3• 

46.8土0.9•

Recirculation for 30 min 

After 30 mm  

38.4±0. 7• 

13.6±0.4b 

27.7±0.6 

1.3±0.2 

1.1土0.3

9.6±0.Jb 

0.7±0.l 

5.9±0.2 

1.1±1.2 

79.8± 1.4•,b 

18.6土0.2b

3.8±0.4•,b 

43.9± 1.3 

17.0±0.8 

0.2±0.1 

0.3±0.3 

4.0土0.2

2.8±0.2 

27.0±2.3 

1.0±0.6 

64. 7± 1.7 

34.3土1.8

9.5± 1.0 

26.6±2.lb 

4.9±0.2 

0.8±0.2 

0.1土0.0

41.0± 1.1 

2.3±0.4 

6.9±0.6 

8.0± 1.2 

41.0± J.Sb 

51.0±0.6 

After 60 min 

43.3±0.9 

14.8±0.2・・b 

27.8±0.3 

0.5土0.2

0.9±0.1 

7.0±0.6' 

0.5±0.3 

4.4±0.4 

0.6±0.2 

85.9± 1.3' 

13.5±1. ia 

2.7±0.2 

47 .9± J. 7a,b 

16.1±0.8 

0.0±0.0 

0.1±0.1 

3.7±0.2 

3.6土0.4

22.4± 1.2 

3.5±0.9 

66.7±1.9 

29.8± 1.6 

11.7±1.9 

34.0± J.4• 

6.0±0.4a,b 

0.3±0.l 

0.2±0.l 

32.0± 1.8' 

1.7±0.4 

5.1±0.5 

9.0± 1.0 

51.7±2.0•.b 

39.3±2.Ja・b 

(continued) 



34 日外宝第59巻第1号（平成2年 1月）

Ischemia Recirculation for 30 min 
Control 

30 min 60min After 30 min After 60 min 

Phosphatidylethanolamine 

16: （〕 10.2±1.3 11.5±1.l 10.4±0.8 7.1±0.5 11.5± 1.3 

18: 0 28.2±0.8 28.8±0.1 29.1 ±0.5 30目4±0.6• 32.1 ±0.9 .. b 

18: I 12.6±0.2 14.2± 1.4 16.6±0.7 15.7±0.6 14.6± I.I 

18・2 0.1±0.0 0.1 ±0.0 0.0土0.0 0.0±0.0 1.4± 1.0 

18 3 1.1±0.l 1.1 ±0.l 1.4±0.l 1.0±0.1 I.I ±0.0 

20・4 16.3±0.6 14. 7 ±0.2' 13.9土0.3' 16.6±0.4b 12.8±0.2' 

22: 4 5.9±0.l 5.4±0.2 5.3±0.1 5.4±0.3 5.1±0.1 

22: 6 24.3±0.9 22.9±0.l 22.4±0.7・ 23目4±0.7 19.8±0. 7 .. b 

others 1.4±0.5 1.3±0.6 0.9±0.2 0.3±0.2 1.4±0.2 
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－ー－－圃－－ー・－・F－－－－ーーー－－－－－－－－－－ーーーー・ーーーーーーーーーーーーーー－－－－－－－－－－－－ーーーーーーー－・’ーーー ー．- －－－－－ー・ーーー．

SA＋恥rn
PU 

Cardiolipin 

16 0 

18 0 

18: I 

18: 2 

18: 3 

20; 4 

22: 4 

22: 6 

others 

SA+MU 

PU 

51.0± 1.6 

47.6± 1.5 

8.0±0.I 

7.9±0.4 

28.1 ±0.8 

6.5±0.6 

0.6±0.l 

15.0±0.6 

2.3±0.2 

15.2±0.8 

16.4± 1.0 

44.0±1.l 

39.6± 1.0 

54.5±0.7' 

44.2土0.4・

10.0± 1.6 

8.5± 1.0 

32.2士1.9'

4 7±0.l' 

0.5±0.2 

13. l ±0.5' 

2.9±0.2 

13.5±0.5 

14.6± 1.4 

50.7±1.2' 

33.5±1.l' 

Values are mean±SEM, expressed as% (wt/wt), n＝←5 

56.1 ±0.9' 

43.0± 1.0' 

7.8±0.1 

8.9±0.l 

34.9±0.l' 

5.2±0.6 

0.7±0.0 

11.6±0.7' 

2.2±0.3 

14.7±1.2 

14.0± 1.8 

51.7±0.2• 

35.6土I.7• 

53.2± 1.2 

46.5±1.1 

6.4±0.2b 

11 . I ± I . O•,b 

30.8±0.1 

5.4±0.5 

0.6±0.0 

16.6土0.7b

2. 7 ±0.2 

17.0±0.lb 

9.5±0.3 

48.2± 1.J• 

42.3± I.Ob 

58.3±0.4• 

40.3土0.5•

l4.7±0.8"b 

13.3±0.5•,b 

40.8±1.2•,b 

1.4±0.4•-b 

l.5±0.8 

2 . 8土0. 4•.b

2.3士0.2

5.4±0.5•.b 

17.8±2.5 

68. 8 ± J.3•.b 

13.4土1.2日

SA+ MU: saturated and monounsaturated fatty a口ds,PU; polyunsaturated fatty acids 
• p< 0.05 different from control, b Pく0.05different仕omischemia only 

虚血30分後血流再開では虚血のみの群に比し多価不

飽和脂肪酸組成比は上昇し， control 近くま で回復

(PS, PI, PE）ないしややこれを上回る（PC,CL）傾向を

示 した これに対し虚血60分後血流再開では 20:4 

(PC, PI, PE, CL）及び 22 6 (PE, CL）の組成比が con”

trolに比し或は虚血のみの群に比し有意に低下してお

り， 各リン脂質で多価不飽和脂肪酸組成比の低下が見

られた．特に， CL て・11多価不飽和脂肪酸組成比が

control 39.6%，虚血60分35.6%に対し虚血60分後血流

再開では13496'と著しい低下を示した（Table4, Figure 

2). 

考察

(Al実験モデノレ

本実験では虚血及び血流再開モデ ルと して

Pulsinelli らの考案した頭蓋外主幹動脈遮断モテソレに

準じた方法を用いた33）＿後藤15), Toddら<I）によると

本法により主幹動脈閉塞時の前脳の脳血流量は 10

ml/100 g/min以下となる事が知られている．このよう

な著しい脳血流の低下によ り脳ではエネノレギ一代謝の

破綻によ り電気生理学的活動の停止はもと より細胞を

取り巻くイオ ン環境の変化をはじめ様々な系路による

虚血性変化を来すり．また，虚血後血流再開では脳血

流量は一過性の相加（postischemichyperemia）の後次
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第に低下傾向（delayedhypoperfusion）を来す事が知ら

れているが，本実験で行った虚血30分後血流再開及び

虚血60分後血流再開では血流再開中いずれも control

と同程度ないしこれ以上の脳血流量が保たれている事

が実験的に確かめられている．また，この際血圧，血

液ガス分析等の生理的変動は有意差を示さない事が知

られており，本法は虚血及び血流再開モテりレとして妥

当かつ有用な方法と考えられる 15,tl),

(B）ミ トコンドリア呼吸機能の変化

虚血及び血流再開時の脳ミトコンドリア機能の変化

に関しては多くの報告がある Ozawa ら32）はラ ット

脳虚血早期のミトコンドリア呼吸機能の変化を検討

しミトコントリア機能障害の虚血性細胞障害ないし

虚血性脳浮腫の招来における重要性を示した．その後

Clarkら5）は Ficollによる不連続密度勾配を用レて呼

吸活性の高度に維持されたミトコンドリアの単離法を

報告した.Ginsberg ら13）はこの方法を用いて gerbil

の30分から120分の脳虚血における ミトコンドリア呼

吸の経時的な機能低下を報告している．また，

Hilleredら16-20）は oxygenradi臼 l，細胞内 pH,CaH 

homeostasis，細胞内遊離脂肪酸等が脳虚血時のミト

コンドリア機能障害と関連している事を明らかにし

た．本実験でも，虚血の進行に伴い， ミトコンドリア

の呼吸機能の経時的な低下を認め，その程度はこれま

での諸家の報告とほぼ一致した

血流再開時のミトコンドリア呼吸機能の可逆性につ

いて， Renchrona ら3＜）はラ ノトで30分間の完全及び

不完全脳虚血後30分間の血流再開を行レ，完全虚血後

の血流再開ではミトコンド リア機能の回復を認めたの

に対し，不完全虚血後の血流再開ではミトコンドリア

機能低下の増悪する事を観察した．不完全虚血時には

残存する血行により進行する嫌気代謝に伴う lactic 

acidosisや oxygenradicalの産生等により，虚血後血

流再開時のエネノレギ一代謝の回復の態様が完全虚血と

異る事が知られているが，本実験のように完全虚血の

場合，ラ ツト脳ミトコンドリア機能の可逆性の境界と

なる虚血時間は30分前1愛で、ある事が知られてL、る

則

コンドリア機能は虚血前と同レベルに回復したのに対

しI童血60分f愛血流再開では回復が不十分て、あり，従来

の報告と同様の傾向を示した．ただし， lOmM

glutamate+ 10 mM  malateを基質とした場合，虚血30

分後血流再開では controlよりむしろ呼吸活性の充進

を認めており，虚血後血流再開における代償的な呼吸

機能の元進を示している可能性がある．この点につい

ては従来報告されておらず今後の検討を要すると思わ

れる．また， 10mM  succinateを基質とした場合，虚

血60分後血流再開で State4呼吸の酸素消費速度の若

干の上昇傾向が見られたが， State4呼吸の充進は従

来より高度のミトコンドリア内膜の障害による per-

miability の冗進に伴う電解質の逸脱を示すものとさ

れており9），この点からも虚血60分後血流再開時にミ

トコ ンドリア膜の崩穣が遂行している事が示唆され

る．これらの点を含め呼吸基質の違いにより鹿血ない

し血流再開時の呼吸活性に若干の相違を認めるが，こ

の理由として glutamate十malate及びsuccinateがそれ

ぞれ NAD-linkedないし FAD-linkedの基質であり電

子伝達系への entrypointが異る事，虚血ないし血流

再開時の作用が電子伝達系の部位により異る事等の影

響が考慮されている17),

<Cl iトコンドリ ア呼吸酵素活性の変化

cytochrome c oxidase, F0F1-ATPaseは各々 ミトヨン

ドリア内膜に存在する電子伝達系，酸化的リ ン酸化の

呼吸酵素である．各酵素とも虚血の進行と共に活性が

低下し．虚血30分後血流再開では十分な活性の回復が

認められたのに対し虚血60分後血流再開では回復が十

分でなく，これらの酵素活性の変化が呼吸機能の変化

に反映されたものと考えられる．酵素活性の変化は後

述のように膜リン脂質組成の変化との相関方‘示唆され

ているが，虚血に伴う protease反応の活性化による醇

素量自体の減少も否定する事はできず今後の検討を要

する．

(0）ミトコンドリア膜リン脂質ー虚血時の変化につ

いて

虚血時の脳内の膜リン脂質の変化についてはBazan'>

による細胞内遊離脂肪酸増加の報告以来，脳

homogenate のレベルでは多くの報告がある Ren-

chrona ら均 はラッ ト完全及び不完全脳虚血におし、て

虚血30分ではリ ン脂質量及び組成に有意の変化が見ら

れなかったとしている． 一方， Yoshidaら叫は gerbil

の30分虚血で PCに4%,PEに16%の減少を認め，

Enseleitら7）も gerbilの15から240分の虚血で PC,PS, 

PI，及び PEに減少が見られたと報告している．また，

Gotoら川も，ラ ットの 5から60分虚血における PC

の漸減，及び PEの虚血早期からの急減を報告してい

る．これらの報告を含めて，脳虚血中，脳内膜リ ン脂

質の分解が起こる事が認められており，遊離脂肪酸や

リン脂質組成の検討によ りphospholipaseA，の関与す
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る事が知られている6,H,15,37,38）.しかし，脳ミ トコン

ドリア膜のリン脂質の変化についてはこれまで報告が

散見されるに過ぎず27,28）余り検討されていなかった

他臓器ではミト コンドリア膜リン脂質の変化につい

ていくつかの報告があり， Smithら39）はラット腎虚血

において虚血早期より CLの減少が見られ，虚血の進

行と共に PC,PEも引き続いて減少する事を報告して

いる また，総リ ン脂質の脂肪酸組成て、リノール酸

(18 2）及びアラキドン酸（20・4）が選択的に減少

している事を示し， CLの選択的な減少と併せてミト

コンドリア膜リン脂質の分解に虚血による細胞内ca>+

の上昇によるミトコンドリア内 phospholipaseh の活

性化が関与しているとした Okayasu ら30） もラッ ト

肝虚血で CLの選択的な減少を認め，脂肪酸組成の変

化より，同様にミ トコンドリア内 phospholipaseA2の

関与を示唆している．また， Kajiyamaら2＋）は犬心筋

の60分虚血において CL及び PCの減少を認め，その

原因として脂肪酸組成， glutathioneのredoxstate等の

分析をもとに， phospholipaseんの活性化及び lipid

peroxidationの関与を報告している．

脳では， M勾ewskaら27,28）が guineapigの5分虚血

後に PC及び PEが減少し同時にミトコン ドリ ア分画

で遊離脂肪酸及び脂質過酸化の代謝産物である

malonyld凶dehyde が増加したと報告し，他臓器での

検討と同様にミトコンドリア膜リ ン脂質分解の要因と

して phospholipaseh の活性化或は lipidperoxidation 

の関与を挙げている．しかし．虚血時聞が短く脂肪酸

組成の検討もされておらす， リン脂質分解の機織は十

分明らかにされてL、なレ．

本実験て’は虚血の進行に伴い，統計学的には有意に

至らなかったものの各リン脂質種共減少の傾向を示し

ている．また，虚血の進行に伴い各リン脂質で20:4, 

22 6等の多価不飽和脂肪酸組成比が低下し相対的に

飽和及び一価不飽和脂肪酸組成比の上昇を認めた事

は， リン脂質分解の過程で C・2位の脂肪酸側鎖がよ

り切り出された事を示しており，虚血時の脳ミトコ ン

ドリア膜リン脂質の分解に phospholipaseA2の関与し

ている可能性を強く示唆してレる この傾向は本来多

価不飽和脂肪酸組成比の高い PI,PE, CLで有意に認

められ，これらのリ ン脂質が不飽和度の低い PC,PS 

に比しより phospholipaseA2の脱アシル作用を受けや

すいものと恩われる．

(EJ ミトコンドリア膜リン脂質一血流再開時の変化

について

血流再開時の膜リン脂質の変化については虚血中の

変化に比し脳 homogenateのレベルでも未だ諸家の一

致を見ていない.Renchrona ら35）はラット不完全虚

血30分後30分間の血流再開で， PI+PSの fractionで

わずかに減少を認め， Yoshidaら聞は gerbilの30分虚

血で血流再開後30分以降 PEが漸減していくのに対し

PCは変化しなかったと報告している 一方， Enseleit

ら7）は gerbilの60分虚血後の血流再開て・， PC, Pl, PE 

等において再開後60分で control或はそれ以上のレベ

ルに増加し120分後に再度 controlないしそれ以下に減

少したのに対し， PSでは再開後60分で減少し120分後

で回復傾向を示したと報告した．また，後藤15）はラ

ットにおいて30分虚血後30分から120分の血流再開で，

再開後 PC,PEとも虚血直後よりさらに減少を続け．

120分後に PCにおいてわずかな回復傾向を認めてい

る．このよ うに血流再開時の膜リン脂質の変化は虚血

直後に比し回復するとする報告や減少するとする報告

が混在し， 未たこれらの変化の機構も含め不明な点が

多い．さらに，血流再開時の脳ミ トコンドリア膜リ ン

脂質の変化に関しては未だ検討されていない． 他臓器

では， Kajiyamaら叫が犬心筋60分虚血後20分間の血

流再開で PC及び PEが虚血直後に比し低下を続け，

ca>+ antagonist の投与でこの変化が緩和された事を

報告してレる．

本実験では PC,PE, CLにおいて， 虚血30分後血流

再開により，虚血後低下していたリン脂質量及び多価

不飽和脂肪酸組成比の回復を認めている．一方，虚血

60分後血流再開ではこれらのリ ン脂質は虚血直後に比

しさらに減少し多価不飽和脂肪酸組成比の低下を認め，

phospholi pase んによるリ ン脂質分解の進行が示唆き

れる．これらの変化は特に CLにおレて著明に認めら

れているが， CLはミトコ ンドリア内膜の内層に多〈

存在し細胞質内の phospholipasehは作用されにくい

事が知られている12)' ミトコンドリアは小胞体と共に

細胞内の Ca>+sequestrationを行う機能を有しており，

血流再開により虚血中に細胞内に増加した Caaが流

入しリン殿塩として matrix内に蓄積される．虚血60

分後血流再開時の膜リン脂質分解の要因として，虚血

中に増加した細胞内 Ca＞＋の過大な流入，或は虚血の

進行に伴レミトコンドリアの ca＞＋ 代謝障害が起こ り

“Ca>+ overload”の状態となって9,10,36）ミトコ ンドリ ア

内の phospholipaseA，が活性化され， CLがより選択

的に分解された事が推測される39），この点については

今後虚血及び血流再開時の細胞内或はミトコンドリア

可
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内の CaH代謝， phospholipaseA2活性等の検討が必

要と考えられる．

一方， PS,PIでは虚血30分後， 60分後血流再開共，

リン脂質量，多価不飽和脂肪酸組成比の低下を示して

いる． リン脂質種により変化の態様，程度に差異を生

じた理由は不明であるが， phospholipaseh に対する

各リ ン脂質の基質特異性の違い， ミトヲ ンドリア膜の

内膜，外膜間，或は膜の内層，外層間での各リ ン脂質

の分布の違い等による phospholipaseA2の accessibility

の相違等が関与している可能性がある 12,39）. また，

lipid peroxidationについては本実験の結果からその関

与を否定できないが，むしろ虚血後数時間ないし数日

後の delayedischemic phaseで作用するとの報告もあ

り叫）今後検討を要する．

(Fl ミトコ ンドリア膜リン脂質の変化と呼吸機能，

呼吸酵素活性の関連について

ミトコ ンドリアでは他の生体膜と問機，膜脂質と膜

醇素との関連が知られており，膜脂質組成の変化は膜

の構造や機能と密接に関連している12J. cytochrome c 

oxidaseはその活性の発現に CLを必須としており，

CL量と酵素活性の相関が知られてレるII,12）. また， F

0F,-ATPase も同様に CLを要求する酵素であり，さ

らに膜リ ン脂質の不飽和度がその活性と関連する事が

実験的に確かめられている 12,22,23）.これらの点より膜

リン脂質の変化，とりわけ CLの変化がミトコンドリ

アの呼吸酵素活性を介して虚血中，虚血後血流再開時

のミ トコンドリア機能に影響を与えたと考えられる

虚血30分後血流再開では呼吸機能，呼吸酵素活性及び

膜リ ン脂質の回復が見られ虚血によるエネルギ一代謝

障害は可逆的であった．これに対し虚血60分後血流再

開では呼吸機能や呼吸酵素活性の回復は十分でな く膜

リン脂質の分解が進行していた．虚血の進行によりミ

トコ ンドリアはその機能障害と膜リン脂質崩壊の悪循

環を繰り返しながら次第に不可逆的な変化を来すに至

るものと思われる．このように虚血後血流再開時のエ

ネルギー代謝の可逆性はミトコンドリア機能とミトコ

ンドリア膜リ ン脂質代謝の密接な相関の影響を受けて

おり， ミトコ ンドリア膜リ ン脂質代謝の虚血時，血流

再開時のエネルギ一代謝における重要性が示唆され

た．

結 論

脳虚血，及び虚血後血流再開におけるミトコンドリ

ア膜リ ン脂質の変化を明らかにした． ミトコ ンドリア

膜リン脂質の変化は ミトコ ンドリア機能を介して細胞

のエネノレギ一代謝と関連し，虚血性細胞障害の可J監件

に強〈関与する事が示唆された

本稿を終えるにあたり，御指導．御校聞を賜わりました京
都大学脳神経外科教授，菊池晴彦先生に深甚の謝意を点ずる
と共に， 終始，御指導，御協力を賜わった京都大学食糧科学
研究所教授，鬼頭誠先生．並びに研究室諸兄，国立循環器
病セ Y ター脳神経外科部長，米川泰弘先生 （京都大学脳神経
外科元助教授），京都大学脳神経外科講師，滝和郎先生に
深く感謝致します．
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