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To verify the lipid peroxidation in the focal cerebral ischemia, the levels of α －tocopherol, 

ubiquinone and ascorbate were measured in the ischemic center in rats. The former two wer巴

endogeneous lipid soluble antioxidants and the last was a water soluble antioxidant.α 

-Tocopherol, reduced ubiquinone-9 and -10, and reduced ascorbate decreased to 79；＝ふ 73弘

66弘 and7696 0. 5 hour after ischemia, respectively.α －Tocopherol decreased to 63箔 6hours 

after ischemia, and then reached a plateau, while reduced ubiquinones and reduced ascorbate 

declined further to 16% and 10箔 12hours after ischemia, respectively, and then reached 

plateau levels. These results suggest their functional and durational differences as antioxidants 

against lipid peroxidation in this ischemic model. Although the reciprocal increase in oxidized 

ubiquinones during ischemia was not observed, that in oxidized ascorbate was noted. The 

complementary antioxidant system between cytoplasmic and membranous components, the 

combination α －tocopherol/ascorbate, was estimated from the calculated consumption ratio of 

these antioxidants, assuming that the loss of these reduced antioxidants is due to neutralization 

of free radicals. This system was suggested to play an important role in an early ischemic 

period. U rate also marlαdly increas巴dduring ischemia. Therefore, xanthine oxidase activity 

was measured in rats both in normal brain and in ischemic brain induced by four-vessel 

occlusion method. In the control rat, the enzyme activity was 0. 87土0.13 nmol/ g wet brain/min 

at 25。C(mean土 S.Dぷ 92.4箔 wasassociated with the N AD-dependent dehydrogenase form 

and only 7. 6箔 withthe oxygen-dependent superoxide-producing oxidase form. However, th巴
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ratio of the latter form increased to 43. 7勿 after0. 5 hour of global ischemia despite the same 

level in total xanthine oxidase activity. This result suggests the involvement of the oxygen 

free radicals generated from the xanthine oxidase pathway in the pathogenesis of the ischemic 

injury of the rat brain. 

はじめに

脳虚血における細胞障害の原因のひとつにフリーラ

ジカルによる脂質過酸化反応が知られている山凶．フ

リーラジカJレによる障害は自動酸化反応や酵素反応に

より生成されるスーパーオキサイドなどにより引き起

乙されるが，脂質は過酸化を受けやすくかっ脳lとは多

量に存在するためへ これらの活性酸素種の急増は脳

lζ多大な悪影響を及ぼす フリーラジカJレによる組織

障害を阻止するために生体内には酵素的消去と抗酸化

物質という二つの機序が存在する．しかしながら，乙

れらの防御機序が障害されたり，フリーラジカルが

とれらの防御機序能力を上回って産生されたりするな

ら，フリーラジカル発生による脂質過酸化反応は極め

て重要な意義を持つようになる仙．現在まで虚血脳の

脂質過酸化反応については多種多様の報告がなされた

が9,i4,33’ベ，いまだ一定の見解が得られていないのが

現状である．

スーノfーオキサイドなどの活性酸素種の生成源とし

て，以前よりキサンチンオキシダーゼが注目されてい

た． との酵素はハイポキサンチンからキサンチンへ

ついでキサンチンから尿酸への転換を媒介し，生体内

では NAD-dependent dehydrogenase (type-D）およ

び Oxygen-dependentsuperoxide-producing oxidase 

(type-0）の二型で組織中に存在するととが知られ11"
通常の生理的条件下では前者が優勢である．この酵素

は脳においては存在しないかあっても非常にわずかで

あるとされあ品釦，フリーランカJレIC起因する虚血性脳

障害への関与についてほとんど注意は払われなかった．

本研究では脂質過酸化については虚血モデノレにラッ

トー側中大脳動脈閉塞モテ）レを用い，その虚血中心部

の大脳皮質についての細胞質および細胞膜成分の変化

ならびに相互関係を明らかlとする目的で脂溶性抗酸化

物質（α トコフェローJv，よビキノン）と水溶性抗酸

化物質（アスコノレビ、ン酸）の両者を検討した．またラ

ット脳のキサンチンオキシダーゼの変化については全

脳虚血モテソレを用い，NAD-dependent dehydrogenase 

(type-I>）と Oxygendependent superoxide-producing 

oxidase (type-0）の関係および虚血脳障害におけると

の酵素の関与について検討した．

(A) 脂質過酸化に関する研究

実験材料および実験方法

(1)実験動物

実験動物は体重 350-450gの雄ウイスター系ラ yト

を用いた．ラットICpentobarbital (50 mg/kg）を腹腔

内に注入し麻酔を導入した後，右側臥位で実験用手術

台に固定した．左眼寓外側部と左外耳孔の中央に約

2cmの皮切を設け，側頭筋を頭蓋骨より反転し下側頭

寓を露出させ， 5×4mmの小孔を歯科用ドリルを用い

作製した．次に硬膜を十字に切開し左中大脳動脈を露

出させ，その頚動脈からの起始部より下大脳静脈との

交叉部まで電気凝固し，さらに再開通を避けるため切

断するととで中大脳動脈を閉塞した＂その後，軟部組

織を戻し皮膚を縫合し，麻酔から覚醒後ケージに戻し

た．一定時間経過後，ラットを pentobarbital腹腔内

投与にて再び麻酔導入し， pancuroniumbromideを

腹腔内投与し非動化させた．同時に気管切開を施行し

人工呼吸器に接続した．また，一側大腿動脈lζカニュ

レーションを施行し血圧測定および動脈血ガス分析に

用いた．なお，動脈ガスは p02が lOOmmHg以上

で pC02が 3540 mm Hgの範囲内を保つようにし，

体温は 37℃前後を維持させるようにした．ラットは

中大脳動脈閉塞後，O(shamoperation group), 0. 5, 1. 5, 

3, 6, 12 および24時間後に液体窒素を用い insitu 

freezingを施行した．各実験群は5匹のラットよりな

る．脳は－30。Cのクライオスタヴト内で取り出し液

体窒素中に保存した．

(2）組織サンプルの準備

-30。Cのクライオスタット内で線条体レベルでの

中大脳動脈領域の大脳皮質約 50-75mgを病変側およ

び非病変側の両方から採取した．虚血中心のサンプリ

ングに際しては NADH後光の変化を指標lと用いた山．

(3）分析方法

町一トコフェローJレおよびユピキノン

両者とも HPLC(high performance liquidchro-
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matography）にて定量を行った．凍結した大脳皮質サ

ンプルに lmlの氷冷した生理食塩水とユビキノンを

還元することなしに，脂質の自動酸化を防ぐために

50 ulのBHT(2ムーditertbutyl-p-cresol）のエタノーノレ
溶液（lOmg/ml）を加え2ペポリトロンでホモジェナ
イズした．日トコフエロールおよびユビキノンの内部

標準として 4ugのトコールと 4ugの 2,3,6-trimetyl-

5-decaprenyl・1,4-benzoquinoneを含んだ n－ヘキサン

とエタノールの混液8ml(5:3, v:v）を用い，褐色試験

管中で日ートコフェロールおよびユビキノンを抽出し

た．これらを5分間 vortexmixer kて充分に混和し

た後，遠心し（3000g, 10 min), 4 mlの nヘキサン層

を取り出し， E トコフエロールおよびユビキ／ン分析

に各 2mlを用いた．抽出した各 nーヘキサンを窒素気

流下lζ溶媒留去した後，その残留物lζaートコフェロ

ーノレ分析用には nーヘキサン lOOulを加え，ユビキノ

ン分析用にはイソプロノ~／ーノレ lOOul を加え溶解し，

その 20ulを HPLCIL注入した．使用した HPLC

機種は ShimadzuLC-3Aポンプ，討PD-2A紫外吸光

検出器， RF-500LC重量光検出器， Yanako VMD-101 

電気化学検出器および ShimadzuC-RlA computing 

integratorである．日一トコフエローノレ分析には）｜民相型

カラム（Nucleosil-NH2, 15 cm X 4. 6 mm, 5 um 

particle size, Marchery-Nagel, West-Germany）を用

い，主査光検出器（Ex.298 nm, Em. 325 nm）にて定量

したυ．移動相は nヘキサンーイソプロパノ －）レ（98:

2, v:v）を用い，流速は 1.0 ml/minとした．ムビキ

ノン分析は逆相型カラム（NucleosilC-18, 25 cm × 

4. 6 mm, 5 um particle size, Marchery-Nagel, West-

Germany）を用いて酸化型ユビキノンを紫外吸光検出

器（275nm）で，還元型ユビキノンを電気化学検出器

(+0. 7V）で連続的に定量した凶．移動相はメタノール

ーエタノーノレ 70;:'1) HCl04 (700:300:1, v:v:v）混液

1000 ml lζ過塩素酸ナトリウム 7.0gを溶解させ調製

し，充分に脱気して使用した．流速は 1.0 ml/minと

した．酸化型ユビキノンは外部標準法で還元型ユビキ

ノンは内部標準法で定量した．

アスコルビン酸および尿酸

還元型アスコルビン酸と尿酸は HPLC にて定量

し17，仰， 酸化型アスコルビン酸は後光法にて定量し

た27>. 凍結した大脳皮質サンフ。ル10］＜.冷した 5%メタ

リン酸（5mMEDTAを含む）を 1ml加え，ポリト

ロンでホモジェナイズした後，遠心（5000g, 20 min, 

4'C）した．その上清を 0.2umミリポアーフィ Jレター

で滅過した後， 10ulを HPLCIζ注入し｝'Jiじ型アス

コルビン酸および尿酸を電気化学検出器を用い定量分

析した． 逆相型カラム（Nucleosil C-18, 25 cm × 

4. 6 mm, 5 um particle size, Marchery-Nag町、,Yest-
Germany）を用い，電気化学検出器は＋o.svのポテ
ンシャルとした．移動相は 0.2M リン酸パッファー

(KH2PO,-H,PO,, pH 2. 0）を用い，流速は 1.0 ml/ 

minとした．酸化型アスコルビン酸はオルトフェーレ

ンジアミンを用い鐙光性キノキサリンを形成させ， ζ

れを後光吸光度計（ShimadzuRF-510）で測定しその

定量を行った．対照はボロン酸で酸化型アスコルビン

酸鍾光物質の形成を抑制したものを用いた．まず250

ulの上清に 250ulの25%酢酸ナトリウム溶液を加

え，対照には 250u］の酢酸ナトリウムーボロン酸溶

液（200mlの25%酢酸ナトリウムに 20gのボロン酸

を溶解したもの）を加えた．乙れらのサンフ。ノレ溶液を

室温で15分間暗所に置き，その後 100ulの0.1勾レ）オ

ルトフェーレンジアミン溶液を加え， 37'Cで30分間

暗所でインキュベーションし，ただちにその後光強度

を測定（Ex.348 nm, Em. 425 nm）した．

統計検定

サンプJレを対照手術（shamoperation）群と比較す

る場合は分散分析（ANOVA）により検定し，同一脳

の非手術側のものと比較する場合は対応のあるT検定

を行い， pく0.05を示したものを統計的に有意とした．

結 果

a－トコフエローノレ

中大脳動脈閉塞後o.s時間で虚血中心部の αートコフ
エロールは対照手術群の79勾に低下し，その後も減少

を続け虚血後6時間で63%になり plateaulevel IC達

した．予備実験で虚血後36時間までの値を検討したが，

虚血後6時間のものと有意な差は認められなかったと

とを考慮すると α トコフェローlレは乙の実験モテソレ

においては主に虚血後6時間まで抗酸化作用を発揮す

る一方で60%以上が消費されず残っていると考えられ

た（Fig.1., Table. 1.). 

ユビキノン

対照手術群および非手術側群においてユビキノンー

9の約22%，」ビキノンー10の約23勿が還元型であっ

たが，乙れは他の報告と一致する剖，45l. 中大脳動脈閉

塞0.5時間後，虚血中心部での還元型ユビキ／ン－9

およびユビキノンー10は対照手術群の各々7396,66.＇も
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Fig. 1. The time courses of levels of various endogenous antioxidants in focal cerebral 
ischemia in rats. Note the difference in the manner of decrease between 
a-tocopherol, reduced ubiquinones, and reduced ascorbate. The manner of 
decrease in reduced ubiquinones resembles that in reduced ascorbate. Values 
(% of sham operated control) are means土S.D.。f5 observations. 

12 6 1.5 0.5 

。
24 (hr・）12 6 1.5 0.5 。

Effect of focal cerebral ischemia on the level of a-tocopherol. Table 1. 

24 12 6 3 1. 5 0. 5 。Time(h) 

25.1土0.7• 25.1土1.4a 25.4士0.ga 27. 9±2.1• 29.8土1.3• 31. 7土1.6• 40.0土2.7 L* 

38. 7土1.3 

ヰ L:lesioned area, C: contralateralarea. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. 
in nmol/g wet weight. 

a: pく0.01 versus both sham operated and contralatera] groups. 

41. 9士1.0 

Values are means土S.D.of 5 observations and are given 

39.9土1.0 40.1土1.3 40.5土1.5 40.1土1.6 40.0土2.1Cホ

れなかった．とのように還元型および酸化型ユピキ／

ンはともに減少はしていたが，還元型と酸化型の比を

とるとユビキノンの相対的な酸化型の増加が観察され

た（Fig.3). 

アスコルビン酸

対照手術群および非手術倶~群においてアスコルビン

酸は99%以上が還元型で存在していた．との所見（;t他

の報告と一致する9却．中大脳動脈閉塞後Q.5時間で還

元型アスコルビン酸は対照手術群の76必lζ減少し，さ

IC減少した．両還元型ユピキノンはさらに減少し続け，

虚血後12時間で約16）ちまで低下しそれ以後は平衡状態

lζ達した（Fig.l）.一方，酸化型ユビキノンー9およ

びユビキノン－10についても徐々に減少してゆく傾向

が認められ，虚血24時間後には対照手術群のそれぞれ

81%, 80%に低下した．そのためユピキノン－9およ

びユピキノン－10の総量も対照手術群のそれぞれ66）ち，

65）ちに減少していた（Table.2). したがってとの虚血

モデルでは酸化型ユピキ／ンの相補的な増加は認めら
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Table 2. Effect of focal cerebral ischemia on levels of ubiquinones. 

UQ 9 

Time(h) 。 0.5 1. 5 3 6 12 24 

L*, red. 7. 2±1. 3 4. 8±0. 6bd 3. 4±0. 7bd 2.4士0.5bd 2. 2 ±0. 3bd 1. 2±0. 3bd 1. 1 ±0. 2bd 

ox1. 25.8土0.6 24. 4土2.0 23. 5±1. 4a 25.5三 4.3 21. 3 ::t 2. 1 be 24. 0土1.2ac 20. 8±1. 3bd 

total 33.0士1.4 29.1±2. 0 26.8土2.0 27. 9 ::t 4. 7ac 23. 6::t1. 8bd 25. 2 ::t 1. Qbd 21. 8±1. 4bd 

C*, red. 8.0土0.5 7. 2±0. 6 8.0土0.6 7. 7士1.1 8. 4±0. 4 9.1±1. 2 8. 9±1.1 

OX!. 27.3±0.5 24.7土1.5 23.9土1.9 26.4土1.6 23.8士0.9 25.9±0.6 25.9土1.8

total 35. 3±1. 0 31. 8土1.7 31. 5士2.2 34.1±0. 7 32.2士1.0 35.1土1.4 34.8土1.5 

UQ 10 

Lホ， red. 3.2土0.6 2.3土0.4ac 1. 6±0. 4bd 1. 1土0.2bd 1. 0土O.lbd 0. 5±0. 2bd 0.4:::0.lbd 

OX!. 10.6土0.5 9.6士o.sa 9.8土0.7 10. 4土1.9 8. 9±0. 7bc 9.8±0.6 8. 5±0. 6bc 

total 13. 8±0. 8 12. 0土0.gc 11. 5士1.Obc 11. 5±2. 2° 10. 0±0. 6bd 10. 3±0. 6b0 8.9土0.7db 

C*, red. 3.6土0.2 3. 2土0.4 3. 7土0.4 3.4土0.6 4.0土0.2 4.2土0.5 4.2土0.7 

OX!. 11.5±0.3 10.3土0.3 10.1±0. 8 10. 7土0.9 10. 4±0. 4 10.6土0.3 10.5土0.7 

total 15.1土0.4 13. 5土0.7 13. 7±1. 0 14. 2±1. 2 14.4士0.5 14. 9±0. 7 14. 7土0.9

* L: lesioned area, C: contralateral area. 
The group (L, Time 0) recieved sham operation. Values are means土S.D.of 5 observations and are given 

in nmol/g wet weight. 

•: pく0.05 versus sham operation group. 
b: pく0.01 versus sham operation group. 

C: pく0.05 versus contralateral group. 

a. Pく0.01 versus contralateral group. 

（%） 

400 

] 200 

可。~ 

100 

。0. 5 1. 5 3 6 12 24 (hrs) 
Fig. 2. The time course of the oxidized ascorbate. Note the increase from 1. 5 up to 

12 hours after ischemia with its maximum at 3 hours. Values (% of sham 
operated control) are means土民D.of 5 observations. 

らに減少を続け虚血後12時間には1096にまで低下し， 意の増加を認めた．その増加は虚血後3時間で最高と

それ以後平衡状態lζ達した（Fig.l）.一方，酸化型ア なり対照手術群の3倍IC達したが，その後は徐々に減

スコ Jレヒーン酸は虚血後1.5時間から12時間の範囲で有 少し虚血後24時間には対照手術群のレベルに戻った
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Effect of focal cerebral ischemia on the level of ascorbate. 

Time(h) 0 0. 5 1. 5 

L*, red. 2. 5土0.3 l.9±Q.3bc l.6±0.4bd 

oxi. 9. 6土0.6 9. 4土1.4 15. 8土2.6bc 

total 2. 5±0. 3 1. 9土0.3bc l.6±Q.4bd 

3 6 12 24 

1. 2土0.6bd o. 6±0. 2bd 0. 2士0.2bd 0. 3土0.2bd 
28.2土3.4bd 25. 4土6.lbd 15.1 土 4.3•c 7.8土4.0 

l.3±0.2bd 0.6土0.2bd 0. 3土0.2bd o. 3土0.2bd 

Table 3. 

2.6士0.4 2. 5土0.2 2.5土0.4 

9.2土1.2 9.0±2.7 10.0土4.8 

2.6土0.4 2.5土0.2 2.5土0.4 

2.6土0.2

9. 2±2. 9 

2.6土0.2

(Fig. 2）.アスコルビン酸総量も還元型アスコルビン酸

の減少に対応して低下し， 虚血後12時間で平衡状態lζ

達した（Table.3). アスコルビン酸総量の減少がユピ

キノン総量の減少と同様に認められたが，アスコルビ

ン酸の場合は酸化型の増加は絶対的にも（Fig.2）相対

的にも（Fig.3J統計的に有意であった．
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非手術側群の尿酸平均値が 3.06 nmol/g wet brain 

であるのに対し， 対照手術群では 5.02 nmol/g wet 

brain と統計上は有意差はみられないものの若干高値

を示したか， この差異は手術操作の影響と考えられる．

中大脳動脈閉塞後o.s時間で尿酸は対照手術群の2倍
iζ達し，さらIC増加を続け虚血後24時間には対照手術

群の約20倍に達した（Table.4）.予備実験での虚血後

36時間の尿自主値は 55.6 nmol/g wet brainと対照子術

群の約11倍であったことから尿酸は虚血後24時間iζ最

高値K達する ζとがわかった．この結果は金光ら19＞の

報告に一致する．
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実験材料および実験方法

(1)実験動物

実験動物には体重 250-300gの雄ウイスター系ラッ

トを用いた． 脳虚血は Pulsinelliand Brierleyの方

法aυ に若干の改変を加えた全脳虚血モデルを用い作

製した．ラ・ソトICpentobarbital (50 mg/kg）を腹腔内

100(%) 

Fig. 3. The time courses of relative redox changes 

in various antioxidants. Although the total 

levels of ascorbate and ubiquinones decline 

in accordance with the de仁rcasein red u《ed

forms, their relative redox changes toward 
oxidation are shown. 
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Table 4. Effect of focal cerebral ischemia on the level of urate. 

Time(h) 。 0.5 1. 5 3 6 12 24 

L* 5. 2土2.5 10. 4 土2.3• 15. 7 土2.0• 25.l士5.8• 53. 1±15. 2• 71. 8 ± 5. 4• 100. 3土19.9°

C* 3.1土1.0 3. 0土0.7 3.1土1.5 3.0±1.6 2.5± 0.4 3.4±0.6 3.0±0.6 

* L: lesioned area, C: contralateral area. 

The group (L, Time 0) recieved sham operation. Values are means土お.D. of 5 observations and are given 
in nmol/g wet weight. 

a・Pく0.01 versus both sham and contralateral groups. 

注入し麻酔を導入した後， pancuroniumbromideを 紫外吸光は 290nmで電気化学は＋0.6Vにて尿酸を

腹腔内IC注入し非動化させた．ただちに気管切闘を施 検出した．逆相型カラム（LichrosorbRP-18, 25 cm 

行し人工呼吸器に接続した． ー側大腿動脈に血圧測定 ×4 mm, 5 um particle size, Merk, ¥Vest-Germany) 

および動脈血ガス分析用にカニュレーゾヨンを行った． を用い， 移動相はO.lMリン酸アンモニウムパ γロァ

なお，動脈血ガスは p02が lOOmmHg以上で pCO, 一（pH4. 8）とした．なお，流速は 1.0 ml/minで定

が 35-40mmHg の範囲内に維持した． また休楓も 量は外部標準法でiiった．

31・c近くを維持した． まずラ ットを腹臥位lとて手術 (3）活性測定

台に固定し，両側の椎骨動脈を電気凝固した．次に仰 キサンチンオキシダーゼ活性は Della Corte and 

臥位IC.換え両側の頚動脈100-0ナイロン糸をかけ，糸 Stirpeの方法1lt41》に若干の改変を加え測定した．凍結

の両端にシリコンチュープを通した糸を引き頚動脈を した約 75mgの大脳皮質サンプルを lmlの O.lM

チューブ内で屈曲させるととで血行遮断を行った．全 Tris-HCIバッファー（pH8.1, lmM EDTA, lOmM 

脳虚血作製30分後，液体窒素で msitu freezingを行 dithioerythritol, lm M phenylmethylsulfonylfluoride 

った．対照手術群も同様の処置を行った. -30。じの 含む）を加えポリトロンを用いホモジェナイズした．乙

クライ オスタット内で脳を取り出し硬膜や表在血管を のホモジェネートを遠心（100000g, 30 min, 4℃）した

取り除いた後，液体窒素内に保存した．なお，虚血群 後，」：請を活性測定IC用いた．キサンチンオキシダー

および対照手術群はともに 5匹のラヴトを用いた． ゼ活性はキサンチンを基質として NAOの存在下ま

(2）キサンチンオキシダーゼ測定 HPLC条件 たは非存在下での尿酸の増加量を計ることで測定し

キサンチンオキシダーゼ活性を測定するための尿酸 た30＞＿ 反応液の組成は 0.05mMのキサンチン， 0.1M 

の定量は紫外吸光検出器と電気化学検出器を用いて行 の Tris-HCIバッファーで 0.5mMの NAOを含む

った抑．使用した HPLC機器は ShimadzuLC・6A ものと含まないものを用意した．なお， NAOを反応

ポンプ， SPD-6A紫外吸光検出器， YanakoVMD・101 液iζ加えることによりキサンチンオキシターゼの総量

電気化学検出器と Shimadzu C・R4 A computing (type-D + type-0）が測定され， NAOを加えないも
integrator である．二つの検出器を連続して接続し， のは反応液中の溶存酸素のみが電子受が体となるため

~ヨ
02 Of 02 0z-

AT P .；：：：：：：＝竺Hypoxanthine＿＿＿：券ー廷.－Xanthine－→ト~・·Urate

NAO NAOH NAO NAOH 

~ 
Fig. 4. Xanthine oxidase in purine metabolism of the rat brain. :¥anthine oxidase 

consists of the NAO-dependent dehydrogenase (type・D) and the oxygen-dependent 

superoxide-producing oxidase (t、・pt・-0).
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Fi邑.5. Examples of urate production according to 

incubation times are shown. A value of 

urate production in the rection mixture with 

N AD means the activity of type-D plus type-

0. A value in the reaction mixture without 

NA D means the activity of type-0. Note 

the difference in urate production rate in the 

reaction mixture without NAD between the 

control and ischemic rat brains. 

Oxygen-dependent oxidase (type-0）のみが測定され

る乙ととなる＿ 100 ulの上清κlOOulの反応放を加

え 25。ぐで20分， 40分， 60分間インキュベーションし

た後，反応、液に 20ulの60$ぢ過塩素酸を加え反応を停

止させた．これを遠心（3000r.p.m., 5 min）した後，

その酸性上清の 20ulを HPLCに注入し1分間あた

りの尿酸の増加量を算出した（Fig.5). したがって，

キサンチンオキシダーゼ活性は mlU/g wet weight 

(1 mlU=l nmol urate production/min at 25・C)の単
位で表示した．

統計検定

得られた結果は mean工S.D.で表示し，分散分析

(ANOVA）で検定した．

結 果

Table. 5 Iζ本実験で得られたラット大脳皮質のキサ

ンチンオキシダーゼ活性を示す．対照手術群でのキサ

ンチンオキシダーゼ活性は 0.87士0.13mIUであり

その大部分は NAD-dependent dehydrogenase (type-

D）でわずかに7-6%が Oxygen-dependentox泊目

(type-0）であった．しかしながら，虚血群ではキサン

チンオキシダーゼ総量は対照手術群と有意差は認めな

いもののスーパーオキサイドを発生させ得る Oxygen-

Tab』e5. Xanthine oxidase activity in rat brain. 

XD XO XD+XO % in XO form 

control 0.81土0.13 0. 07 ::::0. 01 0. 87 ±0. 13 7. 57±1. 47 

1sche『rna 0.51±0.07• 0. 40 :::: 0.10• 0.91土O.lONS 43. 72土7.58•

本 Valuesare means士出D.of 5 observations. 

Dimention is expressed as mlU/g wet weight1m•n at 25 C、

a pく0.01 versus control. 

NS: not signi五cant.

Table 6. Reported xanthine oxidase activities in rat brain. 

Author :Vlethod 

Villela Spectrophotometry 

Ramboer Spectrophotometry 

Markley et al. 討pectrofluorometry 

Betz Radioactive assay 

Kinuta* HPLC-H、D

* present study. 

Activity 

23-68 nmol/mf protein/2hrs at 37。C,pH 7.4 

4 nmol/g wet weight/min at 25°C, pH 8. 35 

10 nmol/ g protein/h at 30・C,pH 7. 4 
2. 26 nmol/mg protein/h at 37。C,pH 7.4 

0. 87 nmol/g wet weight/min at 25。C,pH 8.1 
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dependent oxidase (typeο）の割合が43.7%に増加し 化型ユピキノンの増加は認めなかった．なお，他の虚

ていた．なお，参照として’fable.6 IC現在まで報告さ 血モテソレでは酸化型ユピキノンの相補的な増加が認め

れたラ、γ ト脳のキサンチンオキシダーゼ活性を表示す られており 2,45九本実験ではユビキノン総日の減少を

るふ品32，仙． 考慮に入れると相補的に増加した酸化型ユビキノ ンが

考 察
虚血中心部から急速にクリアランスされたかあるいは

他の物質IC代謝されるかしたために不明瞭になった可

日ートコフェローJレが酸化的障害lζ対して細胞膜を 能性もある．同様な結果がラット虚血肝でも認められ

保護し，その欠乏が酸化的障害に対する細胞膜の危弱 ている25ヘ
性を増強させるととが知られている柑 aートコフェロ アスコルヒ。ン酸は副腎についで脳に多量に含有され

ールは一般的には生体内で膜脂質過酸化の初期段階lζ ており4ペキャリアーを媒介しエネルギー依存性に脳

多価不飽和脂肪酸に由来するラジカJレに水素原子を供 組織に取り込まれる抑．本実験ではアスコノレビン酸の

与する乙とによりフリーラジカJレ反応の連鎖を遮断す 99%以上が脳中では還元型で存在していたか，なせ脳

るとされており，それゆえ脂質過酸化の連鎖開始段階 組織にこのような多量の還元型アスコルビン酸が存在

に重要な役割を演じると考えられている品38＞.本実験 するのかは明らかにされていない．アスコルビン酸は

では r トコフエロールは中大脳動脈閉塞後o.s時間で 多くの活性酸素種の有効な消去物質であることが知ら

対照手術群の79%に減少した.aートコフェローノレは断 れへ主に脂質過酸化反応の連鎖開始および連鎖生長

頭虚血モデルでは断頭後3分および5分でそれぞれ84 段階の両方に作用するとされている38》． しかしながら，

F弘 80~ちに減少しペ全脳虚血モテソレでは虚血後30分 アスコルビン酸はまた金属，とりわけ鉄の還元により

で937ちに低下したと報告されている的．これらの結果 プロオキシダント作用を有するととも報告されてい

はフリーラジカノレ反応が虚血後早期から始まる乙とを る山 また，相対的に極性でかつ非脂溶性であるにも

示している．本実験では町トコフェローノレの減少は かかわらず，アスコルビン酸は直接にリン脂質層成

他の抗酸化物質がまだその減少を続けている虚血後6 分23,35）だけでなくスーパーオキサイドと反応しフリ一

時間で停止した．吉田ら46》は脳ホモジュネートの好気 ラジカル反応の連鎖生長反応を停止させることも明か

的インキュベーション後も脂質過酸化生成物の増加に にされている拙 本実験では還元型アスコノレビン酸は

もかかわらず， E トコフエローノレはその虚血前値の70 虚血後0.5時間で対照手術群の76第lζ減少し， 12時間

%以上が消費されないままであったと報告している． で10%にまで低下したが， ζの結果は猫一側中大脳動

これらの結果は日ートコフエロールは主に脂質過酸化 脈閉塞モテ・ノレで実験を行った Flammら凶の結果にか

の連鎖開始段階に作用し次の連鎖成長段階に関与しな なりよく一致する．本実験では明らかIC虚血中に還元

い乙とを示唆している．一方，膜構造や膜流動性の変 型アスコルビン酸の減少に同期した酸化型アスコルビ

化が a－トコフェローノレの抗酸化作用lとかなり影響す ン酸の増加を認めた．アスコノレビン酸総量もムビキ／

ることが invitroで認められている 15, したがって， ンの場合と同様にその還元型の低下とともに減少した．

in vivoでも酸化的障害が細胞膜に変化を引き起とす Bremerら引は猿の中大脳動脈閉塞モデルにおいて大

につれ町一トコフエローJレの抗酸化作用が発揮されに 脳皮質の浮腫は虚血後12時間で最大（9.3ιちから37-7%

くくなってくるととも考えられる． の水分含量増加）となり虚血後24時間でもほほ同レベ

ユビキノンの抗酸化作用は invitroで確認され m Jレであったとしている．本実験ではアスコルビン酸総

vivoでは虚血後再濯流時ICその抗酸化作用を発揮し 量は中大脳動脈閉塞後12時間でわずか10%にまで低下

始める事が示された25,4臼．したがって，ユビキノンlま したが，乙のアスコJレヒン酸の減少は浮腫の影響だけ

連鎖開始段階でなく連鎖成長段階にフリーラジカルを では説明できない．中枢神経系でのアスコルビン酸の

消去すると考えられている．本実験においても同じ脂 turnover rateは時間あたり 2；；ちであり乙れは虚血に

溶性抗酸化物質であっても還元型ユビキノンと r ト 際しでも増加しないことから40），アスコルビン酸の取

コフエロールの減少の仕方が異なっており，抗酸化作 り込み系の障害でもまたとの 減少を説明できない．

用発現機序の違いを反映したものと考えられる．また Pietronigro i?2田もまた犬脊髄の外傷モテソレで同様の

虚血中の還元型ユビキノンの減少は明かに認められた アスコルビ’ン酸の減少を認めている．このアスコルビ

が同時にユビキノン総量も減少したために相補的な酸 ン酸総足の減少の正確な理由は明らかでないが，本実
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験から少なくとも虚血後iζアスコルビン酸の酸化が起

乙っている乙とは確実である．また，酸化型アスコル

ビン酸は中大脳動脈閉塞後1.5時聞から12時間まで有

意に増加し，最高値には虚血3時間後lζ達し対照手術

群の3倍であった．との乙とはアスコルビン酸の酸化

は虚血後比較的早期から起こることを示唆している．

細胞質および細胞膜成分の抗酸化系が相互的に作用

し，酸化的障害lζ対し有効な細胞保護機構を形成する

ことが invitroで知られている払23，加ーこのうち，水

溶性抗酸化物質， とりわけアスコルビン酸が r トコ

フェロールをその厳化物質から再生させる乙とにより

細胞膜中の uートコフェロールのレベルを維持すると

され，実際ICアスコルビン酸が a－トコフムロールセ

ミキノンを還元するととが報告されている28》．抗酸化

物質の減少がすべて脂質過酸化lζ対する消費によるも

のとすれば，本実験において細胞膜障害の程度が最も

少ないと考えられる虚血後0.5時間までの消費速度は

αートコフエローノレでは 16.68nmol’g wet brain/hour 

であるのに対して，還元型トコフエロールでは 1208

nmol/g wet brain/hourとなる． したがって，この

時間帯での還元型アスコルビン酸／トトコフェロール

の消費比は72,4と計算される．このととは脂質過酸化

反応の場は細胞膜であるにもかかわらず細胞質成分も

また虚血早期からかなり変化をうけるととを示唆して

いるとともに細胞質および細胞膜成分での相補的な抗

酸化系の invivoでの存在を示すものでもある．しか

しながら，との系は細胞膜の構造が比較的保たれてい

る虚血早期にのみ作用するのであろう．

尿酸は虚血中iζ著しく増加し，中大脳動脈閉塞後24

時間で対照手術群の約20倍に達した．しかしながら，

脳には活性酸素を発生させ得るキサンチンオキシダー

ゼが存在しないかあってもきわめて微量とされその意

義についてあまり問題にされなかった．けれども本実

験で脳中の尿酸は虚血により大量に生成される乙とが

明らかになり，この隊素について検討する必要性が生

じた．実際ICラット脳で検討したとζろ， 0.87土0.13

mlUのキサンチンオキシダーゼ活性が認められたが，

この活性量は本実験での尿酸の増加霊を十分に説明し

得るものであった．さらに，虚血によりスーパーオキ

サイドを発生させ得る Oxygen-dependentoxidase 

(lvpt・ー｛｝）の比率が約30,Sち増加し， NAD-dependent

dehydrogenaseが Oxygendependent oxidase に転換

することが明らかになった．との酵素転換の原因につ

いては虚血で誘導された活性型プロテアーゼによる作

用が考えられている山．本実験では30分の全脳虚血で

約30~診の醇素転換が認められたが， Downey ら回 Ii

ラット心臓で検討し，酵素転換は虚血後5分で完遂さ

れ，その程度は255ちであったとしとの不完全な転換率

については転換しにくいキサンチンオキシダーゼの

isozymeの存在を考えている．

キサンチンオキシダーゼは内皮細胞に多く存在して

いるととが知られ18九Betz5＇はラット脳ではキサンチ

ンオキシダーゼに関して血管成分が脳実質成分より

3.7倍径性が高いと報告している． それゆえ， キサン

チン キサンチンオキシダーゼ系により開始するフリ

ーラジカノレ反応の場は主に毛細血管であると推測され

る．また血管内皮の障害は血管透過性を増加させるこ

とが知られており山，虚血性脳障害の中でもとりわけ

浮腫の発生に関与している可能性が示唆される．実際，

キサンチンオキシダーゼ lこハイポキサンチンおよび

ADP-Fe”を加えてラット脳へ注入した実験で血液脳

関門が破擁されたという報告もある即． 活性酸素の発

生源、にはこのキサンチンオキシダーゼ経路以外ICもモ

／アミ ンオキシダーゼによるカテコールアミンの酸化，

ミトコンドリア呼吸鎖，組織に浸潤した白血球，プロ

スタグランジンのサイクロオキシゲナーゼ経路などが

知られている． したがって，虚血脳のフリーラジカル

反応は多くの機序で引き起こされる可能性が考えられ，

乙れについては今後の検討を要する．

結 語

本実験ではラット脳を用い，脂溶性および水様性の

内因性抗酸化物質の経時的な変動を検討し，局所脳虚

血においては虚血後早期よりフリーラジカル反応，脂

質過酸化反応が起ζる乙とを確かめ，細胞膜成分IL劣

らず細胞質成分も虚血後早期より変化を受けるととを

明らかにした．また抗酸化物質，特に r トコフェロ

ールと還元型アスコJレビン酸の変動から抗酸化織序に

おける細胞質と細胞膜聞の相補的な抗酸化系の存在が

示唆された．さらに，活性酸素発生源としてのキサン

チンオキシダーゼのラット脳における存在を確認し，

虚血lとよりスーパーオキサイドを発生させ得る Oxy・

gen·depend~n t oxidaseの比率が増加することを明ら

かにし虚血性脳障害における乙の酵素の意義について

論じた．

稿を終えるにあたり，御指導，御稿閲を賜りました京都大
学脳神経外科，菊池晴彦教授に深謝致します．また快〈実験
の場をお与え頂〈とともに御指導を賜りました京都大学衛生
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学教室，糸川嘉則教授，木村美恵子助教授，同教室の諸先生

方に深謝致します．また終始，御指導，御鞭達頂いた京都大

学脳神経外科，石川正恒講師に深謝致します．
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