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In vivo measurement of superoxide in the cerebral cortex during

              anoxia-reoxygenation and ischemia-reperfusion.

(無酸 素負荷 ・再酸 素化 時 お よび虚血 再灌流時 の脳表 にお け るスー パ ー オキ シ ド産 生のin vivoに おけ る測 定)

山 口 啓 二

内容の要旨 論文審査の要旨

【目的】活性酸素 は再 灌流障害 に重要 な役割 を果 たす。中で もスーパ

ー オキシ ド(02)は 一連の系 と して起 こる活性 酸素生成過程の最初

の段階 で産 生 され、 かつ代 謝 され て毒性 の高い活 性酸素 を生 じるこ

とから、酸 化ス トレスの よい指標 になる と考え られ る。我 々は02囮に

特 異 性 の 高 いMCLA(2-methyl-6-(p-methoxyphenyl)-3,7-

dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin-3-one)化 学発光法 を利用 し、無酸 素

負荷 ・再酸 素化お よび脳虚血 再灌流時 の脳 表にお ける02一の産生 をin

vivoで経時的に検討 した。

【対象 と方法】オス成猫33匹 を対象 と した。全 身麻酔下 に人工 呼吸管

理 と し、大腿動 脈(血 圧測定 用)と 舌動脈(生 食注入用)に カニ ュ

ー レを挿 入 した。虚血負荷動 物では 、大腿静脈(脱 血用)に カニ ュ

ー レを挿入 し、両側総 頸動脈 に結紮用 チ ューブ を装着 した。次 に、

頭頂頭蓋 に石英 ガラス頭 窓 を作成 し、MCLAの 脳表 灌流 で得 られ る

化学発光 とゼノ ン光源 か らの射出光 を脳 表照射 して得 られ る反射光

を、 ビームスプ リッター と光 電子増倍管 を備 えた生体顕微 鏡で同時

測定 した。(実 験1)無 酸素負荷 ・再酸素化(n=19)。90秒 間100%

窒素吸入 を行 った後 、室 内気 に戻 して40分 間測 定。(実 験2)SOD

(s叩eroxide dismuIase)投 与 ドの無 酸 素負荷 ・再酸 素化(n=6)。

SQD脳 表 灌流 下に実験1と 同様 のプロ トコール を施行 。(実 験3)虚

血 再 灌流(n-8)。15分 間両側 総 頸動脈 閉塞 と脱血 に よる低血 圧

(収縮期 血圧 ≦SOmmHg)を 行 った後、再灌流 して30分 間測定。脳血

液含 量の変化 に よる光量への影響 は以Fの 式で補正 した。(補 正発光

値 の変化)e(化 学発光 測定値 の変化)-k×(反 射光測定値の変化)

k値 は舌動脈 よ り生食 を注入 した際の、反射光値 の最大変化に対 す る

化 学発光値 の最大 変化 の比 とした。統 計学的に負荷(無 酸素、虚血)

中、負荷後の補 正発光値を負荷 前値 と比較 した(有 意水準 はp<0.05)。

【結 果】(実 験1)発 光値 は無酸 素負 荷中 に有意 に減少 し、再酸 素化

15分 、20分 後 に有 意に増 加 した0(実 験2)発 光 値は無酸素負荷 中に

有意 に減少 したが 、再酸 素化 後の増加 は認 め られなかった。(実 験3)

発 光値は虚1血中に有 意 に減少 し、再 灌流20分 、25分 後 に有 意に増加

した。

【考察】MCLA化 学発光値は無酸素負荷お よび虚血 中は減少 し、再酸

素化お よび再灌流 の後 に増加 した。SODで 再酸 素化後の発光値 の増

加 が抑 制 された ことか ら、発光値 の増加は02'の増加 を示 す と考 え ら

れた。SODは 細胞内 に移行 しに くい ことか ら、再酸 素化後 の02'の増

加 は主 として細胞外 で生 じると考 え られた。

【結論】脳 表の02'は無 酸素負荷 お よび虚血 中は減少 し、再酸素化 お

よび再灌流の後 に増加 する ことが明 らか とな った。MCLA化 学発 光

測定 は酸化 ス トレス評価 の よい指標 になる と考 え られ た。

 脳 虚血再 灌流障 害におけるス ーパ ーオキシ ド(02)の 重要性 が次

第に明 らか とな って きて いるが 、in vivoで の連 続測 定法が確立 して

お らず、生体内における経時変化の検討は十分にはな されていない。

本研 究で は、MCLA化 学発光法 を用いて脳 表 の02の 変化 を加VI VOで

連続 的 に評価 で きる実験系 を新 た に開発 し、無 酸素負荷 ・再酸素化

時お よび虚血再灌流時 のoZの 経 時変化 を検討 した。 その結果 、脳表

の02'レベルは無酸素負荷 お よび虚血中は減少 し、再酸素化お よび再

灌流 の後、早期 に増加す るこ とが明 らかとなった。

 審査 で は、まずSOD投 与群 と非投 与群で無酸素負荷 中の02低 下 の

程度 に差が ある理 由について質 問がな された。脳表 灌流ではSODは

細胞外腔 のみに分布 し、MCLAは 細胞膜 にも…部分布す ることから、

両群 で発光 をもた らすOiの 局在 が異なる 可能性 があるため と回答 さ

れた。 また、実際 の脳梗 塞 モ デル に近い虚 血再 灌流実験 に おいて

SOD等 の薬剤 の効 果 を検討す れば よ り有用 な情報が得 られるであ ろ

うとい う助言がな され た。次 に、発光に対 す るperoxynitriteの影響 に

ついて質問が な された。基礎実験 においてNOS阻 害剤 を投 与して も

発光 値の変化が認 め られ なかった ことか ら追加検討 は行 わな かった

と回答 され た。 これに対 し、酸 素分 圧低 下で赤血球 な どの生体 リザ
ーバーか らsqueezeさ れ る一酸化窒 素(NO)が 無酸 素負荷 中のq低

下を来 した可能性 も考え られるので、今後NO特 異 的蛍光 プmブ で

あるdiaminofluoresceinに よる検 討な どを追加 し、02、 NO、 お よび両

者 か ら生 じるperoxynitriteの関係 を明 らかに してゆ くことが望 ましい

との助 言が なされた。 さらに、発光 に対 する酸素の影響 の検 討、失

活 させ たSODや アルブ ミンの投 与な どの基礎 実験 を追加 して発 光特

性 を明確 にす る必要が ある とい う指摘が な された。次 に、脳 表での

測定 が実質内の変化 を どの程度反映 しているか とい う質問が な され

た。再 灌流期 の実質内血 管での0ガ産生が報告 されているが、皮 質血

液含量 と血中の光の透過率 を考 える と皮 質深 部や 白質 か らの発光 の

測定値へ の寄与は僅 かであ り、 この ため 主 として皮質表層 までの変

化 を反映 す ると考 え られる と回答 された。次 に、本研 究 で用 いた頭

窓法 に関 して、測定上 問題 とな りうる、脳表 出血の合併 、非 閉鎖頭

窓ゆ えの脳 圧の問題 、脳 浮腫 によるMCLA灌 流不全 な どの可能性 に

関 して質問が なされ た。手術 操作 とプロ トコールの工夫 によ り測定

に支障が生 じた例 は多 くなか った と回答 された。 これ に対 し、諸 問

題 を生 じうる方法で はあるがin vivoでの経時 的測 定が可能 になる と

い う有用性が勝 るであろ うとの意見がな された。

 以上 の ように本研 究 には さらに検討 されるべ き課題 が多 く残 され

てい るが 、脳表 における02の 変化 をin VIVOで連続的 に評価 で きる測

定 システム を新た に開発 し、無酸素負荷 ・再酸 素化時お よび虚血再

灌流時の0ガの経時的変化 をin VIVOでの測定に よって明 らかに した点

で、脳虚血 におけ る活性酸 素の役 割 を解 明す る上で有意義 な研究 で

ある と評価 された。
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