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Ⅱ ラジカル検出 古7

鉄塩誘導てんかんモデルラットの無麻酔自由行動条件下における

海馬抗酸化能力の減弱
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Toanalyzethehippocampalanti-oxydantabilitylntheFe-

inducedepilepsymodel,microdialysISWasusedtomonitorthe

sequentialchangesofanexogenousnitroxideradicalbyX-bandESRin

thefreelymovlngrats.Nitroxideradicalsusedinthisstudyare200mM

31methoxycarbony1-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-1-oxyl(PCAM)i･p･

administrationand300mM3-carbamoy1-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-

1-oxyl(carbamoyl-PROXYL)perfusatedintothehippocampusfor70
minat3ul/min.lEachhalf-lifeofcarbamoy1-PROXYLandPCAMinthe

epilepsymodelwasstatisticallylongerthanthatofcontrol,respectively･

Prolongedhalf-lifeofcarbamoyl-PROXYLrevealsthedecreasedanti-

oxydantabilityintheextracellularspace(ascorbicacid),while

prolongedhalf-lifeofPCAM indicatesthedecreasedanti-oxydant

abilityintheneuronalmembrane(ascorbicacidandα-tocopherol)IThe

resultofthedecreasedhippocampalantil0Xydantabilityispossiblydue

tolipidperoxidationinducedbytherepetitiveseizures,andthe

decreasedaniti-oXydantabilitywillresultsinthemoreseveredamagein

thepyramidalcellofthehippocampus.
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1.緒言

脳内にて様々なメカニズムを通じ発生するフ

リーラジカルは中枢神経疾患の病態を左右する

因子として注目されるが､その一方でラジカル

攻撃に対する防御システム機構としての脳実質

内抗酸化物質も重要な働きをしているとの観点

から､両者間のバランスの検討が行なわれてき

た｡その指標としてillVivoESR(共振周波数

1GHz以下)を用い麻酔下の動物におけるニ トロ

キシドラジカルの減衰速度が比較検討された

1,2,3)｡しかし､てんかんモデルなどけいれん発

作を主体とする疾病モデルで抗酸化能力を検討

する場合､無麻酔自由行動という条件で観察す

ることが望ましく∴無麻酔自由行動条件下での

脳内におけるニトロキシドラジカルの減衰速度

を検討するにはinVivoESRを用いた手法では
困難である｡我々は既に､illVitroX-band
ESRと脳内微小透析法を組み合わせ､無麻酔自
由行動条件下でけいれん重積中の脳内抗酸化能

力の検討を可能にした実験方法を報告した4)0

本研究では脳内マイクロダイアリーシス法を応

用し､てんかんモデルにおけるニトロキシドラ

ジカルの脳内減衰速度をillVitroESR装置を
用いて計測､ラジカル攻撃に対する防御システ

ム機構としての抗酸化能力を評価した実験結果

を紹介する｡なお,本実験は宮崎医科大学動物

実験委員会の承認(19981155-2)を得て行なわれ
たものである｡

2.実境方法

wistar系雄性ラットを実験動物として使用し､
ラットは4群(A,B,C,D群;各群n-7)に分け
た｡

2-1.てんかんモデル件成

本実験ではてんかんモデルとして鉄塩誘導てん
かんモデルを用いた｡B群とD群に対しネンブ

タール麻酔下に､右肩桃体へFeCl｡水癌液(1.5LL
1,pH2.2)の注入を行い､各群の対照群として
のA群,C群にはⅠ)H2.2に調整した生理食塩水

1･5ul注入､手術二カ月を経過した後､脳内微
小透析を施行した｡

2-2.ニ トロキシ ドラジカル
使用したニトロキシドラジカルは以下の二種類

である｡

①blood-brainbarrier(BB臣)非通過ラ

ジカル:3-carba1110y1-2,2,5,5-

tetramethylpy汀01idille-1-oXyl(CarballlOyト
PROXYL)をRinger溶液にて3OOlllMに調整し
た｡

②blood-brainbarrier(EBB)通過ラジ

カル:31nethoxycarbonyト2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine-卜oxyl(PCAM)生理

食塩水にて200mMに調整した3･5)｡

213.脳内微小透析プローブの留置

右肩桃体注入手術から1カ月が経過した全群の

ラットに対し再度ネンブタール麻酔下にて､右

海馬腹側部潅流目的であるマイクロダイアリー

シス用のガイドカニューレを植え込み､その後

5日間の回復期を設けた後､微小透析プローブ

を急性留置した6)｡

2-4.ニ トロキシ ドラジカル投与

A群とB群に対してはcarbamoyl-PROXYL
を､C群とD群に対してはPCAMを投与した｡
①carbamoyトPROkYLは非BBB通過ラジカル
であるためprobeを通じて3ul/minの速度で潅
流投与､70分後Ringer液での潅流に切り替
え､3時間後から20分間隔で潅流液を回収し
たO

②BBB通過ラジカルである200mMPCAM生食
溶液は2ml腹腔内投与し､その後3ul/nlinの速
度で回収される潅流液を20分間隔で採取した｡
各々のサンプルのESR計測(RE-1X､日本電子)
を行い､信号強度(低磁場側のスペクトルのピー

ク長)の時間変化を記録した｡ESR測定条件を次
に記す｡magneticfield､335.3+/-5mT;
nlicrowavefrequeIICy､9.43GHz;
nlicrowavepower,8111W;1TIOdulatioII
width､0.1nlT;scanspeed､51TIT/mil一;
tillleCOllStant､0.1sec｡

3.結果

3-1.行動上の変化

B群及びD群のすべてのラットにおいて鉄塩投

与後2日以内に部分発作､15日以内に全般化発

作が出現した7)｡それに対し､A群及びC群では

何ら行動上の変化は観察されなかった｡また､

すべてのラットにおいて脳内微小透析潅流中に

は何ら行動上の変化は観察されず､潅流が発作

間歌期に行われていることを確認した｡

3-2.脳内微小透析:

計測を行ったすべてのサンプルで信号強度は指

数関数的な減衰を示したので､減衰のパラメー

タとして半減期を用いることにした(Figure
1)｡海馬腹側部 (CAl領域)から回収される
BBI3非通過ラジカルcarbamOyl-PROXYLの半
減期はA群で45.057+/-2.9489mil一(mean+/-

S.E.M.)､B群で8(i.74+/-15.696minであり､

鉄塩誘導てんかんモデルで半減期の延長
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(stu(lelltt-test,1)<O.O5)が見られた｡また､
BBB通過ラジカルPCAMの信号強度強度半減期

はC群で34.115+/-2.O196111ill､D群で43.729
+/-3.8349111illであり､てんかんモデルで延

長を示した(1〕<(HJ1)(FigLlre2)0

4.考察
今回用いたニ トロキシドラジカルは､アスコル

ビン酸により還元され､常磁性を失うことが知

られている3･R)Oこの還元速度はα-トコフェ

ロールの共存下で克進する8)0 carbal110yト

PROXYLを使用した実験でその半減期が延長し

た結果は､主に細胞外液に存在する抗酸化剤

(アスコルビン酸主体)の減弱を反映したもの

と思われる｡

次ぎにPCAMは腹腔内から脳実質へ血管輸送さ
れ､細胞内から細胞外にIeakしてきたものを脳

内微小透析法のプローブを介し回収される関係

上､てんかんモデルの海馬神経細胞膜でのアス

コルビン酸とα-トコフェロール系が実質上対

照群と比較し減弱してきていることを示唆する

ものである｡
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てんかんモデルにおいては､神経細胞の壊死性

変化やgliosisの進行を主体とした海馬硬化なる
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特徴的神経病理所見が得られるが､その生化学

的本体は神経細胞膜の過酸化にあると考えられ

る9･10)｡今回提示した結果は､神経細胞膜を構

築する不飽和脂肪酸の過酸化進行に対する防御

システム機構としての抗酸化能力が､てんかん

発作急性のみならず )､発作間歌期において

も､海馬においてその能力が減弱していること

を､無麻酔自由行動条件下で証明したものとし

て重要視される｡
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