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carbamoyトPROXYLの半減期に及ぼすpH変動の
影響について
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RATIONALE:NMDA-mediatedexcitatoryneurotransmissionandGABA-mediated
inhibitoryneurotransmissioninthecentralnervoussystem(CNS)isaffectedby
extracellularpH､thatchangeseasilywhenoxidativestressoccurred.CNSisprotected

byantioxidantabilityfromtheoxidativestress.Synergisticalscavengingworksofalpha-

tocopherol(VitE)andascorbicacid(VitC)aremostpotentantioxidantabilityinCNS.
However,thereareveryfewreportsinvestigatedinteractionbetweenthepHchanges
andtheantioxidantability.Theaiminthisstudyistoclarifyinvitroandinvivoeffect
ofpHchangesinthehippocampalextracellularspaceonantioxidantabilityusing
electronparamagneticresonance(EPR)･spectroscopy.
MaterialsandMethods:Invitroreactantwasconstructed舟om0.lMVitE,10mMVit

C,lmMcarbamoyl-PROXYLin70%ethanol.ThepHwasadjustedat5,6,7,8and9

uslnglNNaOH･InvivoinvestigationwascarriedoutuslnglnVivomicrodialysIS
combinedwithEPRspectroscopy･Followlng60minpe血sionof6mMcarbamoyl-
PROXYLaCSFofpH5intheunilateralhippocampus,normalaCSFperfusionadjusted
atpH5wasstartedandtherecoveredhippocampaldialysateinsampletubewas

subjectedinEPRspectroscopy･TheamplitudeofMI-+1ofcarbamoyl-PROXYLinthe

recovereddialysatewasmonitored.Half-life(min)wascalculatedfromtheelimination

curveofnitroxideradical,thatwasexponentiallydecayed･Thesameexperimentwas
performedusingaCSFadjustedat6,7,8and9.
ResultsandDiscuusion:Characteristicresultbeingmostlycommonbothinaninvitro

andinviVostudyaboutinteractionbetweenpHchangesandantioxidantabilityofVitE･

VitCwasthatacidosischangesfrompH7to6madehalfllifeofcarbamoy1-PROXYL

decreaseremarkably･Increased'reducingabilityofVitE-VitCinacidosismightplayas
compensatoryrolewhenCNSwouldbeexposedtooxidativestress,suchasbrain
ischemiaacidosis.
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【緒言】

昨今､carbamoyトPROXYLなどニ トロオキ

シ ドの生体内における半減期を指標にした抗

酸化能力の評価実験が散見されるようになっ

た｡脳虚血､てんかん性けいれん重積時､低

酸素状態など様々な病態で変動する脳実質内

pHはその後の病態進行に影響を及ぼすとと

もに､グルタミン酸並びにGABA作動性神

経伝達を修飾する重要なシナプス環境要因で

ある【5,6]｡しかしながら､pH変動が抗酸化

能に及ぼす影響を考察 した実験は少ない｡

【方法】

1.invitro実験

100mML(+トascorbicacid(vitaminC,

VitC;生食溶液)を100ul,1MDL-α-

tocophero1(vitaminE,VitE;100%エタノ

ール溶液)を100ul,10mM3-carbamoy1-

2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine-ト

OXyl(carbamoyトPROXYL)100ulをそれぞ

れ加えたcarbamoyl-PROXYL消去系全体

を100%エタノールを用いて仝容量を1mlに

し､NaOHを用いて､pH5,6,7,8,9を作成し

carbamoyl-PROXYLの信号強度の減衰を観

察､各 5サンプルを設け平均値を算出した｡

ESR測定条件 :静磁場強度,335mT;共振周

波数,9.42GHz;マイクロ波電力,4mW;磁

場掃引幅,10mT;磁場掃引時間,120秒;時

定数,0.1秒;磁場変調幅,0.1mT｡

2.invivo実験

昨年本学会で発表 したマイクロダイアリーシ

ス法(MD)を用いた脳内抗酸化能力のオンラ

イン計測において､pH5の6mM

carbamoy1-PROXYLリンゲル溶液を1時間

海馬腹側部に潅流､その後pH5のリンゲル

液潅流へ切 り替え､carbamoyトPROXYLの

信号強度の減衰をそれぞれ観察した【4】｡ 同

様な方法を用いてpH6,7,8,9の各

carbamoyトPROXYLの半減期が測定された｡

ESR測定条件 :静磁場強度,335mT;共振周

波数,9.42GHz;マイクロ波電力,4mW;磁

場掃引幅,10mT;磁場掃引時間,120秒;時

定数,0.1秒;磁場変調幅,0.1mT｡

【結果】

1. invitro実験におけるpH変動に伴う

carbamoy1-PROXYLの半減期

代表的なcarbamoyl-PROXYLのEPR信号

の減衰を図1Aに示した｡EPRのシグナル

が指数関数的減衰を示したことから､pH依

存性のVitE-VitC系におけるcarbamoyト

PROXYL還元効率を図1Aから算出した半減

期を用いて評価し､pH変動に伴うvitE-ViC
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系抗酸化能力に対する影響を図1Bに示した｡

表1.は半減期の平均を表にしたものである｡

図1Bから分かるように､7から6へのpH

変動において急激にVitE-VitC系における

carbamoyトPROXYL還元効率が著しい増加

を示していた｡
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表 1.各pHにおけるcarbamoyトPROXYL半減期

Iinvitro- (mh;rnean'/･SE)

5

6

7

8

9

H

H

H

H

H

P

P

P

P

P

4.195+/-0.331

7.790 +/･0.206

43.210+/･2.398

55.799+/一1.485

61.667+/I4.029

2. invivo実験におけるpH変動に伴う

carbamoy1-PROXYLの半減期

invivo条件で行ったラット海馬においても

潅流領域のpHが7から6へのpH変動にお

いて急激にcarbamoyトPROXYL還元効率､

即ち海馬細胞外液における抗酸化能力が著し

い増加を示していた｡

【考察】

pH低下 (特にpH7近傍からpH6近傍に移

行する過程)において carbamoyl-PROXYL

自身の還元速度が上昇した可能性も否めない

が､pH7近傍から pH6近傍に移行する過程

で の pH 低 下 が VitE-VitC 系 の もつ

carbamoy1-PROXYL還元効率が増大してい

る可能性も否めない｡今回のinvitroデータ
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各pHにおけるcarbamoyトPROXYL半減期

-InVLVO- (min;mean+/-SE)

5

6

7

8

9

H

H

H

H

H

P

P

P

P

P

7.743 +/･0.752

10.706+/-1.397

19.601+/-1.166

22.561+/･1.517

23.353+/-1.517

からvitCの carbamoy1-PROXYL還元作用

に対する VitE添加の増強作用は pH依存性

であ り､pH5近傍で最 も効率良 く還元 され

ること､また pH7近傍からpH6近傍に移行

す る過程 において VitE-VitC 系 における

carbamoyトPROXYL還元効率は最 も大 きく

増大される｡ そしてこれらinvitro実験結果

は 自由行動条件 下 にお けるラ ッ ト脳 内の

carbamoy1-PROXYL半減期に及ぼす pH変

動の影響をよく反映するものであった｡pH7

付近における脳内 pH のアシ ドーシスへの変

動は､NMDA 作動性興奮系を抑制 L GABA

作動性抑制系を増強､逆にアルカローシスへ

の変動 では､NMDA 作動性興奮系増強 と

GABA 作動性抑制系の脱抑制が誘発 される

【3日5,6】｡pH 依存性 に生体内における主要

な抗酸化系である VitE-VitC系が pH7を境

にした低下 とともにその抗酸化能力が増強さ

れる機構は､脳虚血時のアシ ドーシス変化に

対する【1日 2日71脳実質が もつもう一つの代

償性機構ではないかと推測された｡
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