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緒 言

Weininger1)の 方法 に よ る拘 束 ス トレ スは,ラ

ッ トの 胃粘 膜 出血 や 潰 瘍 を発 生 させ る ので,従

来情 動 ス トレ スの 実 験 モ デ ル と して広 く利 用 さ

れ て い る2-5).情 動 ス トレ スに 脳 内 モ ノア ミンな

どの神 経 伝 達 系 が 密接 に 関 与 す る こ とは古 くよ

り知 られ て い たが6),最 近 こ れ らの 神経 伝 達 系へ

の フ リー ラ ジ カ ルの 関 与 が 注 目さ れて い る4,5,7).

一 方
,ニ ュ ー ロ ン の膜 が 過 酸 化 され る とNa+,

 Ka+-ATPase活 性 が低 下す る こ と8),不 飽 和脂

質 や ス ー パ ー オ キ シ ドに よ り γ-ア ミ ノ酪 酸

(GABA)や ドー パ ミンの ニ ュー ロ ンへ の 取 り

込 み が抑 制 され るこ と9-11),脳 組 織 中に鉄 塩 を投

与 す る と活 性 酸 素種 が 発 生 し,過 酸 化 脂 質 が増

加 す るが,そ の 際 ドー パ ミン の取 り込 み は 低下

し12),セ ロ トニ ン は一 過 性 に 増加 す るこ と13),フ

リー ラ ジ カル 発 生 系 に 関 与す るphospholipase

 A2やhypoxanthine-xanthine oxidase反 応系

(スー パ ー オ キ シ ド発 生 系)を 実 験 系 に 添加 す

る とGABA-receptor/Cl-channelの 機能 が阻

害 され14),ま た逆 に, muscimol結 合 は 増加 す る

こ と15),あ るい は フ リー ラ ジカルの 発 生 源 となる

ア ラ キ ドン酸 の 添加 に よ っ て シナ プ トソー ムか

らの グル タ ミン酸 お よびGABAのCa非 依 存

性 流 出 が促 進 され る こ と16)など,フ リー ラ ジカル

に よ りニ ュ ー ロ ン膜 が過 酸 化 され る と神経 機 能

に 変 化 が 生 じ る こ と を想 定 させ る報告 が数 多 く

な され てい る.

本 研 究 に お い て は,ラ ッ トに 拘 束 ス トレ ス を

負 荷 し,脳 内 諸部 位 の フ リー ラ ジ カル,チ オ バ

ル ビ ツ ー ル酸 反 応 物 質(thiobarbituric acid

 reactive substances: TBARS)お よび スー パ

ー オキ シ ドジスム ターゼ(superoxide dismutase:

 SOD)活 性 の 変化 を検 討 し,拘 束 ス トレス に よ

りラ ッ ト脳 内 に フ リー ラ ジ カ ルが発 生す るこ と

を認 め た の で 報告 す る.

材 料 と 方 法

1.実 験 動 物

生 後8週 齢 の雄 性Wistar系 ラ ッ トを使 用 し

た.動 物 は 日本 ク レア(大 阪)よ り購 入 後,湿

度55%,温 度23度, 12時 間 明暗 サ イ ク ル(7:00

～19:00を 明期 , 19:00～7:00を 暗期)の も

とで1週 間飼 育 した.飼 料 は オ リエ ン タル酵 母

工 業(株)製MF飼 料 を使 用 し,水 は給 水 瓶 で 自由

に 摂 水 させ た.

2.実 験 試 薬

ス ピ ン トラ ッ ピン グ剤 の5, 5-ジ メチ ル-1-ピ ロ

リン-N-オ キサ イ ド(DMPO)は 第 一化 学 薬 品

株 式 会 社(東 京)よ り購 入 した.キ サ ンチ ン オ

キ シ ダー ゼ(cow milk)は べ ー リンガー イ ンゲ

ル ハ イム社(東 京)よ り購 入 した.そ の 他 の 試

薬 は最 高純 度 の もの を使 用 した.

3.拘 束 ス トレ ス

Weiningerの 方 法1)に よ り,ラ ッ トに拘 束 ス ト
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レ ス を負 荷 した.ラ ッ トを24時 間 絶 食 後,実 験

群 の ラ ッ トは 軽 度 の エー テ ル麻 酔 下 で背 臥 位 と

し,口,左 右 上 下肢 お よび尻 尾 を固 定 し,そ の

後6時 間 放 置 した.対 照 には 正 常 ラ ッ トを用 い

た.拘 束 後 ラ ッ トを断頭 し,氷 冷 した ガ ラ スプ

レー ト上 でGlowinski and Iversenの 方 法17)に

従 っ て大 脳 皮質,海 馬,線 条 体,中 脳,橋 ・延

髄 お よび 小 脳 を摘 出 後,直 ち に液 体 窒 素 中 に投

入 し,分 析 開始 まで保 存 した.

4.フ リー ラ ジ カル の分 析

脳 組 織 に20倍 量 の 生理 食塩 水 を加 え,ホ モ ゲ

ナ イ ズ した後,ホ モ ジネー ト200μlにDMPOを

20μl加 え て,ミ キサ ー で撹拌 し, DMPO添 加

40秒 後に 電 子 ス ピ ン共 鳴(electron spin reso

nance: ESR)ス ペ ク トロ メー ター(JEOL JES

FE1XG)を 用 い て ヒ ドロキ シル ラ ジカル(・OH),

カー ボ ン セ ン ター ラ ジカ ル(・C)お よび 水 素 ラ

ジカ ル(・H)をDMPOの ス ピン ア ダ ク トと

して測 定 した.

ESRス ペ ク トロ メー ター での 測 定 条件 は,室

温 で,磁 場 を334.3±5mT,掃 引 時間 を1分,

 modulationを0.08mT, responseを0.1秒 と し

た.

ヒ ドロキ シ ル ラ ジ カル の ス ピン数 は,ヒ ドロ

キ シル ラ ジカ ルの4本 の シ グナ ルの う ち第 二番

め の シ グナ ルの 高 さ と内部 標 準(酸 化 マ ンガ ン)

シ グナ ル の高 さとの 相 対 比 を求 め,さ らに既 知

濃 度 の2, 2, 6, 6-テ トラ メチ ル-4-ヒ ドロキ シル ピ

ペ リジン オ キ シル(TEMPOL; 6 .811×1014

spins/ml)の シ グナ ル の 高 さ との 相 対 比 よ り,計

算 に よ り求 め た.

5. SOD活 性 の 分 析

脳 諸 部 位 の 組 織 のSOD活 性 の 測 定 は ミ トコ

ン ドリア分 画 に つ い て行 っ た.ミ トコ ン ドリア

の分 画 は 次 の よ うに して行 っ た.す なわ ち,各

組 織 に20倍 量 の 生理 食塩 水 を加 え,ホ モ ゲ ナ イ

ズ し, 1,600gで15分 冷 却 遠 心 し,得 られ た上 清

を再 び11,000gで30分 冷 却 遠 心 した.つ い で,

その 沈 査 を0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.8)に 懸

濁 し,こ れ をSOD活 性 測 定 用 試 料 の ミ トコン

ドリア 分 画 と した.

SOD活 性 はESRス ペ ク トロ メー ター を用 い

た 平 松 らの 方法18,19)に準 拠 して測 定 した.す なわ

ち,試 験 管 に2mMヒ ポ キサ ンチ ン を50μl,ジ

ェ チ レ ン トリア ミンペ ン タ酢 酸 を35μl,試 料 を

50μl及 びDMPOを15μlと り,キ サ ンチ ン オ

キ シ ダー ゼ を50μl加 え たの ち,撹 拌 後 反 応 液 を

ESR測 定 用 セ ル に 移 し,キ サ ンチ ン オ キ シ ダー

ゼ 添 加40秒 後 よ りESRス ペ ク トロ メー ター を

用 い て スー パー オキ シ ドをDMPOの ス ピ ンア

ダ ク ト(DMPO-O-2)と して分 析 した.

ESRス ペ ク トロ メー ター の 分 析 条件 は,室 温

で磁 場 を334.3±5mT,掃 引 時 間 を2分, modu

lationを0.08mT, responseを0.1秒 と した.

6. TBARSの 分析

TBARSの 分 析 は 八 木 法20)に従 っ て行 っ た.

す なわ ち,フ リー ラ ジカ ル の分 析 に使 用 した残

りの ホ モ ジネー ト0.2mlを 試 験 管 に と り, 8.1%

ドデ シル ス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム 溶液0.2ml, 20%

酢 酸 緩 衝液(pH 3.5) 1.5mlを, 1%チ オバ ル

ビ ツー ル酸 溶液1.5ml,蒸 留水0.6mlを 加 え て混

合 し た後, 1時 間加 熱 した.つ い で蒸 留 水 を1

ml加 え た後, n-ブ タ ノー ル ・ピ リジ ン混 液(15:

1) 5mlを 加 え て供 栓 を し,振 と う機 で5分 間

振 とう した.そ の 後, 3,000回 転 で10分 間遠 心分

離 し,得 られ たn-ブ タ ノー ル ・ピ リジ ン層 を ピ

ペ ッ トで約3ml以 上 別 の 試験 管 に と り,分 光 蛍

光 光 度 計 で蛍 光 測 定 を行 っ た(励 起 波 長515nm,

蛍 光 波 長532nm).

7.蛋 白質 の定 量

蛋 白 質 の 定 量 はprotein assay reagent

 (Pierce, Rock Jord. II)を 使 用 した.

8.有 意 差 検定

有 意 差検 定 はStudent's t-testを 用 いて 行 っ

た.

結 果

Fig. 1に6時 間拘 束 後 の ラ ッ トの 胃 を示 した.

正 常 ラ ッ トの 胃 に対 して(Fig. 1A), 6時 間 拘

束 後の 胃に お い て は 明 らか に 胃粘 膜 に 出血 性 び

らんが 認 め られ た(Fig. 1B).

次 に ラ ッ ト線 条体 のESRに よ る フ リー ラ ジ

カ ルの 分 析 を行 った 結果, Fig. 2に 示 す ご と く

ヒ ドロ キ シル ラ ジ カル の特 性 を示 す4本(1:

2:2:1)の シグ ナ ルの 他,わ ず か では あ る

が カー ボ ンセ ン ター ラ ジ カル(6本)お よ び水
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素 ラ ジカル(9本)の 特 性 を示す シグナ ル21)が検

出され た.そ の他 の各脳 組織 中 に も同様 の シグ

ナ ルが検 出 され た.

カー ボ ンセン ター ラ ジカルお よび水素 ラ ジカ

ルの シグナ ルは正 常 ラ ッ トお よび拘束 ス トレス

ラッ トのい ずれ の脳組 織 中に も検 出可 能 であ っ

たが,き わめて低 値 であ ったの で,定 量的 な比

較検討 を行 わ なか った.ま た,ス ーパ ー オ キシ

ド(O-2)の スピ ンア ダ ク トは正常 群 お よび拘 束

ス トレス群 の いずれ の脳組 織 にお いて も検 出 限

界以下 で あ った.

正 常 ラ ッ ト群 の 中脳,橋 ・延 髄 お よび小 脳 の

ヒ ドロキ シルラ ジカル は大脳皮 質,海 馬お よび

線条 体に 比べ て 多か った.拘 束 ス トレスを負荷

した ラッ トにお いては ヒ ドロキ シル ラジカル は

Fig. 1 Immobilization stress-induced hemor

ragic erosion in the stomach of rats.

 (A) No stress control, (B) Stress model.

Fig. 2 Spectra of free radicals as DMPO spin 

adducts in immobilization stress induced 

rat striatum.

橋 ・延 髄 にお いて有 意 に増 加 し,中 脳 お よび小

脳に お いて増加傾 向が あっ た(Fig. 3).

正常 ラ ッ ト群 に おい ては,中 脳,橋 ・延 髄 お

よび小 脳 のSOD活 性 は大 脳皮 質,海 馬お よび

線条体 に比べ て高 い傾 向が認 め られた.拘 束 ス

トレ ス負荷 群 にお いて は大脳 皮質,海 馬お よび

小脳 のSOD活 性 は有 意 に低下 してい たが,中

脳 にお いては 増加 して いた(Fig. 4).

正常 ラ ッ ト群 に おい ては,中 脳 お よび橋 ・延

髄 のTBARSは 他の脳 部位 に比べ て高 い値 を示

した.拘 束 ス トレス負荷群 に おい ては大脳 皮 質

Fig. 3 Immobilization stress induced change of 

hydroxyl radical concentration in the 

rat brain. Each value represents the 

mean•}SEM of 5 to 8 animals.

* p<0
.05, # 0.05<p<0.10 vs. control.

Fig. 4 Immobilization stress induced change of 

superoxide dismutase (SOD) activity in 

mitochondria of rat brain. Each value 

represents the mean•}SEM of 7 to 8 

animals. * p<0.05, ** p<0.01 vs. control.
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Fig. 5 Immobilization stress induced change of 

thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) concentration in the rat brain. 

Each value represents the mean•}SEM 

of 7 to 8 animals. * p<0.05, ** p<0.01 vs. 

control.

と中脳 のTBARSは 正 常 群 に比べ て有 意 に増 加

して い た(Fig. 5).

考 察

ラ ッ トを6時 間拘 束す る と胃粘 膜 に 出血 性 び

らんが 認 め られ,こ の時 期 に 脳部 位 に ヒ ドロキ

シ ルラ ジカル な らびにTBARSが 増 加 す るこ と,

お よ びSOD活 性 も変 動 す るこ とが認 め られ た.

これ らの 実 験 成 績 は,ラ ッ トを拘 束す る と脳 内

に フ リー ラ ジ カル が発 生 す る こ と を示 唆 して い

る.

さ きに,ラ ッ トに水 浸 拘 束 ス トレスや 火 傷 ス

トレ ス を加 え る と,容 易 に 胃粘 膜病 変 が 認 め ら

れ るの と並 行 して, TBARSは 増 加 してい る こ

とが 明 らか に され て い る22,23).またス トレス負 荷

に よ る 胃粘 膜病 変 の 出現 はSODや カ タ ラー ゼ,

キサ ンチ ン オキ シ ダー ゼ 抑制 剤 の ア ロブ リ ノー

ル の投 与に よ り抑制 され るこ とが知 られている23).

さ らに, Perryら24)は 胃粘 膜 傷 害 がSODや ア ロ

プ リノー ル の他 に も,ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カル の

消 去 剤 で あ る ジ メチ ル ス ル ホ キ シ ドに よ り阻 止

され るこ とか ら,胃 粘膜 傷 害 は スー パ ー オ キシ

ドか ら二 次 的 に 生 じ る ヒ ドロ キ シル ラ ジカ ル が

関 与 して い る こ と を示 唆 して いた.従 っ て,本

実 験 は拘 束 ス トレス に よ っ て 胃粘 膜 傷 害 の発 生

す る よ うな時期 に対 応 して脳 内 に お い て ヒ ドロ

キ シル ラジ カル が増 加 して い るか ど うか に つ い

て 検討 した結 果,は じめ て そ の事 実 を直接 証 明

した こ とに な る.ヒ ドロ キ シ ル ラ ジカ ル は 活性

酸 素 種 の 中 で最 も細 胞 傷 害 作 用 の 強 い ラ ジ カ ル

で あ る の で,拘 束 ス トレ スに よ っ て ヒ ドロ キ シ

ル ラジ カ ル が発 生 す る こ とは 極 め て重 要 な知 見

で あ り,今 後 ス トレ スに よ る傷 害 機 序 の 重 要 な

因 子 と して さ らに 検 討 され ね ば な ら な い.

最 近 ミ トコン ドリア の 電 子 伝 達 系 の 欠 損 と疾

患 との 関 係 に つ い て 報 告 され て い る.例 え ば パ

ー キ ン ソ ン病 患 者 の 線 条体 に お い て は
,ミ トコ

ン ドリア 電 子伝 達 系 のcomplex Iの 部 位 に機

能 低 下 が 認 め られ,そ の た め に 電子 が漏 出 し,

す なわ ち1電 子還 元 で,ス ー パ ー オ キ シ ドを生

ず る と想 定 され て い る25).ま たア ル ツハ イマー 病

に お い て も同 様 な報 告 が な され てい る26).これ ら

を勘 案 して,本 実 験 に お い て は ミ トコン ドリア

分 画 のSODす なわ ちMn-SODの 活 性 の検 討

を行 った.そ の 結 果,ミ トコ ン ド リア のSOD活

性 は 拘 束 負荷 群 に お い て は大 脳 皮 質,海 馬,小

脳 に お い て減 少 し,中 脳 に お い ては 増加 して い

た.一 般 に酸 素 ス トレ ス な どに お い ては 異常 発

生 した スーパー オ キシ ドを消 去 す るためSODが

誘 導 され てSOD活 性 が 亢 進 す るが,さ らに酸

素 ス トレス が過 剰 に な る と,活 性 酸 素種 に よ る

細 胞 傷 害 が進 行 し, SOD活 性 も低 下 す る と理 解

され て い るの で27),中脳 にお け る増 加 は その誘 導

を,ま た 大脳 皮質,海 馬,小 脳 に お け るSOD活

性 の低 下 は細 胞 傷 害 の 進行 を示 して い る もの と

考 え られ る.

TBARSは,過 酸 化 脂 質 生 成 の 指 標 の一 つ と

して 測定 を行 っ た. TBARSは 大脳 皮 質 と中脳

で 増加 したが,特 に 中脳 に お け る増加 は顕 著 で

あ った.本 実 験 の 脳 部 位分 割 法(Glowinski and

 Iversen)17)に よ る と 中脳 に 視床 下部 が含 まれ て

い るの で,こ れ は ス トレ スに 対 す る視 床 下 部 の

関与 を 反 映 してい る もの と して 興 味 深 い.

フ リー ラジ カルの 生体 内 での 発 生源 としては,

通常 虚 血 な ど に よ る キサ ンチ ン また は ヒポ キサ

ン チ ンか らの,あ るい は ア ラキ ドン 酸 カ ス ケー

ドか らの スー パ ー オ キ シ ドの発 生,遷 移 金属 イ

オ ン と過 酸 化 水 素 との 反 応 に よ る ヒ ドロ キ シル

ラ ジ カ ルの 生 成,あ る い は電 子 伝 達 系 の 欠 損 に
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よ るスー パ ー オ キシ ドの漏 出 な どが 挙 げ られ る.

本 実 験 の結 果 にお いて ミトコン ドリア分 画 のSOD

活 性 に 変 動 が 認 め られ た こ とは拘 束 ス トレ スが

大 脳 皮 質,海 馬,中 脳 お よび 小脳 の ミ トコン ド

リアの 電 子 伝 達 系 に 大 き な影 響 を及 ぼ して い る

可能 性 が 示 唆 さ れ るが,そ の 際 発 生 した ス ーパ

ー オ キ シ ドは直 ち に過 酸 化 水 素 と反 応 して 細胞

毒 性 の 強 い ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル とな り,最 終

的 に は 大脳 皮 質 や 中脳 で示 され る よ うな過 酸化

脂 質 の過 剰 産 生 を きたす もの と想 定 され る.

寒 冷,運 動 負荷,拘 束,エ タ ノー ル,電 気 シ

ョッ ク,闘 争 な どの ス トレ ス は脳 内の モ ノア ミ

ンに 影 響 を及 ぼ す こ と,す な わ ち,ノ ルエ ピネ

フ リンの 代 謝 回 転 が 亢進 し,セ ロ トニ ン は増加

す る こ とが 知 られ て い る6).他 方,フ リー ラ ジ カ

ルが,大 脳 皮 質 か らの ア スパ ラギ ン酸 お よ び グ

ル タ ミン酸 な どの 神 経 伝 達 物 質 の 遊離 を促 進 さ

せ る こ と も明 らか に され て い る28-30).従 っ て,

ス トレス に よ り ミ トコ ン ドリア の 電 子伝 達 系 を

介 して発 生 した フ リー ラ ジ カル が 脳 内 モ ノア ミ

ンの 遊 離 を亢 進 せ しめ て い る可能 性 もあ り,こ

れ らの 関係 をさ らに明 らか に す る こ とが今 後 の

重 要 な研 究課 題 と して残 され て い る.

結 論

拘 束 ス トレ スを ラ ッ トに6時 間 与 え,脳 内の

フ リー ラ ジ カル, SOD活 性 お よびTBARSに

及ぼ す 影響 を検 討 し,次 の こ と を明 らか に した.

1)胃 に 出 血性 び らん を認 め た.

2)ヒ ドロ キ シル ラ ジ カ ル は橋 ・延 髄 にお いて

有 意 に 増 加 し,中 脳 お よ び小 脳 に お い て増 加 傾

向が あ った.

3) SOD活 性 は 中脳 にお いては増 加 して いたが,

大 脳 皮 質,海 馬 お よ び小 脳 にお い て低 下 して い

た.

4) TBARSは 大脳 皮 質 と中脳 に おい て生 成 が

亢 進 して いた.

以 上 よ り,拘 束 ス トレ スを与 え る と脳 内 に お

い て は ヒ ドロ キ シル ラ ジ カルが 発 生 して神 経 細

胞傷 害 を き たす 可 能性 が示 唆 され た.

稿 を終 わるに 当た り,御 指 導,御 校閲 を賜 わ った

森昭胤教授 に深 甚な る謝意 を表わす と共 に,直 接御

指 導い ただいた平松緑博士(現,山 形県 テク ノポ リ

ス財団生物 ラジ カル研究室)に 深謝致 します.
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Immobilization stress for 6 hours induced hemorrhagic erosion in the rat stomach. Hydroxyl 

radicals significantly increased in the pons-medulla oblongata in stressed rats. Mitochondrial 

superoxide dismutase (SOD) activity was enhanced in the midbrain but was lowered in the 

cortex, hippocampus and cerebellum in stressed rats. Thiobarbituric acid reactive substances 

increased by stress in the cortex and midbrain. These findings suggested that immobilization 

stress generated hydroxyl radicals and accelerated lipid peroxidation, and affected mitocho

drial SOD activity, which may lead to neuronal damage in stressed rats.


