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脳虚血に対するベントバルビタール，ミ

　　　　　　　　　　　　　　保護効果の機序

　　　　　　　　　　　一アポトーシス抑制の可能性一

ダゾラムの

森本裕二＊，森本佳子＊，零物
　　　　　柴野岳樹＊，四極裕睦＊

修＊

　はじめに

　バルビツレート，ベンゾジアゼピン誘導体など

の一部の静脈麻酔薬には何らかの脳保護効果があ

ることが指摘されているL2）．その保護効果の機

序は，これまで代謝の抑制とされてきた3）．しか

し，最近の報告では，代謝の抑制以外の機序の関

与が示唆されてるが，いまだその機序については

確定していない2・4）．

　一方，昨今，前（全）脳虚血で見られる遅発性

神経細胞死や，局所脳1虚血でのpenumbra領域に

おいてネクローシス以外にアポトーシスの形態を

とる細胞が見られることが報告されている5・6）．

ネクローシスは主に細胞内エネルギー欠乏により

生じるため，代謝の抑制がネクローシスの抑制に

つながりうる．しかし，アポトーシスは細胞内カ

ルシウム濃度の増加，遺伝子の発現ある種の蛋

白分解酵素（システインプロテアーゼ：caspase）

の活性化など，細胞内カスケードの活性化によっ

て生じる7、9）．すなわち，代謝抑制ではなく，こ

れらカスケード抑制がアポトーシス抑制につなが

る可能性がある．そこで著者らは，バルビツレー

トおよびベンゾジァゼピン誘導体の脳保護効果の

機序が，上記カスケードを抑制する結果としてア

ポトーシスを抑制するという仮説をたて以下のよ

うな研究を行った10・　11）．
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対象と方法

　神経系細胞のモデルとしてラット副腎髄質褐色

細胞腫由来のPC　12細胞を使用し，血清除去によ

りアポトーシスを誘導した．このモデルではネク

ローシスは起こらず，選択的にアポトーシスが誘

導される12）．実際，用いた細胞でもアポトーシス

が実際に起きている事を，DNAのアガロースゲ

ル電気泳動と細胞の蛍光染色で確かめた．蛍光染

色にはHoechstは33342を用いてDNAを染色し，

クロマチンや核の形態を観察した．

　バルビツレート，ベンゾジアゼピン誘導体とし

てベントバルビタール，ミダゾラムをそれぞれ使

用した．培養皿の濃度でベントバルビタールは

0．5，5，50μg／m1，ミダゾラムは0．12，　L2，12

μg／m1となるように調整した．これら濃度は，ベ

ントバルビタールが10－25μg／mlの血漿濃度で麻

酔作用13），50μg／m1程度でburst　supressoni4），ミ

ダゾラムの1．2μg／mlで鎮静効果15）が得られると

いう報告に基づいて決定した．血清を除去して，

薬物を投与後，37℃，飽和湿度，5％二酸化炭素

／95％空気の環境下で4日間培養した．薬物の効

果は以下の2つの測定で判定した．

　1）細胞傷害率の定量化

　細胞がアポトーシスを起こすと，最終的には細

胞膜破壊を伴う細胞死に至る．その結果乳酸脱水

素酵素（lactate　dehydrogenase：LDH）が細胞外に流

出する．細胞内と細胞外に流出したLDH活性の

総和に対する後者の割り合いが細胞傷害率とな
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る．LDH活性はBoehringer　Mannheim社町の細胞

毒性検出キットを使用し測定した．

　2）アポトーシス細胞の割合

　細胞をエタノールで固定してpropidium　iodide

でDNAを染色し，　flow　cytometryでDNA含量を

測定することにより細胞周期解析を行った．アポ

トーシス細胞がG1期よりDNA含量が低い細胞

として検出されるため，全体の細胞数に対するこ

の領域の細胞数の割合がアポトーシス細胞の割合

となる．

　結果は平均±標準偏差で表わした，統計は，一

元配置の分散分析で行い，有意な場合post　hocテ

ストとしてStUdent－Neuman－Keulsテストを用い

た．P値が0．05以下で有意と見なした．

結 果

（1）アポトーシスの証明

　血清除去1日後からDNAの電気泳動で梯子状

（ラダー）パターンを認めた．これはDNAがヌ

クレオソーム単位に断片化されたことを表わして

おり，アポトーシスに最も特徴的な所見のひとつ

である．また蛍光染色でも，クロマチン凝集，核

の断片化というアポトーシスに特徴的な所見を呈

した細胞の朔日的増加が認められた．以上より著

者らの細胞系でも血清除去によりアポトーシスが

誘導されたと判断した．

　（2）麻酔薬の影響

　血清除去4日後の，対照群（＝ベントバルビター

ル非投与）の細胞傷害率は53．9±24．3％であった

（図1）．ベントバルビタールは濃度依存性に細

胞傷害率を低下させ，50μg／ml群では対照群と比

較して有意差を認めた（図1）．アポトーシス細

胞の割り合いは血清除去4日後の対照群で94，9±

6．3％であった（図2）．ベントバルビタール投与

によりアポトーシス細胞の割り合いは濃度依存性

に低下し，50μg／ml群では対照と比較して有意差

を認めた（図2）．

　一方，ミダゾラムは細胞傷害率，アポトーシス

細胞の割り合いのどちらに対しても有意な効果を

もたらさなかった（図1，2）．

考察

　血清除去によりPC　12細胞でアポトーシスが生

じる機序として，1）活性酸素産生16），2）cas－

paseの？同量化17），3）c－fos，　c－junなどの前初期遺

伝子の発現18），および4）神経成長因子欠乏によ

る神経成長因子受容体の脱りん酸化19）などが考え

られている．一方，実際の脳虚血でも，活性酸素

産生20），caspaseの活性化21），前初期遺伝子の発
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細胞傷害率（文献11）より一部引用改編）

左：ベントバルビタール（n＝12）　　　右：ミダゾラム（n＝12）

　p＝O．　03　by　one　way　ANOVA　p＝O．　30　by　one　way　ANOVA
　“；　p〈O．　05　vs　control　（＝Optgtml　of　pentobarbital）
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図2　アポトーシス細胞の割合（文献11）より一部引用改編）

　　左：ベントバルビタール（n＝9）

　　　　p〈O．　Ol　by　one　way　ANOVA

　　　　“；　p〈O．　05　vs　control　（＝Opt　g／ml　of　pentobarbital）

右：ミダゾラム（n＝8）

　p＝＝O．　98　by　one　way　ANOVA

現22），および神経成長因子減少23）などが生じるこ

とが報告されている．すなわち，血清除去により

PC　12細胞でアポトーシスが生じる経路と，実際

の脳虚血で神経細胞が細胞死に至る経路とは，多

くの点で共通点があると考えられる．

　バルビツレートは遊離脂肪酸やアラキドン酸を

産生抑制24・25），脂質過酸化反応を抑制26）するとい

う報告がある．又，砂ネズミの前脳虚血モデルで

ベントバルビタールが熱ショック蛋白の発現を抑

制するという報告がある27）．Caspaseや中枢神経

系での神経成長因子に及ぼすバルビツレートの影

響に関する報告は見当たらないが，ベントバルビ

タールがこれらの因子に作用して，アポトーシス

を抑制した可能性が考えられる．

　PC　12細胞はベンゾジアゼピンレセプタを有す

るため，ベンゾジアゼピン誘導体薬物の細胞レベ

ルでの作用を研究するモデルとして広く利用され

ている28）．したがって，今回の結果は，ベンゾ

ジアゼピンレセプタの賦活がPC　12細胞の血清除

去によるアポトーシス進行には関係がない事を示

唆したものと思われる．一方，最近ではベンゾジ

ァゼピン誘導体薬物の脳保護効果の機序として

GABAAレセプタ／Cl一チャネル複合体との関連が

示唆されている29）．PC　12細胞のベンゾジアゼピ

ンレセプタは末梢型でありGABAAレセプタ／

Cl一チャネル複合体とのリンクはない28）．した

がって，今後この複合体を有した新たなモデルで

再検証する必要性があると思われた．

　結論として，ベントバルビタールの脳保護効果

の機序として，アポトーシスの抑制が関係してい

る可能性が示唆された．
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