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酸化的ストレスによる細胞死とエネルギー代謝

中村正雄，西村吾朗，野村保友，神 隆

酸化的ストレスの発生とその障害の機序をあきらかにするために，ここでは虚血再濯流時の各細胞下画分の

酵素活性や酸化状態，特にミトコンドリアのエネルギー状態を invitroあるいは invivoで評価した。以下

のことが明らかになった。

(l) 低酸素時に高いミトコンドリア膜電位を維持した。

(2) 細胞膜のキノン還元系の中で DT-diaphoraseの相対活性は高く，酸化的ストレスに対する細胞レ

ベルの防御系として重要な役割を果たしていた。

也)脳ミトコンドリアは虚血再濯流と同様に低酸素時の神経活動の活性化によって脱共役した。

はじめに

生体に生じる還元酸素種生成に基づく酸化的ストレ

スと種々の疾病，発癌，老化との関連が強く示唆され

ている。これは還元酸素種の生成により開始するラジ

カル連鎖反応で，この結果，生体膜や核酸が酸化的修

飾を受ける為と考えられている。急激な酸化的ストレ

スとしては手術や臓器移植時の虚血再瀧流障害があ

げられ，多くの研究がなされている O 現在，虚血時の

障害についての解析が進んでいるが，再濯流時直後の

障害は酸素ノfラドックスや抗酸化物ノfラドックスの言

葉で述べられる様に不明な，点が多い。虚血状態で細胞

はエネルギー枯渇による還元障害を起こし，再濯流に

より酸素が流入すると還元酸素種の生成が起こり不可

逆的な酸化的障害が進行し，細胞死に至ると推察され

ている。虚血時の肝細胞ではエネルギー状態が回復す

ると Ca2
+が過剰にミトコンドリアへ再流入し，これに

より障害が起こるとされるなど，最近では臓器の再濯流

障害は Cah の動態を中心に語られることが多い[1。

しかし提案されたスキームに多くの問題点が指摘さ

れており [6]，大きく三つに分類される。(1)虚血時聞が再

濯流時の回復に影響するが，特に虚血後短時間に起こ

るイベントについて一致した見解が得られていない。

(2)再酸素化直後に発生すると考えられる酸素ラジカル

の生成は，スピントラップ法で試みられているが，ス
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ピントラップ剤そのものの不安定さなどからいまだに

確証はない。またキサンチンオキシダーゼは本来脱水

素酵素型であり， SH基が修飾されることで酸化型酵

素になってスーパーオキサイドを生成するとされてい

るが，本酵素の活性が低い臓器もありこれだけでは説

明できない目。 (3)通常この種の研究は個々の細胞につ

いて調べられており，細胞間で統合された機能との関

連で議論されることは少ない。

本研究では物質代謝，エネルギー代謝の活発な遊離

肝細胞において酸化的ストレスにより細胞のエネル

ギー状態がどう変化し，どのような障害を経て細胞死

に至るかを明らかにし，さらに細胞機能が統合された

濯流脳に対する影響を検討する。

実験方法

(肝細胞の調製)市販飼料で飼育した 7-8週齢の雄

ウィスター系ラット(180-240g)にウレタン麻酔した

(180 mg ethylcarbamate/100 g body weight) 0 Ander-

ssonらの方法[IJにより，肝細胞を分散したが，酵素濯

流液にはヒアルロニ夕、ーゼを用いなかった。0.3%トリ

パンブルーの排除テストによると，用いた単離肝細胞

のviabilityは90%以上であった。インキュベーショ

ンは温度 3TC，ガス組成 95%O2十 5%COzの条件で

行った。 ModifiedKrebs-Ringer bicarbonate buffer 

(120 mM  N aCl， 4.8 mM  KCl， l. 3 mr刈 CaCb， l.2 



mM  KH2P04， 1.2mM MgS04， 24mM NaHC03) 

を用いた。

(肝ミトコンドリアの調製)ラット肝ミトコンドリア

を常法に従い， O. 25 M sucroseと2mM  K-Hepesを

含む buffer(pH 7.4)で単離した。タンパク濃度はウ

シ血清アルブミンを対照として Lowry法により定量

した。

(濯流脳の調製)Inagaki and Tamura [5Jの方法に従

い，外頚動脈を結札し血流を保つため内頚動脈にバイ

パスカテーテルを挿入した。カテーテルから 6ml/min 

の流速でフルオロカーボン (FC43)を濯流した。 5時

間以上 α波と β波を主体とする脳波が維持された。

(測定方法)ミトコンドリアと肝細胞のローダミン

123によるミトコンドリア膜電位，潅流脳のチトク

ロームオキシダーゼの吸収測定は酸素電極をセットし

たユニソク NIR-1000四波長分光光度計により行っ

た。細胞下画分のキノン還元反応は島津二波長分光光

度計により測定した。還元酸素種の生成はスピント

ラップ剤 DMPOを用いて ESRバリアン E-109Bに

より測定した。

結果と考察

(嫌気時のミトコンドリア膜電位)ローダミン 123は

ミトコンドリアの膜電位 (ATP生成能を反映する)に

依存して吸収及び励起発光スペクトルが変化すること

が知られている九最近 Anderssonら[1]は単離肝細胞

を用いて，再酸素化の際 ATP濃度や酸素消費速度な

どのパラメータをほぼ回復できる無酸素状態 30分後

の変化をしらべた。酸素が欠之することにより細胞質

のリン酸化ポテンシャルは劇的に低下するが， ミトコ

ンドリアでの ATP生成能を反映するその膜電位は

18%の減少にとどまった。ここでは従来の研究に対し，

酸素欠乏 30分以内の比較的早い応答を明らかにする

ために，ローダミン 123を用いてミトコンドリア膜電

位の変化をしらべた。

図1はState3呼吸から嫌気になったときのエネル

ギー状態を示している。好気状態の呼吸活性測定の際，

ADPの添加に対しすばやく膜電位が応答した。これは

ローダミン 123の取り込みあるいは放出がミトコンド

リアのエネルギー状態の変化とともに迅速に行われる

ことを示している。嫌気状態で二つの点が注目された。

(1)チトクロームオキシダーゼ、が還元される酸素濃度で
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図 State3呼吸から嫌気状態になったときの単離

ミトコンドリア懸濁液におけるチ卜クロームオ

キシダーゼの還元を伴うローダミン 123の吸光

度変化。ミ卜コンドリア 0.9mg protein/mlと

1μM RH 123以外の実験条件は本文参照。

ミトコンドリア膜電位はすばやく 20%低下し，数分で

一定になりその後維持されたことと， (2)再酸素化によ

りその膜電位が復活したことである。詳細に検討する

ために State4呼吸から嫌気になったときの変化と比

較した。State3呼吸から嫌気になった時とは対照的に

State 4の場合，嫌気状態で膜電位は変化しなかった。

この傾向は 30分以上嫌気を維持しでも観察された。

State 4の条件は好気ばかりではなく嫌気でも充分な

ATPが反応液中で酵素的に供給されており，ミトコ

ンドリアは外液から得た ATPにより膜電位の低下を

回避したと考えられる。一方 State3の条件では外液

のATPは常に分解されており，その嫌気状態では呼

吸による ATP生成は停止している。したがって嫌気

の際のすばやい約 20%の膜電位低下は呼吸により生

-43-



素ラジカルの生成を表わしている。ミクロソームの

NAD(P)Hメナジオン還元反応によってスーパーオ

キサイドが生成することは ESRの DMPO-OOHシ

グナルから確認された。細胞膜からは DMPO-OOH

とDMPO-OHの両方のシグナルが観察されたが，

グナル強度からスーパーオキサイドの生成はミクロ

ソームの 1/10程度と計算された。

水酸ラジカルは強力な酸化剤であり生体分子との反

応性が高いがその生成過程は不明な点が多い。セミキ

ノンと H202の反応や微量金属の触媒作用によるとさ

れているが論争中であり，本研究では細胞膜による

NADH酸化反応でキレーターを添加しでも DMPO

OHのシグナルは観察された。水酸ラジカルはグルタ

チオンペルオキシダーゼ、などの還元系と微量金属によ

シ

成していた ATPの供給停止に帰属され，その後維持

された膜電位はミトコンドリア内膜のイオン輸送を阻

害するようなイオン透過性の劇的な低下によると考え

られた [9J。

(細胞下画分によるキノンのー電子及び二電子還元)

ブラビン蛋白は電子供与体に対して特異性が高いが電

子受容体は幅広く利用できる。 NADPH-P450 

reductaseや NADH-bョreductaseはキノンのー電子

還元を触媒するが DT-diaphoraseは二電子還元であ

ることが知られている。セミキノンによる酸素ラジカ

ル生成はセミキノンの酸化還元電位から説明されてい

る。 NADPH-P450 reductaseによるメナジオンを介

した酸素の一電子還元はチトクローム C法あるいは

ESRによって明らかにされている。 DT-diaphorase 

によるキノンの還元から生成したハイドロキノンは酸 り生成すると考えられる。

図3は細胞下画分による NADPHメナジオン還元

活性に及ぼすジクマロールの影響を表わしている。ミ

クロソームと細胞膜の活性の 65%以上はジクマロー

ルによって阻害されたが，両画分のメナジオンを介し

た酸素ラジカル生成は変化しなかった。細胞質では酸

素ラジカルの生成は認められず，メナジオンの還元反

応白体は DT-diaphoraseの阻害剤ジクマロールによ

素と反応してスーパーオキサイドを生成するが， pH 

依存性が高く中性ではこの反応は非常に遅い。Ernster

ら[4;はDT-diaphoraseがすべての細胞下画分に存在

することを示した。

図 2はミクロソームによるキノンの還元を介した酸
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図 3 細胞下画分が触媒する NAOPHーキノン還元反
応 (A，B， C)とNAOHーキノン還元反応 (0，
E， F)に及ぼすジクマロールの効果。矢印でキ
ノンを添加した。サンプル条件:細胞下画分
細胞質 0.31mgprotein/ml(A， 0)，ミクロソー
ム0.56mg protein/ml(B， 0)，細胞膜日 76mg 

protein/ml(C， F)。ジクマロール無添加(a)，
10μM添加(b)o80μM NAO(P)H0 2日μMメナジ
オン。
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ミクロソームが触媒する NAOPHーキノン還元
反応 (A，B)とNAOHーキノン還元反応 (C，
0)でみられる ESRスベクトル。aは反応後 2分
でbは4分のスベクトル。サンプルの条件 20日
μM NAO( P )H， 2.1 mg protein/ml， 0.5 mM 

OTPA， 100 mM OMPO， 30μMメナジオン(A，
C)， 30μM トコフエロールキノン(B，0)0 ESR 

の条件'中心磁場 3387G， modulation ampli-

tude 1.0 G，レシーパーゲイン 1x 10'，時定数
日ー 125s， microwave power 20 mW， scan speed 
25 G/min。

図 2



が還元される嫌気状態でもミトコンドリア膜電位が維

持されることがわかった。肝細胞では嫌気になると 5

分以内で細胞内の ATPが 50%以下に減少すること

が知られている。細胞のエネルギー状態が激変してい

るにもかかわらず， ミトコンドリア内膜を介して電荷

を分離するメカニズムが存在すると考えられる。アン

カップラーの添加により膜電位が低下したことと，同

様の処理をした細胞を蛍光顕微鏡で観察した場合に核

は染色されず細胞質がほぼ一様に染色されていたこと

から色素がミトコンドリアに取り込まれていること

トー→
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がわかった。次に酸素供給を再開した後に予想される

酸化的ストレスのモデルとして遊離肝細胞に tブチ

ルハイドロパーオキサイドを晒した。 2mMでは細胞

膜表面で起こる酸化反応に起因するアルコキシラジカ

0% 

図 4 ミクロソーム (A)と細胞膜 (8)が触媒する

NADPHーキノン還元反応開始後 2分でみられ

るE5Rスベクトルに及，;rすカタラーゼと 50D

の効果。サンプル条件(A)目 aはコントロール， b 

40 nMカタラーゼ， c 目1μM50D， dは 40nM 

カタラーゼ+目 1μM50Do 200μM NADPH， 

30μMメナジオン， 2.1 mg protein/ml， 0.5 

mM DTPA， 100 mM DMPO。サンプル条件(8)

2.5 mg protein/ml以外はサンプル条件(A)と同

じ。
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したスーパーオキサイドによると考えられた。 DT-

diaphoraseとSODの両方の阻害剤で前処理した遊離

肝細胞がメナジオンの毒性を悪化させることからこの

二つの酵素がキノン毒性から細胞を保護していると結

論づけられる。図 2， 3， 

reductaseに対する DT-diaphoraseの相対的な活性

がミクロソームより細胞膜のほうで高いことを示して

キノン毒性に対する防御機構のアウトラインは

わかっているが，細胞膜の DT-diaphoraseが細胞レ

ベルで重要な役割を果たしていることが明らかになっ

80 

図 5 低酸素状態の潅流脳に対して PTZを投与 Lた

ときのチトクロームオキシダーゼのへム aa3 

と銅の酸化還元状態と脳波における変化。
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(酸化的ストレスによる肝細胞の変化と細胞死)肝細

胞懸濁液のチトクロームオキシダーゼの酸化還元状態

とミトコンドリア膜電位に応答するローダミン 123の

吸光度変化の測定結果からチトクロームオキシダーゼ
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ルとカーボンセンタードラジカルが付加化合物として

30分以上にわたって ESRスペクトル上に認められ

た。 5mMに濃度を高めると激しい酸化反応の結果，

細胞内から漏出するアスコルビン酸と tープチルハイ

ドロパーオキサイドの反応によるアスコルビン酸ラジ

カルが検出され，明らかな細胞死を呈することがわ

カhっfご。

(潅流脳におけるミトコンドリアと脳機能に及ぽす

低酸素の影響)定流量、謹流で酸素濃度を低下させたと

きの脳波の徐波化と Hemeaa 3の酸化状態の聞に高

い相聞が認められた。また低酸素による脳波の消失後，

ビククリンを投与するとてんかん発作を起こした凶。

酸素不足による脳機能の低下は， ATP合成の低下に

よって通常の電気的神経活動の維持に必要なエネル

ギー需要を賄えないが，短時間の神経活動が可能な

ATP 濃度を維持するというエネルギ一保存機構の一

面を表わすと考えられる。本研究の結果は Duffyet. 

a1.[2]の神経活動の低下がエネルギー不足を回避する

ための応答であるという提案を支持するものである。

結 論

本研究では酸化的ストレスの中でも虚血再濯流障害

に焦点を合わせ，その中の各過程の様々なイベントか

ら細胞死に至る経過を細胞内小器官に着目し検討し

た。まず虚血による酸素不足 (2~3 x 1O-7M02) は

ATP 濃度が低下する前に細胞聞の協調による高次機

能を抑制する。しかしこの酸素濃度における細胞活動

の強制的な活性化はミトコンドリアを脱共役させ速や

かな細胞死をもたらす。酸素濃度が~1O-8M 以下にな

ると ATPの低下は避けられないものの高いミトコン

ドリア膜電位が維持されていた。このように無酸素に

近い状態が持続するとミトコンドリア膜電位が低下

し，ブレブ形成が始まる。再酸素化によって高いミト

コンドリア膜電位を維持している細胞はブレプを吸収

する。ミトコンドリア膜電位が低下した細胞では生成

した還元酸素種によって膜構造が破壊され細胞内容物

が漏出し細胞死に至る。還元酸素種の生成では酸化的

ストレスにカップルしたキノン還元系が重要な役割を

果たしていた。スーパーオキサイドを生成する NAD

(P)Hメナジオン還元活性は細胞質が最も高く，ミク

ロソーム，細胞膜の順であった。しかし細胞膜ではキ

ノン還元系の中で二電子還元を触媒する DT-dia-

phoraseの相対的な活性が高く，細胞レベルの防御系

としての位置付けが再認識された。細胞の防御能力を

超える酸化的ストレスを被ると，ブレブの崩壊に続い

て細胞死に至ると考えられた。
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