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                                Summary 

  It was previously proposed that spasmogenic activity of oxyhemoglobin was stronger than that of methemoglobin 
and that oxyhemoglobin induced marked and continuous vasospasms on the exposed basilar artery in the cat. 
Therefore, oxyhemoglobin may be one of the most important spasmogenic substances following subarachnoid 
hemorrhages. It was also reported that, due to autoxidation, oxyhemoglobin produced superoxide, and that 
lipid peroxidation induced by superoxide with an Fe-complex was inhibited by superoxide dismutase, catalase, 
1,4-diazabicyclo [2,2,2] octane (DABCO), etc. 

  In this experiment, the spasmogenic activity of oxyhemoglobin on the exposed basilar artery was reduced to that 
of methemoglobin by superoxide dismutase, catalase and DABCO. On the other hand, methemoglobin induced 
marked contraction of the arteries after the xanthine oxidase system, which is believed to be a superoxide produc
ing system, was injected into the subarachnoid space together with EDTA-Fe and FeC13. The authors have there
fore concluded that the strong spasmogenic activity of oxyhemoglobin is due to a change in reactivity of the artery 
which is affected by lipid peroxidation, induced by superoxide generated by autoxidation of oxyhemoglobin, on 
the cellular membrane of nerve-endings or smooth muscle of the artery. 
Key words : cerebral vasospasm, oxyhemoglobin, superoxide, singlet oxygen, lipid peroxidation

東北大学脳研脳 神経外科

〔連絡先=〒982仙 台市長町5-13-1,東 北大学脳研脳神経外科,神 山和世〕

1980年3月31日 受稿

1は じ め に

脳動脈瘤破裂 によ るクモ膜下 出血後 に発生 する脳血管

攣縮 は,患 者 の予後 に重大 な影響 を与え るが,そ の原 因

に関 しては,な お議論 が多 い.先 に教室 の遠藤14)が,成

猫を用 いた脳血管攣縮誘発実験 において,自 家動脈血 と

脳脊髄液 の等量混合液 を37℃ に艀 置 した後,そ れぞれを

直視 下に脳底動脈 に接触 させ,5～10日 艀置 した ものに

もっ とも強 い活性 を認 めた と報告 し,続 いて園部29が,

この 艀 置 液 の 経 時 的 な化 学 的 分 析 に よ っ て,oxyhemo・

globin(以 下oxyHbと 略 す)が 重 要 な脳 血 管 攣 縮 物 質 で

あ り,oxyHbが 酸 化 した 形 で あ るmethemo910bin(以 下

metHbと 略 す)で は,攣 縮 能 が 減 弱 す る との報 告 を行 っ

た.こ の 事 実 か ら,こ の実 験 モ デ ル ネ コを 用 い て 攣 縮 の

メ カニ ズ ム,特 にsuperoxideと の関 わ りあ い につ い て

種 々 の検 討 を 加 え た.

OxyHbに 関 して は,そ れ が 自酸 化 に よ りmetHbに 変

化 す る際superoxideが 生 成 され うる と言 われ て い る7)21)



こ とか ら,今 回我 々 は,superoxideのscavengerと して

知 られ て い るsuperoxidedismutase(以 下SODと 略 す)

を用 い,oxyHbに よ り誘 発 され る脳 血管 攣 縮 に お け る

superoxideの 関 与 に つ い て検 討 を加 え た .ま た,最 近,

種 々 の疾 患 の病 態 に 関 して不 飽 和脂 肪 酸 の過 酸 化 物 の影

響 が示 唆 され て い る11)32)が,lipidperoxidationと 活 性

酸 素 の 関連 が注 目 され て きて い る3)5)8)25)27)36).

Lipidperoxidationに 関 係 す る活 性 酸 素 に関 し て は,

superoxideそ の もの で は な く,hydroxyradicalあ る い

は,singletoxygenがFe-complex等 の存 在 の も とに 関与

して い る と言 わ れ て い る8)25)33)が,こ れ らはsuperoxide

か ら生 成 され うる も の で あ り,生 化 学 的 に はsuperoxide

生 成 系 を用 いた 不 飽 和 脂 肪 酸 の 過 酸化 をSOD,catalase

1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane(以 下DAおCOと

略 す)等 が 抑 制 す る こ とが 知 られ て い る3)17)37),そ こ で

我 々 は,oxyHbの 血 管 攣 縮 能 に つ い てSODの み な ら

ず,catalase,DABCOを も用 いて 検 討 を加 え た,さ ら

にoxyHb以 外 のsuperoxide生 成 系 と して 信 頼 され て い

るxanthine,xanthineoxidaseを 用 い,EDTA-Fe,

FeCl3の 存 在 の 下 に血 管 攣 縮 の 誘 発 を試 み た.

∬ 実 験 方 法

1.実 験 モ デ ル の 作 成 お よ び 観 察 方法

実 験 動 物 に は,体 重2.5～5kgのi雑 種 雌 雄 成 猫 を 用 い

た.Pentobarbitalsodium(Nembutal)30～50mg/kgの 腹

膜 腔 内 投 与 麻 酔 下 に仰 臥 位 に固 定 し,気 管 切 開 後,気 管

内 挿 管 を行 い,調 節 呼 吸 下 に実 験 を 行 っ た.全 身 血 圧,

動脈 血 ガ ス 分析 のmonitoringを 行 い,実 験 中 著 しい 変 化

を きた した もの は 除外 した.

Transcervico-transclivalaPproachに て後 頭 蓋 窩 脳 底

部 硬 膜 に達 し,ク モ膜 損 傷 を 最 小 限 に と ど め る よ う に注

意 しな が ら硬 膜 に縦 切 開 を加 え左 右 に 開 き脳 底 動 脈 を露:

出 した.そ して後 述 す る種 々 の溶 液 の約0・3ccを,脳 底

動 脈 に機 械 的 刺 激 が加 わ らな い よ う注 意 し,骨 窓全 体 の

クモ膜 下 腔 に速 や か に拡 散 す る よ うに注 入 した.注 入 後

は次 の溶 液 を注 入 す るま で髄 液 に よ り稀 釈 され るに ま か

せ た.

動 脈 径 の変 化 は,手 術 顕 微 鏡 下 に25倍 で写 真 撮 影 を 行

い動 脈 内径 に相 当す る流 血 の 幅 を測 定 し,初 回注 入 直 前

との差 を初 回注 入 直 前 の血 管 径 に対 す る 百分 率 で,拡 張

を(+),収 縮 を(一)と して表 わ し,無 作 意 の3点 の平 均

を と り,そ の時 点 で の変 化 率 と した.

2.注 入 物 質 の生 成 お よ び攣 縮 誘 発 実 験

〈実 験1>OxyHbお よびmetHbに よる 攣縮 誘 発

実 験:OxyHbは ネ コの 股 動 脈 か ら,ヘ パ リ ン採 血 した 血

液 を3,000rpmで5分 間 遠 心 し,白 血 球,血 小 板,血 漿

を 除 き赤血 球 浮 遊液 を 得 た.こ れ を 生理 的食 塩 水 で洗 源

した後,一70℃ に て3時 間 以上 凍 結 破壊 し,室 温 に て溶

解 し再 び3,000rpmで5分 間 遠 心 し,上 清 を得 た.さ ら

に滲 透 圧 を生 理 的 範 囲 内 と し,か つ 可 及 的 にNa+,Cl一

以 外 の 電解 質 を除 去 す るた め,生 理 的食 塩 水 にて12時 間

透 析 した.こ の 溶 液 を 生 理 的 食 塩 水 に て稀 釈 し,5.5

mMol濃 度 のhemoglobin溶 液 と した.

MetHbは 前 述 の ご と く赤 血 球 浮 遊 液 を得,同 容 積 の

100mMol亜 硝 酸 ソー ダ を加 え,10分 間 室 温 に て反 応 させ

met化 した後,3,000rpmで5分 遠 心 し赤 血 球 を残 し,

さ らに 生理 的食 塩:水 に て洗 瀞 し亜硝 酸 ソー ダ を 除 去 し

た.そ の後,oxyHbと 同 様 の方 法 に て5.5mMol濃 度

のmetHb溶:液 を作 成 した.

誘 発 実験 は ま ず,生 理 的食 塩 水 を クモ 膜 下 腔 に 注 入

し,30分 間 血管 径 の 変 化 を 観 察 し た後,oxyHb溶 液 あ る

い はmetHb溶 液 を生 食 に て5・5/2mMol濃 度 に稀 釈 し,

ク モ膜 下腔 に注 入 した.さ ら に30分 後,再 び 同 一 のhe-

moglobin溶 液 を クモ 膜 下腔 に注 入 し,同 質 同 濃 のhe-

moglobin溶 液 を2回 注 入 し た時 の 血 管 径 の 変 化 を 観 察

した.

次 に5・5/2mMolmetHb溶 液 の 注 入30分 後 に同 濃 度

のoxyHb溶 液 を注 入 し,血 管 径 の変 化 を見 た.

<実 験H>SOD,catalase,DABCOに よ り処 理 し た

oxyHb,お よび 過 酸 化 水 素 に よ る攣 縮 誘 発 実 験:SOD

はMcCord19),Weser34)ら の 方 法 に準 じて 牛 赤 血 球 か ら

作 成 し,生 理 的 食 塩:水 に て12時 間 透析 し等 張 溶 液 と し,

Na+,Cl一 以 外 の 電解 質 を可 及 的 に 除 去 し た.こ れ を

Patriarca24)の 方 法 に 準 じて活 性 を確 認 し(Fig.1),そ し

て,こ れ を既 知 濃 度 のSODと 比 較 す る と数 μMol濃 度

と考 え られ た.こ の標 品 の10倍 濃 縮 溶 液(こ れ をSOD

×10と し た)と100倍 稀 釈 溶 液(SOD×1/100)を 作成 し

た.Catalase(P-LBiochem.Inc・)は,生 理 的 食塩 水 に

溶 解 させ 透 析 して4.4μMol溶 液 とし て用 い た.DABCO

(東 京 化 成 工 業)は,生 理 的 食 塩 水 に溶 解 させ,0.1mMol

溶 液 と して 使 用 した.

実 験 は まず 標 準 濃 度 のSOD溶 液 を生 理 的 食 塩 水 で2

倍 に稀 釈 し,ク モ 膜 下 腔 に注 入 し脳 底 動 脈 と接 触 させ,

標 準SOD自 体 に よ る血 管 径 の 変 化 を観 察 した.次 に,

標 準SOD溶 液 と5.5mMoloxyHb溶 液 と 同 量 混 合 し,

hemoglobin濃 度 と して は5.5/2mMolと し,37℃ に

15分 艀 置 した後,直 ち に ク モ膜 下 腔 に注 入 した.さ らに

30分 後,未 処 理 の5.5/2mMoloxyHb溶 液 を注 入 し,

oxyHb単 独 に よ る血 管 径 の 変化 を観 察 した ,

SOD×10,SOD×1/100に つ い て も同 様 の実 験 を行 っ



た.

ま た,標 準SOD,SOD×10に お い て は,一 旦 誘 発 さ

れ た 攣縮 に対 す るSODの 効 果 を 見 るた め,oxyHb単 独

を注 入 した30分 後 に,最 初 に 注 入 した溶 液 と 同 濃 度 の

SOD溶 液 を注 入 し血 管 径 の 変化 を 見 た.

OxyHbは,Fe+++02一 一一→Fe++++02一 の 反応 に よ り

superoxideを 生 成 し,superoxideは 自発 的不 均 化 反 応,

202一+2H一 一 →02+H202に よ り過 酸 化 水 素 を 生 成 す

る.し た が っ て5.5/2mMoloxyHbか らは,5.5/4mMol

の過 酸 化 水 素 が生 成 され うる可 能 性 が あ る と 仮 定 し,

1・5mMol濃 度 の過 酸 化 水 素 を用 い過 酸 化 水 素 自体 の攣

縮 誘 発 を試 み た.ま ず 生 食 注 入 に て30分 観 察 し,次 に過

酸 化 水 素 溶 液,最 後 に そ の血 管 の反 応 性 を確 認 す るた め

5.5/2mMoloxyHb溶 液 を注 入 し た.

Fig.1Activityofsuperoxidedismutasewhichwas

preparedfrombovinebloodcellsbyMcCord's
method:Itwasadjustedto10_2to10-3mMol/L.

Fig.2Changesindiametersofbasilararteries

followingapplicationof5.5/2mMol/LOxyHbor

MetHb.Tenminutesafterthefirstapplicationof

OxyHb,theextentofvasoconstrictionreached

32.5士6.6%(n=4)andthesecondapPlicationof

OxyHbdidnotcausefurtherconstriction(upper).

TenminutesafterthefirstapplicationofMetHb,

theconstrictionreached15.36.3%(n=4)and

thesecondapplicationdidnotproducefurther

constriction(middle).Thevasospasmogenicac-

tivityofOxyHbsurpassesthatofMetHb.When

MetHbwasfirstapplied,theextentofconstric-

tionwas18.1×6.3%(n=4).After30minutes,

applicationofOxyHbinduced32.4±9.3%

constriction(lower).

過 酸 化 水 素 の分 解 酵 素 で あ るcatalase,お よびsinglet

oxygenのscavengerと して知 られ て い るDABCOは,

SODと 同 様 に使 用 し,こ れ らの物 質 に よ り 処 理 し た

oxyHbの 攣 縮 誘 発 能 を見,最 後 に5.5/2mMoloxyHb溶

液 を注 入 し,oxyHb単 独 に よ る血 管 の 収 縮 を観 察 した.

<実 験 皿>Xanthineoxidase系 か ら生 成 され るsu-

peroxideに よ る 攣縮 誘 発 実験:Xanthine(和 光 純 薬 工

業)の152mgを20ccの0.INNaOH溶 液 に溶 解 させ,

pHを7,4に な る ま で0.1NHCl溶 液 を加 え た後,蒸 留 水

を加 え100ccと し,xanthineの10mMol溶 液 を作 成 し,

浸 透 圧 を290mOsm/Lと な る よ うにNaClを 溶 解 させ,

さ らに これ を 生理 的食 塩 水 に て 稀 釈 し,1μMolxanthine

溶 液 と した.

Xanthineoxidase(SigmaChem.Co.)は,0.Olunit/

0.lccと な る よ う生 理 的 食 塩 水 を加 え,生 食 に て透 析 し

使 用 した.EDTA-Fe,FeCl3は,そ れ ぞ れ が5mMol

濃 度 とな る よ う生 理 的 食 塩 水 に溶 解 し,鉄 溶 液 と して使

用 した.

まず,鉄 が 存 在 しな い時 のsupcroxideの 血 管 に 対 す

る影 響 をみ るた め,xanthine溶 液0・2ccとxanthineox-

idase溶 液0.1ccお よ び生 食0.2ccを 混 合 し,直 ち に ク

モ膜 下 腔 に注 入 し,攣 縮 誘 発 能 を観 察 した.30分 後 再 び



同 様 にxanthine,xanthineoxidaseを 注 入 し,そ の10分 後

に5.5/2mMolmetHb溶 液 を注 入 した.

次 にsuperoxideが 生 成 され な い時 のFe溶 液 の血 管 に

対 す る影 響 を見 る た め,xanthineoxidase溶 液0.lccと

鉄 溶 液0。2ccお よび,生 理 的 食塩 水0・2ccを 混 合 し,あ

る い はxanthine溶 液0.2ccと,鉄 溶 液0・2cc,生 理 食 塩

水0・lccを 混 合 し,ク モ膜 下腔 に 注入 した.30分 後 に 同

じ溶 液 を再 注 入 し,そ の10分 後 に5.5/2mMolmetHb溶

液 を注 入 した.

最後 に,xanthineoxidase系 に よ り生 成 さ れ たsuper-

oxideがFe-complexの 存 在 の も と に 生 体 膜 のlipid

peroxidationを 惹起 す る こ と を期 待 し,xanthine溶 液0・2

cc,鉄 溶 液0。2cc,xanthineoxidaseO.lccを 混 合 後,た

だ ち に ク モ膜 下 腔 に 注 入 した.30分 後 に,同 様 に再 注 入

し,そ の10分 後 に5.5/2mMolmetHb溶 液 を注 入 し,血

諄径 の変化 を観察 した.

Fig.3Changesindiametersfollowing5.5/2mMol/

LOxyHbtreatedbysuperoxidedismutase(SOD).

OxyHbtreatedbystandardSODorSOData

10-foldconcentration(SODX10)causedconstric-

tionof18.92.4%(n=5)or23.1×4.7%(n=4)

respectively.Applicationofnon-treatedOxyHb,

induced36.59.8%and38.57.8%constriction

(upperandmiddle).Ontheotherhand,OxyHb

treatedbySODdilutedloo一 負〕ld(SoD×1/100)

causedconstrictionof31.37.7%(n=3)im-

mediately(lower).SODinhibitsthespasmogenic

activityofOxyHb.

Fig.4Changesindiametersfollowingapplication

ofSODtoarteriesconstrictedbyOxyHb.Stand-

andSODandSODX10,whichinhibitedvaso-

spasmogenicactivityofOxyHb,couldnot

dilatatethearteriesoncetheyhadbecome

constricted.

皿 結 果

実 験1(Fig.2):園 部29)の 報 告 と同様 に,oxyHbは

metHbよ り著 明 な収 縮 を認 め た.5.5/2mMoloxyHb溶

液注 入 で は,注 入 後10分 で32・5土6・6%(n=4)の 収縮

を認 め た が,metHb溶 液 の 注 入 で は,注 入 後10分 で15・3

土6.3%(n-4)と 軽 度 の 収 縮 を認 め た に す ぎ な か っ

た.使 用 したoxyHb溶 液 もmetHb溶 液 も,赤 血 球 内

の 他 の 物 質 を同 程 度 に 含 ん で い る と考 え られ るの で,2

者 の収 縮 能 の差 は,oxyHbとmetHbの 化 学 的 な違 い に

よ る も の と考 え た.同 濃 度 のoxyHbあ る い は,metHb

を再 注 入 して も同 じhemoglobinの 注 入 で は,最 初 の注

入 で誘 発 され た収 縮 を維 持 し,そ れ 以 上 に収 縮 す る こ と

は な か っ た.

しか し,metHb注 入 後oxyHbを 注 入 す る と,metHb

注 入 後10分 で は18・1士6・3%(n=4)の 収 縮 に対 .し・ そ

の30分 後 に注 入 した 同濃 度 のoxyHbで は,32・4土9・3%

(n=4)と 著 明 な収 縮 を認 めた.

実 験 ■(Fig.3,4,5):標 準SOD,SOD×10,SOD×

1/100各 濃 度 のSOD溶 液 は,い ず れ もそ れ 自体 に血 管

を収 縮 あ るい は拡 張 させ る作 用 は認 め られ な か っ た.標

準 お よび,SOD×10溶 液 で処 理 したoxyHb溶 液 で は,

そ れ ぞ れ 注 入 後10分 で18.9±2.4%(n=5),23・1士4・7

%(n=4)の 収 縮 を認 め た が,30分 後 の5・5/2mMol

oxyHb溶 液 単 独 注 入 に よ っ て,そ れ ぞれ 注 入 後10分 に

36.5士9.8%,38.5土7・8%と 著 しい収 縮 を認 め た.こ れ

は,metHb注 入 後 にoxyHbを 注 入 した時 のpatternと

類 似 して い た.OxyHb単 独 注 入 直 前 の クモ 膜 下 腔 を手 術

顕微 鏡 下 に観 察 した 限 り,SOD処 理oxyHb溶 液 の色 調

は,髄 液 に よ り洗 い 流 され 消 失 して お り,oxyHb単 独 注



入 前 にoxyHbと と もに注 入 したSODは 洗 い流 さ れ,

oxyHb単 独 の収 縮 に影 響 を与 え て い な い も の と判 断 し

た.一 方,SOD×1/100溶 液 処 理 のoxyHb溶 液 で は,注

入 後10分 で す で に31・3士7.7%(n-3)と 著 明 な収 縮 を

認 め,そ の 後 注 入 したoxyHb単 独 に よ っ て も10分 後 に

3L3±4.1%と 差 は なか った.標 準SOD,SOD×10処 理

oxyHbの20%前 後 の 収 縮 は,metHbの 収 縮 能 と ほ ぼ一

致 し,SODは あ る濃 度 以 上 に お い てoxyHbの 収 縮 能 を

減 弱 させ る もの と考 えた.

しか し,一 旦oxyHbで 誘 発 され た血 管 収 縮 は,収 縮 阻

害 作 用 の あ った 標 準SOD,SOD×10に よ っ て も観 察 時

間 内 に は拡 張 を認 め なか った.

以 上 か らSODが 有 す るoxyHbの 収 縮 能 阻 害 は,血 管

の拡 張 作 用 に よ る も ので は な く,oxyHbに よ る血 管 収縮

序 機 そ の も の に作 用 す る と考 え られ るが,一 旦oxyHbに

よ り惹 起 され た血 管 収 縮 は,SODに よ って も緩 解 さ れ

る もの で は な い と考 え た.

5.5/2mMoloxyHb溶 液 か ら生 成 し うる最 大 濃 度 と仮

定 した過 酸 化 水 素 に よ って は,血 管 攣 縮 は誘 発 で き なか

っ た.し か し,過 酸 化 水 素 の分 解 酵 素 で あ るcatalaseで

処 理 したoxyHb溶 液 注 入 で は,10分 後 に20.3±2.6%(n

=4)の 収 縮 に対 し
,そ の 後注 入 した5.5/2mMoloxyHb

溶 液 単 独 注入10分 で は,3Ll士3.3%と 著 明 な収 縮 を 認

め,oxyHbの 血 管 収 縮 機 序 の あ る過 程 にお い て はH202

は 間 接 的 に 関 与 して い る も の と思 わ れ た.

DABCO処 理oxyHbで も注 入 後10分 で19.0±2,7%

(n-4),そ の 後oxyHb単 独 注 入10分 後 に32.7±2.2%

とSODcatalaseと 同 様 の結 果 を得 た.こ れ は,singlet

oxygenがoxyHbの 血 管 収 縮 機 序 に関 与 して い る可 能 性

を示 唆 す る もの と思 わ れ た.

実験 皿(Fig.6):Superoxideを 生成 す る とV・ わ れ る

xanth五ne,xanthineoxidase混 合 液 の 注 入 で は,5～10分

間 に一 過 性 の拡 張 を認 め,30分 後 の再 注 入 に よ って も

同様 の結 果 を得 た.ま た,再 注 入 後10分 に5.5/2mMol

metHb溶 液 を注 入 して も,10分 で15.4士4.1%(n=4)

の収 縮 を認 め た だ け で あ っ た.

Xanthineあ る い は,xanthineoxidaseを 除 いた 系 で は

一過 性 の拡 張 は見 られず ,再 注 入 後10分 の5.5/2mMol

metHb注 入 に よ って もそ の後10分 で,そ れ ぞ れ21.6土

2.0%(n-4),12.8±3.9(n=4)と 著 明 な収 縮 は認 め

られ な か っ た.

Xanthine,xanthineoxidase,鉄 溶 液 を す べ て混 合 し

た系 で は,最 初 の注 入 で6・0土10.8%と 一 過 性 の拡 張 を

認 め た が,2回 目の注 入 で は ほ とん ど血 管 径 に変 化 を認

めず,そ の10分 後 に注 入 した5.5/2mMolmetHbで 注 入

15分 後 に30・4土5・4%(n=5)と 著 しい収 縮 を認 め た.

以 上 よ りxanthine,xanthineoxidaseか ら生 成 され る

superoxideそ の もの に は血 管 収 縮 作 用 は な く,む しろ一

過 性 の拡 張 作 用 を有 す る可 能 性 が あ る が,Fe-complexの

存 在 の も とで は そ の拡 張 作 用 は減 弱 し,そ の後 注 入 した

metHbに よ る収 縮 を増 強 せ し め,oxyHbと 同程 度 の 収

縮 を惹 起 させ る もの と思 わ れ た.

mm.

Fig.5Changesindiametersfollowingapplication

of1.5mMol/LHZOa,5.5mMol/LOxyHb

treatedby4.4mMol/LcatalaseandO.1mMol/L

1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane(DABCO).H202

didnotinducevasoconstrictionatthisconcentra-

tionwhichwasassumedtobethemaximalamount

producedby5.5mMol/LOxyHb(upper).OxyHb

treatedbycatalaseandDABCO,however,caused

constrictionofmerely20.3土2.6%(nニ4)or

19.OX2.7%(n=4),respectively.After30minutes,

non-treatedOxyHbcausedconstrictionof31.1士

3.3%and32.7土2.2%,respectivcly(middleand

lower).

Iv考 察

脳 動 脈 瘤 破 裂 に よ る ク モ膜 下 出 血 後 に発 生 す る脳 血 管

攣 縮 は,患 者 の 予 後 に重 大 な影 響 を与 え,脳 動 脈 瘤 の

surgicaltreatmentに も大 き な制 約 を与 え て い る.こ れ ま

で に も数 多 くの 実験 的 脳 血 管 攣縮 の報 告 が な され,攣 縮

誘 発 物 質 と し て,serotonin1),prosta91andin13)26',F2α,



thromboxaneA212),uridine5-triphosphate4)等 種 々 の物

質 の呈 示 が な され て い る.赤 血 球 破 壊 産 物 中 に攣 縮 誘 発

助!暫 夕黄 め 一}ろ》十 る鵜 告4、露 ぐ.輩 坊22)け:.面 ノ1、析 潭

遊液 は24時 間 の艀置 で血管収縮作用 は減弱 し て し ま う

が,赤 血球破壊 によ り作成 した溶液 は1～7日 の艀置 に

よ って も収縮能 が失 われず,ま た12時 間以上 の長時 間の

血管収縮 が可能であ った とし,赤 血球破壊産物 を脳血管

攣縮の重要な物質 として報告 してい る.さ らに,宮 岡 ら

20)30)35)はこの赤血球破壊産物をoxyHb類 似の物質で あ

ろ うと言及 し,ま た,長 久10)はoxyHbの 蛋 白の高次構

造 の違い による血管収縮能 の差 を指摘 している.教 室 の

園部29)は,ネ コ動脈血 と髄液 を混合 し37℃ に艀 置 し,経

時的 に収縮能 および生化学的分析 を行 い,攣 縮誘発物質

をoxyHbそ の ものである と解 明 し,血 液髄液混合艀置

液では,溶 血 によ り遊 出 したoxyHbが 血 管攣縮 を惹起

し,7日 目をpeakと してoxyHbは,metHbに 変 化 し

てい くことでoxyHb濃 度 は減 じ,そ れ とともに艀置液

の収縮能 も減弱 してい くこ とを示 した.

Fig.6Changesindiametersfollowingapplication

ofthexanthineoxidasesystem,whichisbelieved

tobeasuperoxideproducingsystem,andEDTA-

Fe,FeCl3.Themixtureofxanthineandxanthine

oxidaseinducedvasodilatationratherthanvaso-

constrictionandtenminutesafterthesecond

application,5.5mMol/LMetHbcausedl5.4±:

4.1%(n=4)constriction(upper).Theincomplete

system,whichlackseitherxanthineorxanthine

oxidaseinducedneithervasoconstrictionnor

vasodilatation,andtenminutesafterasecond

application,MetHbinducedmerely21.62.0%

(n=4)or12.83.9%(n=4)constriction(mid-

dle).Applicationof5.5mMol/LMetHbfollowing

thecompletesysteminducedafter15minutes

markedvasoconstrictiontotheextentof30.41

5.4%(n=4)(lower).Completesystem:0.2mlof

IμMILxanthine,o.lm♂ofo.olunit/o」mJ

xanthineoxidase,0.2mlof5mMol/LEDTA-Fe

and5mMol/LFeC13.

今 回 我 々 の実 験 で もoxyHbとmetHbで は,収 縮 力 に

差 を認 め,oxyHbはmetHbよ りも強 力 な収 縮 能 を示 し

た.以 上 か らネ コ脳 底 動 脈 にoxyHbを 接 触 させ る こ と

に よ り,強 力,か つ持 続 的 な脳 血 管 攣 縮 を 発 現 され る こ

とが で き る こ とを知 り,こ の モ デ ル を 用 い て,持 続 す る

脳 血 管 攣 縮 の メ カニ ズ ム と して のsuperoxideの 役 割 に

つ い て 種 々 の実 験 を行 っ た.OxyHbとmetHbの 生 化 学

的 な違 い と して は,oxyHbのHem中 の 鉄 は2価 で あ

り,02を 結 合 してお り,metHbの 鉄 は3価 で02を 結

合 す る能 力 を欠 い て い る こ と,お よび そ の違 い に基 づ く

蛋 白 の高 次 構 造 の違 い な ど が 知 ら れ て い る.ま た,

oxyHbはmetHbに 自動 的 に酸 化 され て い き,そ の過 程

にsuperoxideが 生 成 され うる こ とがMisra21),Brunori7)

ら に よ って報 告 され て い る.そ して,superoxideが 生成

され る系 にお いて は,superoxideの 自発 的 不 均 化 反 応 に

よ って 過 酸 化 水 素 が 生 成 され,過 酸 化 水 素 とsuperoxide

の共 存 はFe-complex等 の 存 在 の下 に,き わ め て反 応 性

の高 いs呈ngletoxygenやhydroxyradicalを 生 成 す る 可

能 性 の あ る こ とが知 られ て い る。 そ して,superoxide自

体 はlipidperoxidationを 起 こ しえ な い が,singletoxy-

genは 不 飽 和脂 肪 酸 の過 酸 化 を 起 こす とい わ れ て お り,

生体 膜 のhydrophobiczoneに は,多 量 の不 飽 和 脂 肪酸 を

含 ん で い る こ とか ら,こ こはlipidperoxidationが 起 こ

りや す く,活 性酸 素 の 標 的 部 と して 着 目 され て い る3)32)

33)36)37)
.従 来,hemocuprein,erythrocuprein等 とし て知

られ て い た 銅 を含 む 蛋 白質 が,1969年 にFridovich19)に

よ り202　 +2H+一 →02+H202の 反 応 を触 媒 す る 酵 素

で あ る こ と が証 明 され,こ れ が 生 体 内 で生 成 され るsu-

peroxideに 対 す る防 御 機 構 と し て作 用 してい る と考 え ら

れ る に至 り,活 性 酸 素 の 酸 素 毒 性 へ の関 与 が解 明 され つ



つ あ る.

我 々 の 実 験 で は,あ る濃 度 以 上 のSOD溶 液 処 理 に よ

り,oxyHbの 収 縮 能 が 減 弱 され る こ とを示 してお り,こ

れ は,oxyHbのautoxidationに よ り生 成 され るsupero-

xideがoxyHbの 誘 発 す る血 管 収 縮 に何 らか の 機 序 で 関

与 して い る も の と 思 わ れ た.SODは 前 述 した よ うに,

superoxideの 不 均 化 反 応 を促 進 し過 酸 化 水 素 生 成 す る

が,SODに よ りoxyHbの 収 縮 が 減 弱 さ れ,ま た1.5

mMol過 酸 化 水 素 水 に よ っ て も血 管 の収 縮 が 誘 発 され な

か っ た こ とは,過 酸 化 水 素 が直 接 に血 管 の収 縮 に 関与 し

て い る の で は な い と思 わ れ る.し か し,過 酸 化 水 素 の分

解 酵 素 で あ るcatalaseがSODと 同様 に,oxyHbの 収 縮

を減 弱 させ る こ とは,oxyHbの 強 力 な収 縮 能 にはsupero-

xideか ら生 成 され る過 酸 化 水 素 が不 可 欠 で あ る こ と を

示 す.前 述 した よ うに過 酸 化 水 素 水 はFe-complex等 の

存在 の も とに,singletoxygenが 生成 され る際 に 不 可 欠

で あ り,ま た,SODがsuperoxideの 不 均 化 反 応 を触 媒

す る時 に はsingletoxygenの 生成 が起 こ らな い と言 わ れ

て い るこ とは18)28),oxyHbの 著 明 な 収 縮 にsingletoxy一

genが 関 与 して い る可 能 性 を示 唆 す る もの と思 わ れ た.

事 実,singletoxygenのscavengerと して 知 られ て い る

DABCO23)に よ って も,SOD,catalaseと 同 様 の結 果 を

得 た.

Fig.7Mechanismofcerebralvasospasmafter

subarachnoidhemorrhage.Superoxideproduced

byautoxidationofOxyHbproducessinglet

oxygenwiththehelpofhydrogenperoxidewhich

isproducedbythereactionofsuperoxidewith

itself.Singletoxygeninduceslipidperoxidation

onthemembranesofthenerve-endingsorsmooth

muscle.Asaresult,thereactivityofthearteries

changesandmarkedvasoconstrictionisinduced

byaslightspasmogenicactivityofhemoglobin.

生 化 学 的 実 験 に お いて,不 飽 和 脂 肪 酸 と してlinolenic

acidを 基 質 と し,superoxideの 生 成 系 と し てxanthine

oxidase系 を 用 い,過 酸 化物 の 生 成 を検 討 した報 告 に よれ

ば,過 酸 化 物 の生 成 は,SOD,catalase,DABCO等 に よ

り抑 制 され る と報 告 され て い る17)。我 々 の 実 験 に お い

て,oxyHbの 収 縮 がSOD,catalase,DABCOい ず れ に

よ って も同様 に減 弱 され た こ とは,oxyHbのautoxida-

tionに よ っ て生 成 され たsuperoxideが 脂 質 の過 酸 化 を介

し,血 管 収 縮 に 関与 して い る可 能性 を 示 す もの と思 わ れ

た.

ま た,一 旦oxyHbに よ って 誘 発 され た血 管 収 縮 が,

SODに よ って も緩 解 しえ ない こ と は,superoxideか ら

の一 連 の反 応 が常 に進 行 して い るこ とが収 縮 に関 与 して

い る の で は な く,収 縮 機 序 の ど こか に不 可逆 的,あ るい

は修 復 に時 間 を要 す る よ うな変 化 を起 こ して い る と考 え

た.

Superoxideの 生 成 系 と して,xanthineoxidase系 を用

い た攣 縮 誘 発 実験 に お い て,EDTA-Fe,FeCl3が 必 要

で あ っ た こ と も,収 縮 の機 序 にsingletoxygenが 関 与 し

て い る可 能 性 を示 唆 す る と思 わ れ る.し か し,こ の 系 だ

け で は収 縮 が見 られ ず,そ の後 加 え たmetHbで は じめ

て著 明 な収 縮 を認 め た こ とは,superoxideか らのsinglet

oxygenが,神 経 終 末 あ る い は節 等 の生 体 膜 脂 質 等 の 過

酸 化 を惹 起 し,血 管 の反 応 性 を変 化 さ せ た も の と 考 え

た.

以 上 か ら我 々 は,oxyHbの 著 明 な収 縮 を 図 の ご と く考

察 した.す な わ ち,oxyHbのautoxidationに よ っ て生 じ

た微 量 のsuperoxideが,superoxide自 身 の反 応 に よ って

生 成 され た過 酸 化 水 素 と と もに,Fe・complex(Hem)の

存 在 の下 にsingletoxygenを 生成 し,こ れ が神 経 終 末 あ

る い は,筋 の生 体 膜 脂 質 等 の過 酸 化 反 応 を惹 き起 こ し,

血 管 の収 縮 に対 す る反 応 性 を充 進 させ,hemoglobin自 体

が有 す る と思 わ れ る軽 度 の収 縮 能 に よ っ て著 しい血 管 の

収 縮 を惹 起 す るの で は な い か と考 え た.

しか し,臨 床 で み る よ うな 高度 な長 時 間 持 続 す る脳 血

管 攣縮 に は,そ の他 の収 縮 の機 序 が重 な りあ っ て い るこ

と も考 え られ,ま た,superoxideの 生 成 系 は,oxyHb以

外 に も知 られ て お り,特 に 白血 球 に お い て は そ の 貧食 作

用 の過 程 で,superoxideの 生 成 が証 明 され て お り2)6)16),

クモ膜 下 出血 の初 期 に は,多 数 の 白血 球 の浸 潤 が見 られ

る こ とか ら15),今 後 の検 討 を要 す る とこ ろ と思 わ れ る.



す な わ ち,臨 床 的 に は,血 管 攣 縮 が見 られ な い とされ て

い る3日 ま で の経 過 中 に も31),白 血 球 か ら生 成 さ れ た

superoxideに よ っ て,血 管 収 縮 を起 こ さ な い程 度 のhe-

moglobin(Fe-complex)の 存 在 下 に血 管 攣縮 準 備 状 態 と

い うべ き変 化 が起 こ りえ る可 能 性 も考 え られ る.

以上 の 実験 を も とに,脳 血管 攣縮 に お け るsuperoxide-

lipidperoxidationの 関 与 に 関 し考 察 して き た が,赤 血 球

中 には過 量 のSODが 含 ま れ て い る こ とが知 ら れ て お

り,溶 血 後 のSODの 活 性 と生成 され たsuperoxideの 関

係 等 につ い て の 報 告 は な く,た だFeの 存 在 は,SODの

活性 を抑 制 す る17)と の報 告 はあ る もの の,今 後 の 検 討 を

要 す とこ ろ と思 わ れ る.

Vま と め

我 々 は,ク モ膜 下 出血 後 に発 生 す る脳 血 管 攣 縮 誘 発 物

質 と して は,oxyHbが 重 要 で あ り,こ れ を用 い れ ば 確 実

性 の あ る持 続 的 脳 血 管 攣 縮 モ デル ネ コ の作 成 が可 能 で あ

る こ と,ま た,oxyHbが 酸 化 したmetHbで は,攣 縮 能

が減 弱 す る こ とを報 告 して き た.こ の事 実 を応 用 して,

脳 血 管 攣縮 の メカ ニ ズ ム,特 にsuperoxideと の か か わ り

あ い に つ い て種 々 の検 討 を 加 えた.OxyHbのautoxida-

tionに お いて はsuperoxideが 生 成 され る こ とが知 ら れ

て お り,superoxideは,Fe-complex等 の存 在 に よ りsin-

gletoxygenを 介 し,生 体 膜 脂 質 の過 酸 化 を 惹 き起 こす と

考 え られ て い る,Superoxide生 成 系 に よ るlipidperoxi-

dationを 阻 害 す る と 言 わ れ て い る.SOD,catalase,

DABCOは,oxyHbに よ り誘 発 さ れ る 血 管 攣 縮 を,

metHbの 収縮 程度 ま で減 弱 させ た.さ らに,superoxide

の生 成 系 と して信 頼 され て い るxanthineoxidase系 を

EDTA-Fe,FeCl3の 存 在 下 に用 い る と,metHbの 収 縮

が著 し く増 強 され た.以 上 か ら,我 々 は,ク モ膜 下 出 血

後 の脳 血 管 攣 縮 の一 機 序 を,oxyHbのautoxidationに 基

づ く一 連 の反 応 に よ り,神 経 終 末,あ る い は筋 の生 体 膜

脂質 等 に過 酸 化 反 応 が起 こ り,血 管 の反 応 性 が変 化 し,

hemoglobinの 有 す る軽 度 収 縮 能 に よ り著 しい収 縮 を 惹

起 す る もの と考 え た.
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