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研究成果の概要（和文）：　研究成果の概要（和文）：電子スピン共鳴法を使用しα-リポ酸誘導体（DHL）やビタミン
E誘導体（ETS-GS）はヒドロキシルラジカルなどの活性酸素種やフリーラジカルを消去し、過酸化による脂質の分解を
抑制することを示した。また、31P-核磁気共鳴法を使用しETS-GSは脳虚血後の再灌流で発生する活性酸素種によるエネ
ルギー代謝への障害を軽減することを見いだした。さらに、ヘモグロビンを使用して、より臨床病態に近い外傷性てん
かんモデルラットを作成し、DHLのてんかん焦点形成予防効果を検討したが、DHLでは予防困難なことが明らかとなった
。

研究成果の概要（英文）：  This is a study of the effects of alpha-lipoic acid derivative (DHL) or vitamin 
 E derivative (ETS-GS) on the peroxidation of neural membranes by hydroxyl radical, on the radical scaveng
ing activities, on the brain energy metabolism, and on the occurrence of epileptic discharges in the hemog
lobin (Hb) injected post-traumatic epilepsy model rats.
  DHL or ETS-GS scavenged active oxygen species and radicals using electron spin resonance spectrometry wi
th a spin trap, and inhibited the production of TBARS which is an index of membrane peroxidation. Therefor
e, DHL and ETS-GS would have a protective effect in brain from radical stress has been suggested. In the g
roup 0.1mM administration of the ETS-GS, recovery rate of phosphocreatine 2 hours after post-ischemic repe
rfusion is significantly better using 31P-nucrear magnetic resonance spectrometry. However, supplemented D
HL (100mg/kg/day) into the diet for 7 months did not lower the percent induction of epileptic discharges.
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１．研究開始当初の背景 
 頭部外傷の後などに起こるけいれんは、
受傷後１週間以内に発生する早発けいれん
とそれ以後に発生する晩発性てんかんとに
大別され、早発けいれんを起こした者は晩
発性てんかんを起こしやすいことが知られ
ている。しかし、その発症機序は明らかで
はなく、予防対策も遅れていた。近年、動
物モデルを使用した研究が進み、頭部外傷
後に発症するけいれん発作や頭部外傷後遺
症としてのてんかんの成因や発現機序につ
いてしだいに明らかになりつつある。  ネ
コやラットの脳に鉄塩を注入するとてんか
ん焦点が形成され、この部では活性酸素種
や過酸化脂質の生成量が増加する。しかし、
ビタミン E を投与しておくと過酸化脂質の
生成は抑制され、鉄塩誘導てんかん焦点は
形成されないため、外傷性てんかんの成因
には活性酸素種が深く関与していることが
明らかになった。すなわち、頭部外傷の際
に脳内に出血した赤血球より遊離したヘモ
グロビン(Hb)中に含まれる鉄イオンにより
発生した活性酸素種は神経細胞膜を損傷し
て早発けいれんを起こして外傷性てんかん
の焦点を形成すると考えられている。 
つまり、発生した活性酸素種を消去すれ

ば外傷性てんかんの発症は予防され得るこ
とが示唆される。このため、我々は鉄イオ
ンをラット大脳皮質に投与した外傷性てん
かんモデルを使用し、ビタミン E・Cエステ
ル、茶葉タンニンであるエピガロカテキン
などの活性酸素消去剤が細胞膜の脂質過酸
化を防止し、早発けいれんの発症を抑制す
ることを示した。さらに鉄イオン投与後活
性酸素消去剤を投与し続けると 6 ヶ月後の
けいれん発作発現頻度が抑制されることを
明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
以上に述べた如く、外傷性てんかんの発

症機序を Hb 中に含まれる鉄イオンを媒介
として発生した活性酸素種による神経細胞
膜の酸化傷害ととらえると、発生した活性
酸素種を消去すれば外傷性てんかん発症は
予防できる。このため、本研究では、Hb を
ラット大脳皮質に注入した外傷性てんかん
モデルラットを作成し、神経細胞のエネル
ギー代謝や細胞膜の過酸化傷害過程を、ま
た、新規の合成したビタミン E、グルタチ
オン、タウリンをマレイン酸で結合した化
合物である ETS-GS などの活性酸素消去作
用とけいれん発作発症抑制効果を検討する。
ヘモグロビンを注入したより臨床病態に近
いモデルを使用して、活性酸素消去剤によ

る外傷性てんかん焦点形成の予防対策を探
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)活性酸素種やラジカル種消去能の確認 
活性酸素種やラジカル種は ETS-GS や-

リポ酸誘導体のジヒドロリポイル-ヒスチ
ジン亜鉛キレート化合物（DHL）とインキュ
ベイトし DMPO や g-CYPMPO によりトラップ
して電子スピン共鳴装置(ESR 装置：日本電
子社製 JES-RE1X)で定量した。測定条件は
マイクロウエーブ周波数：9.45GHz、中心磁
場：335.8mT、変調幅：0.079mT とした。ヒ
ドロキシルラジカル(･OH)は Fenton 反応
(化学法)または 希 H2O2+UV 照射(物理
法)(ラジカルリサーチ社製 RUVF-203SR UV 
illuminator を使用）で、スーパーオキシ
ドアニオン(O･－)は濃 H2O2+UV 照射法で、ア
スコルビン酸ラジカル(･VC)は DMSO を用い
た松本法で、ブタノールラジカル(BuOO･－)
は t-ブタノール+UV 照射法で、メチルラジ
カル(･MEt)は希 H2O2+DMSO+UV照射法で発生
させて使用した。また窒素ラジカルとして
は DPPH 安定ラジカル、NOC7 法で発生させ
た一酸化窒素(･NO)を使用した。 

脂質過酸化抑制効果の評価にはラット
脳組織ホモジェネイトに DHL あるいは
ETS-GS を加え、ラジカル発生系と共にイン
キュベイトして脳組織中の脂質を過酸化し
た。脂質過酸化の最終産物のひとつである
マロンジアルデヒドとチオバルビツール酸
(TBA)との付加物を 535 nm での吸光度を測
定する TBA 反応物質法(TBARS 法)を使用し
た。脂質の酸化物質としては化学法で発生
させた･OH または Fe3+＋アスコルビン酸法
で発生させたカーボンセンタードラジカル
(･C)を使用した。ことにより定量して脂質
過酸化抑制効果を評価した。 
 
(2)脳エネルギー代謝に対する影響 
エーテル麻酔下に Wistar ラットを断頭

し、摘出した大脳を厚さ 400μmのスライス
にし、酸素化した灌流液(10mM ブドウ糖加
人工髄液、95％O2+5％CO2 で飽和)中で十分
に回復させた。リン核磁気共鳴分析装置
(31P-NMR 装置：AMX-300、 Bruker 社)にセ
ットし、アデノシン三リン酸(ATP)、クレア
チンリン酸(PCr)、糖リン酸、無機リンは
31P-NMR スペクトル曲線(加算回数 64 回、時
間分解能 4 分)下の面積から、細胞内 pH は
無機リンのケミカルシフトから定量した。
128分間の灌流後に灌流ポンプを64分間停
止して脳スライスを虚血条件下に置いた。
この後、再び灌流を行うと活性酸素種が発
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