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研究成果の概要（和文）：αリポ酸の抗酸化作用、抗炎症作用は従来からよく知られていたが、その水への難溶性のた
め使用方法が限定されていた。本課題では，その欠点を克服するために開発された水溶性αリポ酸の脳保護効果につい
て，リンを観測核とする核磁気共鳴法を用いて，エネルギー代謝の側面から検討した。水溶性αリポ酸の灌流液への添
加により，脳虚血－再灌流負荷後のエネルギー代謝の回復が有意に良好であった。この脳保護効果の機序として，αリ
ポ酸が種々のフリーラジカル種に対してラジカルスカベンジャーとして働いていることが電子スピン共鳴法により示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Despite its strong antioxidative and anti-inflammatory activity, application of al
pha-lipoic acid has been limited due to its water-insolubility. The neuroprotective effect of a newly-deve
loped water-soluble derivative of alpha-lipoic acid was studied using 31P-nuclear magnetic resonance spect
roscopy. The recovery of high-energy phosphates, ATP and phosphocreatine (energetic buffer of ATP in livin
g cells), was significantly higher when brain slices were superfused with water-soluble alpha-lipoic acid.
 The electron spin resonance spectroscopy indicated a wide range of free radical scavenging activity of th
e water-soluble alpha-lipoic acid.
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NMR分光器（DRX-300, Bruker社）にセットし、
31P-NMR スペクトルを測定した。スペクトルの曲

線下面積から、脳スライスに含まれるPCr等の高

エネルギーリン酸化合物を定量した。 

（２）脳虚血－再灌流負荷モデルによる

DM-HisZnの神経保護作用の検討 

脳組織の虚血－再灌流負荷のモデルとして，

灌流を一定時間停止して脳スライスに虚血負荷

を与えた後、再び灌流を行った。DM-HisZnを

添加した ACSFによる灌流を行った群と対照群

について，虚血－再灌流負荷の前後に
31P-NMR スペクトルを記録し，負荷に対する耐

性をエネルギー代謝の側面から評価した。 

（３）神経細胞のエネルギー代謝過程とグリア細

胞の役割 

アストロサイトに対する選択的毒性をもつフル

オロクエン酸 (fluorocitrate, FC)を添加した

ACSFにより脳スライスを灌流し（neuron-rich スラ

イス），31P-NMR スペクトルを測定した。これによ

り、神経細胞とアストロサイトのそれぞれのエネ

ルギー代謝過程における役割を検討することが

できる。 

（４）DM-HisZnのフリーラジカル消去能の ESR

による評価 

試験管内で発生させた酸素ラジカルであるヒ

ドロキシルラジカル（•OH），スーパーオキサイド

アニオン（O2
•-），ビタミンCラジカル（VC），t-ブチ

ルペルオキシルラジカル（t-BuOO•），メチルラジ

カル（•CH3），窒素ラジカルである一酸化窒素

（NO），または人工安定ラジカルである DPPH を，

ESR分光器（JES-RE1X，日本電子）により直接

測定した。反応液中に種々の濃度の Dm-HisZn

を添加することにより，DM-HisZnによる直接的

なラジカル消去能を評価し，それぞれのラジカ

ル種に対する IC50を算出した。 

（５）組織の過酸化に対する DM-HisZnの抑制

効果の評価 

ラット脳組織のホモジネートにラジカル発生系

（ヒドロキシルラジカル，炭素中心ラジカル）を加

えてインキュベートし，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との付

加物を 535 nmでの吸光度により測定し，過酸化

の程度を定量した（TBARSアッセイ）。反応液に

DM-HisZnを加えて，過酸化の抑制効果を評価

した。 

 

４．研究成果 

（１）31P-NMRによる脳エネルギー代謝の測定 
31P-NMRのスペクトルにおいて，ATP，PCr，

糖リン酸（SP），無機リン酸（Pi）などを測定するこ

とができる（図 2の 1段目のトレース）。このうち

PCrは、ATPの濃度を一定に保つためのバッフ

ァとして、高濃度に存在する。従って、PCr濃度

を脳組織のエネルギー状態の指標とみなすこと
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