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( 序 胎)

生 き 物 は な ぜ 老 化 す る か? 寿 命 は ど の 様 に 決 定 き れ る の か9

と い う
巾

問 題 は 生 命 を 考 え る 上 で 基 本 的 で か つ 最 も 琴 し い 間 魔 の

一 つ で あ る と 思 わ れ る｡ 近 年, 科 学 の メ ス が 入 れ ら れ て き た が,

多 く の 未 解 決 の 問 題 を 残 し て い る｡ ヒ ト で は 種 々 の 老 性 変 化 が

知 ら れ て い るo 皮 膚 で は 表 皮 の 萎 縮 お よ び 真 皮 の 弾 力 の 低 下 で

あ り
l )

､ 血 管 で は 血 管 の 弾 性 低 下 や 動 脈 の 内 膜 が 肥 厚
.
し 動 脈 硬

化 性 変 化 が 見 ら れ る 2 '
｡ 目 で は レ ン ズ の 白 濁 が 起 こ る 白 内 障 の

症 例 が 増 大 す る
3 )

｡ 骨 で は 骨 の 萎 縮 が 見 ら れ, 骨 粗 し ょ う 症 と

呼 ば れ る 骨 の 密 度 の 低 下 を 起 こ す 症 例 が 増 大 す る
4 )

｡ 種 々 の 戚

乱 例 え ば､ 肺 臓
5 )

､ 肝 臓
6 )

､ 腎 臓
T '

, 肝 臓
8 ) や 脳

9 '
の 重 量 が

減 少 す る｡ こ れ ら の 臓 器 の 重 量 の 減 少 は 各 減 額 を 構 成 す る 細 胞

敷 の 減 少 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る｡ 各 臓 器 を 構 成 す る

細 胞 の 老 性 変 化 も 見 い だ さ れ て い る｡ リ ボ ブ ス テ ン ( 老 化 色 素)

杜 老 化 個 体 に お け る､ 種 々 の 臓 器; 心 臓
= )

や 脳
I l )

､ 肝 臓
1 2 )

,

の 細 胞 内 に 見 い だ き れ る｡ 肝 臓 の 細 晦 で は､ ミ ト コ ン ド リ ア の

増 量 1 3 ) や 細 胞 容 積 の 増 大 が 見 ら れ 6 '
, 実 験 動 物 に お い て も 阿 嘩

の 成 績 が 得 ら れ て
一

い る 1 4 )
｡ 老 化 動 物 に お け る 種 々 の 細 胞 の 増 殖

能 の 低 下 が 明 ら か に き れ て い る｡ イ ソ プ ロ テ レ ノ ー

ル 注 射 後 の

敬 下 腺 細 胞
1 5 )

, 肝 臓 の 部 分 切 除 後 の 残 余 肝 細 胞
1 6 )

､

一

価 腎 摘

除 後 の 残 余 腎 細 胞
1 7 )

や T リ ン パ 球
= )

の 増 殖 が 加 齢 と 共 に 低 下 し

て い る｡

.
串 た 老 化 個 体 の 滅 馴 こ 細 胞 の 変性 像 が 見 ら れ る こ と か

ら,
, 加 齢 に 伴 う 戚 者 の 構 成 細 胞 数 の 減 少 は,

･ 細 胞 死 と･ そ れ を 補

う ベ き 細 胞 増 殖 の 能 力 の 低 下 す な わ ち 細 胞 の 老 化 に 起 因 さ･ れ よ

-

!
-



う ｡ 甘e i s m a n n は 細 胞 の 老 化 が 個 体 の 老 化 の 原 因 で あ る と す る 俵

税 を 提 唱 し た 1 9 '
｡ 細 胞 の 老 化 が 臓 串 の 機 髄 を 低 下 さ せ, か つ 予

備 力 を 低 下 き せ 種 々 の ス ト レ ス に 対 す る 抵 抗 性 を 低 下 さ せ 個 体

の 死､ す な わ ち 寿 命 を 引 き 起 こ す こ と は 十 分 考 え ら れ る こ と で

あ る が, そ の 因 果 関 係 は 証 明 き れ て い な い o 各 滅 券 を 構 成 す る

細 胞 が そ れ ぞ れ 固 有 の 加 齢 過 程 を 経 て 自 律 的 に 細 胞 の 老 化 が 起

き る の か ､ そ れ と も, 細 胞 を 取 り 巻 く 環 境 ( 神 経､ 体 液､ あ る

い は 他 の 減 串 と の 相 互 作 用) に よ り 細 胞 の 老 化 が 起 こ る の か は

明 か で は な い ｡ し か し ヒ ト の 減 額 の 組 織 像 の 観 索 や
, 実 験 動 物

の 生 体 内 で の 研 究 か ら 結 給 を 出 す こ と は 容 易 で は な い ｡

H a y f l i c k ら 昧 ヒ ト の 正 常 の 組 織 か ら 破 り 出 し た 細 胞 は 試 験 管

内 で 連 続 的 に 培 養 を 続 け る と '3 い に 旺 増 殖 を 停 止 す る こ と を 見

い だ し
, 細 胞 老 化 が 試 験 管 内 で 現 れ た と 解 釈 し た 2 8 ､ 2 1 '

o 生 体

内 で の 種 々 の 細 胞 外 環 境 の 影 響 を 受 け ず に 細 胞 の 固 有 の 老 化 現

象 を 研 究 す る 系 と し て そ の 後 多 く の 研 究 が な き れ て き た 2 2 '
｡ こ

の 試 験 管 内 細 胞 老 化 現 象 は､ 肺 線 細 井 細 胞
2 D

･ 2 1 1'
, 皮 膚 線 細 芽

細 胞
2 3 '

, 血 管 平 滑 筋 細 胞
2 一'

, 血 管 内 皮 細 胞2 5 '
､ グ リ ア 細

胞
2
.

6 '
, リ ン パ 球 T 細 胞

2 T '
､ 骨 細 胞

2 8 '
､ レ ン ズ 細 胞 2 9 '

, 皮 膚

角 化 細 胞
3 8 '

や 副 腎 皮 質 細 胞
3 1 '

な ど の ヒ ト の 種 々 の 組 織 の 細 胞

で 見 い だ き れ て い る｡ ま た
,

ニ ワ ト リ
3 2 )

, ラ ッ ト 3 3 '
,

ハ ム ス

タ ー 3 4 '
､ カ ン ガ ル

ー 3 5 ' な ど の 種 々 の 動 物 の 細 胞 セ も 試 験 管 内

細 胞 老 化 現 象 が 見 つ か っ て お り ( 動 物 に よ っ て 臥 増 殖 を 停 止

し た 後, 形 質 鯨 換 を 起 こ し 無 限 増 殖 性 を 獲 得 す る 野合 も あ る)

普 遍 的 な 現 象 と 考 え ら れ て い る｡ ヒ ト で は 細 胞 供 与 者 の 年 齢 と

試 験 管 内 寿 命 と が 負 の 相 関 を 示 し
3 6

･ = ' ま た 老 性 変 化 が 早 く 現

- 2 -



れ 寿 命 が 短 い 種 々 の 早 老 疲 の 患 者 か ら の 細 胞 の 試 験 管 内 寿 命 が

短 い こ と が 明 ら か に さ れ て い る
3 6 '

｡ ま た 種 々 の 動 物 の 個 体 の 最

大 寿 命 と , そ の 細 胞 の 試 験 管 内男 命 が 相 関 し て い る こ と も 示 き

れ
3 8 '

,
こ の 試 験 管 内 細 胞 老 化 が 個 体 に お け る 老イヒ現 象 と 関 係 が

･あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る｡ H a y f l i c k を は じ め 多 く の 研 究 者 が

用 い て い る ヒ ト 胎 児 肺 由 来 線 練 芽 細 胞 で は 肺 組 織 か ら の 細 胞 を

初 代 培 養 す る と そ の 後, 図 1 に 示 す よ う に､ 活 発 な 細 胞 増 殖 が 続

く｡ 連 続 的 に 継 代 培 養 を 続 け る と 細 胞 集 団 倍 加 数 (
.
pD ; 細 胞 集

団
‾
で み た 分 裂 回 数) 5 0 な い し 6 0 ( 初 代 培 養 時1 個 a )

.

細 胞 が2 5 8 な

い し 2 6 O
備 に な る) か ら 細 胞 増 殖 が 低 下 し､ P D 5 6 な い し 6 8 で 細

胞 増 殖 が 停 止 す る｡ 図 1 a は 培 養 月 数 に 対 し P D を プ ロ ッ ト し た も

の , 図 1 b は P D に 対 し て 継 代 1 週 間 後 の 細 胞 数 を プ ロ ッ ト し た も の

で あ る｡ こ の 細 胞 増 殖 が 停 止 し た 時 点 の P D を 細 胞 の 寿 命 と 呼 ぷ｡

ま た､ ま だ 継 代 回 数 が 少 な く P D が 小 さ い 鰍 胞 を 継 代 前 期 細 胞

( 若 細 胞､ 図 2 a) , 継 代 を 重
,
ね た P D の 大 き い 細 胞 を 継 代 後 期 細

胞 ( 老 細 胞) と 呼 び
､ 特 に 細 胞 増 殖 が 低 下 し 継 代 が 困 井 に な っ.

た 時 期 の 細
■
胞 を 老 衰 期 の 細 胞 ( 園 2 b) と 呼 ぶ｡ 老 衰 期 の 細 胞 の

特 徴 はノ ( 1) D N A 合 成 の 低 下
3 9 )

､ ( 2) 細 胞 容 積 の 増 大
= )

お よ び

( 3) リ ボ フ ス テ ン ( 老 化 色 素) 様 の 自 家 蛍 光 物 質 の 細 晦内 で の

蓄 積
4 1 )

な ど で あ る ｡ 老 化 個 体 の 組 織 の 細 胞 は 増 殖 率 の 低 下,

D N A 合 成 の 低 下､ 細 胞 容 積 の 増 大 そ し て リ ボ ブ ス チ ン の 蓄 積 な ど

種 々 の 点 で 試 験 管 内 で 加 齢 し た 細 胞 と 軒 似 性 が あ る
4 2 '

｡ 試 験 管

内 加 齢 に 伴 う 種 々 の 静 粛 活 性 や そ の 他 の 細 胞 構 成 成 分 の 変 動 を

分 析 し た 莫 大 な 研 究 報 告 が あ る が 細 胞 増 殖 の 低 下 に 附 か わ る も

の 以 外 で は 大 き く 特 徴 的 な 変 化 を 示 す も の は ほ と ん ど 見 い だ さ

- 3 -
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固 2 ヒ ト 正 常 線 緯 芽 細 胞 の 顕 微 鏡 像 a : P D 35
, b : P D 5 5
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れ て な く 2 2 )
, 試 験 管 内 老 化 の 機 構 は 全 く 不 明 で あ っ た｡

老 化 の 機 構 を 税 明 す る い く つ か の
.
仮 税 が 提 出 さ れ て い る g )

｡

( 1 ) プ ロ グ ラ ム 説
9 '

: 発 生 や 成 長, 成 熟 の 過 琴 が 遺 伝 子 の プ ロ

グ ラ ム に よ
▲
り 規 定 さ れ て い る よ う に､ 加 齢 の 速 度 や 寿 命 を 決 建

す る 速 伝 子 ( 秤) ( 老 化 遺 伝 子) が 存 在 し､ そ の 発 現 に よ り 種

々 の 横 紙 低 下 が も た ら さ れ る と す る｡ こ の 祝 に 対 す る
一

つ の 反

姶 は こ の 老 化 速 伝 子 に 対 す る 突 然 変 異 を 起 こ し た 不 老 不 死 の 変

異 個 体 が 存 在 す る か と い う 点 で あ る｡ い ま
一

つ の 反 姶 は 種 の 紫

苑 能 に 関 す る 漣 伝 子 は 突 然 変 異 を 受 け て も 種 の 申 に 保 持 さ れ
､

あ る い は 進 化 し て 行 く が
, 紫 苑 を 終 車 た 後 の 生 存 時 間 ( 寿 命)

を 決 め る, 紫 苑 に 無 関 係 な 漣 伝 子 が 種 の 申 に 保 持 さ れ る 理 由 が

な い と い う も の で あ る ｡

( 2) 観 り 破 綻 ( エ ラ ー カ タ ス ト ロ フ ィ
ー ) 祝

4 3 )
: m R N A の 情 報

を タ ン パ ク 質 に 翻 訳 す る 過 程 で の 娯 り ( 異 な る ア ミ ノ 酸 の 取 り

込 み) が 起 き ､ 生 成 さ れ た 敵 っ た タ ン パ ク 質 が 細 訳 過 程 を 娯 り

易 く し て 行 き, こ の 惑 循 環 が つ い に は 細 胞 機 能 の 障 害 に ま で 至

ら せ る と い う も の で あ る ｡

一

つ の 反 論 は 動 物 の 組 織 に お い て 重

苦 個 体 間 に
= )

, ま た 試 験 管 内 で 加 齢 し た 老 細 胞 と 若 細 胞 と の 間

に
4 5 ) ほ と ん ど の タ ン パ ク 貿 の 2 次 元 電 気 泳 動 パ タ ー

ン に 差 が見

い だ せ な い こ と で あ る ｡ ま た 試 験 管 内 で 加 齢 し た 老 細 胞 の 申 で

作 ら せ た ウ イ ル ス の タ ン パ ク 質 に 真 常 が 見 い だ せ な い こ と 4 6 )
,

ま た 培 養 液 に エ チ オ ニ ン な ど を 添 加 し 異 常 タ ン パ ク 質 を 作 ら せ

て も 試 験 管 内 加 齢 に 影 響 が 見 ら れ な い こ と
d 7 ) な ど も こ の 説 を 支

持 し な い ｡

( 3) 体 細 胞 突 然 変 異 祝
9 〉

: 体 細 胞 に お け るt川A の 塩 基 の 変 化 が

- 6 -



D N A 合 成 の 娯 り な ど で 引 き 起 こ き れ 細 胞 の 機 能 障 審 に 至 る と い う

も の で あ る｡ 実 験 的 に 多 倍 体 に さ せ た 培 養 細 胞 の 寿 命 は 通 常 の

2 僧 体 細 胞 の も の と 同 様 で あ る こ と 4 e ' は D N A に 傷 が つ く 速 度 ( 4

倍 体 な ら2 倍 体 の 半 分 の は ず) は 加 藤 の 速 度 と は 無 関 係 で あ る こ

･と を 示 す ｡ ま た D N A の 塩 基 変 化 を 十 分 起 こ す 線 量 の 紫 外 線
4 9 '

ま た

は エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 敢 ( E 対S) お よ ぴ N - メ チ ル
- N

'
-

ニ ト ロ ー

ニ ト ロ ソ ダ ア ニ ジ ン ( M N N G) 5 8 )
を 培 養 細 胞 に 頻 回 処 理 し て も 試

験 管 内 で の 寿 命 に 影 響 が み ら れ な か
.

っ た こ と な ど は こ の 祝 に 不

利 で あ る｡

そ の 他, ク ロ ス リ ン ク 況 や 老 廃 物 蓄 積 訊 な ど が あ る が, そ の

中 で 最 も 注 目 す べ き 統 が フ リ ー

ラ ジ カ ル 税 と 思 わ れ る｡

( 4) フ リ ー ラ ジ カ ル 鋭 : 通 常 の 酸 素 代 謝 に と も な っ て 生 成 す る

敢素 フ リ
ー

ラ ジ カ ル ( 活 性 酸 素) が 生 体 構 成 成 分 に 障 害 を 与 え,

そ の 蓄 積 が 老 化 を 引 き 起 こ す と い う も の で あ り,
H a r m a n に よ り

1 9 5 6 年 に 提 唱 き れ た 5 1 ) ( 囲3) ｡

地 球 上 に 酸 素 が 増 大 し て き た2 0 億 年 前 敢 素 は 生 き 物 を 構 成 す

る 物 質 を 酸 化 す る 脅 威 の 分 子 で あ っ た は ず で あ る ｡ 嫌 気 性 細 菌

の 存 在 は こ の 事 を 物 請 っ て い る ｡ 生 き 物 が 酸 素 を 利ja し て 効 率

よ く エ ネ ル ギ ー を 得 て 多 用 な 機 能 を 獲 得 し て 行 く に は､ 同 時 に

生 体 構 成 成 分 を 駿 東 に よ る 酸 化 か ら 守 る た め の 機 構 を 進 化 き せ

る 必 要 が あ っ た｡ 酸 素 に よ る 生 体 構 成 成 分 の 酸 化 は
, 働 索 が 活

性 敢 素 に 変 換 き れ て 作 用 す る と 考 え ら れ て い る｡ ミ ト コ ン ド リ

ア
5 2

･ 5 3 ' や ミ ク ロ ゾ ー ム 5 4 '
の 電 子 伝 達 系 や キ サ ン チ ン 酸 化 酵 素

5 5 )
, 種 々 の キ ノ ン 粧

5 8 ) に よ り 酸 素 吐 ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ

ル に 変 換 さ れ る｡ 過 酸 化 水 素 は や は り 電 子 伝 達 系
5 7 )

や グ リ コ -

- 7 -



ル 酸 酸 化 酵 素 な ど
5 8 )

ま た ス ー パ ー

オ キ シ ド ラ ジ カ ル の 不 均 化 反

応
5 g )

な ど に よ り 生 成 き れ る｡ ハ イ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル は 二 価 鉄

な ど の 金 属 と 過 酸 化 永 素 と の 反 応 6 色 ) な ど に よ り 発 生 す る ｡

一

重
√

項 酸 素 は 高 い エ ネ ル ギ
-

に 励 起 き れ た ポ ル フ ィ リ ン
6 1 ) な ど に よ

り 生 成 す る｡ こ れ ら の 活 性 酸 素 に よ り 酵 素､ タ ン パ ク 巽 中 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の 酸 化
6 2 )

や 混 合 ジ ス ル ア イ ド形 成
6 3 )

, D N A の 塩 基 の

酸 化
6 4 )

や D N Å鎖 の 切 断
6 5 )

ま た 席 質 の 過 酸 化
6 6 )

な ど が 引 き 起 こ

き れ る｡ こ れ ら の 活 性 酸 素 に 対 す る 種 々 の 防 御 機 構 が 知 ら れ ,

ス ー パ ー オ キ シ F デ イ ス ム タ - ゼ ( B O D ) は ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ

カ ル を 酸 素 と 過 教 化 水 素 に
.
不 均 化 さ･ せ る ( 反 応 1 )

5 9 )
｡

2 0 之
‾

＋ 2 H
十

う 0 2 ＋ H 2 0 2 ( 反 応 1 )

グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ は 遠 元 型 グ ル タ チ オ ン ( G S H) 杏

補 静 粛 と し て 過 教 化 水 素 や 種 々 の 過 酸 化 物 を 遵 元 す る ( 反 応 2

お よ ぴ 3 ) 8 8 )
8

H 2 0 2 ＋ 2 G S H う 2 H 2 0 ＋ G S S G ( 反 応 2 )

R O O H ＋ 2 G S H ヰ R O H ＋ G S S G ＋ H 2 0 ( 反 応 3 )

こ の 反 応 で 生 成 き れ た 酸 化 型 グ ル タ チ オ ン は グ ル タ チ す
'
ン 逮 元

酵 素 に て N A D P 耳を 補 酵 素 と し て 還 元 型 に 変 換 き れ る ｡ G S H 自 身 で

も 過 酸 化 水 素 や ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル を 解 毒 す る

6 8 )
o ま た

カ タ テ ー ゼ も 過 激 化 水 素 を 水 に 変 え る が､ 噂 乳 動 物 で の 過 酸 化

水 素 の 解 毒 に お い て は グ ル タ
■
チ オ ン 系 の 方 が 重 要 で あ る こ と が

示 さ れ て い る
6 9 )

｡ ビ タ ミ ン A 7 匂)
,

ビ タ ミ ン C
7 1 )

,
ビ タ ミ ン

E † 2 ) な ど の 低 分 子 物 質 も 清 政 敵 素 か ら の

■

生 体 の 防 御 に 関 与 し て

い る ｡ ま
,

T= , 活 性 敢 素 に よ･り 受
:

け た 障 害 を 修 復 す る 糸
1､

( D N A 頗 彼)
卜

も 存 在 す る こ と が 示
.

嘗 れ て お り
一丁 3 )- ∴ 活 性 酸 素 か ら の 臨御 ,展

'

の
-

ー 8 -
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固 3 活 性 酸 素 の 生 成 と 防 御 と 老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 訊
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つ と 考 え ら れ る｡ 細 胞 が 高 い 漉 度 の 酸 素 に 噴 き れ る と こ れ ら の

活 性 酸 素 が 細 胞 内 に 多 量 に 生 成 す る と 考 え ら れ て い る
7 4 )

o 高 鴻

度 酸 素 が 生 体 に 障 害 を 与 え る こ と は 酸 素 の 発 見 者 の P r i e s t l e y や

L a v o i s i e r が 1 8 世 紀 に 既 に 記 述 し て お り
7 5 )

,
ま た 高 濃 度 酸 素 が

未 熟 児 網 膜 症 の 原 因 と し て も よ く 知 ら れ て い る
T 6 )

｡ 長 期 間 の 高

濃 度 酸 素 の 吸 入 で 肺 障 害 を 起 こ す
7 7 〉

｡ 高 圧 酸 素 で は 神 経 障 害 が

生 じ 7 8 )
､ 白 内 障 が 発 症 す る

7 9 )
｡ 高 酸 素 下 で ど の 活 性 酸 素 種 が

ど の 生 体 構 成 成 分 を 磯 化 し､ そ れ が ど の 程 度 障 害 の 発 現 に 関 与

し て い る か を 直 接 評 価 す る こ と は 現 在 で も 難 し い ｡ S O D 活 性 が 高

い 大 腸 菌 は 高 圧 酸 素 に 抵 抗 性 を 持 つ
.

こ と 8 8 '
, 肺 S O D 活 性 が 高 い

ラ ッ ト は 高 漉 度 敢 索 下 で も 障 害 を 受 け に く い こ と
e l )

s O D 活 性 を

欠 い た 大 腸 菌 で は 酸 素 に 感 受 性 が 高 い こ と
8 2 )

は 傍 証 と し て 酸 素

毒 性 発 現 に ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル が 関 与 し て い る こ と を 示

唆 し て い る｡ 生 理 的 漉 度 の 酸 素 下 で も 活 性 酸 素 の 生 成 が 見 ら れ

8 3 )
, 生 体 成 分 ( D N A) が 酸 化 き れ て い る こ と も 知 ら れ て い る

8 4 )
｡ 老 化 の フ リ

ー ラ ジ カ ル 税 で は 生 理 的 漉 度 の 敢 素 の 毒 性 す な

わ ち 通 常 生 成 し て い る 活 性 酸 素 で 防 御 系 か ら 逃 れ ら れ た も の に

よ る 障 害 が わ ず か づ っ で も 長 期 間 蓄 積 し, そ れ が 老 化 の 原 因 と

な る と い う も の で あ るg こ の 仮 祝 を 試 験 管 内 細 胞 老 化 の 系 で 検

証 で き た と い う 報 告 は ま だ
,

な ぃ
o 本 研 究 の 目 的 披 こ の 税 を ヒ ト

正 常 緑 地 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老イヒ の 系 で 証 明 し よ う と す る も の で

あ る｡ 証 明 す る た め に 殻 定 し た 練 磨 は, 欝
一 に 細 胞 内 に 活 性 酸

素 の 生 成 を 増 大 さ せ た と き に 老 化 が 促 進.き れ る こ と を 稚 路 す る

こ と . 第 二 に 細 胞 の 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 増 大 さ せ ､ 生 理

的 沸 度 の 酸 素 下 で 生 成 し 防 御 轟 か ら 逃 れ る 活 性 酸 素 を 少 な く さ
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せ た と き に 老 化 が 遅 延 す る こ と を 確 絶 す る こ と､ 第 三 に 逆 に ､

細 胞 の 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 低 下 さ せ ､ 生 理 的 濃 度 の 酸 素

下 で 生 成 し 防 御 糸 か ら 逃 れ る 活 性 酸 素 を 多 く し た と き に 老 化 が

促 進 す る こ と を 確 徹 す る こ と で あ る｡ 細 胞 内 で 活 性 酸 素 の 生 成

を 増 大 さ せ る 軟 化 的 ス ト レ ス と し て 高 圧 酸 素 を 細 胞 に 曝 露 す る

系 を 用 い た o こ れ は 通 常 の 酸 素 溝 皮 下 で の 酸 化 的 ス ト レ ス を そ

の ま ま 増 大 す る こ と が 出 束 る と 考 え ら れ る か ら で あ る ｡ 活 性 酸

素 に 対 す る 防 御 系 を 増 大 ま た早ま 低 下 さ せ る た め に は 細 胞 の G S H 濃

度 を 変 動 さ せ る こ と に よ っ た｡
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穿 1 牽 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 高 圧 酸 素

感 受 性 の 変イヒ

培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 を 継 代 し 続 け 増 殖 の 変 化 を. 親 祭 し
､

増 殖 能 力
､
に 限 界 ( 寿 命) が あ る こ と を 確 徳 し た ｡ 次 に､ 高 圧 酸

素 の 細 胞 に 与 え る 毒 性 を 謝 べ た｡ 毒 性 の 発 現 に 活 性 駿 東 が 関 与･

し て い る こ と を 確 藩 す る た め に, S O D の 阻 害 剤 で あ る ジ エ チ ル ジ

チ オ カ ル バ ミ ン 敢 ( D D C) を 前 処 理 し て 高 圧 酸 素 の 専 性 を 調 べ
､

ま た 活 性 酸 素 の 代 謝 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る G S H の 漉 度 の 高

圧 酸 素 曝 露 後 の 変 化 を 調 べ た｡ 続 い て, 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 に

お け る 活 性 酸 素 の 関 わ り 合 い を 知 る 手 掛 か り を 得 る た め に
, 戟

験 管 内 加 齢 に 伴 う 高 圧 酸 素 感 受 性 の 変 化 を 翻 ベ た o

欝 1 節 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 現 象

( 実 験 方 法)

東 京 都 老 人 研 究 所 お よ び ウ イ ス タ ー 研 究 所 で 取 ら れ た ヒ
'

ト 胎

児 ( 3 カ 月 齢) 肺 由 来 正 常 線 推 芽 細 胞
.
を 用 い た ( T I G

- 1 お よ び

W I
- 3 8 細 胞) ｡ 1 0 S ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 基 礎 イ ー グ ル 培 地 ( B M E ) ま

た は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 ( D ”E ) 申 で 3 7 ℃ に て 二 酸 化 炭

素5 ポ ー 大 気9 5 S の 下 で 単 層 培 養
■'

し た｡ 継 代 は1 週 間 毎 に 0
｡
2 5 ガト リ

プ シ ン 溶 液 を 加 え
､ 細 胞 を 刺 し 単 細 胞 に し た 後,

一

定 数 の 細 胞

( 1 Ⅹ1 0 4
c e l l s / 3 ･ 5 c m ¢ pn ) を 新 し い プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 た 播 種 す

る こ と に よ っ た｡ 播 種 後, 4 日 目 に 新 し い 培 養 液 と 交 換 し た ｡
マ

イ コ プ ラ ズ マ の 混 在 の チ ェ ッ ク は K i h a r a ら の 方 法
8 5 )

に よ っ たo

- 1 2 -



( 実 験 結 果)

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 を 継 代 し て 行 く と､

一 定 の 期 間､ 活 発 な

増 殖 を 示 す が そ の 後､ 増 殖 が 低 下 し､
つ い に は 増 殖 が 停 止 す る｡

固1 a は 培 養 日 数 に 対 す る 細 粒 集 団 倍 加 数 ( P D) を 示 す｡ T I G - 1 細

胞 で は P D 約 6 0 よ り 増 殖 が 低 下 し P D 6 8 で 増 殖 が 停 止 し た｡ W ト 3 8 細

胞 で はP D 約 5 0 よ り 増 殖 が 低 下 し P D 5 6 で 増 殖 が 停 止 し た｡ 図 1 b は

p D に 対 す る
, 細 胞 播 種 後 1 週 間 目 の 細 胞 数 を 示 す ｡ T I G

- 1 細 胞 で

は P D 約6 0 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し そ の 後､ 急 速 に 細 胞 増 殖 が 低 下

し て 行 く こ と が 図 示 さ れ る o 固 2 A は P D 3 5 の W ト 3 8 ( 継 代 前 期 細 胞)

の 成 微 鋸 写 真 で あ る｡ 細 胞 娃 小 さ く､ 盤 然 と 並 ん で い るo 図 2 B

は P D 5 5 の W I
- 3 8 ( 老 衰 期 の 細 胞) で 細 胞 は 大 き く､ そ れ ぞ れ 無 秩

序 に 並 ん で い る ｡ n a y f l i c k ら
2 a / 2 , , が 示 し た

, 試 験 管 内 細 胞 老

化 が 確 認 さ れ た｡

欝 2 節 高 圧 酸 素 の 培 養 細 胞 に 及 ぼ す 影 響

( 実 験 方 法)

培 養 細 胞 の 高 圧 気 体 の 曝 露 は 細 胞 を 含 む 培 養 皿 を パ ー

ル の 容.

器 に 入 れ 気 体 を1 a t m / 5 - 6 砂 に て ヰ 入 す る｡ 所 定 の 時 間 曝･.露 後 ,

1 a t m / 9 - 1 0 秒 に て 気 体 を 除 く｡
コ ロ ニ ー 形 成 は ト リ プ シ ン 処 理

に よ り 単 細 胞
1
8こ し た 細 胞 を6 c m 径 の 培 養 皿 に 5 x l O

2
ま た は1 x l O 3

個

播 種 し8 な い し 1 2 日 後 に メ チ レ ン ブ ル
ー ‾で 細 胞 を 艶 め ､ 5 0 細 胞 玖

上 の 細 胞 の 塊 を1 コ ロ ニ
ー と 数 え る｡ D N A 合 成 は 培 養 液 中 に 3

･H - メ

チ ル チ ミ ジ ン ( T d R , 比 活 性 1 8 5 G B q / m n o l , 最 終 漉 度 3 . 7 R B q / m l ) ､

タ ン パ ク 質 合 成 は
1 4

c
- ロ イ シ ン ( L e u

､ 比 活 性2 .

･2 T ･B q / m m ol
､ 最

- 1 3 -



終 演 度9 1 K B q / m l) を 添 加 し 加 温 後, 冷 5ガト リ ク ロ ロ 酢 酸 ( T C A)

1 0 分､ 0 ･ 1 N N a O H 2 0 分 処 理 に よ り ､
T C A 不 溶 画 分 の 放 射 活 性 を 液

体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 測 定 し キ｡ 細 胞 周 期 の 解 析

は ヨ ウ 化 プ ロ ビ ジ ウ ム ( 5 0 g / m l ) に て D N A を 艶 色 し た 細 胞 を
.
サ イ

ト フ ル オ ロ メ 一 夕 - ( F CS
,

日 本 分 光) で 細 胞 当 り の D N A 量 を 測

定 す る こ と に よ っ た｡ 細 胞 容 積 の 測 定 は コ
ー

ル タ - カ ウ ン タ ー

粒 度 分 布 計 に よ っ た. S O D の 活 性 測 定 は 打e i k k i l a ら の 方 法
I

8 6 '
に

従 い
,
6 -

) ヽ イ ド ロ キ シ ド ー パ ミ ン ( 6 - O H D A) の 自 動 酸 化 を 阻 止 す

る 活 性 を 測 定 し た｡ ト リ プ シ ン で 刺 し て き た 細 胞 に 蒸 留 水 を 加

え 凍 結
一

顧 解 を5 回 線 り 返 し ､ 1 万 Ⅹ g 2 0 分 遠 心 し た 上 滑 を 1 m ”

E D T A を 含 む リ ン 改 緩 衝 液 ( 5 0 m M) に 加 え 3 7 ℃ ､
1 5 分 接 と う す る ｡

6 - O H D A 溶 液 は 予 め 窒 素 で 通 気 し た 蒸 留 水 に 6 - 0 甘D A を 2 x l O
1 2

托 と

な る よ う に 添 加 し て 翻 興 し た｡ 試 料 溶 液 に こ の 6 - 0 甘D A を 添 加 し

4 9 0 n n の 吸 収 を キ ャ リ ー 分 光 光 度 計 に て 潤 定 し た｡ G S H の 測 定 は

H i s s i n と tl i l f の 方 法 8 了) に 従 い
､

o
-

フ タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 試 料

に 添 加 し 蛍 光 を 励 起 波 長3 5 0･n 7n
. 蛍 光 波 長4 2 0 n m に て 脚 定 す る こ

と に よ っ た｡

( 実 験 結 果)

培 養 ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 摩 す る と 固 4 に 示 す よ う に

高 圧 敢 素 に よ り 圧 力 に 応 じ て 紗 胞 増 殖 の 低 下 が 見 ら れ た｡ 固 5 に

示 す よ う に 曝 露 時 間 ( a) ､ 圧 力 ( b ) に 応 じ て コ ロ ニ ー

形 成 数

の 減 少 が 見 ら れ た｡ 高 圧 窒 素 を 同 様 に 噸 賭 さ せ て も コ ロ ニ ー

形

成 数 の 減 少 は 見 ら れ な か っ た｡ ま た 高 庇 酸 素 を 唖 渡 し た 増 発 淡

を 細 胞 に 添 加 し て も コ ロ ニ
ー

形 成 数 の 減 少 は 見 ら れ な か っ た こ

- 1 4 -
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ヒ ト 正 常 線 継 芽 細 胞 ( W I
- 3 8) を 播 種 し た 2 日 後､

露 し そ の 後 の 細 胞 数 を 調 べ た.
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と か ら, 高 圧 酸 素 に よ る コ ロ ニ
ー

形 成 数 の 減 少 は 細 胞 に 対 す る

酸 素 毒 性 の 現 れ で あ る と 考 え ら れ る｡

.
5 0 気 圧 酸 素 1 時 間 曝 露 に よ

つ て D由A 合 成 は 著 し ( 阻 害 き れ た ( 固 8 a) が
J.
, タ ン パ ク 質 合 成 に

は 影 響 申 見 ら れ な か っ た ( 図 6 b) ｡ 低 沸 度 血 清 ( 0 . 5 東) の 培 養 液

で 培 養 し た 細 胞 に 通 常 の 漉 度 の 血 清 ( l o 牙) を 含 む 培 養 液 を 添 加

す る とD N A 合 成 が 誘 起 さ れ る が､
こ の D N A 合 成 は 1 0 鮮血 滑 含 有 培 地

を 添 加 し て か ら2 時 間 後,
5 0 気 圧 酸 素 を

.
1 時 間 境 野 す る こ と に よ

り 著 し く 阻 害 さ れ た ( 固 7) . 次 に, 高 圧 酸 素 の 細 胞 周 期 の 進 行

に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た ( 固 8) ｡ 細 胞 周 期 は G l ( D N A 合 成 の 準 備

期 ,
D N A : 2 C) う S 期 ( D N A 合 成 期 ､

D N A : 2 C - 4 C) ぅ G 2 期 ( 細 胞 分 裂 準

備 期 ,
D N A : 4 C ) ヰ M 期 ( 細 胞 分 裂 期 ､

D N A : 4 C) と 進 行 す る｡ 0 . 5 m M

ハ イ ド ロ キ シ ウ レ ア を 含 む 培 養 液 で 1 2 時 間 培 養 し て G l 期 の 末 期

に 同 鍋 き せ , 通 常 の 培 養 液 に 取 り 替 え て 細 胞 周 期 を 開 始 さ せ た｡

開 始 後 2 時 間 よ り4 時 間 ､ 6 時 間 と 2 C 真 の D N A か ら の 増 大 が 観 察 さ れ

S 期 - の 移 行 とS 期 の 進 行 が 示 さ れ た｡ 開 始 後8 時 間 に は 2 C - 4 C 間

の D N A を 持 つ 細 胞 が ほ と ん ど な く な り4 C 量 D N A の ピ ー ク が 残 り ､
G

2 期 と M 期 に 移 行 し て い る こ と を 示 す｡ 開 始 後1 1 時 間 で は4 C
■
量 の

D N A の ピ ー

ク が 消 え M 期 か らG l 期 に 移 行 し た こ と を 示 す ｡ G l 期 の

末 期 に3 0 気 圧 酸 素 0 ･ 5 時 間 曝 露 す る とS 期 - の 移 行 と S 期 の 進 行 が

通 常 よ り も 遅 れ た ｡ S 期 に 曝 露 す る とS 期 の 進 行 が 停 止 し
､ 少 な

く と も 6 時 間 は 細 胞 周 期 は 進 行 し な い｡ G 2 ま た は M 期 に 曝 露 し て

も G 2 う M う G l の 進 行 は 阻 害 さ れ な か っ た ｡ 高 圧 轍 素 は D N A 合 成 に

及 ぼ す 影 響 が 顕 著 で あ っ た｡ 次 に 細 胞 容 積 へ の 影 響 を 調 べ た ｡

5 0 気 圧 酸 素 を 1 時 間 曝屈 す る と 1 2 時 間 後 細 胞 容 積 の 増 大 が 見 ら れ

た ( 固 9) ｡
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す 影 響

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 ( m - 3 8) に 高 圧 酸 素 を 曝 露 し そ の 後 の コ ロ

ニ
ー

形 成 数 を 調 べ た｡ a : 5 0 気 圧 酸 素 お よ び 窒 素 を 種 々 ゐ 期 間 曝

霧 し た｡ b : 種 々 の 圧 力 の 酸 素 を 1 時 間 曝 露 し たB J
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高 圧 敢 素 の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の
ID N A お よ び タ ン パ ク 質

合 成 に 及 ぼ す 影 響

ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 ( T I G
-

1) に 5 0 気 圧 酸 素 を 曝 露 し た 直 後 の

[
3 n ] T d R ( a) お よ び [

=
c] L e u ( b) の 冷 T C A 不 溶 画 分 へ の 耽

り 込 み を 測 定 し た｡

- 1 8
-

)



G
O

･ J

ヰJ

Ld
h
O

O J

LJ
O

. U
E:

･ d

P]
rロ
亡1

【

B]
∩

ー

1 0 0 0

-

a)
5 0 0

J J

rd
r J

P J

＼

∈
P l

巳 o

Ll
, C3
r l

N

O

i: E
ゴ J J

Ll n3
U ⊂)

∽ l′)

↓ 1

i
2

c o n t r o l

0
2

ユ0 ユ5 2 0

t i m e i n c u l t u r e ( h o u r s )

図 7 高 圧 改 案 の D N A 合 成 に 及 ぼ す 影 響

2 5

ヒ ト正 常 線 鯉 芽 細 胞 を2 日 間､
0 . 5 S 血 清 を 含 む 培 養 液 で 培 養 し た

後1 0 鮮血 滑 を 含 む 培 養 液 と 交 換 す るo 増 車 液 交 換 後 2 時 間 に5 0 気

圧 敢 素 を 1 時 間 曝 露 す る c そ の 後 撞 時 的 に [
3
Hコ T d R の 冷 T

■
c A 不 溶

画 分 - の 取 り 込 み を 潤 定 す る ｡
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高 圧 酸 素 の ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 の 細 胞 周 期 の 進 行 に 及

ぼ す 影 響

ハ イ ド ロ キ シ ウ レ ア で G l 期 の 終 わ り に 止 ま っ て い る 細 胞 に 通 常

の 培 養 液 を 加 えS 期 に 移 行 さ せ 細 胞 周 期 を 進 行 さ せ た ｡ い く つ か

の 時 点 で3 0 気 圧 酸 素 を0 . 5 時 間 曝 露 し 細 胞 周 期 進 行 へ の 影 響 を 見

た｡
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高 圧 酸 素 の ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 の 容 積 に 及 ぼ す 影 響

ト 正 常 線 推 穿 細 胞 ( T I G -

1) に 5 0 気 圧 酸 素 ま た は 窒 素 を

弄 し1 2 時 間 後 の 細 胞 容 積 を 測 定 し たc

- 21 -
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1 m 河 D D C を 含 む 培 養 液 で 1 時 間､ 細 胞 を 培 養 す る と S O D 活 性 が

3 1 如こ 低 下 し た ( 対 照 .

･ 3
1

. 1 u / m g p r. o t e i D , D D C : 0 . 9 6 u / D g

p r o t e i n) ｡ こ の S O D 活 性 が 低 下 し た 細 胞 に 高年 酸 素 を 曝 露 す る

と 無 他 項 の 細 胞 に 曝 露 す る よ り も コ ロ ニ
ー

形 成 が 著 し く 阻 害 さ
.

れ た ( 固 1 0) ｡

高 圧 酸 素 を 曝 質 し た 後 に 細 胞 内 G S H 沸 度 が 低 下 し, そ の 後 す ぐ

に 通 常 の レ ベ ル ま で 回 復 し た ( 固 1 1) ｡

( 小 括)

高 井 度 の 駿 東 に 串 り 生 体 が 種 々 の 障 害 を 受 け る こ と が 知 ら れ

て い るc 生 体 内 で は 肺 の 炎 症
T 7 )

や 網 膜 の 繊 維 化
7 6 )

､ 痩 墾 な ど

の 神 経 障 害
7 5 )

, 白 内 障 の 発 症 な ど が 見 ら れ る 7 9 )
｡ こ れ ら の 高

教 素 の 曝 露 で, ど の 様 な 活 性 酸 素 が ど れ だ け 生 成 さ れ ､ そ れ ら

が 生 体 の ど の 構 成 成 分 と 反 応 す る こ と が 細 胞 の 機 能 低 下 に 結 び

付 く か を 筋 道 立 っ て 理 解 す る こ と は 未 だ な さ れ て い な い ｡ し か

し S O D 活 性 を 増 大 さ せ た 時 や
8 匂二8 . ,

s o D 活 性 の 欠 現 し た 突 然 変 異

体 で の
8 2 )

酸 素 苛 性 の 戟 無 や 高 教 頚 髄 露 時 の グ ル タ チ オ ン の 代 謝

の 研 究
8 8 )

等 に よ り 敢 素 毒 性 の 発 現 に 活 性 較 素 が 園 与 し て い る こ

と が 示 唆 き れ て き て い る｡ 著 者 の 実 験 結 果 は 高 圧 酸 素 を 曝 露 し

コ ロ ニ
ー

形 成 の 低 下 を ATJ 定 す る こ と に よ り 培 養 ヒ ト 正 常 線 維 芽

細 胞 の 駿 東 毒 性 の 受 け 易 さ を 評 価 す る こ と を 可 能 に し た も の で

あ る｡ そ の 毒 性 発 現 の 機 構 は 他 の 酸 素 苛 性 の 系 と 同 様 に 活 性 酸

素 が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 き れ た .
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S O D の 阻 害 剤 D D C l m M を 1 時 間,
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高 圧 酸 素 に よ る ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 細 胞 内 G S H 沸 度

に 及 ぼ す 影 響

ト 正 常 線 推 芽 細 胞 ( T I G
- 1) に 5 0 気 圧 酸 素 を 曝 露 し

,

時 的 に 細 胞 内 G S H 漉 度 を 測 定 し た ｡
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欝 3 節 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 高 圧 酸 素 感 受 性 の 変 化

( 実 験 結 束)

種 々 の P D の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 に 対 し て 5 0 気 圧 教 尭 を 曝 露 し,

そ の 後 の コ ロ ニ
ー

形 成 を 調 べ
､ 高 圧 酸

'

索 に 対 す る 感 受 性 の 試 験

管 内 加 齢 に 伴 う 変 化 を 謝 ベ たo ど の P D の 細 胞 で も コ ロ ニ ー 形 成

が 低 下 し た が, P D の 低 い 継 代 前 期 の 細 胞 よ り も P D の 高 い 継 代 後

期 の 細 胞 の 方 が 高 圧 酸 素 に よ り 戸 口 ニ
ー

形 成 が 大 き く 低 下 し た

(､ 固 1 2) ｡ 次 に 高 圧 酸 素 の 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 継 代 前 期 細

胞 と 継 代 後 期 細 胞 と で 比 較 し た と こ ろ
, 継 代 後 期 細 胞 の 方 が 著

し く 細 胞 増 殖 が 阻 害 さ れ た ( 固 1 3) ｡ こ の 結 果 は 試 験 管 内 加 齢

に 伴 っ て, 細 胞 の 高 圧 酸 素 感 受 性 が 高 く な る こ と を 示 す ｡ 図 1 4

は 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 ( a) と 5 0 気 圧 酸 素 曝 露

( 1 時 間) 時 の コ ロ ニ
ー

形 成 ( b) の 関 係 を 示 し た も の で あ る｡

試 験 管 内 加 齢 に 伴 っ て 細 胞 増 殖 が 低 下 す る よ り も 前 に 高 圧 敢 素

感 受 性 が 増 大 す る こ と を 示 す｡ 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 機 構 の 細

胞 構 成 成 分 と 考 え ら れ て い る も の の う ち で S O
.
D の 活 性 お よ び G S H

量 を 継 代 前 期 細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 と で 比 較 し た｡ 両 者 と も 継 代

前 期 細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 で 善 が 緩 め ら れ な か っ た ( S O D 活 性､

p D 22 : 3 . 1 u / m g p r o t e i n
,

P D 58 : 3 . 4 u / m g. p r o t e i n ,
G S H 浪 度､

p D 28 : 3 . 3 n m o l / ” g p r o t e i n , P D 52 .

･ 3 . 3 n m o l / F L g P r 占t e i n ) a

第 4 節 考 察

高 圧 酸 素 の 噴 霧 に よ り 培 養 ヒ
'
ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 増 殖､

コ ロ
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ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖

と 高 圧 酸 素 感 受 性 の 変イヒ

代 後1 週 間 後 の 細 胞 数 ( a) と 5 0 気 圧 簡 素 1 時 間 曝 露 後 の コ

形 成 の 割 合 ( ち) を P D に 対 し 図 示 し た ｡

一
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ニ
ー 形 成, D N A 合 成 が 阻 害 さ れ, 細 胞 容 棟 が 増 大 し た｡ こ の 作 用

は､
高 圧 窒 素 で は 見 ら れ ･ な い こ と や 高 圧 酸 素 を 曝 露 し た 培 養 液

を 細 胞 に 加 え て も 効 果 が な い こ と か ら 酸 素 の 毒 性 に よ る も の と

考 え ら れ る ｡ 酸 素 毒 性 の 機 構 は 培 養 細 胞
¢ 9 '

な ど 種 々 の 生 体 系 で

研 究 さ れ て き た 7 5 '
｡ F r i d o v i c h に よ れ ば

9 8 '
通 常 の 条 件 で 酸 素 専

任 が 象 れ な い の は ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル な ど の 活 性 酸 素 の

生 体 内 で の 生 成 と 防 御 機 構 に よ る 分 解 が 平 衡 し て い る か ら で あ

り,
そ し て 高 濃 度 の 敢 素 に 生 体 が 噴 霧 さ れ る と ス

ー パ ー オ キ シ

ド ラ ジ カ ル の 生 成 が 増 大 し こ の 平 衡 が 崩 れ る｡ S O D や グ ル タ チ オ

ン 系 な ど の 防 御 機 構 か ら 逃 れ た 活 性 酸 素 は タ ン パ ク 貿 や 脂 質,

D N A な ど を 非 特 異 的 に 酸 化 し そ の 機 能 を 低 下 さ せ 生 体 に 儲 審 を 与

え る と い う も の で あ る｡ こ の 酸 素 毒 性 の ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ

カ ル 収 税 は 現 在 紛 争 申 で あ る 9 l ･ 9 2 )
｡ ス ー パ ー ･ オ キ シ F ラ ジ カ

ル 自 身 の 反 応 性 は 高 く な く
, 直 接､ 生 体 構 成 分 子 と 反 応 す る こ

と は 考 え に く い ｡ 銑 な ど の 金 属 の 存 在 下 で の H a r b o r
- W e i s s 反 応

( 反 応 4) な ど に よ り

o 2

-

＋ H 2 0 2 う O H ･ ＋ 0 2 ＋ O H
-

( 反 応 4)

ハ イ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル や ､

一

重 項 酸 素 な ど の よ り 強 い 教 化 カ

を 持 っ た 活 性 酸 素 に 変 換 き れ て 反 応 す る と す る 伝 統 も 提 唱 さ れ

て い る
9 3 )

. 細 胞 の S O D を 増 大 さ せ た 大 腸 菌 8 1 ) や 動 物
8 2 ) で は 苗

圧 酸 素 の 専 政 に 対 し て 感 受 性 が 低 い こ と は･ 酸 素 毒 性 の 発 現 に ス

ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル が 中 心 的 な 役 割 を 演 じ て い る こ と を 示

唆 す る｡ D D C を 培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 を D D C で 処 理 し て S O D 活 性

を 低 下 さ せ 高 圧 酸 素 を 曝 露 し た と こ ろ そ の 障 害 が 促 進 さ れ る こ

と を 親 祭 し た ( 図 1 0)
,

｡ 培 養･･ ヒ ト
■
正 常 線 維 芽 細 胞 - の

.
高 圧 敢 卦

- 29 -



障 害 の 発 現 に ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル が 関 与 し て い る こ と が

示 唆 き れ た｡ S O D が ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル を 特 異 的 に 代 謝 す

る の に 対 し 細 胞 の グ ル タ チ オ ン 糸 は 種 々 の 活 性 酸 素 を 代 謝 し
,

酸 化 さ れ た 生 体 成 分 を 遵 元 し､ S O D と 共 に 活 性 酸 素 に 対 す る 蛎 御

機 構 を 構 成 し て い る と 考 え ら れ て い る
g 4 )

｡ 高 波 皮 の 酸 素 を 曝 露

し た 時 の グ ル タ チ オ ン の 代 謝 の 研 究
8 8 '

か ら 高 濃 度 の 酸 素 に よ り

活 性 酸 素 が 生 成 し グ ル タ チ オ ン 系 が 防 御 系 と し て 働 い て い る こ

と が 示 唆 さ れ て き た ｡ 培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝

井 し た と こ ろ 細 胞 内G S H 溝 度 の 低 下 を 観 察 し た ( 国 1 1) ｡ 鮮 4 車

に お い て さ ら に 高 圧 敢 素 曝 露 に よ る 培 養 ヒ ト 正 常 線 碓 井 細 胞 の

障 害 の 防 御 に G S f7 が 関 与 し て い る こ と を 示 す｡
. 高 圧 酸 素 曝 井 に よ

り､ ど の 様 な 活 性 酸 素 が ど の 細 胞 構 成 成 分 を ど の よ う に 酸 化 し

た こ と が 培 養 ヒ ト 正 常 線 碓 井 細 胞 の 障 害 に 関 与 し た か は 現 在 未

だ 明 ら か に で き て い な い ｡ し か し 活 性 敢 素 が 関 与 し て い る こ と

の い く つ か の 傍 証 が 得 ら れ た｡

高 圧 酸 素 曝 露 に よ る コ ロ ニ
ー

形 成 の 阻 賓 の 程 度 か ら 細 胞 の 酸

素 毒 性 の 受 け 易 さ を 知 る こ と が 出 来 る と 考 え ら れ る ｡ 培 養 ヒ ト

正 常 線 推 芽 細 胞 の 継 代 後 期 細 胞 の 方 が 継 代 蔚 期 細 胞 よ り も 高 圧

酸 素 曝 露 に よ る コ ロ ニ
ー

形 成 と 増 殖 の 阻 害 が 著 し く､ 酸 素 毒 性

を 受 け 易 い こ と 旺 興 味 深 い ｡ 特 に 試 験 管 内 加 齢 に 伴 っ た 細 胞 増

殖 の 低 下 よ り 少 し 以 前 か ら 敢 素 毒 性 に 対 し て 感 受 性 が 高 く な る

こ と ( 固 1 4 ) は 老 化 の 原 因 を 考 え る 上 で 示 唆 的 で あ る｡ 種 々 の ス

ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 感 受 性 の 継 代 前 期 と 後 期 で の 遠 い を 調 べ

た 研 究 が あ る ｡ 電 離 放 射 線
9 5 )

と 紫 外 線
9 8 )

の 感 受 性 は 継 代 前 期

細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 で 同 様 で あ っ た. 可 視 光
9 7 )

と ア ス コ ル ビ ン

- 3 0
-



酸
9 S ) に 対 す る 感 受 性 は む し ろ 継 代 前 期 細 胞 の 方 が 高 い ｡ 継 代 後

期 細 胞 の 方 が 感 受 性 が 高
●

い こ と が 今 ま で に 明 ら か に な っ た ス ト

レ ス は 高 圧 酸 素 が 唯
一

の も の で あ る｡ 継 代 後 期 細 胞 に お い て 高

圧 酸 素 感 受 性 が 高 ま る 原 因 は 何
▲
で あ ろ う か? 高 圧 酸 素 感 受 性 を

決 め る い く つ か の 要 図 が 考 え ら れ る ｡ 欝 一 に 活 性 酸 素 に 対 す る

防 御 能 で あ り, 第 二 に 活 性 酸 素 の 生 成 量 で あ り, 第 三 に 障 害 の

修 復 能 で あ る ｡ 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 機 構 の 培 養 ヒ ト 肺 由 来 正

常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴う 変 化 に 関 し て は い く つ か の

報 告 が あ る. S O D 9 9 '
､

カ タ ラ ー ゼ 1 8 匂'
, グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ

シ

●

ダ ー ゼ 1 9 1 )
お よ び G S n の 溝 度

川 2 )
は 継 代 前 期 と 後 期 で 善 が 踏 め

ら れ て い な ぃ . 著 者 もS O D 活 性 お よ び G S fl 諌 度 を 測 定 し た が 継 代

前 期 と 後 期 で や は り 差 が 怒 め ら れ な か っ た｡ 培 養 ヒ ト 正 常 線 推

芽 細 胞 の 活 性 駿 東 の 生 成 量 は 現 在 ま で に 測 定 さ れ て い な い ｡ 欝

3 章 に 高 圧 酸 素 障 害 の 修 復 が 継 代 後 期 細 胞 で 低 下 し て い る こ と

を 示 す 結 束 を 提 出 す る｡

-

31
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欝 2 牽 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る 試 験 管 内 細 胞 老 化 の 促 進

老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 説 を ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞･ ･ の 試 験 管 内 密

化 の 系 で 証 明 す る た め に 設 定 し た 第
一

の 練 磨 は 細 胞 内 に 活 性 敢

素 の 生 成 を 増 大 さ せ た と き に 老 化 が 促 進 す る こ

■

と を 確 練 す る こ

と で あ る｡ 細 一泡 内 に 活 性 酸 素 の 生 成 を 増 大 さ せ る に は Ⅹ 線 や 光

照 射, パ ラ コ ー ト や メ ナ ジ オ ン
,

ジ ア ミ ド な ど の 培 養 液 へ の 添

加 , 高 教 素 曝 霧 な ど 種 々 の 方 法 が あ る ｡ 薬 ( 毒 ) 物 を 用 い た 場 合､

活 性 酸 素 で は な く 化 合 物 自 体 の 毒 性 の 問 題 が あ り, Ⅹ 線 照 射 の

壕 合 Ⅹ 線 に よ る 直 接 の D N A 切 断 の 問 題 が あ る ｡ 高 圧 酸 素 は､ 通 常

の 酸 素 溝 度 で 生 成 さ れ る 種 々 の 活 性 酸 素 が そ れ ぞ れ 増 幅 し て 生

成 す る こ と が 期 待 さ れ る こ と か ら 高 圧 酸 素 曝 霧 の 方 法 を 採 っ た｡

培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 し 試 験 管 内 老 化 の 指

標 で あ る 細 胞 増 殖 と 細 胞 容 積 の 変 化 を 調 べ
, 細 胞 の 寿 命 を 測 定

し た ｡

欝 1 節 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る 試 験 管 内 老 化 の 促 進

( 実 験 方 法)

培 養 ヒ ト 肺 由 来 正 常 線 推 芽 細 胞 ( W I - 3 8 細 胞, T I G
- 1 細 胞) を 用

い た｡ 培 養 方 法､ 高 圧 簡 素 お よ び 窒 素 曝 露 は 第1 章 の 実 験 方 法 と

同 様 で あ る ｡

細 胞 容 積 は ト リ プ シ ン で 刺 し 単 細 胞 に. し た 細 胞 を コ
ー

ル タ -

カ ウ ン タ ー ( Z B I 型 ) と そ れ に 接 続 さ れ た 粒 度 分 布 計 ( C
- 1 0 0 0 型) 杏

用 い て 測 定 し た｡

-

3 2
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図 1 5 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内

老 化 に 及 ぼ す 影 響

ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 ( W ト 3 8) に P D 3 1 よ り 毎 週5 0 気 圧 酸 素 ま た

窒 素 を1 時 間 づ っ 曝 露 し 続 け, 継 代 後1 週 間 目 の 細 胞 数 を 測 定

た｡
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1 5

高 圧 酸 素 曝 露 回 数 の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内

寿 命 へ の 影 響

:
こ

1
p D 3 1 よ り 5 0 気 圧 酸 素 ま た は 窒 素 を 1 時 間 づ つ 毎 週 曝 辞 し

, 横 軸

示 し た 回 数 曝 露 し た 後､ 曝 露 せ ず古土 継 代 し た 時 の 試 験 管 内 寿 命

を 図 示 し た ｡

-
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( 実 験 結 果)

培 養 ヒ ト 正 常 線 絶 芽 細 胞 ( W ト 3 8 ) を P D 3 1 よ り 1 週 に 1 度 ､ 5 0 気 圧

酸 素 ま た は 窒 素 を 1 時 間 ず つ 曝 露 し 継 代 を 続 け た ｡ 図 1 5 に 示 す よ

う に 一 定 期 間 活 発 な 細 胞 増 殖 を
ー
経 た 後､ 細 胞 増 殖 が 低 下 し

､
つ

い に は 細 胞 増 殖 が 停 止 し た が
, 高 圧 窒 素 曝 露 と 無 処 理 の 対 照 の

細 胞 で は P D 5 6 で 増 殖 が 停 止 し た の に 対 し､ 高 圧 酸 素 曝 露 の 細 胞

で は よ り 早 く 増 殖 が 低 下 し 始 め P D 5 1 で 増 殖 が 停 止 し たd 次 に P D

3 1 よ り 1 週 に 1 度､ 5 0 気 圧 酸 素1 時 間 づ っ の 曝 露 を 1 か ら1 4 回 行 い
､

そ れ ぞ れ の 回 数 の 曝 露 を 終 了 後､ 継 代 を 続 け 増 殖 が 停 止 す る P D

( 寿 命) を 測 定 し
, 曝 露 回 数 と 寿 命 の 関 係 を 調 べ た ｡ 固 1 6 に 示

す よ う に 7 回 曝 需 ま で は 寿 命 - の 影 響 は み ら れ な か っ た が
､

8 回

以 上 で は 曝 露 回 数 に 応 じ て 寿 命 が 減 少 し た｡ 窒 素 曝 露 1 1 回 お よ

ぴ1 4 回 で は 寿 命 - の 影 響 は 見 ら れ な か っ た｡ 寿 命 短 縮 の た め に

8 回 以 上 の 高 圧 酸 素 噴 霧 が 必 要 で あ る こ と の
一 つ の 訊 明 は 酸 素 曝

露8 回 分 の 障 害 が 蓄 積 さ れ て 初 め て 寿 命 へ の 影 響 が 現 れ る と い う

も の で あ る｡ 他 の 祝 明 は P D 3 1 よ り 酸 素 曝 露 を 始 め て 8 回 目 の P D に

お い て は 細 胞 が 高 圧 酸 素 に 対 し 感 受 性 が 高 く な
,

つ て い る と い う

も の で あ る｡

第 2 節 継 代 後 期 細 胞 の 高 圧 故 素 曝 露 に よ る 老 化 の 促 進

第 1 章 の 実 験 で 継 代 の 進 ん だ 細 胞 は 酸 素 に 感 受 性 が 高 い こ と が 明

ら か に な っ て い る こ と か ら 曝 露 8 回 目 を 受 け る P D よ り 以 降 に 酸 素

に 対 す る 感 受 性 が 高 く な る た め に 8 回 以 上 で 寿 命 の 減 少 が 見 ら れ

た の で は な い か と 考 え た ｡ そ こ で 継 代 前 期 の 細 胞 と 継 代 後 期 の

-
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囲 1 7 継 代 後 期 の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 に 及

ぼ す 高 圧 酸 素 の 影 響

ヒ ト 正 常 線 碓 井 細 胞 ( T I G
- 1 ) に 継 代 後 期 ( P D 4 7) よ り 5 0 気 圧 敢

素 ま
.
た は 窒 素 を1 時 間 づ っ 2 回 敬 蕗 し, そ の 後 の 継 代 1 週 間 目 の 細

胞 数 を 測 定 し た｡
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図 1 8 高 圧 酸 素 の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 容 積 に 及 ぼ す 影 響

( ヒ ト 正 常 線 推 那

?
胞 の 容 積 分 布 を 固 1 7 の 各 時 期 で 測 定

.
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細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 し 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 と 細 胞 容

横 の 変 化 と 寿 命 を 調 べ た｡

( 美 顔 結 果)

p D の 少 な い 継
.

ii 前 期 の 細 胞 ( T I G
-

1 細 胞) と P D の 多 い

●

継 代 後 期

の 細 胞 に1 週 に 1 度､
5 0 気 圧 酸 素 1 時 間 づ っ の 噴 霧 を 2 回 行 い 寿 命

を 測 定 し た ｡ 継 代 前 期 の 細 胞 ( P D 3 5 お よ び3 7) に 噴 霧 し た 場 合

で は 敢 素 に よ る 寿 命 の 短 縮 が 見 ら れ な か っ た ( 窒 素 : P D 6 6 . 0 ±

2 .3 , 酸 素 : P D 6 5 . 3 ± 1 . 9) が , 継 代 後 期 の 細 胞 ( P D 4 7 お よ ぴ4 8)

に 曝 沸 す る と 酸 素 に よ る 寿 命 の 短 縮 が 紘 め ら れ た ( 図 1 7) ｡ 固

1 7 に 示 す よ う に 継 代 後 期 の 細 胞 に 2 回 5 0 気 圧 酸 素 を 1 時 間 づ っ 曝

露 す る と 加 齢 に 伴 う 増 殖 低 下 , 増 殖 停 止 が 早 く 起 き るo 試 験 管

内 加 齢 に 伴 っ て 細 胞 容 積 が 増 大 し 不 均
一 に な っ て 行 く こ と が 知

ら れ ､ 加 齢 の
一 つ の 指 標 と さ れ て い る

d 8 )
｡ そ こ で. 継 代 後 期 に

5 0 気 圧 酸 素 を1 時 間 づ っ 2 回 曝 露 し た 後 の 細 胞 容 積 変 化 を 調 べ たo

対 照 で は P D 5 9 よ り 細 胞 容 積 が 増大 し 始 め た が ( 固 1 8 a) ､ 酸 素 曝

楚 で はP D 5 4 よ り 容 積 の 増 大 が 怒 め ら れ た ( 囲 1 8 b) o 対 照 で は

p D 6 3 で､ 酸 素 曝 露 で はP D 5 9 で 細 胞 容 積 の 最 境 値 を 示 す ピ ー ク が

見 ら れ な く な り 細 胞 容 積 の 不 均
一

化 が 進 ん だ ( 図 1 8 a お よ び b) ｡

こ れ ら の 結 果 は 継 代 後 期 の 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 す る と 試 験 管

内 加 齢 の 過 程 が 加 速 さ れ る こ と を 示 す ｡

欝 3 節 考 喪

培 養 ヒ ト 正 常 線 稚 芽 細 胞 に 毎 週 1 度 1 時 間 づ っ 高 圧 駿 索 曝 露 を

-

3 8
-



続 け る と 試 験 管 内 老 化 の 促 進 が 見 ら れ た｡ 継 代 前 期 よ り 酸 素 曝

露 を 始 め 1 か ら1 4 固 唾 霧 し
,

そ れ ぞ れ の 細 胞 の 寿 命 を 測 定 し た と

こ ろ7 回 曝 露 ま で は 寿 命 の 短 縮 は 見 ら れ な か っ た が8 回 以 上 は 回

数 に 応 じ て 寿 命 が 短 縮 き れ たB 羊 の 現 象 の 理 由 と し て. 第 1 葦 で

示 き れ た よ う に 継 代 後 期 の 細 胞 が 高 圧 酸 素 に 感 受 性 が 高 い こ と

か ら 継 代 後 期 の 細 胞 で は 酸 素 曝 露 に よ り
･

寿 命 短 縮 が 起 こ る と い

う 可 能 性 を 考 え た ｡ 実 際 に 継 代 後 期 の 細 胞 に 2 回 高 圧 酸 素 を 曝 露

し た と こ ろ 寿 命 の 短 縮 が 見 ら れ た｡
.
継 代 後 期 の 細 泡 に 高 圧 酸 素

を 噴 霧 し 試 験 管 内 老 化 の 指 穣 ( 細 胞 増 殖 の 低 下 と 細 胞 容 積 の 増

大) を 翻 べ た と こ ろ 駿 東 曝 露 で は 老 化 の 指 額 が 早 く 現 れ ､ 高 圧

酸 素 に よ り 試 験 管 内 老 化 が 促 進 さ れ た こ と が 示 さ れ た｡

種 々 の ス ト レ ス を 培 養 ヒ ト 正 常 線 披 芽 細 胞 に 与 え 試 験 管 内 老

化 に . 及 ぼ す 影 響 を 鯛 べ た 報 告 が あ る｡ 光 腰 射 で は 寿 命 の 延 長 が

見 ら れ る 1 8 3 )
｡ 紫 外 線 照 射( 5 お よ ぴ 1 0 J / m

2
) を 1 4 回 繰 り 返 し て も

寿 命 の 短 縮 は 範 め ら れ な い
d 9 )

｡ 突 然 変 異 を 引 き 起 こ す 量 の E 阿S

や M N N G を 1 4 回 処 理 し て も 寿 命 は 短 縮 さ れ な い
5 匂)

｡ 間 違 っ た ア ミ

ノ 酸 を タ ン パ ク 質 申 に 取 り 込 ま せ る エ チ オ ニ ン や p
- フ ル オ ロ ブ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン
4 7 )

を 培 養 液 中 に 加 え て も 寿 命 は 短 縮 さ れ な い ｡

一

方､ 電 離 放 射 線 を 照 射 す る と 寿 命 の 短 縮 が 見 ら れ る 1 8
モ

)
｡ 特

に 低･線 量 の 電 離 放 射 線 で は 継 代 前
1
期 の 細 胞 で は 影 響 が 見 ら れ な

い が 継 代 後 期 の 細 胞 で は 寿 命 を 短 縮 さ せ
1 8 5 )

, こ の 点 に 関 し て

は 高 圧 酸 素 の 場 合 と 斑 似 し て い る ｡ 電 離 放 射 線 と 敢 索 の 寺 性 は

種 々 の 共 通 点 が 見 ら れ
,

そ れ ら の 串 性 発 現 に 共 通 の 機 構 が あ る

こ と が 提 案 さ れ て い る 1 0 6 )
｡ 水 の 簡 離 放 射 線 照 射 に よ り 実 際 に

ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル や ハ イ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル が 生 成 す

-
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-



る
1 8 7 )

o H a r n a n は 電 敵 放 射 線 照 射 が 個 体 の 寿 命 を 短 縮 さ せ る こ

と
1 昏 e ) に 酸 素 ラ ジ カ ル が 関 与 す る と 考 え 通 常 生 成 す る 酸 素 ラ ジ

カ ル が 老 化 の 原 因 で あ る と す る 老 化 の フ T)
- ラ ジ カ ル 祝 を 振 出

し て い る 5 1 )
｡ し か し, 第 1 章 で 述 べ た よ う に 高 圧 酸 素 に 対 す る

感 受 性 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 変 化 は 電 離 放 射 線 の 感 受 性 の 試 験

管 内 加 齢 に 伴 う 変 化 と 異 な り, ま た 穿 3 章 で 述 べ る よ う に 高 圧

酸 素 に よ る 障 害 の 修 復 機 構 は 電 離 放 射 線 に よ る 障 害 の 修 復 機 構

と 異 な る こ. t は 電 離 放 射 線 と 高 圧 酸 素 に よ る 障 害 の 機 構 が 異 な

る こ と を 示 唆 す る｡

試 験 管 内 細 胞 加 齢 の 老 衰 期 で は 染 色 体 異 常
1 匂 9

･
)
や 自 家 蛍 光 物

質 の 細 胞 内 -
.
の 曹 横

4 1 )
､ 細 胞 容 積 の 増 大 4 0 ) な ど 種 々 の 老 化 現

象 を 示 す｡ 高 圧 顧 素 を 継 代 後 期 に 曝 露 す る と 老 衰 期 が 早 く 訪 れ

る こ と が 明 ら か に な っ たc 高 濃 度 の 酸 素 で 艶 色 体 異 常 が 起 こ る

こ と
1 川 )

､ 高 圧 酸 素 に よ り 細 胞 容 積 の 増 大 や 細 胞 増 殖 の 低 下 ,

D N A 合 成 の
.
阻 害 が 起 こ る こ と

,
そ し て 自 家 蛍 光 物 質 が 頗 質 の 過 軟

化 に よ り 生 成 さ れ る と 考 え ら れ て お り
1 1 1 )

, 老 衰 期 の 細 胞 の 諸

変 化 は 活 性 酸 素 に よ り 引 き 起 こ さ れ 得 る ｡
･ 第 1 章 で 明 ら か に な

っ た よ う に 継 代 後 期 の 細 胞 で は 高 圧 酸 素 に 対 し て 感 受 性 が 高 い ｡

こ の こ と は 継 代 後 期 で は 通 常 生 成 さ れ る 活 性 酸 素 で も 細 胞 に 障

審 が 継 代 前 期 よ り も 強 く 与 え ら れ 老 衰 期 の 種 々 の 老 化 現 象 を 引

き 起 こ す こ と が 考 え ら れ る｡
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欝 3 牽 高 圧 酸 素 障 害 の 修 復 能 の 細 胞 加 齢 に 伴 う 変 化

活 性 酸 素 が 試 験 管 内 老 化 の 原 因 の
一 つ な ら 活 性 酸 素 に よ る 障

害 が 細 胞 に よ り 修 復 さ
.
れ ず 蓄 積 さ れ る も の で な け れ ば 老 化 , の 不

可 逆 的 な 過 程 を 説 明 で き な い ｡ 特 に 継 代 後 期 か ら 老 衰 期 が 生 じ

る 過 程 に 活 性 酸 素 の 関 与 を 考 え る な ら ば 継 代 後 期 に お い て 活 性

酸 素 に よ る 障 害 が 修 復 さ れ な い こ と を 示 す 必 要 が あ る｡ そ こ で

培 養 ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 し
,

そ れ に よ っ て 低

下 し た コ ロ ニ ー

形 成 能 と D N A 合 成 能 の 回 復 を 時 間 を
I

iB っ て 調 べ
,

継 代 前 期 細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 と で 比 載 し
, 修 復 能 の 変 化 を 調 べ

た｡

欝 1 節 高 圧 酸 素 に よ る コ ロ ニ
ー

形 成 絶 の 障 害 の 回 復

( 実 験 方 法)

培 養 ヒ ト 胎 児 肺 由 来 線 推 芽 細 由 ( T I G - 1 細 胞) を 用 い た ｡ 培 養

方 法 は 第1 章 の 実 験 方 法 と 同 様 で あ る｡ 1 1 0 S ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む

B 托E 培 養 液 で 培 養 し た 細 胞 に7 5 気 圧 の 酸 素 ま た は 窒 素 を1 . 5 時 間

曝 露 し､ そ の 後 種 々
.

0 期 臥 低 漉 度 の 血 清 ( 0 ･ 5 S) を 含 ･ む B M E 培

養 液 に て 細 胞 増 殖 を 停 止 き せ て お く ｡ そ の 後 ト リ プ シ ン で 刺 し

単 細 胞 に し た 細 胞 を5 0 0 な い し 1 0 0 0 個 6 c m 径 培 養 皿 に 播 種 し1 0 S 血

清 含 有 培 養 液 に て 8 日 培 養 し メ チ レ ン ブ ル
ー で 敗 色 し5 0 細 胞 以 上

の 細 胞 の 塊 を1 コ ロ ニ
ー と 数 え る ｡
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高 圧 酸 素 に よ る 継 代 前 期 と 継 代 後 期 の ヒ ト 正 常 線 維

芽 細 胞 の コ ロ ニ ー 形 成 能 の 障 害 の 回 復 の 比 較

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 ( T I G
- 1 ) に 7 5 気 圧 働 素 を 1 . 5 時 間 曝 露 後､

o . 5 S 血 清 含 有 培 養 液 で 横 軸 の 期 間 培 養 し､ そ の 後 コ ロ ニ ー 形

髄 を 測 定 し た｡
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( 実 験 結 束)

培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 に 7 5 気 圧 酸 素 を1 . 5 時 間 曝 露 し た と こ

ろ 欝1 章 で 見 ら れ た よ う に 継 代 前 期 の 細 胞 も 継 代 後 期 の 細 胞 も コ

ロ ニ
ー

形 成 数 の 低 下 が 見 ら れ た ｡ 継 代 前 期 の 高 圧 酸 素 処 哩 細 胞

を 種 々 の 期 間､ 増 殖 停 止 状 態 に お い た と こ ろ 1 日 な い し 2 日 で 高

圧 酸 素 に よ る コ ロ ニ ー

形 成 能 の 障 害 が 回 復 し, 無 処 理 の 細 胞 と

同 様 の コ ロ ニ ー 形 成 能 に 回 復 し た ( 図 19 a) ｡

一

方, 継 代 後 期 の

高 圧 酸 素 処 理 細 胞 を 増 殖 停 止 状 態 に お い た と こ ろ 3 日 な い し7 日

経 っ て も コ ロ ニ ー 形 成 能 の 回 復 披 見 ら れ な か っ た ( 図 19 b) ｡ こ

の 結 果 は 継 代 前 期 の 細 胞 で は 高 圧 酸 素 陣 容 を 修 復 す る こ と が で

き る が 継 代 後 期 の 細 胞 は 修 復 能 が 低 下 し て い る こ と を 示 し て い

る ｡

欝 2 節 高 圧 酸 素 に よ る D N A 合 成 の 障 害 の 回 復

( 実 験 方 法)

D N A 合 成 を 行 っ て い る 細 胞 数 の 測 定 は オ ｢ ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一

に よ っ た｡ ト リ プ シ ン で シ ャ
ー

レ か ら 刺 し て 単 細 胞 に し た 細 胞

を
. [

3 J ]
- メ チ ル チ ミ ジ ン ( 比 活 性 1 8 5 G B q / m m ol , 最 終 浪 度3 . 7

K B q / m l ) を 含 む 培 養 液 ( 1 0 S 血 清 含 有) に て 16
､

2 8 お よ ぴ4 0 h r 培

養 し エ タ ノ ー

ル
ー

氷 酢 酸 ( 3 : 1 , v o l 比) で 細 胞 を 固 定 し た｡ 5 S

T C A に 4 ℃ 1 時 間 浸 か し､
エ タ ノ

ー

ル で 洗 っ た 後､

一 夜 乾 燥 さ せ

た｡ サ ク ラ
.
N R 托2 写 真 乳 剤 で 細 胞 を 被 い 8 日 間 暗 所 に.放 置 し た ｡

乳 剤 を 現 像 し 固 定 し た｡ 細 胞 は ギ ム ザ 液 で 艶 色 し た｡ 各 サ ン プ

ル ご と に 3 0 0 細 胞 を 検 査 し 横 栽 さ れ た 核 を 持 つ 細 胞 の 割 合 を 鍋 べ
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高 圧 徴 素 に よ る 継 代 前 期 と 継 代 後 期 の ヒ ト 正 常 綾 織

芽 細 胞 の D N A 合 成 の 障 害 の 回 復 の 比 戟

p D 1 5 と P D 5 3 の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 ( T I G - 1 ) に 7 5 気 圧 酸 素 を1 . 5

時 間 噴 霧 後,
0 . 5鮮血 滑 含 有 培 養 液 で1 お よ ぴ2 自 培 養 し

､
1 0 S 血 清

含 有 培 養 液 中 でD N A 合 成 を 測 定 し た｡
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た｡

( 実 験 結 束)

継 代 前 期 ( P D 1 5) お よ び 継 代 後 期 ( P D 5 3) の 培 養 ヒ ト 正 常 線

凍 芽 細 胞 ( T I G
- 1 細 胞) に 高 圧 酸 素 ( 7 5 気 圧 1 ･ 5 時 間) を 曝 露 す

る と ど ち ら も D N A 合 成 の 阻 害 が 見 ら れ る ( 図 2 0) ｡ 継 代 前 期 の 細

胞 で は 高 圧 酸 素 曝 露 後,
1 日 低 凍 度 血 清 ( 0 ･ 5 S ) 含 有 培 養 液 で 増 殖

停 止 状 態 に 置 く と, 高 圧 酸 素 処 理 細 胞 も 無 処 理 の 細 胞 と 同 様 の

D N A 合 成 の レ ベ ル ま で 回 復 し た ｡

一

方, 継 代 後 期 の 細 胞 で は 高 圧

酸 素 曝 露 後 ､ 2 日 間 増 殖･停 止 状 態 に 置 い て も D N A 合 成 の 回 復 は 見

ら れ な か っ た｡ こ の 結 果 は や は り 継 代 前 期 細 胞 で は 高 圧 酸 素 障

害 を 修 復 で き る が 継 代 後 期 細 胞 は 修 復 能 が 低 下 し て い る こ と を

示 し て い る｡

欝 3 節 高 圧 敢 素 障 害 の 回 復 に 及 ぼ す 阻 害 剤 の 影 響

継 代 前 期 の 培 養 ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 で は 革 圧 酸 素 障 害 が 回 復

さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た｡ こ の 機 構 を 知 る 手 掛 か り を 得 る

た め に 回 復 に 及 ぼ す D N A 合 成 お よ ぴ タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 卦 の 影 響

を 謝 べ た｡

( 実 験 方 法)

タ ン パ ク 貿 合 成 は [
3 n ]

一 口 イ シ ン ( 比 活 性 2 . 2 T B q / m n ol
, 最

終 漉 度 1 1 1 k B q / m l , ) 杏
.
含 む 培 養 液 で 2 時 間 培 蒙 し 冷 T C A 不 溶 画 分

へ の 取 り 込 み を 謝 ベ る こ と に よ り 評 価 し た｡ 培 養 後 5 群T C A に 4 ℃ ,

-
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c o l o n y m l m b e r ( % )

2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

c o n t r o l ( d a y 0)

c o n t r o l ( d a y 3 )

β- A r a A ( d a y 3 )

C y c l o h e x 土m 土d e ( d a y 3 )

囲 2 1 高 圧 酸 素 障 害 の 回 復 に 及 ぼ す 阻 害 剤 の 影 響

早 ト 正 常 線 鮭 芽 細 胞 ( T I G
- 1 ) に 7 5 気 圧 敢 素 を 1 ･ 5 時 間 噴 霧 後,

3 日 間 P
-

a r a A ま た は シ ク ロ へ キ シ ミ ド を 含 む0 . 5ガ血 清 の 培 養 液

で 培 養 し コ ロ ニ ー 形 成 数 を 却 建 し た｡

-
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1 時 間 浸 け た . 0 . 1 N N a O H で 溶 解 し 液 体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン

タ ー に て 放 射 活 性 を 測 定 し た｡

( 実 験 結 果)

培 養 ヒ
･

ト 正 常 線 推 芽 細 胞 ( 継 代 前 期 細 胞) に 高 圧 酸 素 ( 7 5 気

症, 1 . 5 時 間) を 曝 落 し た 後,
D N A 合 成 阻 害 剤 β - ア ラ ピ ノ グ ア ノ

シ ル ア ヂ ニ ン ( β
-

a r aA ､ 1 0 p M : オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ で D N Å合

成 細 胞 が 見 ら れ な い) を 含 む 低 浪 度 血 清 増 養 液 に て3 日 間 培 養 し

た と こ ろ, 高 圧 酸 素 職 務 後 阻 害 剤 を 加 え な い 対 照 と 同 様 に 回 復

し た ( 固 2 1) ｡

一 方､ 高 圧 酸 素 曝 露 後, タ ン パ ク 質 合 成 陪 賓 剤

シ ク ロ へ キ シ ミ ド ( 4 fL M : タ ン パ ク 箕 合 成 を7 8 欝阻 害 す る) を 含

む 培 養 液 で3 日 間 培 養 し て も 全 く 回 復 し な か っ た ( 囲 2 1 ) ｡ こ の

結 果 披 高 圧 酸 素 障 害 を 修 復 す る た め に 新 た に タ ン パ ク 寛 が 合 成

き れ る 必 要 が あ る が､ 新 た に D N A が 合 成 さ れ る 必 要 姓 な い こ と を

示 す｡

欝 4 節 考 索

電 離 放 射 線 や 紫 外 線 な ど の 事 件 用 を 持 つ 種 々 の 物 理 因 子 や 化

学 物 質 に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 細 胞 の 修 復 髄 が 鯛 ベ ら れ て い る ｡

よ く 使 わ れ る 細 胞 の 修 復 能 を 評 価 す る 方 法 杜 潜 在 的 致 死 障 専 修

復( P o t e n t i a l l y L e t h a l D a m a g e R e p a i r･ , P L D R ) と 呼 ば れ る も の

で あ る
I 1 2 '

｡ あ る 苛 性 因 子 を 与 え る と コ ロ ニ ー 形 成 が 低 下 す る

が､ 専 性 因 子 を 与 え た 後, 低 沸 度 血 清 含 有 培 養 液 に て 細 胞 増 殖

を 停 止 さ せ る 条 件 に 置 き 経 時 的 に コ
加 ロ ニ

ー

形 成 髄 を 測 定 す る と
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コ ロ ニ
ー 形 成 能 が 上 昇 し て 行 き つ い に は 毒 性 因 子 を 与 え な い 対

照 と 同 様 の コ ロ ニ
ー

形 成 能 を 示 す ま で に 回 復 す る ｡ 回 復 に 要 す

る 時 間 で 細 胞 の 持 つ そ の 因 子 に よ る 障 害 の 修 復 能 を 評 価 す る｡

色 素 性 乾 皮 症 の 患 者 の 細 胞 は 紫 外 線 に よ る 障 害 に 対 す る 修 復 が

欠 損 し て い る こ と, ま た 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 症 の 患 者 の 細

胞 は 電 離 放 射 線 に よ る 障 害 を 修 復 で き な い こ と が P L D R を 測 定 す

る こ と か ら 明 ら か に さ れ て い る 1 1 3 )
｡

ヒ ト 正 常 線 鮭 芽 細 胞 の,継 代 後 期 に お い て 活 性 酸 素 に よ る 障 害

に 対 す る 修 復 能 が 低 下 し て い る 可 絶 性 を 確 か め る た め
, 継 代 前

期 細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 セ の 高 圧 酸 素 障 害 の 修 復 を P L D R の 方 法 で

謝 定 す る こ と に よ り 比 叙 し た｡ 継 代 前 期 の 細 胞 で は 7 5 気 圧 酸 素

1 . 5 時 間 曝 露 に よ る コ ロ ニ
ー

形 成 数 の 減 少 が 卜 2 日 で 回 復 き れ た｡

一

方, 継 代 後 期 の 細 胞 で は3 - 7 日 経 て も 回 復 さ れ ず, 継 代 後 期 の

細 胞 は 高 圧 酸 素 に よ る 障 害 か ら 回 復 で き な か っ た ｡ D N A 合 成 能 で

測 定 し て も 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た ｡ こ れ ら の 結 果 は 試 験 管 内 加

齢 に 伴 っ て 活 性 酸 素 に よ る 障 害 の 修 復 能 が 低 下 す る こ と を 示 唆

す る ｡ 欝2 葦 で 継 代 後 期 の 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 す る と 老 衰 期 が

早 く 現 れ , 寿 命 が 短 く な る こ と が 明 ら か に な っ た が､ こ れ は 継

代 後 期 に 受 け た 高 圧 酸 素 の 障 賓 が 修 復 す る こ と が で き ず 障 寄 が

蓄 積 さ れ て し ま う た め と 考 え ら れ る ｡ 通 常 の 敵 素 漉 皮 下 で も 活

性 酸 素 の 生 成 が 知 ら れ て い る 7 4 ) が ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 で 継 代 後

期 に 生 成 さ れ た と き ､ そ れ ら に よ る 障 害 を 修 復 で き ず 蓄 積 さ れ

老 化 に お け る 不 可 逆 的 過 程 を 引 き 起 こ す こ と が 考 え ら れ る｡ こ

の 蓄 積 が 老 衰 期 に お け る 細 胞 増 殖 の 低 下, 細 胞 容 積 の 増 大､ 艶

色 体 臭･常 あ る い は 自 家 蛍 光 物 質 の 蓄 積 な ど を 引 き 起 こ し､
つ い
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に 娃 増 殖 を 停 止 き せ る と 考 え ら れ る｡

継 代 前 期 細 胞 の 高 圧 酸 素 障 害 の 回 復 に 及 ぼ す 阻 寄 期 の 影 響 を

見 た 実 験 か ら 回 復 過 程 に D N A 合 成 は 関 与 せ ず､ タ
.
ン パ タ 質 合 成 が

必 要 で あ る こ と が 明 ら か に な つ た｡ 羊 の 結 束 は 電 離 放 射 線
1 1 2 )

や 紫 外 線
1 1 4 )

に よ る 障 害 の 回 復 に D N A 合 成 が 必 要 で タ ン パ ク 質
.

i

成 娃 関 与 し な い と い う 実 験 報 告 と 異 な り, 高 圧 敢 乗 降 害 を 修 復

す る 機 構 娃 電 離 放 射 線 や 紫 外 線 障 害 を 修 復 す る 機 構 と 異 な る も

の と 考 え ら れ る｡ 高 圧 酸 素 の 場 合, 現 像 を 受 け たD N A が, D N A 合

成 が 関 与 す る 過 程 で 修 復 さ れ る も の よ り も､ 酸 化 さ
､
れ 機 能 が 低

下 し た 女 ン バ ク 寛 が 新 た な タ ン パ ク 質 合 成 で 取 っ て 変 わ る 過 程

で 障 害 が 修 復 さ れ る と 考 え ら れ る｡ タ ン パ ク 質 の 酸 化 障 寄 で よ

く 知 ら れ て い る も の と し て 混 合 ジ ス ル ブ イ､ド 形 成 が あ る｡ 軟 化

的 ス ト レ ス を 受 け て タ ン パ ク 巽 中 の S n 基 が ジ ス ル ア イ ド 結 合 で

G S 打と 結 合 す る
1 1 5 )

｡ 混 合 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 に よ り 酵 素 活 性 が 低

下 す る 例 は 多 数 知 ら れ
1 1 6 '

､
ま た 細 胞 機 能 の 低 下 が 引 き 起 こ さ

れ る こ と も 知 ら れ て い る
I 1 7 )

｡
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欝 4 章 細 胞 内G S H 漉 度 と 酸 素 毒 性

細 胞 の 持 つ 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 実 験 的 に 改 変
･ ･

さ せ た 時

の 試 巌 管 内 老 化 現 象 - の 影 響 を 明 ら か に す る た め の 基 礎 実 験 を

行 っ た｡

G S 耶ま γ
- G l u

- C y s
- G l y の 横 道 を 持 つ ト リ ペ プ チ ド で グ ル タ チ オ

ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 補 酵 素 と し て 過 酸 化 水 素 や 過 敏 化 脂 質 な

ど の 生 体 に 有 苛 な 過 酸 化 物 の 遵 元 に 関 与 し て い る 9 4 )
o ま た G S n

は 細 胞 内 で も っ と も 高 浜 度 の 遵 元 剤 と し て 直 接 ス ー パ ー オ キ シ

ド ラ ジ カ ル や 過 激 化 水 素 な ど の 活 性 酸 素 を 遮 元 し 自 身 は 教 化 き

れ G S S G と な る
9 4 )

｡ G S S G は河A D P H を 電 子 供 与 体 と し て グ ル タ チ オ

ン 還 元 静 素 に よ り G S H に 戻 き れ る 9 4 )
か 細 胞 外 に 輸 送 き れ る 1 1 8 )

｡

こ の グ ル タ チ オ ン 糸 披 S O D と と も に 活 性 敢 索 に 対 す る 重 要 な 防御

糸 で あ る と 考 え ら れ て い る ｡ 細 胞 内G S H 漉 皮 を 改 変 す る 方 法 が

H e i s t e r ら に よ り 開 発 さ れ て き た 1 1 9 )
c 著 者 は そ れ ら の 手 法 を 培

養 ヒ ト 正 常 線 触 芽 細 胞 に 適 用 し､ そ.の う ち の い . く つ か の 方 法 が

実 際 に 細 胞 内 G S 放浪 度 を 変 え る こ と を 確 か め た｡ 細 胞 内G S H 漉 度

が 改 変 さ れ た 時 の 活 性 敢 素 に 対 す る 防 御 髄 の 変 化 を 明 ら か に す

る た め に, 高 圧 磯 煮 障 害 - の 影 響 を 蘭 ベ た｡

界 1 肺 細 胞 内 G S 打漉 度 の 低 下 と そ の 高 圧 敢 兼 寿 性 - の 影 響

( 実 験 結 束)

ジ エ チ ル マ レ イ ン 敢 ( D E N) を 培 養 液 に 添 加 し2 時 間 培 養 す る

と ヒ ト 正 常 線 細 井 細 胞 ( T I G - 1) の G S F 沸 度 がD E M の 沸 度 ( 0 . 5 - 1
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圧 酸 素 専 任 に 及 ぼ す 影 響

D E M を 含 む 培 養 液 で ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 ( T I G - 1) を 2 時 間 処 理 し

た 時 の 細 胞 内G S 甘沸 度 ( a) と そ の 後3 0 気 圧 敢 素 を 曝 辞 し た
.
時 の

コ ロ ニ
ー

形 成 数 を 測 定 し た｡
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皿M) に 応 じ て 低 下 し た ( 囲 2 2 a ) ｡ G S H 合 成 酵 素 の 阻 害 剤 の L
- プ

チ オ ニ ン
一

旦, 墨
-

ス )

l
v ホ キ シ ミ ン ( B S O) を 培 養 液 に 添 加 し 24 時 間

培 轟す る と 細 胞 内 G S 拝濃 度 が B S O の 濃 度 ( 2 - 1 0 jE M ) に 応
･ t

じ て 低 下

し た ( 図 2 3 a) ｡

D E M お よ ぴB S O で 前 処 理 し, 細 胞 内G S 打漉 度 を 低 下 さ せ た 細 胞 に

3 0 気 圧 を 0 . 5 ま た は 1 時 間 曝 渡 し コ ロ ニ
ー

形 成 数 を 測 定 し たo 高

圧 酸 素 曝 露 に よ り そ の 時 間 に 応 じ て コ ロ ニ ー

形 成 数 が 低 下 し たo

こ の 低 下 披 D E 杓お よ ぴ B S O.前 処 理 で､ そ の 添 加 浪 度 に 応 じ て 促 進

さ れ た ( 図 2 2b
､ 2 3 b) ｡

次 に, B S O I O p 札 1 2 時 間 処 嘩 後 B S P を 除 い て 培 養 し た 時 の 細 胞

内 G S 口演 度 の 回 復 を 謝 ペ
､ 高 圧 敢 素 曝 露 後 の コ ロ ニ ー 形 成 数 を 検

討 し た｡ B S O 処 理 後 B S O を 除 い て 培 養 す る と 細 胞 内 G S技沸 度 は 経 喝

的 に 対 照 の レ ベ ル に 回 復 し ( 図 2 4 a) , 高 圧 敢 素 曝 露 後 の コ ロ ニ

ー 形 成 数 も 対 照 の レ ベ ル に 戻 つ た ( 図 2 4 b) ｡

第 2 節 細 胞 内 G S H 漉 度 の 増 大 と そ の 高 圧 酸 素 毒 性 - の 影 響

( 実 験 方 法)

い 2 - オ キ ソ テ ア ゾ リ ジ ン ー 4 - カ ル ポ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ( O T C) の

合 成 はB o e t t c h e r & M e i s t e r の 方 法 に 従 ? た
1 2 8 )

｡ グ ル タ チ オ ン

エ チ ル エ ス テ ル ( γ
- グ ル タ ミ ル

-

シ ス テ イ ニ ル グ リ シ ン エ チ ル

エ ス テ ル) の 合 成 は A n d e r s o n ら の 方 法 に 従 っ た 1 2 1 )
｡

グ ル タ チ オ ン エ チ ル エ ス テ ル を 培 養 液 に 添 加 す る 場 合 は､ 血

清 中 に あ る エ ス テ ル 基 を 加 水 分 解 す る エ ス テ ラ ー ゼ を 不 倍 化 す

る た め に ､ 血 清 は 6 5 ℃ で 0 . 5 時 間 熱 処 理 し て 用 い た ｡
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( 実 験 結 束)

G S H お よ びG S S G を 培 養 液 に 加 え て 培 養 し て も ヒ ト 正 常 線 推 芽 初

胞 の 細 胞 内 G S E 漉 度 の 増 大 は 見 ら れ な か っ た. 他 の 細 胞 で 細 胞 内

G S H 漉 度 の 増 大 が 報 告 き れ て い る C o C 1 2
1 2 2 ) や 2 -

メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル
1 2 3 )

､ O T C 1 2 4 )
の 添 加 で は ヒ ト 正 常 線 鯉 芽 細 胞 の 細 胞 内

G S H 済 度 の 増 大 は 確 憩 で き な か っ た ｡ 5 - 1 0 m M の グ ル タ チ オ ン エ チ

ル エ ス テ ル を 培 養 液 に 添 加 す る と 細 胞 内G S H 洩 度 が 1 8 - 2 1 S 高 く な

つ た ( 国 2 5 a ) ｡ N - ア セ テ ル シ ス テ イ ン ( A C) を琴養 液 に 添 加 し

て 培 養 す る と 漉 度 に 応 じ て ( 2 - 1 0 m M) , 細 胞 内 G S H 轟 度 が ト2 郎

増 大 し た ( 囲 2 6 a) ｡

グ ル タ チ オ ン エ チ ル エ ス テ ル を 4 時 間 お よ ぴ A C を 3 日 処 理 し て

細 胞 内 G S H 沸 度 が 増 大 し た 細 胞 に3 0 気 圧 敢 素 を0 . 5 お よ ぴ1 時 間 噂

蕗 し コ ロ ニ ー

形 成 数 を 漸 定 し た｡ 高 圧 敢 素 に よ る コ ロ ニ ー 形 成

の 減 少 が グ ル タ チ オ ン エ チ ル エ ス テ ル お よ ぴA C の 前 処 理 に よ り

そ の 漉 度 に 応 じ て 阻 害 き れ た ( 図 2 5 b ､ 2 6 b) ｡

欝 3 節 考 察

細 胞 内 G S H 沸 度 を 低 下 き せ る 手 段 と し て D E M お よ ぴB S O が よ く 用

い ら れ る ｡ 培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 で も 両 者 と も 細 胞 内G S H 漉 度

を 低 下 さ せ た ｡ D E 耶ま 直 接G S H と 反 応 す る た め
, 耗 時 間 で 細 地 内

G StT 漉 皮 を 低 下 で き る が, 反 応 はG S 打だ け に 特 異 的 で は な ( ､ グ

リ コ ー ゲ ン 代 謝 や タ ン パ ク 質 合 成 に も 影 響 を 与 え る 1 2 5 )
｡ B S O は

G S H の 合 成 を 阻 害 し, す で に 存 在 し て い る G S H に は 影 苧 が な い た

め 細 胞 内 G S H 沸 度 が 低 下 す る の に 時 間 が か か る が､ G S H 合 成 を 特

-

5 5
-
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囲 2 6 A C の ヒ ト 正 常 線 推 井 細 胞 の 細 胞 内 G S H 漉 度 と 高 圧 酸 素

毒 性 に 及 ぼ す 影 響

A C を ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 鹿 ( T I G - 1) に 3 日 間 処 理 し た 時 の 細 胞 内
1

G S H 漉 度 と, そ の 後3 0 気 圧 敢 素 を 曝 露 し た 時 の コ E] ニ ー 形 成 数 を

謝 定 し た｡ ノ
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囲 2 7 細 胞 内 G S 憎 度 と 高 圧 顧 索 曝 蕗 後 の コ ロ ニ ー 形 成 能

(
種 々 の 処 理 を 行 っ た 時 の 細 胞 内 G S H 沸 度 に 対 し 処 理 後, 3 0 気 圧 酸

素 を 曝 露 し た 時 の コ ロ ニ ー 形 成 数 の 都 合 を 図 示 し た｡
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異 的 に 阻 害 す る と 考 え ら れ て い る 1 l‾9 )
ら .

G S H を 培 養 液 に 添 加 し て

も 細 胞 内G S H 濃 度 は 増 大 し な い が グ ル タ チ オ ン エ チ ル エ ス テ ル の

添 加 で は 他 の 系
1 2 1 )

と 同 様, 細 胞 内 G S H 濃 度 の 増 大 が 見 ら れ た ｡

こ れ は エ ス テ ル 化 さ れ た グ ル タ チ オ ン は 膜 透 過 性 が 高 く､ 細 胞

内 に 入 つ て エ ス テ ル 基 が 加 水 分 解 を 受 け て は ず れ G S 耳溝 度 が 増 大

す る と 釈 明 さ れ て い る
1 2 ‖

｡ し か し 血 清 中 に あ る エ ス テ ラ ー ゼ

を 不 括 化 す る た め に 血 清 を 熟 処 増 す る 必 要 が あ り, 長 期 的 影 響

を 謝 べ る に は 不 向 き で あ る｡ A C に. よ る 細 胞 内G S R 沸 度 の 増 大 が 他

の 系
1 2 6 )

と 同 様 に 培 養 ヒ ト 正 常 線 練 芽 細 胞 で も 見 ら
､

れ た｡ A C に

よ る 細 胞 内G S H の 増 大 娃､ 細 胞 内 に 放 り 込 ま れ た A C の ア セ チ ル 基

が 切 断 さ れ て 生 成 さ れ た シ ス テ イ ン を 基 質 と し て G S tl 合 成 酵 素 で

G S H が 生 成 さ れ る た め と 就 明 さ れ て い る 1 2 T )
｡

B S O お よ ぴD E 河処 理 に よ り 細 胞 内 G S H 沸 度 が 低 下 す る と と も に 高

圧 酸 素 感 受 性 が 増 大 し た｡ B S O 処 理 後B S O を 除 い た 培 養 す る と 細

胞 内 G S 打沸 度 が 回 復 す る が､ そ れ と と も に 高 圧 放 棄 感 受 性 も 非 処

理 の 細 胞 の 高 圧 酸 素 感 受 性 と 同 様 に ま で 回 復 し た｡ A C お よ ぴ グ
.

ル タ チ オ ン エ チ ル エ ス テ ル 処 理 に よ り 細 胞 内G S I 沸 度 が 増 大 す る

と と も に 高 圧 駿 東 感 受 性 が 低 下 し た ｡ 固 2 7 は, 以 上 の 結 束 を も

と に, 各 実 験 で の 細 胞 内G S n 漉 度 を 横 軸 に 高 圧 簡 素 を 畷 鼓 し た 時

の コ ロ ニ ー 形 成 数 の 都 合 を 縦 軸 に し て ま と め た も の で あ る｡ 3 0

気 圧 酸 素 0 . 5 時 間 の 堵 含 も1 時 間 の 場 合 も 細 胞 内G S 日渡 度 と 高 圧 酸

素 噂 蕗 後 の コ ロ ニ
ー

形 成 髄 は 有 意 に 相 賭 し た ( P 〈 O . 0 5) ｡ こ の 結

果 は 細 胞 内G S H 漉 度 は 高 圧 酸 素 に よ る 障 害 の 防 御 に 関 与 し て い る

こ と を 示 し て い る｡ そ し て こ の 様 に 細 胞 内G S H 漉 度 を 低 下 お よ び

増 大 さ せ る と 細 胞 の 活 性 敢 素 に 対 す る 防 御 能 が 低 下 お よ び 増 大
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す る こ と が 示 唆 さ れ る｡
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欝 5 章 細 胞 内 G S日渡 度 の 試 験 管 内 細 胞 老 化 に 及 ぼ す 影 響

通 常 の 酸 素 浪 皮 下 で も 細 胞 内 で 活 性 顧 素 が 生 成 さ れ て お り,

細 胞 は そ れ ら に 対 す る 防 御 機 構.
で 障 害 を 抑 制 し て い る と 考 え ら

れ て い る 9 8
■
,

｡ 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 実 験 的 に 低 下 お よ び 増

大 き せ れ ば 活 性 酸 素 に よ る 障 害 の 蓄 積 が 逆 に 増 加 お よ び 減 少 す

る は ず で あ る ｡ 活 性 酸 素 に よ る 障 害 の 蓄 積 が 試 験 管 内 老 化 現 象

の 原 因 で あ る な ら ば 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 改 変 す れ ば 試 験

管 内 細 胞 老 化 に 影 響 す る は ず で あ るo そ こ で 細 魚 内G S H を 低 下 ま

た は 増 大 き せ る 条 件 で 継 代 培 養 を 行 い 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞

増 殖 の 低 下 と 寿 命 を 謝 べ た ｡

欝 1 肝 細 胞 内 G S打沸 度 低 下 の 試 験 管 内 老 化 ヘ 及 ぼ す 影 響

( 実 験 結 果)

B S O を 2 ま た は 5 fL M 含 有 し た 培 養 液 に て ヒ ト 正 常 線 鯉 芽 細 胞 を

P D 2 5 よ り 継 代 培 養 し た｡ 3 日 間 培 養 し て も, 5 週 間 培 養 し て も

BS O の 漉 度 に 依 存 し て 細 胞 内G S H 濃 度 が 低 下 し て い た ( 固 2 8) ｡

囲 2 9 に 示 す よ う に 非 添 加 の 対 周 の 細 胞 は P D 6 2 よ り 細 胞 増 殖 が 低

下 し, P D 6 8 に て 細 胞 増 殖 が 停 止 し た の に 対 し､ B S O 2 FL M で は ･

P D 5 7 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し, P D 6 0 に て 細 胞 増 殖 が 停 止 し た｡ さ

ら に B S O 5 FL M で は P D 4 8 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し
,

P D 5 1 に て･細 胞 増

殖 が 停 止 し た｡ 図 3 2 に 培 養 液 中 の B S O 漉 度 に 対 し 細 胞 寿 命 の 低 下

を 図 示 し た ( 6 例 の 平 均) ｡ こ の 結 束 はB S O に よ り 細 胞 内 G S H 濃 度

を 減 少 さ せ る と 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 が 早 く 現 れ､
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寿 食 が 短 縮 す る こ と を 示 す ｡

欝 2 節 細 胞 内 G S 打濃 度 増 大 の 試 験 管 内 老 化 へ 及 ぼ す 影 響

( 実 験 結 果)

A C を 2 ま た は5 m M 含 有 し た 培 養 液 で ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 を P D 2 5

よ り 継 代 培 養 し た｡ 3 日 間 培 養 し て も, 5 週 間 培 養 し て も 細 胞 内

G S H 濃 度 の 増 大 がA･C の 濃 度 に 依 存 し て 見 ら れ た ( 固 3 0) ｡ 図 3 1 に

示 す よ う に 非 添 加 の 対 照 の 細 胞 は P D 6 2 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し､

P D 6 8 に て 細 胞 増 殖 が 停 止 し た の に 対 しA C 2 n M で は P D 7 0 よ り 細 胞

増 殖 が 低 下 し,
P D 7 4 に て 細 胞 増 殖 が 停 止 し た｡ き ら に A C 5 m M で

は P D 7 2 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し､
P D 7 8 に て 細 胞 増 殖 が 停 止 し た｡

囲 3 2 に 培 養 液 の ÅC 漉 度 に 対 し 細 胞 寿 命 を 図 示 し た ( 6 例 の 平 均) a

こ の 結 束 はA C に て 細 胞 内 G S n を 増 加 さ せ る と 試 験 管 内 加 齢 に 伴う

細 胞 増 殖 の 低 下 が 遅 ( 起 き, 寿 命 が 延 長 す る こ と を 示 す｡

欝 3 節 考 索

B S O に よ り ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖

の 低 下 が 早 く 現 れ ､ 寿 命 が 短 縮 し
.
た｡

一

方, A C で は 試 験 管 内 加

齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 が 遅 く 起 き､ 寿 命 が 延 長 す る こ と が 示

さ れ た｡ こ の 現 象 は, B S O に よ り 細 胞 内 G S 打沸 度 が 低 下 しA C に よ

り 増 加 す る こ と か ら, 細 胞 内G S H 漉 度 を 改 変 し た た め に 老 化 速 度

が 変 化 し た た た め と 考 え ら れ る｡ 囲 3 3 に 細 胞 内 G S 打漉 度 に 対 し 細

胞 寿 命 を 図 示 し, こ れ ら の 相 関 を 示 す｡ 細 胞 内 G S H 浪 度 は 葬 4 章

- 6 4 -



1 4 0

1 2 0

G 1 0 0
ヽ

一 一
■

r J

a)

a)
> 8 0

r l

Eq

E3 6 0

a)

>
'

j 4 0

”
r

l l

U

h

2 0

5 w e e k s

3 d a y s

1 2

A C ( m M )

図 3 0 A C の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 細 胞 ･h G S I 漉 度 - の 影 響

(:
c

F

%

B

#

h
.

*

&

*

u

#

5芸忘ニ:冒?#

”

w

#

p

#

o

&

a

'

&

T I

h

G

去;三#

%

&

p D

%

2 5

: #

9

L

*

f=?
し

)

-

65
-



8 0

7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

lコ
D J

A C

5 m M

A C

2 m M

c o n t r o l

0 5 1 0

c u l 七土v a セエo n p e r i o d .

( w e e k s )

固 3 1 A C の ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 へ の 影 響

- 6 6 -



で 示 し た よ う に 高 圧 酸 素 苛 性 の 感 受 性 に 影 響 を 与 え る ｡ ま た 過

酸 化 水 素 1 2 4 ) や 電 離 放 射 線
1 2 8 )

の 感 受 性 に も 影 響 を 与 え る こ と

が 知 ら れ て い る｡ 電 離 放 射 線 に よ り 種 々 の 活 性 酸 素 が 生 成 き れ

る こ と
1 8 7 ) か ら も, 細 胞 内 G S H は 活 性 酸 素 に よ る 細 胞 障 害 の 防 御

･に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る｡ グ ル タ チ オ ン 系 はS O D と と も

に 細 胞 の 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と 考

え ら れ る ｡ 細 胞 内G S H 漉 度 の 変 化 は グ ル タ チ オ ン 系 に よ る 活 性 酸

素 の 防 御 能 に 影 響 を 及 ぼ し て い る と 考 え ら れ る｡ 通 常 娃 細 胞 内

で は 活 性 酸 素 の 生 成 と 防 御 の 平 衡 が 成 立 し て い る と
●

考 え ら れ て

い る｡ 防 御 能 を 上 回 つ た 活 性 敢 素 の 生 成 は 細 胞 に 障 害 を 与 え る｡

防 御 髄 を 改 変 す れ ば 活 性 酸 素 に よ る 障 害 が 変 化 す る は ず で あ り,

本 章 の 実 験 結 束 は. 防 御 機 構 を 逃 れ た 活 性 敢 素 に よ る 障 害 の 蓄

積 が 老 化 の 原 因 で あ る と す る 就 を 支 持 す る も の で あ る｡
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欝 6 牽 総 括 的 考 察

細 鹿 の 老 化 は 個 体 の 老 化 の
一

因 を 成 し て い る と 考 え ら れ て い

る
1 9 ) が

､ 牌 体 内 の 細 胞 の 老 化 を 研 究 す る に 娃 多 く の 困 難 が 伴う｡

打a y f l i c k ら が 1 9 8 1 年 に 発 見 し た ヒ ト 正 常 線 練 芽 細 胞 の 試 験 管 内

老 化 現 象 は､ .
ヒ ト の 組 織 か ら 単 離 し た 正 常 細 胞 を 継 代 培 養 す る

と , あ る 細 胞 分 裂 回 数 を 経 る と 細 胞 増 殖 が 低 下 し つ い に は 細 胞

増 殖 が 停 止 す る と
.
い う も の で あ る

2 匂)
｡ こ の 系 は 細 胞 は 組 織 内 の

様 に 神 経 系 や 内 分 泌 系 の 支 配 も な く ､ 種 々 の 制 御 さ れ た 実 験 が

可 能 で あ り, 細 胞 老 化 を 研 究 す る 優 れ た 実 験 系 で あ る｡ し か し､

試 験 管 内 老 化 現 象 の 発 見 か ら3 0 年 近 く 経 っ て も そ の 原 因 姓 不 明

の ま ま で あ っ た｡ 著 者 は こ の 系 を 用 い て 老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル

就 を 検 証 し よ う と 試 み た｡ こ の 祝 は 生 体 は 通 常 の 敢 東 灘 度 に お

い て も 常 に 教 化 的 ス ト レ ス を 受 け, 観素 が 活 性 化 さ れ､ 生 成 さ

れ た 種 々 の 敢 素 フ リ
ー

ラ ジ カ ル ( 活 性 酸 素) が 生 体 構 成 成 分 を
●

酸 化 し て お り そ の 長 期 的 な 曹 痩 が 老 化 の 原 因 で あ る と い う も の

で あ る
5 . ,

｡ 他 の 体 細 胞 突 然 変 異 祝
9 , や 観 り 破 綻 祝

4 3 '
な ど､

i ､

く つ か の 収 税 は そ れ ぞ れ 致 命.的 な 批 判 を 浴 び せ ら れ て い た ( 序

章) ｡ し か し 老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 祝 は 試 験 管 内 細 胞 老 化 の 系

で 否 走 的 に も 肯 定 的 に も 検 証 き れ て は い な か っ た｡

種 々 の 系 で 細 胞 内 で ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル な ど の 活 性 酸

素 が 生 成 さ れ て い る こ と が 示 さ れ て い る
7 4 )

｡ 細 胞 は こ れ ら の 活

性 酸 素 を 消 去 す る た め に S O D や グ ル タ チ オ ン 系 な ど の 防 御 糸 を 備

え, 活 性 酸 素 の 生 成 と 防 御 の 平 衡 が 成 立 し て い る と 考 え ら れ る｡

老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 統 は､ 通 常 の 状 態 で こ れ ら の 防 御 糸 を 逃
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れ た 油 性 酸 素 が わ ず か づ っ で も 生 体 構 成 成 分 に 障 害 を 与 え そ の

長 期 的 曹 横 が 老 化 の 原 因 で あ る と す る わ け で あ る｡

老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 税 を ヒ ト 正 常 線 推 算 細 胞 の 試 験 管 内 老

化 の 系 で 検 証 す る た め に 穀 定 し た 第
一

の 練 磨 は 油 性 酸 素 が そ の

防 御 能 を 上 ま わ っ て 生 成 き れ た 場 合, 試 験 管 内 老 化 が 促 進 さ れ

る こ と を 確 嫁 す る こ と で あ る｡
.
粛 ニ の 練 磨 披 活 性 徴 真 に 対 す る

防 御 能 を 増 大 さ せ た 萄 合, 試 験 管 内 老 化 が 遅 延 す る こ と を 確 徹

す る こ と で あ る｡ 防 御 能 が 増 大 す れ ぱ 通 常 の 状 態 で 生 成 さ れ て

防 御 轟 か ら 逃 れ る 活 性 酸 素 が 少 な く な る は ず で あ る か ら で あ る｡

欝 三 の 練 磨 は 逆 に 活 性 敢 索 に 対 す る 防 御 能 を 低 下 き せ た 場 合､

試 験 管 内 老 化 が 促 進 さ れ る こ と を 確 敬 す る こ と で あ る｡ 防 御 能

が 低 下 す れ ば 通 常 の 状 態 で 生 成 き れ て 防 御 糸 か ら 逃 れ る 活 性 酸

素 が 多 く な る は ず で あ る か ら で あ る｡

好
一

の 林 題 の た め の 細 胞 内 で の 活 性 敢 素 の 生 成 を 増 大 き せ る

軟 化 的 ス ト レ ス と し て 高 庇 酸 素 を 細 胞 に 唾 液 す る 糸 を 用 い た｡

他 の 勧 化 的 ス ト レ ス と し て オ ゾ ン 曝 粛 や 電 鮮 放 射 線 や 北 原 射､

パ ラ コ ー

ト や メ ナ ジ オ ン
,

ジ ア ミ ド な ど の 培 養 液 - の 添 加 な ど

の 方 法 が あ る｡ 薬 ( 寺) 物 を 用 い た 場 合, 活 性 敢 素 で は な く 化

合 物 自 体 の 毒 性 の 問 題 が あ り,
電 離 放 射 線 の 場 合 直 接 の l川A 切 断

の 間 摩 が あ る｡ 高 圧 敢 素 は
, 通 常 の 駿 東 漉 度 で 生 成 さ れ る 種 々

の 活 性 酸 素 が そ れ ぞ れ 増 悔 し て 生 成 さ れ る こ と が 期 待 さ れ- る ｡

高 圧 敢 索 や 高 分 圧 酸 素 の 聴 許 で は 活 性 酸 素 の
一

種､ ス
ー パ ー オ

キ シ ド ラ ジ カ ル が 生 成 さ れ る こ と
7 =

や 与 れ ら に よ る 障 害 の 防 御

に ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル を 代 謝 す る S O D が 関 与 し て い る こ と

が 明 ら か に な っ て い る 9 8 )
｡ 培 養 ヒ ト 正 常 線 練 芽 細 胞 に お い て も,
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S O D の 阻 害 剤 で あ る D D C の 前 他 種 で 高 圧 酸 素 に よ る 障 害 が 増 大 す

る こ 七 を 明 ら か に し
, 高 圧 酸 素 に よ り 細 胞 内 で ス ー パ ー オ キ シ

ド ラ ジ カ ル の 生 成 き れ る こ と が 示 唆 さ れ た｡ ま た G S 耶ょ そ れ 自 身

ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル や 過 激 化 水 素 な ど の 活 性 酸 素 と 反 応

し､ ま た グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 補 酵 素 と し て 過 教 化

物 の 解 毒 に 関 与 す る ｡ そ の た め 細 胞 内 で 活 性 酸 素 が 生 成 き れ れ

ば 細 胞 内 G S H 沸 度 が 低 下 す る は ず で あ る が, 培 養 ヒ ト 正 常 線 推 芽

細 胞 に 高 圧 酸 素 を 鳴 渡 す る と 実 際 に 細 胞 内 G S H 漉 度 が 低 下 す る こ

と が 明 ら か に な っ た こ と か ら､ や は り 高 圧 酸 素 に よ り 細 胞 内 に

活 性 敢 素 が 生 成 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た｡

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 に 高 圧 教 案 を 曝 務 し 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う

細 胞 増 殖 の 低 下 と 細 胞 容 積 の 増 大 , 細 胞 の 寿 命 を 謝 べ た ｡ 継 代

後 期 の 細 胞 に 高 圧 敢 素 を 曝 露 し た 葛 合, 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細

胞 増 殖 の 低 下 と 細 胞 容 積 の 増 大 が 早 く 起 き､ 寿 命 が 短 縮 さ れ た｡

継 代 前 期 の 細 胞 は 継 代 後 期 の 細 胞 に 比 べ 高 圧 酸 素 に 対 し 感 受 性

が 低 く, 高 圧 酸 素 に
一
よ る 障 害 の 修 復 能 も 高 く､ 継 代 前 期 の 細 胞

に 高 圧 教 案 を 曝 渡 し て も 細 胞 の 寿 命 短 絡 政 見 ら れ な か っ た｡ 活

性 酸 素 に よ り 試 験 管 内 加 齢 の 継 代 後 期 か ら 老 衰 期 の 過 程 が 速 く

進 む こ と が 示 唆 さ れ た ｡

欝 ニ の 謙 虚 で の 活 性 酸 素 防 御 系 の 増 大 の た め に はA C の 培 養 液

ヘ の 添 加 に よ り 細 胞 内 G S H 沸 度 を 増 大 さ せ る 方 法 を 用 い た ｡ 細 胞

内 G S tI が 過 酸 化 水 素 や 簡 離 放 射 線 な ど 磯 々 の 酸 化 的 ス ト レ ス の 防

御 に 閑個 し て い る こ と が 知 ら れ て い る
9 4 )

｡ 著 者 披 細 晦 内 G S 甘カミ

高 圧 敢 乗 降 審 の 防 御 に 関 与 し て い る こ と を 示 し た ｡ 通 常 の 敢 煮

沸 度 ( 大 気9 5 S - ニ 酸 化 炭 素5 S) に て ヒ ト 正 常 線 細 井 細 胞 をA C 含
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有 培 養 液 と 非 含 有 培 養 液 と で 継 代 培 養 し
.
試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細

胞 増 殖 の 低 下 の 起 こ るP D お よ び 細 胞 寿 命 を 比 鞍 し た｡ A C の 濃 度

に 応 じ て 細 胞 内G S B 浪 度 が 増 大 し 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 が 増 大

し て い る と 考 え ら れ る
.
が. 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下

が 起 こ る P D も A C の 濃 度 に 応 じ て 遅 く なI
り 細 胞 寿 命 も 延 長 さ れ た ｡

こ の 結 果 娃 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 増 大 さ せ る と 試 験 管 内 老

化 の 速 度 が 遅 く な る こ と を 示 す｡

欝 三 の 練 磨 で の 活 性 酸 素 防 御 系 の 低 下 の た め に 披 B S O の 培 養 液

へ の 添 加 に よ り 細 胞 内G S H 漉 度 を 低 下 き せ る 方 法 を 向 い た . 通 常

の 酸 素 沸 度 に て ヒ ト 正 常 線 維 芽 細 胞 を B S O 含 有 培 養 液 と 非 含 有 培

養 液 と で 継 代 培 養 し 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 の 起 こ

る P D お よ び 細 胞 寿 命 を 比 較 し た ｡ B S O の 濃 度 に 応 じ て 細 胞 内G S u

溝 度 が 減 少 し 活 性 酸 素 に 対 す る 防 御 能 も 低 下 し て い る と 考 え ら

れ る が, 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞■増 殖 の 低 下 が 起 こ るP D も B S O の

浪 度 に 応 じ て 早 く な り 細 胞 寿 命 も 短 縮 さ れ た｡ こ の 結 果 は 活 性

酸 素 に 対 す る 防 御 能 を 低 下 き せ 息 と 試 験 管 内 老 化 の 速 度 が 速 く

な る こ と を 示 す ｡

老 化 の フ リ ー ラ ジ カ ル 祝 を 検 証 す る た め に 設 定 し た 三 つ の 練

題 に 対 す る そ れ ぞ れ の 解 答 披 こ の 祝 を 支 持 す る 形 で 示 き れ た ｡

高 圧 酸 素 を 継 代 後 期 の 細 胞 に 曝 渡 す る と 寿 命 が 短 縮 さ れ る こ と

や 継 代 後 期 の 細 胞 は 高 圧 酸 素 に
.
よ る 障 賓 を 修 復 す る 能 力 が 低 下

し て い る こ と か ら､ 特 に 継 代 後 期 か ら 老 衰 期 に 進 む 加 齢 過 程 で

活 性 敢 素 が 強 く 周 与 す る こ と が 考 え ら れ
′

る ｡ 老 衰 期 に 示 き れ る

細 胞 の 特 徴 は 細 胞 増 殖 の 低 下 で あ り, ま たD N A 合 成 能 の 低 下
3 9 )

や 細 胞 周 期 上 で は G l 期 か らS 期 へ の 移 行 の 阻 審
1 2 9 )

, 細 胞 容 積 の
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増 大
= )

, 漁 色 体 の 異 常
1
?

9 )
､ お よ び 自 家 蛍 光 物 質 の 蓄 積

4 1 )
な

ど で あ る｡ 高 圧 酸 素 に よ り 細 胞 増 殖
.
の 低 下 や D N A 合 成 の 低 下､ 細

胞 周 期 上 で は G l 期 か らS 期 - の 移 行 の 阻 審, 細 胞 容 積 の 増 大 が起

き る こ と が 明 ら か に な っ た｡ ま た 酸 素 に よ り 艶 色 体 の 異 常 が 起

き る こ と が 報 告 さ れ て い る 1 1 8 )
｡ 自 家 蛍 光 物 質 は 過 酸 化 物 に よ

る こ . と が 示 唆 さ れ て お り
1 1 1 )

､ 上 記 の 老 衰 期 で の 細 胞 の 変 化 は

す べ て 活 性 酸 素 に よ っ て 生 じ 得 る も の で あ る こ と は 興 味 深 い ｡

試 験 管 内 で 一

定 の 細 胞 分 裂 回 数 を 経 る と 老 化 現 象 が 起 こ る た

め に は 細 胞 分 裂 の 度 に 細 胞 内 に 細 胞 分 裂 回 数 を 刻 む 機 構 が な け

れ ば な ら な い o D N A 合 成 の た め の ヂ オ キ シ T) ポ ヌ ク レ オ チ ド を
◆

生

成 す る た め に リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 短 期 間 に 大 量 に 遵 元 し な け れ

ば な ら な い が そ の た め に グ ル タ レ ド キ シ ン
-

G S H 系 が 使 わ れ G S E

や N A D P B が 洞 泉 さ れ る 1 3 色)
｡ 実 際 に ヒ ト 癌 細 胞 で はS 抑 ( D N A 合

成 期) の 直 前 か ら S 期 の 初 期 に 非 タ ン パ ク 質 S B 畳 が 低 下 す る こ と

が 見 い だ さ れ て い る 1 3 1 )
｡ 培 養 ヒ ト 正 常 線 鯉 芽 細 胞 で S 期 初 期 に

高 圧 酸 素 を 曝 露 す る と S 斯 の 進 行 が 停 止 す る こ と を 示 し た が､ 著

者 娃 さ ら に ヒ ト 癌 細 胞 を 同 謝 培 養 し 細 胞 周 期 の 各 時 期 で の 高 圧

敢 素 感 受 性 を 謝 べ 他 に 発 表 し た
1 3 2 )

｡ 特 に S 期 の 初 期 に 高 圧 酸素

の 感 受 性 が 著 し く 高 か っ た｡ こ れ ら の 結 果 はS 期 初 期 に 活 性 酸素

に よ る 障 審 を 受 け 易 く な っ て い る こ と を 示 唆 す る｡ 活 性 酸 素 が

細 胞 分 裂 を 経 る 度 に と の 感 受 性 の 高 い 時 期 に 障 害 を 与 え 細 胞 分

裂 回 数 を 劾 む と い う 機 構 も 考 え ら れ る ｡

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 現 象 の 機 構 と し て 老 化 の

フ リ ー ラ ジ カ ル 税 を 支 持 す る 実 験 結 束 を 得 た ｡ 個 体 の 組 織 内 の

細 胞 も 活 性 酸 素 に よ り 老 化 す る 可 能 性 は 十 分 考 え ら れ る ｡ も し
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こ の 可 能 性 が 正 し け れ ば 活 性 酸 素 は 臓 器 の 機 能 を 低 下 さ せ 個 体

の 死 の 確 率 を 高 め ､ 寿 命 を 決 定 す る 重 要 な 因 子 と な る で あ ろ う｡

食 事 量 の 制 限 を す る と 寿 命 が 延 長 す る こ と
1 3 3 )

お よ ぴ 変 温 動 物

で は 低 温 で 寿 命 が 長 い こ と
1 3 4 )

､ ま た イ エ バ エ で は 運 動 量 と 寿

命 が 逆 相 関 す る こ と 1 3 5 ) が 知 ら れ て い る ｡ こ れ ら の 現 象 は 代 謝

速 度 す な わ ち 敢 素 消 泉 速 度 が 寿 命 を 規 定 し て い る 国 子 と 考 え ら

れ る も の で あ る 1 3 6 ) が, よ り 直 接 的 な 因 子 は 活 性 酸 素 で 披 な い

だ ろ う か ｡ T o l m a s o f f ら は 種 々 の 動 物 の S O D の 比 活 性 が そ の 動 物

の 最 大 寿 命 と 相 関 す る こ と を 示 し､ 寿 命 決 建 に お 汁 る 活 性 酸 素

の 関 与 を 示 唆 し た
1 3 7 )

｡

胞 障 害
1 3 8 )

や 白 内 障
? g )

,

の 蹄 与 が 示 唆 さ れ て い る｡

胎 娃 血 管 や レ ン ズ
, 骨 ,

種 々 の 老 人 病 に 園 与 す る 虚 血 に よ る 細

パ ー キ ン ソ ン 帝
= g )

の 成 因 に 活 性 酸 素

本 静 文 で 述 べ た 老 化 を 研 究 す る 方 法

リ ン パ 球 な ど 個 体 の 老 化 を 凍 る 上 で 重

要 な 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 や , 個 体 の 寿 命 や 老 人 病 の 研 死 に も 応

用 き れ よ う｡ 実 際 にB S O を ラ ッ ト に 注 射 し 老 人 病 の
一

つ で あ る 白

内 障 を 誘 発 き せ る 試 み も 成 さ れ 七 い る
1 4 B t = 1 '

｡

- 7 5 -



総 括

ヒ ト 正 常 線 推 芽 細 胞 の 試 験 管 内 老 化 現 象 の 原 因 は 全 く 不 明 で

あ つ た ｡ 本 研 究 臥 酸 素 代 謝 に 伴 っ て 生 成 す る 駿 東 ブ リ
,

- ラ ジ

カ ル ( 活 性 酸 素) が 生 体 構 成 成 分 を 非 特 異 的 に 酸 化 し､ そ の 障

害 の 長 期 に わ た る 蓄 積 が 老 化 の 原 因 で あ る と す る 老 化 の フ リ ー

ラ ジ カ ル 鋭 を
､ 試 験 管 内 細 胞 老 化 の 系 で 検 証 す る こ と を 目 的 と

し た｡ そ の た め に 細 胞 内 に 活 性 酸 素 の 生 成 を 実 験 的 に 増 大 さ せ

た と き, お よ ぴ 清 性 酸 素 に 対 す る 防 御 髄 を 増 大 ま た は 低 下 さ せ

た と き の 試 験 管 内 の 老 化 に 及 ぼ す 影 響 の 解 明 を 試 み た ｡ 細 胞 内

に 活 性 酸 素 を 生 成 さ せ る 手 段 と し て 高 圧 酸 素 噴 霧 を 用 い
､ そ の

試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 と 寿 命 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ

た｡ 細 飽 内 G S H 濃 度 が 高 圧 酸 素 に よ る 陣 賓 の 防 御 に 関 与 し て い る

こ と か ら 細 胞 内 G S H 浪 度 が 活 性 敢 素 の 防 御 に 囲 わ る こ と を 示 し､

細 胞 内 G S 日渡 度 を 増 大 ま た は 低 下 さ せ て 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞

増 殖 の 低 下 と 寿 命 に 及 ぼ す 影 響 を 謝 べ た ｡

( 1 ) ヒ ト 正 常 線 船 井 細 胞 の 試 験 管 内 加 藤 に 伴 う 高 圧 酸 素 感 受

性 の 変 化

ヒ ト 胎 児 肺 由 来 正 常 線 維 芽 細 胞 を 継 代 培 養 す る と 活 発 な 細 胞

増 殖 期 を 経 た 後, P D 5 0 - 6 0 よ り 細 胞 増 殖 が 低 下 し
､

P D 5 8 - 6 8 に て

増 殖 の 停 止 が 起 こ り 試 験 管 内 老 化 現 象 が 確 認 さ れ た ｡

こ の 細 胞 - の 高 圧 敢 素 曝 露 の 影 響 を 謝 べ た｡ 細 胞 数 の 増 加 の

阻 審､
コ 田 ニ ー

形 成 数 の 減 少 お よ ぴD N A 合 成 の 抑 制 が 見 ら れ た.

高 圧 窒 素 曝 蕗 で は 影 響 が な い こ と か ら､ こ の 細 胞 障 害 は 圧 力 自

身 に よ る も の で 杖 な く､ 酸 素 専 性 に よ る も の で あ る こ と が 明 ら
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か に な つ た｡ 細 胞 周 期 ヘ の 影 響 を フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り

御 べ た と こ ろ, 高 圧 酸 素 は G l 期 か ら S 期 - の 移 行 お よ ぴ s 期 の 進

行 を 阻 害 し たo G 2 期 か ら托期 を 経 て G l 期 - の 移 行 紘 阻 害 せ ず, 棉

に D N A 合 成 に 及 ぼ す 影 響 が 大 き い と と が 明 ら か に な っ た｡ タ ン パ

ク 質 合 成 は 阻 審 せ ず, 細 胞 容 積 が 増 大
'

L た. 活 性 酸 素 に 対 す る

防 御 系 の
一

つ と 考 え ら れ て い る S O D の 阻 害 剤 で あ る D D C で 細 胞 を

前 処 理 す る と 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る コ El ニ
ー

形 成 の 阻 害 が 促 進 き

れ た ｡ ま た 活 性 酸 素 に 対 す る も う
一 つ の 防 御 系 グ ル タ チ オ ン 糸

の 構 成 成 分 で あ る G S E の 細 胞 内 沸 度 が 高 圧 敢 索 曝 露 後 に 低 下 し たc

こ れ ら の 結 束 は 高 圧 酸 素 に よ る 培 養 ヒ ト 線 推 芽 細 胞 の 障 審 は 活

性 酸 素 に よ る こ と を 示 唆 し た｡ 試 執 管 内 加 藤 に 伴 う 高 圧 酸 素 感

受 性 の 変 化 を 御 ベ る た め に: 種 々 の 継 代 回 数 の 細 胞 に 高 圧 酸 素

を 境 港 し コ ロ ニ ー 形 成 飽 に 及 ぼ す 影 響 を 比 載 し た｡ 継 代 後 期 の

初 . 胞 の 高 圧 敢 粛 に 対 す る 感 受 性 は 継 代 前 期 の 細 胞 に 比 べ て 高 く､

試 験 管 内 加 齢 に 伴 っ て 活 性 酸 素 に よ る 障 害 を 受 け 易 く な る こ と

が 示 唆 さ れ た ｡ し か し 細 胞 の S O D 満 性 及 び G S R 漉 度 の 継 代 後 期 で

の 低 下 は 観 め ら れ な か っ た｡

( 2 ) 高 圧 酸 素 噴 霧 に よ る 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 増 殖 低 下 の 促 進

と 寿 命 の 寝 締

活 性 敢 素 の 細 胞 内 で の 生 成 を 実 験 的 に 増 大 さ せ た と き の 試 験

管 内 の 老 化 に 及 ぼ す 影 響 を 解 明 す る た め に, 高 圧 酸 素 を 曝 辞 し

た と き の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 細 胞 増 殖 の 低 下 と 寿 命 を 調 べ た ｡

継 代 前 期 細 胞 で は 高 圧 酸 素 を1 週 間 に1 時 間 づ っ 7 固 唾 渡 し て も 寿

命 短 縮 は 見 ら れ な か っ た｡

一

方, 継 代 後 期 細 胞 で は 高 圧 酸 素 を

1 週 に 1 時 間 づ っ 2 回 曝 発 す る と 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 増 殖 低 下 が 早

-
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く 起 き 寿 命 が 短 縮 し た ｡ 試 験 管 内 加 齢 に 伴 っ て 細 胞 容 積 が 増 大

す る こ と が 知 ら れ て い る が
､ 継 代 後 期 細 胞 に 高 圧 酸 素 を 曝 露 す

る と 細 胞 容 積 の 増 大 が 早 く 現 れ た｡ こ の ･ ･ 結 果 は 試 験 管 内 加 齢 が

進 む と 活 性 酸 素 が 加 藤 に 伴 う 機 能 障 書 の 出 現 を 促 進 す 草 こ と を

示 唆 す る｡

( 3 ) 細 胞 加 齢 に 伴 う 高 圧 酸 素 障 害 の 修 復 能 の 変 化

活 性 酸 素 に よ る 障 害 が 細 鹿 内 に 蓄 積 す る も の か, そ れ と も 細

胞 は そ れ ら を 修 復 す る こ と が で き る の か , ま た そ の 修 復 能 力 が

試 験 管 内 加 齢 に 伴 っ て ど の 様 に 変 化 す る か を 明 ら か に す る た め

に, 高 圧 敢 素 曝 蕗 に よ っ て 引 き 起 こ き れ た､
コ ロ ニ ー 形 成 能 と

D 叩合 成 能 の 低 下 の 回 復 を 継 代 前 期 細 胞 と 継 代 後 期 細 胞 と で 比 申

し た｡ 高 圧 敢 素 噴 霧 直 後 で は 継 代 前 期 細 胞 も 継 代 後 期 細 胞 も コ

ロ = . - 形 成 能 とD N A 合 成 髄 の 低 下 が 見 ら れ る が, 酸 素 曝 露 後, 低

沸 度 血 清 含 有 培 地 に て 増 殖 を 停 止 さ せ る 条 件 下 に 置 く と 継 代 前

期 細 胞 で は1 な い し2 日 後 に は コ ロ ニ ー 形 成 能 と D N A 合 成 能 は 完全

に 回 復 す る が, 継 代 後 期 細 胞 で 娃3 日 経 っ て も 回 復 が 見 ら れ な い｡

こ の 結 果 は 加 齢 に 伴 っ て 活 性 酸 素 に よ る 障 害 を 修 復 す る 能 力 が

低 下 す る こ と を 示 唆 す る ｡

( 4 ) 細 胞 内 G S H 漉 度 と 敢 兼 寿 性

細 胞 内 G S H 濃 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ り G S H の 活 性 酸 素 に 対 す

る 防 御 - の 関 与 を 謝 ぺ た｡ 細 胞 内 G S H 漉 度 を 低 下 き せ る た め に 臥

G S H 合 成 酵 素 阻 害 剤 で あ る B S O を 培 養 液 に 添 加 す る こ と に よ っ た｡

B S O の 漉 皮 に 応 じ て 細 胞 内 G S H 沸 度 が 低 下 し た｡

一

方, 培 養 液 に

グ ル タ チ オ ン ( 遭 元 型 及 び 酸 化 型) を 添 加 し て も 細 胞 内 G S 打沸度

の 増 大 は 見 ら れ ず､ 細 胞 内 G S H 漉 度 を 増 大 さ せ る に は､
G S H の 前

-
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躯 体 シ ス テ イ ン の 細 胞 内 沸 度 を 増 大 き せ る こ と が 知 ら れ て い る

A C を 培 養 液 に 添 加 す る こ と に よ っ た ｡ A C の 沸 度 に 応 じ て 細 胞 内

G S H 漉 度 が 増 大 し た｡ 高 圧 酸 素 の 曝 露 に よ り コ ロ ニ ー 形 成 能 が 低

下 す る 系 を､ 活 性 酸 素
,
に よ る 細 胞 障 賓 の モ デ ル と し て 用 い たo

B S O の 前 処 理 に よ り,
そ の 沸 度 に 応 じ て 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る コ ロ

ニ ー 形 成 能 の 低 下 が 促 進 き れ た ｡

一

方､
A C の 前 他 種 に よ り､ そ

の 漉 度 に 応 じ て 高 圧 酸 素 曝 露 に よ る コ ロ ニ ー 形 成 鰭 の 低 下 が 抑

え ら れ た ｡ ま た D E 附こ よ り
,
細 胞 内 G S H 漁 度 を 低 下 さ せ て も 高 圧 酸

素 曝 露 に よ る コ ロ ニ ー

形 成 髄 の 低 下 が 促 進 き れ た∴ グ ル タ チ オ
■

ン エ チ ル エ ス テ ル に よ
′
り 細 胞 内G S 打漉 度 を 増 大 さ せ て も 高 圧 酸 素

鳴 渡 に よ る コ ロ ニ
ー 形 成 飽 の 低 下 が 抑 え ら れ た｡ 高 圧 酸 素 噂 慮

前 の 細 胞 内 G S H 兼 度 と 高 圧 敢 素 曝 露 後 の コ ロ ニ
ー 形 成 髄 が 正 に 相

関 し た ｡ こ の 結 束 は 細 胞 内G S H が､ 細 胞 内 で 生 成 き れ る 活 性 駿 東

の 障 害 に 対 す る 防 御 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 す る｡

( 5 ) 細 胞 内 G S 耶共 産 の 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う 増 殖 低 下 と 寿 命 に 及

ぼ す 影 響

活 性 教 義 に 対 す る 防 御 鰭 を 実 験 的 に 改 変
.
さ せ た 時 の 試 験 管 内

老 化 へ の 影 響 を 明 ら か に す る た め に, 細 胞 内G S H 漉 度 を 低 下 ま た

娃 増 大 さ せ る 条 件 で 継 代 培 養 を 行 い 試 験 管 内 加 齢 に 伴 う ･ 増 殖 の

低 下 と 寿 命 を 謝 べ た｡ B S O を 含 む 培 養 液 に て 継 代 を 続 机 細 胞 内

G S ほ 度 を 低 下 さ せ た ｡ B S O 漉 度 に 応 じ て 対 照 に 比 べ て 寿 命 が 短

縮 し た ｡

一 方,
A C を 含 む 培 養 液 に て 継 代 を 続 け 細 胞 内 G S n 溝 度 を

増 大 き せ た と こ ろ,
A C 沸 度 に 応 じ て 対 照 に 比 べ て 寿 命 が 延 長 し

た｡ こ の 結 果 は 細 胞 内G S H 沸 度 を 通 常 よ り も 低 下 さ せ る と 寿 命 が

短 縮 し
, 増 大 さ せ る と 延 長 す･ る こ と を 示 し て お り, 活 性 敢 素 の
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障 審 に 対 す る 防 御 能 が 寿 命 の 決 定 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 す

る｡

功 上 の 結 果 は, 活 性 酸 素 の 生 成 を 特 に 総 代 後 期 の 細 胞 で 増 大

き せ る と 試 験 管 内 の 老 化 が 促 進 さ れ る こ と, 活 性 酸 素 に
.
対 す る

防 御 能 を 増 大 き せ る と 老 化 を 遅 く す る こ と が で き､ 逆 に 防 御 能

を 低 下 さ せ る と 老 化 が 促 進 さ れ る こ と を 示 唆 し､ 細 胞 内 で 通 常

の 酸 素 代 謝 に と も な っ て 生 成 さ れ た 活 性 酸 素 に よ る 障 害 が 蓄 積

さ れ て 試 験 管 内 老 化 現 象 が 引 き 起 こ さ れ る と す る 税 を 支 持 す る

も の で あ り, 老 化 の 機 構 を 解 明 す る 上 で 有 意 義 な も の と 考 え ら

れ る｡
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R e l a t i o n s h i p s b e t w e e n t h e c e l l u l a r g l u t a t h i o n e l e v e l a n d

i R 血 1 i f e s p a n o f h u m a n d i p l o i d f i b r o b l a s t s
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