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研究成果の概要（和文）： 

一重項酸素と細胞傷害の関係について研究を行った。ヒト白血病細胞を用いた実験では、白血

病細胞が産生する一重項酸素が血管傷害を惹起すること、ラット神経様細胞では細胞外で発生

させた一重項酸素が急性の壊死型細胞死をもたらすこと、マウス神経様細胞では細胞内で発生

させた一重項酸素が亜急性の自己貪食型細胞死をもたらすこと、ヒト好中球では一重項酸素が

DNA 放出を伴う NETosis いう形態の細胞死を誘導すること、が分かった。	 

 

研究成果の概要（英文）： 

The relation of reactive oxygen species (ROS) with cell injury was investigated. Among 

ROS, we noticed singlet oxygen (SO) that has not been much noticed yet.  Human 

leukemia cell line NB4, rat neuronal cell line B50, mouse neuronal cell line MG6, human 

neutrophils and rat neuron were used.  In NB4, produced SO induced vascular cell injury.  

In B50, extracellularly generated SO induced acute cell death by necrosis. In MG6, 

intracellularly generated SO induced subacute cell death by autophagy.  In neutrophils, 

SO induced cell death with NETs formation.  In neurons, SO was involved in cell death 

induced by glutamate.  In above mentioned all experiments, SO was strongly involved in 

cell injury.  Therefore, we speculated that SO is essential for cell injury induced by ROS. 
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１．研究開始当初の背景	 

脳虚血再灌流傷害の成因として活性酸素(ROS)

が大きく関与することは以前より知られてい

る。その ROS の発生源として最も考えやすいの

が、NADPH-oxidase	 (NOX)を有する細胞すなわ

ち貪食細胞型 NOX を有する好中球やマクロフ

ァージで、脳の場合は前述のようにミクログリ

アがこれに相当する。しかし、ROS の発生源と

して神経細胞そのものが注目されるようにな

ったのは最近である。それは虚血により神経細

胞に非貪食細胞型	 NOX 発現が誘導され、この

NOX が産生した ROS が組織傷害を引き起こすと

いうものである。しかしこの非貪食細胞型 NOX

が産生する ROS の種類についてはよく分かっ

ていない。好中球が有する貪食細胞型 NOX の場

合は、活性化して通常の三重項酸素(3O2)からス

ーパーオキシド(O2•
-)が生成し、これが自発的

に、または SOD の作用により不均化されて過酸

化水素（H2O2）が生じる。次いで好中球細胞質

内の顆粒から放出されたミエロペロキシダー

ゼの作用によりこの H2O2と生体に普遍的に存

在する塩素イオン(Cl-)から次亜塩素酸イオン

(OCl-)が生じる。そしてこの OCl-と H2O2が自発

的に反応して一重項酸素(1O2)が生じるとされ

ている。ハイドロキシルラジカル(•OH)につい

ては H2O2から Fenton 反応により生成するとい

う説や O2•
-から Haber-Weiss 反応により生成す

るという説などがあるが、未だ生成機序は確定

していない。ともあれ、神経細胞が発現する非

貪食細胞型NOXの場合は、貪食細胞型NOX同様、

まず O2•
-を産生すると思われるが、それ以降の

過程は全く不明である。電子を受け取って H2O2

を生成する可能性もあれば、逆に電子を失って

1O2を生成する可能性もある。ちなみに O2•
-が電

子を失った場合は3O2ではなく
1O2になることは

化学的に証明されている。以上のように虚血再

灌流状態においては非貪食細胞型 NOX を発現

した神経細胞が ROS を産生するとしても、いか

なる種類の ROS が産生され傷害を引き起こす

かは全く不明である。また貪食細胞型 NOX を有

すると考えられるミクログリアが ROS を産生

するとしても、好中球と同様の ROS 産生経路を

持つとは考え難く、ROS の種類はやはり不明で

ある。以上が研究開始当初の背景である。	 



２．研究の目的	 

心停止や脳梗塞による脳虚血においては、虚

血による組織傷害に加えて、血流再開時に発

生する ROS がさらなる傷害、いわゆる虚血再

灌流傷害をもたらすといわれている。発生す

る ROS としてはスーパーオキシド(O2•
-)、過酸

化水素(H2O2)、ハイドロキシラジカル(•OH)な

らびに一重項酸素(1O2)が考えられているが、

どの種の ROS が直接的に組織傷害を引き起こ

すかは未だ明らかではない。さらに再灌流時

の ROS の発生源も明らかではない。ROS を大

量に産生する細胞としては好中球、単球なら

びにマクロファージが知られているが、脳の

場合は脳血管バリアが存在するので、それら

の細胞が組織に流入するとは考えにくい。そ

こで ROS の発生源として考えられるのは神経

膠細胞の一種で脳における組織マクロファ

ージに相当するミクログリアである。さらに

近年では、前述のように、神経細胞そのもの

が	 NOXを発現してROSを産生するとも考えら

れている。しかしミクログリアにせよ神経細

胞にせよ、虚血再灌流状態における ROS の産

生は、未だ明確には証明されていない。まし

てや産生する ROS の種類の同定は全くなされ

ていない。そこで今回我々はまず虚血再灌流

状態においてミクログリアや神経細胞が ROS

を産生するか否かを検証する。そして、ROS

を産生する場合はその種類を同定する。次い

で、その同定された ROS を選択的に消去する

薬剤を選定ないしは新たに合成し、傷害緩和

効果を検討する。以上が本研究の目的である。	 

	 

３．研究の方法	 

研究開始当初は、好中球が産生する ROS のうち

スーパーオキシドは化学発光試薬 CLA を、一重

項酸素は同じく化学発光試薬 MVP を用いてそ

れぞれ特異的に検出できることは、これまでの

研究で分かっていた。そこで、この手法を用い

て細胞内で発生するスーパーオキシドならび

に一重項酸素を、それぞれ特異的に検出するこ

とを目論んだ。化学発光での検出はルミノメー

ターを用いて発光量を数値としてカウントし

たものであって、二次元画像として検出したも

のではない。そこで好感度の顕微鏡を用いて発

光そのものを検出し二次元画像化することを

試みたが、如何に好感度の顕微鏡を用いても化

学発光そのものを検出することは、現時点では

技術的に不可能であるということが分かった。

そこで発想を変え、「細胞傷害時には何らかの

種類の ROS が発生している」という命題を証明

することは一旦諦め、「ある種の ROS は細胞傷

害を引き起こす」という命題を証明することに

した。これは先の命題の言わば「逆」の命題で

あって、この命題を証明しても先の命題を証明

したことにはならないが、ある種の ROS が必ず

細胞傷害を惹起するのであれば、種々の細胞傷

害にその ROS が関与している可能性は大いに

考えられる。そこでそのある種の ROS として以

前より疑わしく思っていた一重項酸素に目標

を定め、以下の実験を行った。	 

(1)ROS が病態モデルにおいて組織傷害に関与

しているか否かの実験	 

	 白血病の治療法の一つに白血病細胞をレチ

ノイン酸で刺激して分化成熟を促し、成熟白

血球化した細胞に特有の自死作用を利用して

白血病細胞を消滅させるという治療法がある

。しかしこの治療法は呼吸器障害などの重篤



な副作用を伴うことがある。それは白血球細胞

が成熟分化に伴いROS産生能を獲得し、その細

胞が産生するROSが肺毛細血管などの組織を傷

害するのが原因ではないかと考えた。そこでこ

の病態モデルを用いて実験を行った。	 

(2)ROSのうちでも一重項酸素が組織傷害に大

きく関与している可能性を調べる実験	 

	 ラット神経様細胞であるB50細胞を、光増感

剤であるローズベンガルを溶解させた培養液

に入れ、培養液を緑色光で照射することにより

、細胞外で一重項酸素を人為的に発生させた。	 

(3)一重項酸素を効果的に消去する薬剤の開発	 

	 プテリン化合物の有する一重項酸素消去能

に注目し、その置換基を変化させることにより

さらに消去能を高める工夫を行った。	 

(4)細胞内で発生させた一重項酸素が細胞傷害

を惹起する可能性を調べる実験	 

	 マウス神経様細胞であるMG6細胞に光増感剤

であるフォトフリンを取り込ませ、これを赤色

光で照射することで細胞内に人為的に一重項

を発生させた。	 

(5)神経細胞を用いた実験	 

	 これまでのような神経様細胞ではなく、神

経細胞そのものを用いて、また一重項酸素を

細胞内外から人為的に負荷するのではなく、

細胞内外で一重項酸素が発生していると予

想される無酸素・再酸素化法、グルコース枯

渇法、グルタミン酸投与法、パラコート投与

法のうち、にグルタミン酸投与法を試みた。

方法としてラット神経細胞にグルタミン酸

を負荷することにより、細胞内に一重項酸素

が発生すること、ならびにそれにより細胞死

が惹起されることを示そうとした。	 

(6)好中球の細胞死において近年注目を集め

て い る Neutrophil	 Extracellular	 Traps	 

(NETs)と一重項酸素の関係	 

NETsというのは好中球が自らのDNAを網の目

のように細胞外に放出し、これにより細菌を

捉え死滅させるという一種の生体防御機構

である。好中球自身も細胞死を来すため、そ

の細胞死の形態は NETosis と呼ばれている。

この NETs 形成には活性酸素が関与している

ことは広く知られていたが、好中球が産生す

る種々の活性酸素種のうち、どの種の活性酸

素が重要かは不明であった。そこで我々は、

NETs 形成に必須の ROS は何かを調べた。	 

	 
４．研究成果	 

(1)	 結果は予想通り、ヒト白血病細胞である

NB4 細胞をレチノイン酸で刺激した場合、こ

の細胞は ROS 産生能を獲得し、ホルボルミリ

ステーテアセテート(PMA)刺激によりスーパ

ーオキシド(O2•
-)、過酸化水素(H2O2)、ハイド

ロキシラジカル(•OH)ならびに一重項酸素

(1O2)といった成熟白血球が産生するのと同

じ種類の ROS を産生した。またこの ROS 産生

能を獲得した NB4 細胞を血管内皮細胞と共存

させ、おなじく PMA 刺激を行うと内皮細胞の

透過性を高まった。これはレチノイン酸を用

いた白血病治療において、副作用として呼吸

器障害が生じるという現象に通じる知見で

ある。以上より、ROS が病態モデルにおいて

組織傷害に関与していることが実証できた。

これは臨床医学において治療につながる意

義ある成果である(論文 1)。	 

(2)	 ラット神経様細胞では細胞外で発生さ

せた一重項酸素が急性のネクローシス型細



胞死をもたらすことを示した。この細胞死が

脳梗塞治療薬エダラボンで緩和されたこと

から、生体内でも一重項酸素が脳梗塞の組織

傷害に関与している可能性が示唆された。こ

れは基礎と臨床の知見を結びつけるという

意味で意義ある成果である(論文 3)。	 

(3)	 プテリン化合物を基本骨格として、一重

項酸素消去能はエダラボンにやや劣るもの

の、エダラボンにはないスーパーオキシド消

去能を有する試薬が合成できた。この試薬の

構造決定や、一重項酸素による細胞傷害に対

する効果については、今後の検討課題となる

が、この試薬には細胞毒性がないので、これ

は「創薬」という意味で意義がある(論文 2)。	 

(4)	 マウス神経様細胞では細胞内で発生さ

せた一重項酸素が亜急性の自己貪食型細胞

死をもたらすことを示した。さらに、この亜

急性の細胞傷害に対しては、急性の細胞傷害

で有効であった一重項酸素消去剤エダラボ

ンも傷害緩和に有効でないことが分かった。

これはエダラボンのように有効半減期の短

い薬剤では、自己貪食型細胞死のように徐々

に進行していく細胞死を抑制できないので

はないかと類推された。	 

(5)ラット神経細胞にグルタミン酸を負荷し

た場合、細胞死が惹起された。しかしこの細

胞死の形態が単純な壊死やアポトーシスで

はなく、変性細胞死であったため細胞死の評

価が困難で、実験計画に大きく齟齬を来した。

これに関しては、細胞死そのものではなく、

細胞の活性低下を評価する方法に計画を変

更し、実験を継続する予定である。	 

(6)好中球における NETosis の研究において、

我々はこれまで培ってきた活性酸素研究の

手法を用いて、一重項酸素が NETs 形成に必

須であることを示した(論文 4)。しかし、同

じ貪食細胞の一種であるミクログリアにお

いても、無酸素・再酸素化などで細胞内に一

重項酸素が発生した場合、NETs 様現象が生じ、

それにより周りの神経細胞を傷害する可能

性があるか否かついては、今後の検討課題と

なった。	 
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