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研究成果の概要（和文）：一酸化炭素(CO)中毒において、血中 CO ヘモグロビン(COHb)が約 50%

の中程度 CO中毒では脳の酸化ストレス（最強毒性の活性酸素種であるヒドロキシラジカルの生

成）は増加せず、COHb が約 70%となる重度 CO中毒によって著明に増加した。この酸化ストレス

の増加は、低酸素よりも一酸化炭素それ自体の作用に起因し、また、プリン P2Y11 受容体経由

で活性化された細胞内 cAMP情報伝達経路を介することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Oxidative stress (production of hydroxyl radicals, the most toxic 
reactive oxygen species) was enhanced in the brain during severe carbon monoxide (CO) 
poisoning with 70% CO-hemoglobin in blood, but not moderate CO poisoning with 50% 
CO-hemoglobin in blood. The present results suggest that the enhancement of oxidative 
stress might be due to CO itself, but not hypoxia induced by CO poisoning, and mediated 
through activation of intracellular cAMP signaling pathways via purine P2Y11-like 
receptors. 
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１．研究開始当初の背景 
一酸化炭素(CO)中毒では、脳の損傷が誘発さ
れることが知られている。この場合、脳にお
けるヒドロキシルラジカル(•OH)の生成が著
明に促進されることから、脳虚血や低酸素に
よる脳損傷と同様に、酸化ストレスが重要な

役割を演じている可能性が示唆された(Hara
ら、Brain Res. 1016:281-284, 2004)。そこ
で、脳虚血や低酸素に関連する報告に基づき、
•OH 生成に関連する因子（ dopamine、
glutamate、nitric oxide、アスコルビン酸
や遊離鉄）について検討を行ったが、CO中毒
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による•OH 生成の機序を完全に解明するには
至らなかった。その後、CO中毒により細胞内
情報伝達におけるセカンドメッセンジャー
である cAMP の生成が促進され、その経時的
変動が、•OH 生成の変動と一致するという予
備的な結果を得たことから、cAMP を介する細
胞内情報伝達経路が•OH 生成に関与する可能
性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、CO中毒における•OH 生成と
cAMP 系細胞内情報伝達経路との関連性を明
らかにし、CO中毒による脳損傷の機序につい
て検討することであった。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物：Sprague-Dawley 系雄性ラット
（体重 235〜265g）を使用した。 
 
(2)マイクロダイアリシス：ペントバルビタ
ールあるいはイソフルラン麻酔下で、ラット
の頭部を脳定位固定器に固定し、ガイドカニ
ューレを植込んだ。約１週間の回復期間の後、
ガイドカニューレを通してマイクロダイア
リシス用透析プローブを線条体に刺入し
(Paxinos & Watson のアトラス(1998)による
プローブ先端の座標：0.2 mm AP,3.0 mm L,6.5 
mm DV)、modified Ringer solution (147 mM 
NaCl, 3 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2) 
を 2μ/min の流速で灌流した。 
 
(3) ·OH の定量：すでに報告している方法
(Hara ら、Brain Res. 1016:281,2004)に従い、
上述(2)の灌流液に 5 mM サリチル酸 Naを添
加して、灌流液中のサリチル酸と·OHとの反
応物である 2,3-dihydroxybenzoic acid 
(2,3-DHBA)を、化学電気検出器付高速液体ク
ロマトグラフィー(HPLC-ECD)を用いて、以下
の条件で定量した。分離カラム：Eicompac 
SC-ODS (2.1 x 150 mm)、移動相：EDTA・2Na 
(5 mg/L)および 2% methanol を含む 0.1 M リ
ン酸バッファー (pH6.0)、流速：230 μL/min、
温度：25℃、電極：グラファイト (Eicom 
WE-3G)、電圧：+ 0.5 V、参照電極： Ag/AgCl。 
 
(4) cAMP の定量：上述(2)のマイクロダイア
リシス（この場合、透析プローブは両側の線
条体に刺入した）で得られた線条体の灌流液
を氷冷したプラスチックチューブに集め、市
販の cAMP 測定用 Enzyme immunoassay キット
（GE社製）を用いて定量した。なお、細胞外
cAMP の変動は、細胞内 cAMP の変動を反映す
ることが知られている(Egawa ら、Brain Res. 
458:303-308,1998; Rosenberg & Li, Brain 
Res.458: 303-308, 1995)。 
 
(5) CO および低酸素性低酸素の曝露：従来と

同様に(Hara ら、Arch. Toxicol. 76:596-605, 
2002)、 CO ガス(>99.5%)あるいは窒素ガス
(>99.99%)を 1000 ppm CO、3000 ppm CO、5% O2
あるいは 8% O2の濃度になるように室内の空
気と混合・調製し、ラットを入れたチャンバ
ー内に導入する方法で曝露実験を行なった。
チャンバー内の COあるいは O2濃度は、各々
の測定器で曝露中常時モニターした。なお、
1000 ppm および 3000 ppm CO 曝露では、血
中 CO-hemoglobin がそれぞれ約50%および約
70%となる中程度および重度のCO中毒を誘発
する。また、それぞれの CO曝露時の低酸素
状態は、8% O2および 5% O2と同程度である（第
88次日本法医学会および〔雑誌論文〕③）。 
 
(6) 試薬：和光純薬、ナカライテスク、Sigma- 
Aldorich、Tocris、Calbiochem および BIOLOG
から購入した。 
 
(7) 統計学的解析：2 群の場合は、
Student’s t-test を、3 群以上の場合は、
one-way analysis of varianceの後 Dunnett 
test あるいは Tukey-Kramer test を用いて
行った。 
 
４．研究成果 
(1) CO および低酸素性低酸素による•OH 生
成：•OH 生成は、1000 ppm CO ではまったく
影響を受けかったが、3000 ppm CO では著明
に促進された（図１）。これに対し、低酸素
性低酸素では O2濃度低下に依存した•OH 生成
の促進が観察されたが、5% O2 の作用は 3000 
ppm CO よりも有意に弱かった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
P<0.05: a, Air vs. 1000 ppm CO; b, Air vs. 
3000 ppm CO; c, Air vs. 8% O2; d, Air vs. 
5% O2; e, 1000 ppm CO vs. 3000 ppm CO; f, 
1000 ppm CO vs. 8% O2; g, 1000 ppm CO vs. 
5% O2; h, 3000 ppm CO vs. 8% O2; i, 3000 ppm 
CO vs. 5% O2; j, 8% O2 vs. 5% O2. 
 
 
 



 

 

(2) CO および低酸素性低酸素による cAMP 生
成： cAMP 生成は、1000 ppm CO によりまっ
たく影響されなかったが、3000 ppm CO によ
り強く促進された。cAMP 生成は、5% O2 でも
促進されたが、それは 3000 ppm CO よりも弱
かった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 
 
(3) CO による cAMP 生成促進に対する電位依
存性 Na+チャンネル阻害剤 tetrodotoxin 
(TTX)の効果：TTX は、統計学的に有意ではな
いが、定常状態の cAMP 生成を抑制し、3000 
ppm CO による cAMP 生成促進を強く、また有
意に阻害した（図 3）。これらの結果は、•OH
生成の場合と類似する(Hara ら、Brain 
Res.1016:281-284 (1994))。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図３ 
 
(4) CO による cAMP 生成促進に対する非特異
的プリン P2 受容体阻害薬の効果：非特異的
P2 受容体阻害薬、suramin, pyridoxalphos- 
phate-6-azophenyl-2,4-disulfonic acid 
(PPADS)および reactive blue 2 (RB2)のうち
suraminと RB2は定常状態のcAMPを上昇させ、
suramin のみが CO による cAMP 生成促進を抑
制した（図 4）。なお、cAMP 生成を促進する
Gs 蛋白共役型神経伝達物質受容体の拮抗薬、
propranolol (adrenergic β ), SCH23390 
(dopamine D1 & D5), ranitidine (histamine 
H2), 3,4-dimethyl-1-propargylxanthine 
(adenosine A2)および serotonin 合成阻害薬 
p-chloro-L-phenylalanine あるいはプロス
タグランジン合成阻害薬 indomethacin には
そのような効果は認められなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 4 
P<0.05: *, 0μM vs. 50μM RB2; #, 0μM vs. 
100μM suramin or 100μM RB2; †, 0μM vs. 
200μM PPADS or 200μM suramin; §, 0μM 
vs. 500μM suramin. 
 
 (5) CO による cAMP 生成促進に対する P2Y11
受容体阻害薬 NF157 の効果：NF157 は、用量
依存的に定常状態の cAMP を上昇させ、また
COによる cAMP 生成促進を抑制した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 

P<0.05: *, 0μM vs. 100μM NF157;  #, 0
μM vs. 200μM NF157 
 
(6) 定常状態の•OH 生成に対する細胞膜透過
性 cAMP アナログ、8-bromo-cAMP (8-Br-cAMP)
および dibutyryl-cAMP (db-cAMP)と内因性
cAMP合成促進薬forskolinの作用：8-Br-cAMP
および forskolinは、•OH 生成を促進したが、 



 

 

db-cAMP は低用量で•OH 生成を若干促進し、
高用量では抑制した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 6 
†, P<0.05, 0 nmol vs 20 nmol 8-Br-cAMP; 
#, P<0.05, 0 nmol vs 50 nmol 8-Br-cAMP or 
10 nmol forskolin; *, P<0.05, 0 nmol vs 
100 nmol 8-Br-cAMP, 100 nmol db-cAMP, or 
20 nmol forskolin 
 
(7) 定常状態の•OH生成に対する8-Br-cAMP、
db-cAMP あるいは forskolin と protein 
kinase A (PKA)阻害薬 H89 併用の効果：H89
は、8-Br-cAMP および forskolin の•OH 生成
促進作用をさらに増強し、db-cAMP の•OH 生
成抑制作用を解除して促進に転じさせた（図
７）。なお、H89は、定常状態の•OH 生成に対
してまったく影響を及ぼさなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７ 
 

(8) 定常状態の•OH生成に対するcGMP単独お
よび H89 併用の作用：•cGMP は、単独で•OH
生成を若干抑制したが、この作用は H89 併用
でほとんど影響を受けなかった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 



 

 

(9) 定常状態の•OH 生成に対する優先的 PKA
阻害薬であり、Epac (exchange protein 
directly activated by cAMP) 阻害作用をも
有 す る 8-bromoadenosine-3’,5’-cyclic 
monophosphorothionate, Rp-isomer (Rp-8- 
Br-cAMPS) およ び 優 先 的 PKA 活 性 化薬
6-phenyl-cAMP の作用：Rp-8-Br-cAMPS は、
•OH 生成を促進し、6-phenyl-cAMP は抑制し
た（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 
 
(10) 定常状態の•OH 生成に対する選択的
Epac 活 性 化 薬 8-(4-chlorophenyl-thio) 
-2′-O-methyl-cAMP (8-cCPT-2′-OMe-cAMP)
の作用：8-cCPT-2′-OMe-cAMP は、用量依存
的に•OH 生成を促進した（図10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 
 
(11) CO による•OH 生成促進に対する H89 お
よび Rp-8-Br-cAMPS の効果：H89 は、COによ
る•OH 生成促進を増強したが、Rp-8-Br-cAMPS
は、単独で促進作用を有するにもかかわらず
これを抑制した（図 11）。 
 
(12) まとめ：以上の結果より次のように結
論した。 
① CO 中毒による脳の•OH および cAMP の生成
促進は、低酸素よりも CO それ自体の作用に
起因する。また、この促進作用は、重度のCO
中毒においてのみ誘発されることから、これ
には閾値が存在する可能性がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 11 

 
② CO 中毒による脳の cAMP 生成促進は、プリ
ン P2受容体のうち P2Y11 様受容体を介する。 
③ 脳の cAMP 系細胞内情報伝達経路は、•OH
生成に対して相反する作用、すなわち、PKA
系の活性化は•OH 生成を抑制し、Epac 系の活
性化はこれを促進すること、また、cyclic 
nucleotide-regulated ion channels 系は、
•OH 生成にあまり関与しない。 
④ 重度 CO 中毒では、P2Y11 様受容体活性化
を介して細胞内 cAMP 合成が促進され、増加
した cAMP が PKA 系および Epac 系を同時に活
性化するが、前者よりも後者の作用の方が優
位となるために•OH 生成が促進される。 
 
なお、図 1〜図 11 は、Copyright Clearance 
Center を介して Springer (図 1、License 
#:2853290402736)および Elsevier (図 2〜5、
License#:2876750049499；図 6〜11、License 
#:286741337654)の各出版社の許可を得、一
部改変して示した。 
 
(13) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクトおよび今後の展望：本研究で
得られた成果は、新しい知見であり、これら
に関する論文は、国際的な学術雑誌の編集者
および査読者の支持を得て次項に示す各雑
誌に掲載された。“まとめ”の項で示した CO
中毒による•OHおよびcAMP生成促進における
閾値の存在の可能性は、CO 研究を行う場合、
用いる CO 濃度に留意する必要があることを



 

 

強く示唆するものである。最近、Sun らは、
•OH と特異的に結合して無毒化する水素の投
与により CO 中毒による脳損傷が軽減された
と報告した(Crit. Care Med. 39:765-769, 
2011)。これは、•OH が CO 中毒による脳損傷
に主要な役割を演じているという本研究の
仮説を強く支持するものである。そのため、
本研究で得られた重度 CO 中毒でのみ促進さ
れる•OH 生成についてのさらなる検討は、CO
中毒による脳損傷の機序の解明につながる
ものと考えられる。 
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