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研究成果の概要（和文）：全身性炎症反応症候群(SIRS)における臓器障害には酸化ストレスの関

与が疑われる。酸化ビリルビン(バイオピリン)を用い、全身臓器に生じる酸化ストレスと、そ

の経時変化を尿中酸化ビリルビンを測定評価した結果、肺、肝臓および腎臓に発現するバイオ

ピリンを尿バイオピリンが反映した。尿中バイオピリンを測定することで、SIRS時の酸化スト

レス動態を評価することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Systemic Inflammatory Response Syndrome might influence organs 

by oxidative stress. We assessed the oxidative bilirubin, named biopyrrins, in organs 

and urine. The biopyrrins were synthesized in organs, such as lung, liver and kidney. 

Furthermore, urinary biopyrrins concentration was elevated biphasically under SIRS.  
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１．研究開始当初の背景 
  
SIRSは、感染症、手術侵襲、熱傷、外傷な

ど様々な原因により全身的な炎症反応を起
こした病態である。SIRS では、炎症性サイト
カインをはじめとする液性因子が過剰に発
現し、全身標的臓器での臓器障害が惹起され
るが、中でも特に肺障害と全身重症度との関
連が言われている。組織障害には炎症細胞活
の関与が示唆されている。活性化炎症細胞は、

局所において活性酸素種を産生し、このラジ
カルが臓器組織障害に関与すると考えられ
る。しかし、生体内、組織内における酸化ス
トレス動態は未だ解明されていない。 
我々は、酸化ビリルビンを用いた酸化スト

レス評価法を開発、使用してきた。生体内に
存在するビリルビンは抗酸化作用を示し、局
所産生される酸化ストレスを中和する。代謝
された酸化ビリルビンをバイオピリンと命
名した。バイオピリンは親水性で尿代謝され
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生成後速やかに尿中に排泄されることから、
リアルタイムな酸化ストレス動態の把握を
非侵襲的に行うことが可能とした。共同研究
者 山口登喜夫(東京医科歯科大学)らの開発
した抗 24G7抗体(図 1)を用いた ELISA法によ
り測定でき、持続的採尿により経時的酸化ス
トレス評価を可能とした。 
尿中バイオピリン測定法は簡便であり、

SIRS発症後の酸化ストレス動態を経時的に
測定できる可能性があり、さらに簡便故に、
臨床応用の可能性が考えられる。 

 
    （図１.バイオピリン） 
 
２．研究の目的（図２） 
 
 SIRS の生体内酸化ストレス分布を定性的、
定量的に評価する。特に血液検査、尿検査な
ど生体外、非侵襲的検査により SIRS 時の重
症度、酸化ストレス産生量を評価する方法を
開発する。今回は、バイオピリンを測定する
ことで、組織に生じる酸化ストレスを生体外
における尿検査で反映するかを研究する。 
 その結果、有用であれば SIRS 時の生体内
酸化ストレス分布を免疫学的手法により解
明する。 
 それらの結果を現在、同時進行している抗
酸化治療研究に反映させる。 
目的を以下のように分ける。 

 
(1) SIRS 発症時の肺障害を評価する。 
 
SIRS発症時に生じる急性肺水腫における 

酸化ストレス産生に関しては、その経時的変
化が不明である。動物実験により、SIRS時の
肺障害を測定、評価する。肺内での酸化スト
レス産生部位を解明し、産生量の定量的評価
を行う。 
 
(2) SIRS発症時の組織酸化ストレスを測定評
価する。 
 
 SIRS 発症時に生じる酸化ストレスの生体
内分布を免疫組織学的に検索し、肺障害、全
身性酸化ストレス量との関係を評価する。同
様に動物モデルにより、各臓器を採取し、免
疫組織学的検査法による評価方法にて遂行

する。 
 
(3) SIRS発症時の全身性酸化ストレス動態を
評価する。 
 
動物モデルにより SIRS 時の全身性酸化ス

トレスを尿中バイオピリン測定により評価
し、経時的変動を検討する。 

 
(4) 臓器虚血再灌流と SIRS 時の病態を酸化
ストレス産生において類似点、相違点を評価
し、抗酸化治療の可能性についての予備実験
を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      （図２. 実験目的） 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は動物実験を用い、LPS (リポポ
リサッカライド)投与による SIRSモデルを作
成し、サンプル採取、測定を行うことによる。 

 
① 実験モデル作成 
 Wister系雄性ラット(体重 250～300g)を用
い、LPS(O127:B8, 7.5mg/Kg))を腹腔内投与
することにより実験モデルを作成する(LPS
群)。対照群には同様に生理食塩水を腹腔内
投与する(Sham群)。その後、飼育室で常温(25
度)下に置く。 
 
② サンプル採取 
i. 尿サンプル 
LPS投与後、２時間毎の新尿採尿を行い、

４８時間まで継続する。同様に採尿する。採
尿後、-20度で冷凍保存する。 
 
ii. 組織サンプル 
各群のラットに対し、24時間で薬物的擬死

を行った後、臓器を採取する。採取臓器は、
心臓、肺、脾臓、肝臓および腎臓とし、採取
直後に液体窒素による急速凍結の後、-80度
で凍結保存する。 
 
③ バイオピリン測定 
採取した尿サンプルと、採取組織から作成

した組織ホモジネート(RIPA バッファーで溶
解)からバイオピリン測定を行った。バイオ



 

 

ピリン測定は共同研究者 山口らの作成した
プロトコールにより、ELISA 法で測定した。 
 
④ 組織学的検討 
 採取臓器からパラフィン切片を作成し、組
織学的、免疫組織学的検討を行う。 
(染色項目) 
i.   HE染色 
ii.  24G7抗体(抗バイオピリン抗体) 
iii. Hememoxygenase-1(HO-1) 
 
⑤ 肺障害測定 
 各群のラット SIRSモデルに対し、LPS投与
後 24 時間で全身麻酔下に肺を採取し、重量
測定により肺水腫としての肺障害レベルを
比較検討する。肺水腫は wet weight to dry 
weight ratio(W/D)を用いた方法により評価
する。 
 
⑥ 臓器虚血再灌流後に生じる SIRS類似病態
の解明に関する予備実験 
ⅰ.実験モデル 

Wister系雄性ラット(体重 250～300g)を用
い、全身麻酔(気管内挿管、フォーレン使用)
を行い、右肺を開胸し、右気管支に一時的遮
断を置く(分離肺換気)。遮断解除後に閉胸し、
研究の方法③④⑤に準じて測定を行う。気管
支遮断時に生じる肺血流の低下は HyperEye 
Medical System(HEMS)を用いた造影法(同時
開発中)で確認する。HEMS画像は AVIフォー
マットで記録し、輝度測定法(Intensity. 
ver.2)で解析する。 
 
 

４．研究成果 
 
(1) SIRS での肺障害、肺酸化ストレス 
 

ラット SIRS モデルにおける肺障害を組織
学的評価(HE 染色)と肺水腫として重量評価
を行った(図３，図４)。 

  
SISRモデルでは著明な肺胞隔壁に肥厚お

よび肺胞壁内に単核球(ED-1 陽性)の多数の
浸潤を認めた。また、部位により肺胞腔内の
虚脱を認め、肥厚肺胞隔壁による細気管支の
閉塞所見を呈するものと考えられた。 
 

(図３．肺 HE 染色) 

SISRモデ
ルにおける肺
W/Dは有意に
上昇し、肺水
腫を示してい
る。（図４） 
 
 
 

 
 

(図 4)  肺水腫 
 
肺組織からの肺バイオピリン、HO-1発現で

は肺胞隔壁内に浸潤する単核球にバイオピ
リン発現を認め、SIRS時の肺酸化ストレスの
主座が、単核球にあることが示唆された(図
５)。 

   （図５. 肺バイオピリン） 
 
 HO-1 に対する免疫染色は同様に肺胞壁内

単核球に発現が認められた。 
 

（2）SIRSでの肺以外の臓器における酸化ス
トレス産生 
 
SIRS時の多臓器でのバイオピリン発現を

免疫組織学的に測定し、腎臓での尿細管、肝
臓での肝細胞内にバイオピリン発現を認め
た。（図６） 

   （図６．組織バイオピリン） 
 
組織ホモジネートから組織バイオピリン

産生量を定量評価した結果、肺、肝臓、腎臓
で有意な上昇を認め(図７)、SIRS 時の酸化ス
トレス酸性の focusがこれらに存在すること
が示された。また、Sham群においても脾臓で
のバイオピリン量は高値であり、破砕血球で
産生されるビリルビン代謝物を測定してい



 

 

る可能性があり、今後の研究で解明する。 
 
 

（図７．組織バイオピリン） 
 

(3) SIRSでの全身酸化ストレスを尿中バイオ
ピリンによりより測定する。 
 
 ラット SIRSモデルにおいて、経時的採尿
を行い、尿中バイオピリン濃度を測定した。 

  （図８．尿中バイオピリン濃度） 
 
SIRS時の尿中バイオピリンは LPS投与後約

10 時間での上昇後に一旦減少し、20 時間で
再上昇を認めた。これはこれまでの研究(心
筋虚血再灌流)でも同様の変動パターンを認
めており(参考図 9)、生体内ビリルビンの代
謝の特徴ではないかと考察している。 

(図９. 心筋虚血再灌流後尿バイオピリン) 
 
*図９注釈；心筋虚血再灌流後 8時間で尿バ
イオピリンは上昇後に、一旦減少し、24時間
で再上昇を認める。  
 
 

１相目に一過性上昇は血中ビリルビンが
抗酸化作用を示し、バイオピリンを産生する。
２相目は組織内でビリルビン酸化が生じて
いるものではないかと考える。これらは同時
研究中の心筋虚血モデルで心筋虚血早期に
は臓器バイオピリンの上昇は見られず、後期
相に心臓、肺でのバイオピリン発現を認めて
おり、今研究でも追加研究による解明を予定
している。 
 
結果(1),(2),(3)より、SIRS 発症時は肺に

炎症の主座が存在し、その原因に酸化ストレ
スが関与していることが示された。その他、
肝細胞、腎尿細管にもバイオピリン発現が確
認された。尿バイオピリンはそれらの組織内
バイオピリンが示す酸化ストレスを反映し
ている可能性があり、尿中バイオピリン測定
法により SISR発症時の経時的酸化ストレス
評価を可能とする。 
 
(4) 臓器虚血再灌流後に生じる SIRS 類似病
態の解明 
 
 肺分離換気による肺虚血再灌流後の肺バイ
オピリンを免疫染色(バイオピリン染色)と、
ELISA 法により測定した。(図 10, 図 11) 

   （図１０．肺バイオピリン） 
 免染色では SIRS に類似するバイオピリン
発現を認めた。 
 

 
    (図１１．臓器バイオピリン) 
 
 (図 11)に示すように、分離肺換気を行った
肺では著明なバイオピリン上昇を認めたが、
対側肺、心臓、腎臓では有意差を認めなかっ
た。しかし、肺虚血再灌流後の対側肺にサイ
トカイン増加、細胞浸潤が報告されており、
今回の実験モデルで十分な虚血が得られて
いない可能性がある。虚血の確認ができれば
実験モデルの再考ができるため、HEMS血管造
影法による分離換気肺の血流を確認し、再度



 

 

モデル実験を予定する。 
 
  分離肺換気モデルにおける尿中バイオピ
リンは(図１２)に示す如く、有意に上昇し、
酸化ストレス障害の主座は分離換気肺にあ
ることまでは本研究で報告できる。本研究で
は分離肺換気後 24 時間までの尿中バイオピ
リン濃度測定を行ったが、予想以上に遷延す
るため、測定時間の延長を予定している。 
 

 （図１２. 分離肺換気モデルの尿中バイオ
ピリン） 
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