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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで開発したリアルタイムバイオラジオグラフィ法とマイクロセンサによる
酸素濃度計測法を融合させた方法論を構築した。この方法論を用いて低酸素-再酸素過程の活性酸素と組織酸素濃度の
変化を、脳組織スライスを用いて検討した。その結果、活性酸素の生成は供給する酸素の低下（供給性低酸素）に加え
、活動亢進に伴う低酸素（需要性低酸素）の解除時にも活性酸素の生成が亢進することを見出した。マイクロセンサで
計測した組織の酸素濃度は、供給性低酸素、需要性低酸素のいずれも低下していた。低酸素時には組織は還元になるこ
とが知られており、レドックスの過還元が再酸素時の活性酸素の生成亢進に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we found experimental results which contradict with the 
theory of aging that reactive oxygen species (ROS) generation increases with energy metabolism. In this 
study, we developed the combined apparatus, real-time bioradiography and oxygen micro-sensor in tissues 
slices. The ROS generation and tissue oxygen concentration were measured during hypoxia-reoxygenation 
using this system. ROS generation was enhanced during reoxygenation after the low oxygen supply caused 
hypoxic treatment. Similarly, enhanced energy demand in tissue caused hypoxia enhanced the ROS generation 
during reoxygenation. Low tissue oxygen concentration was confirmed in both of hypoxia models. The 
hypoxic condition would be cause of “hyper-reduction”, therefore the as a future study, the 
relationship between ROS generation and redox state in tissue is required.

研究分野：分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 
老化の進行および加齢関連疾患の発症へ
の「酸化ストレス」の関与が示唆されるが、
未解明の点も多い。先の研究では、活性酸素
の生成がエネルギー代謝率とは一致しない
という、これまでの老化、疾患のフリーラジ
カル説では説明できない結果を得た。この研
究を通じて、酸化ストレスの原因には酸化で
はなく、低酸素等に伴う還元が重要であると
の着想を得た。 
本研究では、これまでのリアルタイムバイ
オラジオグラフィ法に酸素濃度とレドック
ス測定のマイクロセンサを融合、低酸素-再酸
素モデルを用いて、活性酸素の生成と組織酸
素の関係を解析した。 
 
２．研究の目的 
 
（１）活性酸素の生成と組織酸素濃度計測を
融合した装置の開発 
従前の放射線と化学発光の複合計測に加
えて、新たに組織酸素濃度の計測法を追加・
融合させて、本イメージング法を発展させる。 
 
（２）供給性低酸素の再酸素過程における活
性酸素の生成と組織酸素濃度の時間変化の
解析研究 
本研究は、組織に供給する酸素の低下に伴
う低酸素の解除時（供給酸素供給低下-再開過
程）の活性酸素の生成とその背景にある組織
の酸素濃度を解析検討する。 
 
（３）需要性低酸素の再酸素過程における活
性酸素の生成と組織酸素濃度の時間変化の
解析研究 
本研究は、活動亢進に伴う低酸素の解除時
（活動-休止過程）の活性酸素の生成と組織酸
素濃度を解析検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）活性酸素の生成と組織酸素濃度計測を
融合した装置の開発 
化学発光と放射線計測の二次元実時間計
測を行うことができる「リアルタイムバイオ
ラジオグラフィ法」に酸素濃度測定のマイク
ロセンサを融合した装置を開発した。 
 
（２）供給性低酸素の再酸素過程における活
性酸素の生成と組織酸素濃度の時間変化の
解析研究 
供給性低酸素の実験は、計測中にチャンバ
内の溶液に供給する気体のみ変更するバッ
チ方式で行った。作成した脳組織生スライス
を無カルシウム溶液に浸け、酸素（95%O₂＋
5％CO₂）供給下、34℃に保った恒温槽で 45
分間加温した。プレインキュベーション終了
後、脳組織生スライスを低カリウム溶液 75ml
が入ったアクリル製チャンバに配置した。こ
の状態で低カリウム溶液に酸素（95%O₂＋5％

CO₂）を供給し続け、計測を行った。計測は
先端直径10μmの酸素センサを脳組織生スラ
イスの大脳皮質に表面から 200μm(脳組織生
スライスの厚さ400μmの中心)までマニピュ
レータで挿入し行った。計測値の記録は、酸
素センサ･レドックスセンサ共に、酸素（95%O
₂＋5％CO₂）供給下で 120 分間、供給してい
る酸素を窒素（95%N₂＋5％CO₂）に変更し、
15 分間、再び酸素を供給し 120 分間の計 255
分間を 1分毎に行った。 
 
（３）需要性低酸素の再酸素過程における活
性酸素の生成と組織酸素濃度の時間変化の
解析研究 
 需要性低酸素の実験は、カリウム濃度の異
なる２種類の溶液を時間ごとに置換するフ
ロー方式で行った。低カリウム溶液と高カリ
ウム溶液、それぞれ160mlを酸素（95%O₂＋5％
CO₂）供給下で、恒温槽で 34℃に保った。チ
ューブポンプを用いて低カリウム溶液を流
速6ml/minで、アクリル製チャンバ内に還流･
循環した。センサは脳組織生スライスの大脳
皮質にスライス表面から 200μmの位置に挿
入した。酸素濃度の計測はセンサを挿入した
状態で、低カリウム溶液下で 45 分間、チャ
ンバの溶液を高カリウム溶液に置換して 60
分間、再び低カリウム溶液に置換して 150 分
間行った。さらに、カリウム処理の濃度を段
階的に変えることで、定常状態と再酸素時の
活性酸素の生成量も解析した。 
 
４．研究成果 
生体内の活性酸素種・フリーラジカルの主
要な生成の場はミトコンドリアで、酸化的リ
ン酸化反応によるエネルギー産生の過程で、
酸素分子の一部が反応性の高い活性酸素種
となると考えられている。したがって、エネ
ルギー代謝が亢進すれば、呼応して活性酸素
種の生成も亢進すると一般には考えられる。
本研究では、供給する酸素と低下させること
による低酸素と高カリウム処理により組織
のエネルギー需要が亢進することによる低
酸素とその後の再酸素下の組織スライスの
活性酸素の生成と組織酸素濃度との関係を
調べた。その結果、供給性低酸素と需要性低
酸素いずれも再酸素過程において活性酸素
の生成が亢進することを明らかになった（図
1および 2）。 
生体組織は、生理的な状態においても活動
－非活動を繰り返し、その都度、一種の低酸
素と再酸素の状態が生じて考えられる。本研
究結果は、血流が低下するような病的な低酸
素の再酸素時に活性酸素の生成亢進が認め
られることを示す一方、活動亢進に伴う低酸
素においてもその再酸素時にもその亢進が
認められることを示唆した。 
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図1 虚血-再灌流（疾患モデル）における
活性酸素生成の時間変化
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図2 エネルギー消費亢進-解除過程における
活性酸素生成の時間変化
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