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研究成果の概要（和文）：活性酸素種の中でも特にヒドロキシルラジカルは特に酸化作用が強く種々の組織細胞
毒性があることが知られているが，OHラジカルを直接計測することは技術的には難しかった．本研究では大気圧
イオン化質量分析装置ならびにレーザ誘起蛍光法を用いることにより，呼気や皮膚ガスなどの生体ガス中にもOH
ラジカルが存在することを明らかにした．抗酸化剤や低濃度水素ガスを吸入することにより皮膚ガス中のOHラジ
カルが低減し，運動負荷によりOHラジカルが増加することを見出した．また，慢性心不全患者では睡眠前後の呼
気水素分子が低下し，心筋細胞内のミトコンドリアの破壊像と併せると心筋内酸化ストレスの増加が示唆され
た．

研究成果の概要（英文）：Hydroxyl radicals (OH) play a key role of oxidative stress, but a 
noninvasive detection method of OH radicals has not been established. In this study, we developed 
non-invasive analytical method of hydroxyl radicals from breath and skin gases using atmospheric 
pressure ionization mass spectrometry and laser-induced fluroscent methods. We found that OH 
radicals partially and stably exist in the air as water clusters, that OH radicals were detected in 
the skin gas and that inhaled H2 play a role of a scavenger against OH radicals in the biological 
systems. In the cardiac muscles of the patients with chronic heart failure,decrease in exhaled 
hydrogen concentration reflected oxidative stress  suggesting that hydrogen molecules play a role of
 anti-oxidative stress against reactive oxygen species.

研究分野： 生体医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性酸素は体の中で種々の作用があり，特にヒドロキシルラジカルは細胞障害を引き起こし有害である．この活
性酸素そのものを安全に計測することは難しく，血液や尿などに含まれる活性酸素と体内にある物質が反応して
できたものを計測するより他には安全な方法はなかった．本研究では活性酸素の中でも悪玉であるヒドロキシル
ラジカルを質量分析やレーザを用いた方法により，呼気や皮膚ガスで計測することができるようになった．この
方法により抗酸化剤によりヒドロキシルラジカルが低下，運動により増加することなどを生体ガス中で観察でき
るようになった．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
呼気や皮膚ガスなどの生体ガスには延べ 1800 種類以上の微量成分が含まれ，その大部分の

病態生理学的意義は不明である．その原因として生体微量ガス分析を行う上で水や不純物など
の妨害因子の存在があげられた．代表者らは 2001 年以降クリーン化を徹底させた独自開発の
生体ガス採取法と超高感度質量分析装置を組み合わせ，生体ガスを安定した条件下で，再現性
よく，リアルタイムに一括分析可能なシステムを構築した．この独自開発技術を用いた予備調
査を経て 2010 年より吹田コホート調査に参加し，生体ガス中の既知ガス定量分析と未知成分
を含む質量スペクトラムの解析を進め，生体に重要と考えられる低分子化合物の定量スペクト
ラムにより，高脂血症，高尿酸血症，高血圧などの生活習慣病を含めた代表的疾患や疲労・ス
トレス・睡眠障害などの身体症状が鑑別可能であることを実証した．他方，代表者らはヒト全
身・皮膚ガス中の活性酸素種生成量の計測法を開発した．すなわち，生体内ラジカルのうち特
に重要な役割をもつ活性酸素種（Reactive Oxygen Species; ROS，主にスーパーオキサイド
（O2-），過酸化水素（H2O2），ヒドロキシルラジカル（以下，･OH と表記）は反応性が極め
て高く短寿命であるが，気相中では比較的寿命は長い．生体内では O2-と H2O2 は細胞内情報
伝達として重要な役割を果たす一方，・OH は種々の細胞障害をもたらし，酸化ストレス疾患の
病態機序の核心となる．しかしヒト ROS 直接計測法はなかったため，代表者らは，①水素分
子（H2）の選択的 OH・消去作用を利用した H2 消費量計測による全身の間接的 OH 生成推定
法（水素水法と水素ガス吸入法）を開発し，健康成人の全身では少なくとも 2μmol/min の･OH
生成があること，②皮膚ガスの負イオン付加高感度質量検知法では ROS に相当する m/z 信号
強度が抗酸化剤により有意に低下することから皮膚ガスにも ROS が存在し，さらに，③レー
ザ誘起蛍光法（Laser Induced Fluorescence; LIF）によるヒト手掌皮膚からの・OH 放出の直
接計測法を開発し，抗酸化剤内服で LIF 信号の有意な低下を示すことから ROS が生体由来で
あることを証明した． 
 
２．研究の目的 
以上の ROS 計測を臨床実用化するには，生体ガスへの ROS 放出の詳細な機序を解明する必

要がある．本研究では，LIF システムが簡便かつ高精度・高時間分解能をもつ有力な活性酸素
計測法であるため，皮膚ガスのみならず呼気活性酸素計測にも応用し，両者の小型汎用化技術
の開発と臨床評価による有用性の検証を目的とした． 
 
３．研究の方法 
 生体ガスに含まれる活性酸素を検出するため，以下に述べる独自のインターフェース成果①
並びに②）を開発し，大気圧イオン化質量分析ならびにレーザ誘起蛍光法を用いて，呼気並び
に皮膚ガス中におけるヒドロキシルラジカルの計測法を開発した．さらに健康成人を対象に臨
床評価試験を実施した．さらに病態下における生体内活性酸素を意義を明確にするため，心不
全患者を対象における呼気水素濃度を評価し，心不全重症度との関連を検討した． 
 
４．研究成果 
成果(1):水蒸気に特定波長のレーザ光を照射するとヒドロキシルラジカルが気相中で発生する
ことが知られている．本研究では，密閉チャンバー内で超高純度空気を流入させながら水銀ラ
ンプを照射して，出現する活性酸素種がどのような質量パターンで現れるのかを検討した．チ
ャンバー内に高純度人工空気をキャリアガスとして流し，チャンバー内に特定波長のレーザ光
を照射，照射後のガスを大気圧イオン化質量分析に導入した．質量分析は負イオン付加モード
で実施した．m/z=7,35,53, 72 に(OH)(H20)n の存在を示唆するピークが認められた．このピー
クはレーザ照射強度に依存して増高した．このことから気相中には比較的安定した状態でヒド
ロキシルラジカルの水和化合物が存在することが示された．このことから皮膚ガス中に存在す
る OH ラジカルは発汗と同時に水和クラスターが放出することが示唆された． 
成果(2) 皮膚活性酸素の卓上型計測装置の開発:皮膚活性酸素は皮膚周囲の物理環境（温湿度，
圧，ガス組成など）にも依存する．そこで，装置側の諸条件，即ちチャンバー内容積や形状，
温度，湿度，キャリアガスの還流量と圧力，接触皮膚面積などの各種パラメータの関係を詳細
に検討する．また，臨床応用を可能にするには，レーザ光路の遮光性の低減と光路長の短縮，
同時に背景信号となるラマン/レイリー散乱を低減することが課題であった．皮膚活性酸素計測
の際は，皮膚接触面積を可及的に低減した独自のチャンバーを製作し，その上面を皮膚で覆い，
高純度ガスを低流量で還流させ，皮膚から放出される･OH と混合させた．チャンバー空間内で
皮膚表面に平行に特定波長の半導体レーザ光を照射し，活性酸素特有の励起光を検出すること
により皮膚活性酸素放出量を検出した．この際，キャリアガス種の選択や皮膚採取部内面のチ
ャンバーと流路を種々の形状で最適化させ，内面の表面処理の可否なども検討した．背景信号
を低減するためシステム全体の遮光性を改善し，S/N 比を向上させることができた．さらに現
状プロト機にチャンバー内温度/湿度の微細な制御機構の設置し，また，レーザ発信・皮膚ガス
採取部・検出部を堅牢なものに一体化し，臨床使用可能な可搬型卓上機を製作した．この臨床
応用評価試験として，健康被験者を対象として，抗酸化剤であるビタミン Cまたは Eを投与す
ると対象試験として実施した同量の飲水の場合と比較して，皮膚ガス中の OHシグナルが有意に
低下した．皮膚活性酸素を半導体レーザと独自の皮膚採取法を開発することにより，卓上型皮



膚活性酸素系装置を開発した．S/N 比が従前と比べて格段に向上した．これを用いたところ皮
膚ガス中の活性酸素は生体内に由来することが強く示唆された． 
成果(3) 呼気成分と活性酸素の関連: 本研究課題の一部として，大気圧イオン化学装置（APIMS）
を用いて，蓄積データ 1011 例をもとに Cornel Medical Index の疲労得点を指標として，再評
価したところ，疲労に関連する m/z が抽出でき，疲労度に応じて有意な変動をみた m/z の間隔
が活性酸素の質量数に応じていた．疲労が心理的・身体的な生体内代謝活性に対応しているこ
とが推察された． 
成果(4) 心不全と活性酸素の関連: 他方，国立循環器病研究センター心不全科に入院した心
不全患者を対象に呼気中のアセトン濃度を計測したところ，心不全の NYHA 重症度に依存して，
呼気アセトン濃度が増加することを見出し，呼気アセトン濃度が心不全バイオマーカとして確
立している BNP と有意に相関することを判明した．さらに睡眠前後の呼気水素の低下は心不全
重症度と有意相関を示し，心筋ミトコンドリアの崩壊とよく相関することも判明した．このこ
とは心筋内活性酸素の発生と水素消費との間に密接な関連があることを推察された． 
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