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研究成果の概要： 

まず高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に 電気化学検出（ECD）を組み合わせた方法を用
いた喀痰中の蛋白結合３－ニトロタイロシンの測定は窒素化ストレスの定量法として有益であ
り、気道・肺における窒素化ストレスの産生亢進がＣＯＰＤの発症や進展に関与していること
を示した。次に実際に人において窒素化ストレスの制御が COPDの気道炎症を改善すると仮定し、
クロスオーバースタイルにて COPD患者にテオフィリンを投与し、検討を行った。活性窒素種の
測定に関して、上述の HPLC/ ECD 法による定量的な検討もあわせて行ったところ、テオフィリ
ン投与群では、気道中の活性窒素種産生量が減少し、好中球性の気道炎症が抑制されることを
見出し、同薬剤が COPD の新たな抗炎症薬となる可能性が示唆された。今後は本システムを用い
て COPDの気道・肺炎症に関連する原因物質を特定し、その病的意義及び特異的に制御し得る薬
剤の検証をすすめて、COPDの病態解明・治療効率の向上へ寄与できると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

慢性閉塞性肺疾患（COPD）は主として喫煙に
伴う慢性の気道・肺炎症が主病態であり、こ
の病態形成機序のひとつとして、酸化・窒素
化ストレスの関与が示唆されている。喫煙に
より産生される活性酸素・窒素種は一連の経
路によりタイロシンのニトロ化を生じ、3-ニ
トロタイロシンが形成される。この 3-ニトロ

タイロシンは活性窒素種産生のバイオマー
カーとして有用であることが報告されてい
る。しかしながら、従来の方法では気道・肺
において活性窒素種の産生量や生物活性を
解析するには、半定量的であるという欠点が
あった。これに対して COPD の診断、治療、
病態解明をすすめるためには、さらに精密な
酸化・窒素化ストレスの定量システムの確立
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は重要な課題である。 
２．研究の目的 
本研究の目的は気道・肺における酸化・窒素
化ストレス関連物質の精密測定法のシステ
ムを確立することである。 
３．研究の方法 
具体的には、喫煙者および COPD 患者の誘発
喀痰を用いて、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）に電気化学検出（electrochemical 
detection; ECD）法を組み合わせて、誘発喀
痰上清中の蛋白結合 3-ニトロタイロシンの
精密定量測定を行い、本定量検査法自体の妥
当性を検証し、有用な酸化・窒素化ストレス
の検出法としてのシステムを確立する。さら
に、本定量検査法を応用して、COPD の気道・
肺炎症を制御しうる有効な薬剤の検証や、疾
患の経時的変化の把握としての有用性につ
いても明らかにする。 

４．研究成果 
（１）初年度において HPLC/ECD 法による 3-
ニトロタイロシンの定量化のため標準曲線
と検出感度を測定した結果 retention time
は 13.5 分、検出感度は 10 fmol であり、
1000fmol までの直線性も確認した。さらに、
実際の検体の 3-ニトロタイロシン量も
100fmol までで、この標準曲線の範疇に入る
ことを確認した。同時に HPLC/ECD 法による
タイロシンの retention time が 5.35 分で、
0.1～10μmol の範囲で標準曲線が作成でき
ることを確認した。次に喀痰中の蛋白結合 3-
ニトロタイロシン量測定に及ぼす唾液の影
響を検討するため、COPD 患者の検体を用いて
唾液中の 3-ニトロタイロシン量を HPLC/ECD
法により図１のとおりそれぞれ測定した。そ
の結果、唾液の影響は僅少であり、気道・肺
の窒素化ストレスマーカーとして喀痰中の
蛋白結合 3-ニトロタイロシンの発現量を測
定する妥当性を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図１） 

(２) COPD 患者、および呼吸機能正常喫煙者
の誘発喀痰を採取し、HPLC/ECD 法により 3-
ニトロタイロシンおよびタイロシンを測定
した。その結果呼吸機能正常喫煙者に比較し、
COPD 患者は有意に 3-ニトロタイロシン量お
よび 3-ニトロタイロシン/タイロシン比が増
大し、気道の閉塞性障害の程度と有意な逆相
関を示した（図２）。以上より HPLC/ECD 法を

用いた喀痰中の蛋白結合 3-ニトロタイロシ
ン測定は窒素化ストレスの定量法として有
益で、さらに気道・肺における窒素化ストレ
スの産生亢進が COPD の発症や進展に関与し
ている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（図２） 

（３） 

次年度から最終年度にかけて（１）（２）の
結果に基づいて、実際に人において窒素化ス
トレスの制御が COPD の気道炎症を改善する
と仮定し、クロスオーバースタイルにて COPD
患者にテオフィリンを投与し、検討を行った。
窒素化ストレスの測定に関して、誘発喀痰の
細胞成分を用いた従来の免疫組織学的な検
討に加え、喀痰の上清成分を用いた上述の
HPLC/ ECD 法による、定量的な検討もあわせ
て行った。さらに肺機能、気道の炎症性マー
カーである IL-8 測定も合わせて施行した。
エントリー数は１６例で、テオフィリン投与
により誘発喀痰中の炎症細胞数 は有意に減
少し、その減少した細胞の８割程度を好中球
が占めていた（図３）。その機序としてテオ
フィリンが IL-8 の減少を介して好中球性炎
症を抑制しうると考えられた（図４）。窒素
化ストレスに対する効果については、まず免
疫染色による検討を行い、テオフィリン投与
により気道中のニトロタイロシン陽性細胞
が減少すること、つまり、ＣＯＰＤ気道にお
いてテオフィリンは窒素化ストレスを改善
させる効果をもつことが示された（図５）。
次に本研究課題である酸化ストレスの精密
測定システム（HPLC/ ECD 法）を用いて、誘
発喀痰上清中の蛋白結合 3-ニトロタイロシ
ンの精密定量測定を加えた。その結果テオフ
ィリン投与によりタイロシンに占める窒素
化の比率が有意に減少していることが示さ
れ、精密な定量法においてもテオフィリンが
窒素化ストレス改善効果を持つことを示し、
またテオフィリンによる COPD 気道での窒素
化ストレス減少程度は好中球浸潤抑制程度
と相関し（図６）、両者の因果関係が示唆さ
れ、同薬剤が COPD の新たな抗炎症薬となる
可能性があると考えられた（図７）。今後は
本システムを用いて COPD の気道・肺炎症に
関連する原因物質を特定し、その病的意義及
び特異的に制御しうる薬剤の検証をすすめ
て、COPDの病態解明・治療効率の向上へ寄与



 

 

できると考えられる。 
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      図３ 

テオフィリンのIL-8に対する効果
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      図４ 

3-Nitrotyrosine免疫染色
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      図５ 

精密定量法を用いた
テオフィリンによる窒素化ストレスの改善効果

喀痰上清中のチロシンの窒素化率
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気道炎症改善

テオフィリンは、好中球数を減少させ同時に窒素化ストレスを抑制する。

双方の抑制程度が正の相関を示すことから、好中球浸潤を抑制すること

により窒素化ストレスを改善する可能性がある  

     図６ 

COPDの病態とテオフィリン
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