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研究成果の概要： 
 本研究では、全合成型の電気化学活性酸素種センサーを用いた経時的生体内活性酸素種測定法を確立

した。ラット前脳虚血再潅流モデルおよびエンドトキシン血症において活性酸素種傷害の病態を解明し、

治療薬の検討を行った。 

ラット前脳虚血再潅流モデルでは、虚血中からスーパーオキシド（O2
－･）の産生を認め、再潅流後から

著明な上昇を認めた。また、軽度低体温・高濃度酸素投与は O2
－･の産生を抑制し、活性酸素種傷害を抑制

した。高血糖は O2
－･の産生を増悪させ、活性酸素種傷害を悪化させた。治療薬としてアロプリノール、ウ

リナスタチン、フィゾスチグミンを検討し、各々の薬剤で O2
－･抑制効果を得た。 

ラットエンドトキシン血症では、エンドトキシン投与 1 時間後よりは O2
－･の産生を認め、活性酸素種傷

害・組織障害を認めた。ウリナスタチンにより、O2
－･の産生は抑制された。 
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素種（Reactive Oxygen Species, 

ROS）は生体防御機能などにおいて生体にと

って重要な機能を司っているが、虚血再灌流

障害や重症感染症などの病態では、過剰に産

生された ROS が生体に牙を剥き組織障害を

きたすことが知られている。生体内の ROS
は、そのほとんどがスーパーオキシドアニオ

ンラジカル（O2－·）から派生したものであり、

O2－·の動態を把握することが活性酸素種に

よる生体傷害の病態の解明につながると考

えられる。しかしながら、O2－·は不安定ラジ

カルであるため生体内での経時的な測定は

困難であり、生体での動態は不明であった。 
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２．研究の目的 
本研究では、全合成型の電気化学活性酸素

種センサーを用いた経時的生体内活性酸素

種測定法を確立し、虚血再潅流障害や重症感

染症など活性酸素種が影響している病態に

おいて O2－·の動態を把握することにより、活

性酸素種による生体傷害の病態を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ラット前脳虚血再潅流モデルにおける

O2－·の測定 
① SOD 投与による O2－･の検証 
ラットの前脳虚血再潅流モデルは全身麻

酔、人工呼吸（吸入酸素濃度 FIO2：0.4）下

に血圧、血液ガス等をモニターし、脱血性低

血圧と両側総頚動脈結紮で作成した。 
対照群は虚血時に両側総頚動脈結紮は行

わず、脱血性低血圧のみとした。前脳虚血再

灌流を行う虚血再灌流群 、前脳虚血再灌流

を行い再灌流 20分後にSODを投与する虚血

再灌流+SOD 群、および対照群の３群で検討

を行った。前脳虚血を 20 分間行った後に再

潅流を行い、再潅流 60 分後まで観察した。   

頚静脈内に O2－･電極を挿入し、経時的に脳

潅流血中の O2－･値を測定した。虚血再灌流

+SOD 群では、再潅流 20 分後に SOD 5 U/g 
b.w.を静脈内投与した。再灌流 60 分後に血漿

を採取後、冷生食で潅流し脳組織を採取した。 
O2－･は電流値として測定し、虚血前のベー

ス値からの上昇分⊿I（nA）で検討した。ま

た、⊿I を単位時間で積分して得られた電荷

量 Q（μC、単位時間に発生した O2－･量を反

映）の検討も行った（図１）。 
再潅流 60 分後の血漿および脳組織中で脂

質過酸化物質であるマロン酸アルデヒド

（malonedialdehyde : MDA）を測定した。 
② 軽度低体温の効果について 
 前脳虚血（20 分）再灌流（60 分）を行い

再潅流直後に体温を 37℃に維持する常温群

と 32℃で維持する低体温群、および対照群の

3 群で検討を行った。 
③ 高濃度酸素投与の影響について 
前脳虚血（10 分）再灌流（120 分）を行い再

潅流後も FIO2を 0.4 に保つ正常酸素群 、再

潅流後からFIO2を1.0に上昇させる高濃度酸

素群の 2 群で検討を行った。 
④ 高血糖状態の影響について 
 虚血作成前に 20％ブドウ糖液を投与し血

糖値 300 mg/dL 以上を達成した高血糖群、お

よび生食を投与した正常血糖群の 2群で前脳

虚血（10 分）再灌流（120 分）を行い、検討

を行った。 

⑤ アロプリノール投与の効果について 
 虚血作成の 24 時間および 1 時間前にアロ

プリノール 100 μg/g を投与するアロプリノ

ール低濃度群、アロプリノール 200 μg/g を
投与するアロプリノール高濃度群、生食を投

与する対照群の 3 群で前脳虚血（10 分）再灌

流（120 分）を行い、検討を行った。 
⑥ ウリナスタチン投与の効果について 
 再潅流直後にウリナスタチン 5 U/g b.w.を
静注する UTI 群と同量の生食を投与する対

照群の 2 群で前脳虚血（20 分）再灌流（60
分）を行い、検討を行った。 
⑦ フィゾスチグミン投与の効果について 
虚血作成の 24 時間および 1 時間前にフィゾ

スチグミン 80 μg/g を投与するフィゾスチ

グミン群、生食を投与する対照群の２群で前

脳虚血（10 分）再灌流（120 分）を行い、検

討を行った。 

 
 
（２）ラットエンドトキシン血症モデルにお

ける O2－·の測定 

① SOD 投与による O2－･の検証 
ラットのエンドトキシン血症モデルは全

身麻酔、人工呼吸（吸入酸素濃度 FIO2：0.4）
下に血圧、血液ガス等をモニターし、リポポ

リ多糖類（LPS）3 mg/kg b.w.の静脈内投与

で作成した。 
対照群、LPS 投与を行う LPS 群、LPS 投

与後 SOD を 5 U/g b.w./h 持続投与する

LPS+SOD 群の 3 群で検討を行った。 
対照群は同量の生食投与を行った。右心房

内に O2－･電極を挿入し、LPS 投与 6 時間後

まで経時的に混合静脈血中の O2－･値を測定

した。また、LPS 投与 6 時間後に血漿を採取

し、MDA、可溶性 intracellular adhesion 
molecule-1(sICAM1)の測定を行い、脂質過酸

化と血管内皮傷害の定量を行った。 

② ウリナスタチン投与の効果について 
 LPS 投与直後にウリナスタチン 5 U/g b.w.
を静注する UTI 群と同量の生食を投与する

対照群の 2 群で検討を行った。 
 



 

 

４．研究成果 

（１）ラット前脳虚血再潅流モデルにおける

O2－·の測定 
① SOD 投与による O2－･の検証 
図２に頚静脈内で測定した O2－･電流値の

上昇値⊿I を示す。虚血後から 3 群ともに電

流値の上昇を認め、再潅流直後から虚血再灌

流群、虚血再灌流+SOD 群では電流値の更な

る上昇を認めた。虚血再灌流+SOD 群では、

再潅流20分後のSOD投与後から電流値の低

下を認めた。 
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再潅流後の電荷量を 20 分毎に算出した

（Q1、Q2、Q3）。再潅流 20 分後までは、再

潅流群と再潅流＋SOD 群には差がなかった

が、再潅流 20 分から 40 分後、40 分から 60
分後では、再潅流＋SOD 群では、虚血再潅流

群に比べ有意に低値であった（Q2: p < 0.05, 
Q3: p < 0.01）。対照群に対し、虚血再潅流を

行った 2 群は、経過中の Q 値は有意に高値で

あった（p < 0.01） 
再潅流 1 時間後の脳組織中および血漿

MDA を測定した。虚血再潅流群および虚血

再潅流+SOD 群の脳組織中の MDA は対照群

に対して有意に高値であった（p < 0.01）。虚

血再潅流群および虚血再潅流+SOD群の間に

は有意差を認めなかった。虚血再潅流群の血

漿 MDA は、対照群に対して有意に高値であ

った（p < 0.01）。虚血再灌流+SOD 群の血漿

MDA は、虚血再灌流群に対して有意に抑制

された（p < 0.05）。 
 再潅流後 1 時間の O2－･量を反映する Total 
Q (Q1+Q2+Q3)と脳組織中および血漿 MDA
濃度との相関を検討したところ。脳組織中お

よび血漿 MDA は各々Total Q と有意な正の

相関を認めた（p < 0.01）。 
   
②軽度低体温の効果について 
 図 3 に頚静脈血中の O2－･電流値の上昇値

⊿I を示す。虚血後から 3 群ともに電流値の

上昇を認め、再潅流直後から正常体温群では

電流値の更なる上昇を認めた。対照群および

軽度低体温群は再潅流後から電流値上昇の

抑制を認めた。 

 
虚血中の電荷量Qは3群間で差がなかった

が、再潅流後、低体温群で正常体温群に比べ

有意に Q 値の抑制を認めた。 
再潅流 2 時間後の脳組織中および血漿

MDA を測定した。正常体温群の脳組織中お

よび血漿中の MDA は対照群に対して有意に

高値であった（p < 0.01）。低体温群の脳組織

中および血漿中の MDA は正常体温群に比べ

有意に抑制されていた（脳組織中：p<0.05、
血漿中：p < 0.01）。 

再潅流後 2 時間の O2－･量を反映する Total 
Q と脳組織中および血漿 MDA 濃度との相関

を検討したところ、脳組織中および血漿

MDA は各々Total Q と有意な正の相関を認

めた（p < 0.01）。 
 
③ 高濃度酸素投与の影響について 

図 4 に頚静脈血中の O2－･電流値の上昇値

⊿I を示す。虚血後から２群ともに電流値の

上昇を認め、再潅流直後から正常酸素濃度群

では電流値の更なる上昇を認めた。高濃度酸

素投与群では再潅流後電流値上昇の抑制を

認めた。 

 
虚血中の電荷量 Q は両群間で差がなかっ

たが、再潅流後、高濃度酸素投与群の Q 値は

正常酸素濃度群に比べ有意に抑制された。 
 高濃度酸素投与群の脳組織中および血漿

中の MDA は正常酸素濃度群に対して有意に



 

 

低値であった（p < 0.01）。脳組織中および血

漿 MDA はともに Total Q と有意な正の相関

を認めた（p < 0.01）。 
 
④ 高血糖状態の影響について 
図 5 に頚静脈中の O2－･電流値の上昇値⊿I

を示す。再潅流直後から高血糖群では正常血

糖群に比べ電流値の更なる上昇を認めた。 

 
虚血中の電荷量 Q は両群間で差がなかっ

たが、再潅流後、高血糖群の Q 値は正常血糖

群に比べ有意に高値であった。 
高血糖群の脳組織中および血漿中 MDA は

正常血糖群に対して有意に高値であった（p < 
0.05）。脳組織中および血漿 MDA はともに

Total Q と有意な正の相関を認めた（p < 
0.01）。 

 
⑤ アロプリノールの効果について 
 図 6 に頚静脈中の O2－･電流値の上昇値⊿I
を示す。再潅流直後からアロプリノール投与

群では対照群に比べ濃度依存性に電流値の

抑制を認めた。 

 
虚血中の電荷量 Q は両群間で差がなかっ

たが、再潅流後、アロプリノール投与群では

対照群に比べ濃度依存性に Q 値の抑制を認

めた。 
アロプリノール群の脳組織中および血漿

中 MDA は対照群に比べ濃度依存性に有意に

抑制された（p < 0.01）。脳組織中および血漿

MDA はともに Total Q と有意な正の相関を

認めた（p < 0.01）。 
 

 
⑥ ウリナスタチン投与の効果について 
図 7 に頚静脈血中の O2－･電流値の上昇値

⊿I を示す。虚血後から２群ともに電流値の

上昇を認め、再潅流直後から対照群では電流

値の更なる上昇を認めた。UTI 群では再潅流

後電流値上昇の抑制を認めた。 

 
虚血中の電荷量 Q は両群間で差がなかっ

たが、再潅流後、UTI 群では対照群に比べ有

意に Q 値の抑制を認めた。 
UTI 群の脳組織中および血漿中 MDA は対

照群に比べ有意に抑制された（p < 0.05）。脳

組織中および血漿 MDA はともに Total Q と

有意な正の相関を認めた（p < 0.01）。 
 
⑦ フィゾスチグミン投与の効果について 

図 8 に頚静脈血中の O2－･電流値の上昇値

⊿I を示す。虚血後から２群ともに電流値の

上昇を認め、再潅流直後から対照群では電流

値の更なる上昇を認めた。フィゾスチグミン

群では再潅流後電流値上昇の抑制を認めた。 

 
虚血中の電荷量 Q は両群間で差がなかっ

たが、再潅流後、フィゾスチグミン群では対

照群に比べ有意に Q 値の抑制を認めた。 
UTI 群の脳組織中および血漿中 MDA は対

照群に比べ有意に抑制された（p < 0.01）。脳

組織中および血漿 MDA はともに Total Q と

有意な正の相関を認めた（p < 0.01）。 



 

 

以上の結果から、ラットの前脳虚血再潅流
モデルにおいて、虚血中から頚静脈中で O2－･
の産生を認め、再潅流後から著明な上昇を認
めた。O2－･値は脳組織中および血漿中の脂質
過酸化物質である MDA と有意に相関してお
り、O2－･値が酸化ストレス障害の指標となる
ことが示唆された。 

また、軽度低体温・高濃度酸素投与は O2－･
の産生を抑制し、活性酸素種傷害を抑制した。
高血糖は O2－･の産生を増悪させ、活性酸素
種傷害を悪化させた。アロプリノール、ウリ
ナスタチン、フィゾスチグミンには O2－･抑
制効果を認め、ラジカル傷害治療薬としての
効果が期待された。 
  
 
（２）ラットエンドトキシン血症における

O2－·の測定 

① SOD 投与による O2－･の検証 
 図 9 に混合静脈血中の O2－･電流値の上昇

値⊿I を示す。LPS 群において LPS 投与 1
時間後より O2－･電流値の上昇を認め、5 時間

後にはプラトーとなった。SOD の持続投与に

より電流値の抑制を認めた。 

 
 LPS 投与から 6 時間の電荷量 Q は LPS 群

で 対 照 群 に 比 べ 有 意 に 高 値 で あ っ た

（p<0.01）。LPS+SOD 群では LPS 群に比べ

有意に抑制された（p<0.01）。 
LPS 投与 6 時間後の血漿 MDA は LPS 群

で対照群に比べ有意に増加していた（p < 
0.01）。また、LPS+SOD 群の血漿 MDA も対

照群に比べ有意に増加していた（p < 0.05）。 
LPS 群および LPS+SOD 群の sICAM1 は

対照群に比べ有意に増加していた（p < 0.01）。 
LPS 投与後 6 時間の Q と MDA および

sICAM1 との相関を検討したところ、MDA
および sICAM1はともにTotal Qと有意な正

の相関を認めた（p < 0.01）。 
 
② ウリナスタチン投与の効果について 
図 10 に混合静脈血中の O2－･電流値の上昇

値⊿I を示す。LPS 群において LPS 投与 1
時間後より O2－･電流値の上昇を認め、5 時間

後にはプラトーとなった。UTI 群では電流値

の抑制を認めた。  

 
 LPS 投与から 6 時間の電荷量 Q は UTI 群
で対照群に比べ有意に抑制された（p<0.01）。 

UTI 群の血漿中 MDA は対照群に比べ有意

に抑制されていた（p < 0.01）。また、Q と血

漿 MDA の間には有意な正の相関を認めた（p 
< 0.01）。 

UTI 群の血漿中 sICAM1 は対照群に比べ

有意に抑制されていた（p < 0.01）。また、

Total Q と血漿 sICAM1 の間には有意な正の

相関を認めた（p < 0.01）。 
 

以上の結果から、ラットエンドトキシン血
症モデルにおいて、混合静脈血中で O2－･の
産生を認めた。また、O2－･値は血漿中の脂質
過酸化物質である MDA および血管内皮傷害
の指標である sICAM1 と有意に相関してお
り、O2－･値が酸化ストレス障害および血管内
皮障害の指標となることが示唆された。 

また、ウリナスタチンには O2－･抑制効果
を認め、ラジカル傷害治療薬としての効果が
期待された。 
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