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研究成果の概要（和文）：体外循環を使用した心臓手術では、赤血球溶血に関連した合併症が問題となる。体外
循環中の赤血球溶血の原因の一つは人工肺への過剰な酸素吹送で血液中に発生する酸化ストレスに起因すると言
われている。しかし、この酸化ストレスを手術中に検出する方法はない。そこで我々は、赤血球内の様々な物質
の中で炭酸脱水酵素に注目し検討を進めた。
結果、炭酸脱水酵素は酸化ストレス（過酸化水素）の濃度の上昇に伴い、酸化型に変化することを発見した。体
外循環中の酸化ストレスを炭酸脱水酵素で検出することで、心臓手術後の合併症を減らす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Complications related to erythrocyte hemolysis are a problem in cardiac 
surgery using extracorporeal circulation. One of the causes of erythrocyte hemolysis during 
extracorporeal circulation is said to be due to oxidative stress generated in the blood by excessive
 oxygen blown into the artificial lungs. However, there is no way to detect this oxidative stress 
during surgery. We focused on carbonic anhydrase among various substances in erythrocytes.
As a result, we found that carbonic anhydrase changes to the oxidized form as the concentration of 
oxidative stress (hydrogen peroxide) increases. Detection of oxidative stress during extracorporeal 
circulation with carbonic anhydrase suggested the possibility of reducing complications after 
cardiac surgery.

研究分野：体外循環
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体外循環では人工肺に高流量の酸素を吹送しガス交換が行われるが、このとき血液は過度の酸化ストレスに曝さ
れる。この酸化ストレスは溶血性貧血や急性腎障害など術後合併症の原因となるが、体外循環中にこれらの酸化
ストレスを検出する方法はない。本研究の成果は、体外循環中に人工肺に過剰な酸素を吹き付けないための指標
に「炭酸脱水酵素で検出する酸化ストレス」が加わり、心臓血管外科領域における様々な術後合併症の軽減に貢
献する可能性を見出したことである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
体外循環を使用した心臓手術後の赤血球溶血関連合併症は術後の予後に影響する（Vercaemst. 
J Extra Corpor Technol 2008）。一般的に体外循環中の赤血球溶血は機械的ストレス（せん断応
力）に起因すると考えられていたが、近年、酸化ストレスが溶血に関連することが注目されてい
る（Zakkar et al. Oxid Med Cell Longev 2015）。しかし、赤血球溶血と酸化ストレスの因果関
係は科学的に解明されていない。本研究では体外循環中の赤血球溶血の原因として、人工肺への
過剰な酸素吹送による赤血球への酸化ストレスの関与を想定し、その影響を明らかにする。そこ
で、赤血球内の抗酸化物質（グルタチオン系、チオレドキシン系、ペルオキシレドキシン系）、
特に赤血球内抗酸化作用として主要な役割を果たし、近年、システイン残基の過酸化（パースル
フィド化）（Sawa et al. Adv MicrobPhysiol 2018）が注目されているチオレドキシンに着眼し、
その活性中心の還元能およびシステイン残基の修飾を分析することを目的に研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
体外循環（人工心肺）を使用した心臓手術では人工肺より高流量の酸素を吹送するため、血液
は過度の酸化ストレスに曝される。この酸化ストレスが手術後の予後に影響する赤血球溶血関
連合併症を引き起こすことが考えられており、赤血球中の酸化ストレスをモニターする方法の
開発が必要である。そこで、レドックス制御蛋白質である赤血球中のチオレドキシン
（thioredoxin; TRX, 12kDa, SH×5）に着目し、酸化ストレス（過酸化水素）が TRX のチオール
基数（還元能）に及ぼす影響をチオール基のラベル化（ゲルシフトアッセイ）により検討した。
また、同実験系の中で過酸化水素濃度の上昇に伴い高感度に酸化還元状態が変化する新たな分
子を検出し、質量分析の結果、炭酸脱水酵素（Carbonic anhydrase 1; CA1, 29kDa, SH×1）を
同定した。そこで過酸化水素が CA1 の SH 基に及ぼす影響を検討し、同物質が体外循環中の酸化
ストレスモニタリングとして使用できるのか、併せて検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）レドックスラベルによる赤血球酸化ストレスモニター法の検討 
リコンビナント TRX(rTRX)および赤血球内 TRX(RBC-TRX)を対象に酸化ストレス（過酸化水素）
に対するシステイン残基酸化修飾を解析した。特に RBC-TRX は、ヘパリン採血後、血球分離溶液
（Polymorphprep；比重 1.113）を用い低速遠心で赤血球を分離した。赤血球を洗浄後、終濃度 0
μM から 500μM となる過酸化水素溶液と 1:1 の比率で過酸化水素に曝露した。赤血球を赤血球
溶血液（塩化アンモニウム等）で溶血させ、高速遠心後、上清を使用した。なお、rTRX および
RBC-TRX の還元能および構造変化はゲルシフトアッセイ（DOJINDO Protein-SHifter Plus:15kDa, 
PEG-PCMal:5kDa）、Western Blotting を用いて分析した。 
（2）過酸化水素が CA1 の SH 基に与える影響 
 赤血球内に豊富に存在する抗酸化物質が酸化ストレスのバイオマーカーになるものと考え検
討を進める中、SH 基のラベル化によるゲルシフトアッセイで酸化ストレス(終濃度 0μM から
10mM となる過酸化水素溶液)に高感度に反応する新たな分子を検出し、質量分析の結果、
Carbonic Anhydrase 1（CA1:分子量 29kDa）であることを同定した。そこで、recombinant 
CA1(rCA1)を作製し、酸化ストレスが rCA1 内のシステイン残基に及ぼす影響を、ゲルシフトアッ
セイ（PEG-PCMal）を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
（1）レドックスラベルによる赤血球酸化ストレスモニター法の検討 
①過酸化水素が rTRX に及ぼす影響 
rTRX は過酸化水素濃度の上昇に伴い分子間結合（二量体および四量体）を形成した。また、過
酸化水素濃度の上昇に伴い rTRX のチオール基数の減少（還元能の低下）を観測した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1:過酸化水素が rTRX に及ぼす影響 



②過酸化水素が RBC-TRX に及ぼす影響 
過酸化水素濃度の上昇に伴う RBC-TRX のチオール基数に変化（還元能の変化）を認めなかった
（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2:過酸化水素が RBC-TRX に及ぼす影響 
 
よって、体外循環中の RBC-TRX は還元状態を維持しており、体外循環中の赤血球酸化ストレスモ
ニターとして、RBC-TRX を使用できない可能性が示唆された。 
 
③酸化還元状態が変化する新たな分子：Carbonic anhydrase 1 
一方、同実験では、Western Blotting 後の Gel の CBB 染色で、過酸化水素濃度の上昇に伴い高
感度に酸化還元状態が変化する新たな分子を検出し、質量分析の結果、炭酸脱水酵素（Carbonic 
anhydrase 1; CA1,29kDa SH ×1）を同定した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3: 酸化還元状態が変化する新たな分子：Carbonic anhydrase 1 
 
(2）過酸化水素が rCA1 の SH 基に与える影響 
rCA1は過酸化水素濃度の上昇に伴い血漿中で速やかに酸化型 r-CA1に変化した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4: 過酸化水素が rCA1 の SH 基に与える影響 
 
よって、rCA1が体外循環中の酸化ストレスを検出し、同分子が酸化ストレスをモニタリン
グできる可能性が強く示唆された。 
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