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研究成果の概要（和文）：脳組織生スライスを対象に、リアルタイムバイオラジオグラフィを用

いて、活性酸素の生成を解析して、以下の結果を得た。（１）活性酸素は低酸素後の再酸素時に、

糖代謝は低酸素時に亢進する。（２）ミトコンドリアを活性酸素の生成の主要な場として明らか

にした。（３）活性酸素制御法の開発を目的に、カロリー制限の活性酸素生成に対する影響を検

討、カロリー制限は活性酸素生成に影響を与えないことを示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined reactive oxygen radical-dependent chemiluminescent 
signals in ex-vivo brain slices using a novel photonic imaging method "real-time 
bioradiography". Results are as follows. (1) Reactive oxygen radical generation and 
glucose metabolism was enhanced during hypoxia-reoxygenation and hypoxia, respectively. 
(2) Mitochondria are suggested as major sites of reactive oxygen radical generation. (3) 
To develop the interventions to decelerate oxidative stress, we examined effect of calorie 
restriction on reactive oxygen radical generation. However, calorie restriction did not 
change the reactive oxygen radical generation. 
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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。酸化ストレスの原因物質で
ある活性酸素は生体分子と反応する性質が
強く、寿命が極めて短いため、一般の物質の

ように体外に取り出して測定することはで
きない。そこで、活性酸素の測定のための方
法論を確立して、その上で酸化ストレスの分
子機序の解明を行う。 
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（１）酸化ストレス分子機構の解明に関する
研究 

老化の進行や寿命は身体内外の環境因子か
らの影響も受ける。その環境因子として有力
視されるのが“酸化ストレス”である。酸化
ストレスの原因物質である活性酸素・フリー
ラジカルは、外因（化学物質、食物、紫外線、
放射線等）だけでなく内要因によっても生ず
る。ミトコンドリアのエネルギー産生システ
ムは極めて効率的だが、活性酸素という副生
成物を生ずる。本研究は酸化的ストレスの原
因物質である活性酸素の生成機序を明らか
にすることを目的とした。 

 

（２）活性酸素の生成の細胞内位置情報に関
する研究 

酸化傷害の分子機序を解明するには、活性酸
素とその制御を担う抗酸化物質・抗酸化酵素
を考慮する必要がある。しかし、細胞内にお
ける活性酸素の生成と消去系の配置と量は
明らかでない。本研究では、活性酸素の生成
場所と量を類推することを目的とした。 

 

（３）酸化ストレスの制御法の検証と開発に
関する研究 

 カロリー制限は老化遅延・寿命延長や脳神
経変性疾患の予防に有効であることが知ら
れている。カロリーを制限することなく同様
の効果が期待される「カロリー制限模倣剤」
が提案された。カロリー制限および模倣剤の
作用機作に活性酸素制御がかかわっている
と考え、その検証を試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）酸化ストレス分子機構の解明に関する
研究 
低酸素‐再酸素過程の脳組織生スライスに
おける活性酸素(O2

・－)の生成をルシゲニンに
よる化学発光画像から、糖代謝は FDG による
放射線画像から、検討した。さらに、活性酸
素の発生に対する、ミトコンドリア電子伝達、
キサンチン‐ヒポキサンチンオキシダーゼ、
NAD(P)H オキシダーゼの関与を、阻害剤（ア
ロプリノール、シアン、ロテノン、アンチマ
イシン A）を用いて検討した。これにより、
定常状態と脳虚血‐再灌流における活性酸
素の生成機序、脳内の活性酸素の生成の部位
と時間変化を明らかにした。 
 
（２）活性酸素の生成の細胞内位置情報に関
する研究 
Mn-SOD (SOD2：ミトコンドリア)と Cu,Zn-SOD 
(SOD1：細胞質)欠失マウスを作成して、低酸
素‐再酸素過程の組織生スライスにおける
活性酸素の生成と糖代謝を野生と比較検討
することで、 (a)化学発光探索子の活性酸素
反応特異性の確認、(b)細胞内で生成されて

いる O2
・－と SODによって消去されている割合

の確認、(c)ミトコンドリアと細胞質で生成
している活性酸素の割合の確認を試みた。 
 
（３）酸化ストレスの制御法の検証と開発に
関する研究 
 カロリー制限したラット脳生切片にルシ
ゲニンを含むクレブス-リンゲル液中で低酸
素-再酸素処理を施した。この間、切片より
発生する O2

・－依存性化学発光をリアルタイム
バイオラジオグラフィ法で画像収集・解析し
た。さらに、無処理のラット脳性切片を用い
て、グルコース（Glc）濃度低下およびCR模
倣剤の候補である 2-デオキシグルコース
(2-DG)添加の化学発光強度に対する影響に
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）酸化ストレス分子機構の解明に関する
研究 
O2

・－依存性発光は再酸素処理時に著しく増強
した。FDG の集積で評価した糖代謝は無酸素
時に亢進した。O2

・－依存性発光はロテノン、
アンチマイシン A、シアン処理によって一過
性に亢進したが、3-ニトロプロピオン酸、ア
ロプリノールによって影響を受けなかった。
以上の結果から、ミトコンドリアにおける
O2

・－生成部位としては、Complex I、III、IV
が示唆された。 
 
（２）活性酸素の生成の細胞内位置情報に関
する研究 
 O2

・－依存性発光は膜透過性 SOD mimic
（EUK-8）の処理によって低下したが、
Cu,Zn-SOD では影響を受けなかった。Mn-SOD
欠損マウス(SOD2(-/-))、Cu,Zn-SOD 欠損マウ
ス(SOD1(-/-))をから作成した脳組織生切片
の O2

・－依存性化学発光を野生と比較した。定
常状態の O2

・－依存性発光は、SOD1(-/-)と
SOD2(-/-)で野生に比べて亢進した。SOD1（細
胞質）、SOD2（ミトコンドリア：Mt）の局在
性から、細胞質と Mt の O2

・－量は同等か細胞
質の方が多いと推察された。しかし、Mtの容
量を考慮すると、O2

・－濃度では Mt の方が高
いと考えられた。再酸素時の発光亢進は
SOD2(-/-)で顕著で、再酸素時には Mtで O2

・－

生成が亢進すると推察された。 
 
（３）酸化ストレスの制御法の検証と開発に
関する研究 
カロリー制限した脳組織切片のO2

・－依存性化
学発光は無処置の切片の化学発光と変わら
なかった。酸素存在時（定常状態）における
化学発光は、Glc 濃度低下および2-DG 添加に
よって減弱した。しかし、2-DG を添加による
化学発光強度の減弱はGlc濃度の低下時の減
弱に比べ緩やかだった。（１）Glc 濃度低下お



よび 2-DG 添加が Glc 代謝を抑制すること、
（２）2-DG による Glc 代謝抑制は Glc 濃度低
下による抑制よりも劣ることが示唆された。 
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