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研究成果の概要（和文）：4-Hydroxynonenal (HNE)の時間分解蛍光測定法を用いて,若年・中年・

高齢者の睡眠時無呼吸症候群（Sleep Apnea Syndrome, SAS）患者群と対照群の血中 HNE 濃度を測

定した. SAS 患者はどの年代においても血中 HNE 値が健常者より高かった． SAS のラットのモデ

ルを確立した．ラットの飼育箱の中に窒素ガス発生装置から発生した窒素と空気をブレンドしな

がら間歇的に低酸素暴露できる（Intermittent Hypoxia, IH）装置を開発した.この装置で IH 暴

露したラットは右心肥大，肺高血圧等，SAS の病態を再現していた．IH ラットの血中 HNE 濃度は

上昇していた．以上より SAS の病態に HNE や酸化ストレスが関与していると推定される． 
 
研究成果の概要（英文）：4-Hydroxynonenal (HNE)is an useful marker for oxidative stress. We 
have developed a highly sensitive method to quantify HNE using time-resolved 
fluoroimmunoassay. By the method, we found higher serum HNE levels in the patients of sleep 
apnea syndrome (SAS) compared to the healthy control, in young, middle-aged and elderly 
groups. We also developed an apparatus in which rats are exposed to intermittent hypoxia 
by use of nitrogen gas generator. The rats underwent IH showed right ventricular hypertrophy 
and pulmonary hypertension which are pathognomonic for SAS. Serum HNE was increased in the 
“IH” rats. These observations suggest that HNE and oxidative stress contribute to the 
pathogenesis of SAS.  
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１．研究開始当初の背景 

睡 眠 時 無 呼 吸 症 候 群 （ Sleep Apnea 

Syndrome: SAS）には中枢性と末梢性があり，

後者は肥満による上咽頭筋の緊張低下によ



る上気道閉塞を伴うことが多い． SAS は間

歇的低酸素・高炭酸血症，血小板凝集能・

血液凝固能上昇，交感神経系過緊張，

Renin-Angiotensin System (RAS)の活性化

による高血圧，急性冠症候群，不整脈等と

の関連性が注目されている． 

 一方，高血圧，耐糖能異常，脂質代謝異

常，肥満等が共存するメタボリック症候群

による心血管系疾患，特に急性冠症候群の

リスク増加が注目されている．そしてこれ

らの急性冠症候群，メタボリック症候群，

SAS の病態には活性酸素種（Reactive 

Oxygen Species: ROS）が寄与していること

が注目されているがエビデンスは乏しい． 

 ROS は，心血管系，単球，白血球等の NADPH 

oxidase，脱共役状態の内皮型一酸化窒素

(NO)産生酵素（eNOS），ミトコンドリア等よ

り生成され，細胞膜の脂質を過酸化して

4-hydroxynonenal (HNE)，malonylaldehyde

等の過酸化脂質を生成し，これが蛋白質の

Cys， His 残基と結合し，その機能を傷害す

る．HNE は signal transduction の key 

molecule と し て 抗 酸 化 酵 素 で あ る

Heme-Oxygenase (HO)-1 の転写活性化，酸化

ストレス関連転写因子 Nrf2 の核への移行を

促進し酸化ストレス関連遺伝子群を誘導す

る（Prog Lipid Res 2003）．動脈硬化巣，特

に泡沫化細胞に豊富に存在する炎症関連酵

素 Cyclooxigenase (COX)-2 の転写活性化に

寄与するとされている．私は HNE の時間分解

蛍光イムノアッセイを開発し，従来の ELISA

の約100倍の感度で血液中のHNEを測定可能

にした(Kimura H,et al. Free Radic Res, 39, 

845-851. 2005.)．その結果，LPS 投与軽度

炎症モデルラットでの血中単球 NADPH 

oxidase から一過性の ROS 生成を見出し，ま

た同じ炎症モデルで，腸管粘膜形質細胞の

ROS 生成に伴い IgA が HNE 化により多量体化

してその抗体活性を失うことを見出した．こ

れまでの数報の論文では，SAS 患者の血中

ROSや酸化ストレスのマーカーの上昇が報告

されているが，酸化ストレスマーカーの日内

変動，酸化ストレスの SAS 病態，交感神経活

動，炎症・冠動脈症候群の指標との関連性を

体系的に調べた研究はなかった．SAS の病態

はラット・マウスを使って間歇的低酸素暴露

の持続により再現できると考えられる．この

モデルを利用して，最近，SASが心筋収縮能，

心筋・神経障害（細胞死，病変），高血圧，

呼吸不全（筋緊張，反射）の病態に及ぼす影

響に関する研究が散見される．抗酸化剤の効

果を検証した論文も 2，3 あるが，酸化スト

レスと SAS の病態の関連性に関する体系的

な研究はない． 

HNEと同様に酸化ストレスマーカーの一つで

ある Nitrotyrosine (NT)は,ROS と NO が反応

して生成する．木村は NT の高感度測定法も

開発し，自然発症高血圧ラットに運動を負荷

した後，大動脈の抗酸化酵素の Mn SOD が誘

導されて NT 上昇が抑制されることを見いだ

した．SAS 患者血清の NT 測定データは，NO

が血圧低下に，ROS が上昇に寄与することを

考えると，本研究の SAS の高血圧の病態を理

解する上で極めて重要であり，有用である． 

共同研究者である吉田は，虚血・再灌流によ

る心筋障害・心筋細胞死を長年研究してきた．

大野は臨床医師として虎の門病院循環器セ

ンター内科の症例を用いて，SAS の無呼吸指

数，血中酸素飽和度，炎症指数，急性冠症候

群指標などと，酸化ストレスマーカーレベル

との関連性を検討し，治療効果の指標となる

知見を得ることを目的とした．そして，法医

学のみらず臨床応用にも役立つと考えてこ

の研究に着手した．  

２．研究の目的 

警察官や精神病院の看護師が，興奮している



 [臨床研究] 人の身体を拘束しているときに突然死する

ことがある．これには心肥大，冠動脈硬化症，

高血圧等に加えて SASの関与が疑われる人が

いる．法医学実務上，死因が不整脈や心臓性

突然死であることの証明は難しく，法的には

身体拘束をした人の過失責任が問われるこ

とがある．SAS の関与する突然死の原因を正

しく究明するため，SASモデルのラットや SAS

患者血清を用いて，身体拘束のような心理ス

トレスを誘因とする不整脈や心臓性突然死

が惹起されるか否か，またそのような突然死

の発生や SAS の病態に”酸化ストレス”がど

のような機序で関与しているかについて検

討し，明らかにすることが本研究の目的であ

る．  

虎ノ門病院の睡眠センターで SAS患者と診断

された30歳代から70歳代のヒトの血清約50

検体，対照として，年齢・性別等を合わせた

健康診断の被験者血清を用い（研究は生命倫

理委員会で承認され，検体はインフォームド

コンセントを得て採取された．）酸化ストレ

スマーカーである 4-hydroxynonenal (HNE)

とニトロチロシン(NT)を，私達の開発した時

間分解蛍光イムノアッセイで測定した． SAS

患者と対照者の就寝前，就寝中，起床直後，

日中に血液を採取して，時間分解蛍光測定法

によって HNE)・NT を測定し，日内変動パタ

ーンを調べた． 

４．研究成果 

血中の HNE 値は，SAS 患者は，どの年代にお

いても健常者より高かった（図 2）. NT 値は

30 歳代では，SAS 患者が健常者より低い傾向

を示したが，有意ではなかった．他の年代で

は，SAS と健常者に差を認めなかったが，個

体差が大きかった（図 3）．また，SAS 患者は

就寝前と比べて，起床時の酸化ストレスマー

カー値が高値を示すことがわかった（図 4a）．

予想に反して，持続気道陽圧療法（CPAP）１

週間後，酸化ストレスマーカーが高値を示し

た．これは，負担の大きい CPAP による精神

的ストレスの影響と考えられた．   

３．研究の方法 

 

図1. 窒素ガス発生装置を使用した間歇的低

酸素暴露装置 

 

図 2.年代別に比較した SAS 患者血清の HNE 

睡眠時無呼吸症候群(SAS)のモデルとして，SD

雄ラット(7週齢)を1・4・6週，１日8時間間歇

的低酸素（4％O2）に90秒，常酸素（21％O2）

に90秒曝露（Intermittent Hypoxia, IH）し

た（図1）． 血液ガス，心拍数，血圧，心機

能，心肥大について評価した．心臓は，右室

(R)，左室＋心室中隔(L＋S)に分離した．さら

にP1e（1000 rpm, ppt：核）， P2e (100000 rpm, 

ppt：ミトコンドリア，小胞体，細胞膜)， S 

(100000 rpm, sup：細胞質)に分画して酸化ス

トレスマーカー(HNE, NT)を測定した． 



 

図 3.年代別に比較した SAS 患者血清の NT 
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図 4. SAS 患者血清の HNE の日内変動． 

a:SAS, b:normal, c: CPAP 装着時を示す． 

 

次に SAS のメカニズム研究のため、ラットを

用いた間歇的低酸素曝露（Intermittent 

Hypoxia, IH）装置を開発した．今までのモ

デルは，小容器に 1匹ずつ動物を閉じ込める

ストレスと、窒素ガスボンベの頻回の交換を

要することから,経費・手間がかかり実験効

率が悪かった.私達は飼育箱に工夫を凝らし、

窒素ガス発生装置を用いた“IH 動物作製装

置”を開発した．こうして低酸素ガスを作る

ことでチャンバー内ガス濃度を均一化，ソリ

ッドステートタイマーにより確実，正確な時

間管理をおこない，電磁弁により低酸素ガス

と airを時間毎に切り替えて永続的にガス供

給が可能になった．また，スクロール型エア

ーコンプレッサーで静音化し，プログラムタ

イマーでフルオート化が可能になった． 

6週のIH群は低酸素暴露により

PaO225.43torr,PaCO217.80torrと有意に低下

し，pH7.58と上昇した．収縮期血圧はIHの方

が高くなっている（114.89±9.89 vs 126.67

±7.76 p<0.05）が，拡張期血圧に対照群とIH

群で変化は見られない（93.3±7.78 vs 97.44

±2.40 p=0.23）．心拍数は対照群に対してIH

群の方が高かった（367.74±41.2 vs 411.67

±25.18 p<0.05）．間歇的かつ長期にわたる

低酸素血症は，心拍数と収縮期血圧の持続高

値を惹起することが分かった. 

酸化ストレスマーカーであるHNEとNT値は4週

以降増加する傾向が見られた．特に4週では，

対照およびIHについて，L+Sについて有意差は

見られないがRについてはIH群の値が大きく

なっていることが分かった．このことから酸

化ストレスは右室に大きく影響していると言

える（図 5）．反復性の低酸素血症は心肥大を

生じることが分かった（心臓/体重比 0.24±

0.01 vs 0.28± 0.01 p<0.01）. 右室優位な

両室肥大と考えられる（R/L+S 0.25±0.02 vs 

0.31±0.00 p<0.01）．以上のことからSASは

心拍数・収縮期血圧の高値を惹起すること，

右室優位の両室肥大を生じること，心エコー

にて心収縮能に変化がなかったこと（EF 

89.96±3.74 vs 89.00±3.64 p=0.33）から代

償性に心機能が維持されていると考えられる

．6週ラットでの結果で収縮期血圧が上がって

いるのになぜ左心には影響が出なかったのか

，その心機能の代償性について研究をする必

要がある．その背景には右室と左室の組織の

違いについても考慮する必要があると考えら



れる．また，外的変化は6週以降で出ると言わ

れているが，酸化ストレスマーカーの値の変

化は４週で見られたことからSASの早期発見

に応用できるかもしれないと考えられる． 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 
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図 5．間歇的低酸素曝露 4 週間のラット心筋

の HNE と NT（右：HNE,左：NT） 

こうして“IH 動物作製装置”で，多数のラッ

トを低経費・労力で再現性よく肺高血圧，右

心肥大を再現できるようになった．また IH

暴露によって，心臓にオートファジー（二重

膜により細胞質小領域・オルガネラを取込み、

リソソームと癒合・分解する現象）が誘導さ

れることを見出した．オートファジー阻害剤

の存在下，3 週までに再現よく心不全が誘導

された．この心臓を分析すると，IH 暴露によ

り，より高分子の HNE 修飾蛋白が増加してい

ることが分かった．また ubiquitin(Ub)化蛋

白が IH により右心室で左心室より強く発現

しており，オートファジー阻害剤により、増

加することを見出した．HNE, Ub により修飾

された蛋白は凝集体をつくりやすく，オート

ファジーにより処理できない場合，細胞・臓

器障害を惹起する．また，可溶性よりも凝集

した HNE・Ub 修飾蛋白がより強く収縮不全や

細胞死を惹起することから，IH による、HNE, 

Ub 生成と蛋白修飾が心不全の要因と考えら

れた．IH 暴露により、HNE・Ub 修飾が増強さ

れる細胞，オルガネラを免疫組織法で同定す

るとともに蛋白質を western blot 法、質量

分析によって、HNE・Ub 修飾蛋白を同定しつ

つある． 
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