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Oxidative stress is a continuous level of oxidative damage in animal cells, which is caused by an overabundance of
reactive oxygen species or a decline in antioxidant ability against them. Oxidative stress increases with individual risk
factors of atherosclerosis such as obesity, hypertension, hyperlipidemia, diabetes and smoking. Thus, oxidative stress is
considered to play a key role in the pathogenesis of atherosclerosis. This review discusses the relationship between oxida-
tive stress and atherosclerosis based on ˆndings from our research group. We have found that atherosclerotic lesions are
formed in the aorta of mice fed a high-cholesterol and high-linoleic diet, in parallel with elevated serum lipid peroxide
levels. This model is useful for primary screening of antiatherosclerotic agents with antioxidative activity. One notable
factor in the development of atherosclerosis is oxidized low-density lipoprotein (OxLDL). In order to examine OxLDL
levels in blood, we have developed anion-exchange HPLC methods using stepwise elution. Using these methods, we have
found that OxLDL markedly increases in a rat model of metabolic syndrome, in animals exposed to cigarette smoke and
in smokers in parallel with other oxidative stress markers. These oxidative stress markers have been attenuated by ad-
ministration of several antioxidants. In addition, we have found that smoking accelerates atherogenesis in the aorta of
apoE-deˆcient mice and this acceleration can be ameliorated by administration of vitamin E. These observations suggest
that antioxidant supplementation may be an eŠective therapeutic strategy for metabolic syndrome and smoking-induced
diseases in which elevated oxidative stress plays a pivotal role.
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ynitrite

1. はじめに

酸素は，地球上で最も豊富な元素の 1 つであり，

われわれが絶え間なく呼吸している空気の 21％を

占めている．哺乳動物は，生命維持に必要なエネル

ギー（ATP）を効率よく獲得するために酸素を利

用している．すなわち，生体に取り込まれた酸素の

大部分は，細胞内のミトコンドリアの呼吸鎖（電子

伝達系の酸化的リン酸化）による ATP 産生に使わ

れている．しかし，この酸化過程において酸素の約

2％が化学反応性の極めて強いスーパーオキシドな

どの活性酸素種（ROS: reactive oxygen species）に

なる（Table 1）．生成した ROS は体細胞を無差別

に損傷するが，生体には ROS に対抗する精巧な抗

酸化防御機構や損傷された部位を修復する機構が備

わっているので，通常，生体分子への損傷は最小限

に抑えられる．ROS を消去する抗酸化防御系とし

ては，スーパーオキシドディスムターゼ（SOD），

カタラーゼ，グルタチオンペルオキシダーゼなどの

抗酸化酵素に加えグルタチオン，アスコルビン酸，

トコフェロール，b- カロテン，ポリフェノール類

などの抗酸化物質がある（Table 1）．ROS の生成

は，ミトコンドリアにおけるエネルギー産生系ばか

りでなく，アレルギーや炎症，殺菌過程における好

中球やマクロファージの活性化による NAD(P)H

オキシダーゼあるいはミエロペルオキシダーゼ

（MPO）の活性化，虚血再灌流時におけるキサン

チンオキシダーゼの活性化などによっても促進され

る．また，生体は，大気汚染物質や紫外線，喫煙な

どによって生成する ROS にも曝されている．
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Table 1. Generation and Scavenging of Reactive Oxygen Species (ROS) in Biological System

Reactive oxygen species (ROS) ROS generating system Antioxidant defense system

Radical

Superoxide (O－
2 )

Hydroxyl radical (HO)

Hydroperoxy radical (HOO)

Peroxyl radical (lipids) (LOO)

Alkoxy radical (lipids) (LO)

Nitrogen dioxide (NO
2)

Nitric oxide (NO)

Non-radical
Singlet oxygen (1O2)

Hydrogen peroxide (H2O2)

Hydroperoxide (lipids) (LOOH)

Hypochlorous acid (HOCl)

Peroxynitrite (ONOO)

Alkyl peroxynitrate (RONOO)

Ozone (O3)

Mitochondria electron-transfer system

NAD(P)H oxidase

Xanthine oxidase

Cyclooxygenase

Lipoxygenase
NO synthase

Myeloperoxidase

Enzyme

Superoxide dismutase (SOD)

Glutathione peroxidase

Catalase

Peroxidase
Non-enzyme

Vitamin E

Vitamin C

b-carotene
Glutathione

Flavonoid

CoQ10

Uric acid
Albumin

Ceruloplasmin

Transferrin

Fig. 1. Imbalance between Reactive Oxygen Species (ROS)
Production and Antioxidant Defenses

Fig. 2. Atherosclerotic Risk Factors Promotes the Develop-
ment of Cardiovascular Disease, which may Act via Oxida-
tive Stress
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「酸化ストレス」とは，生体における ROS の産

生と抗酸化防御機構のバランスが崩れ，酸化に傾い

た状態と定義されている（Fig. 1）．すなわち，

ROS の過剰産生又たは抗酸化能力の低下が酸化ス

トレスを招くことになる．ROS は，脂質，特にリ

ン脂質や低比重リポタンパク（LDL）を酸化して

過酸化脂質や酸化 LDL を生成し，また，タンパク

質を酸化変性・失活させ，DNA の酸化損傷を引き

起こす．それゆえ，酸化ストレスは，細胞・組織を

傷害し，生体機能を障害することによって，動脈硬

化，14)がん，5,6)各種生活習慣病，79)アルツハイ

マー，10)パーキンソン病11)など多くの疾患の形成に

関与し，また，老化を促進させるといわれている．

一方，高血圧，高脂血症，糖尿病，肥満などの生

活習慣病及び喫煙は，主な動脈硬化危険因子である

が，いずれの危険因子も生体の酸化ストレスを増大

させることが明らかにされている．1220)したがっ

て，これら危険因子による酸化ストレスの増大が，

動脈硬化形成に重要な役割を果たしていると考えら

れている（Fig. 2）．
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Fig. 3. Esteriˆed Cholesterol Levels in Aorta of Rats Fed a
1.5％ Cholesterol Diet and Treated with Adjuvant

Basal: fed a basal diet, Chol: fed a high-cholesterol diet, Adj: received
adjuvant (Mycobacterium butyricum), Each value represents the mean ±

S.E. p＜0.05, vs. Chol group.

1999No. 12

本総説は，筆者がこれまで追究してきた酸化スト

レスと動脈硬化の関係について，その動機から現在

に至るまでの成果を中心にまとめたものである．

2. リノール酸負荷による動脈硬化モデルの作製

2-1. 各種動脈硬化モデルの作製 動脈硬化症

の発症機序を解明し，その予防薬や治療薬を開発す

るためには，動脈硬化の優れた動物モデルを作製す

ることが必要である．動脈硬化の動物モデルとして

は，以前から高コレステロール食を負荷するウサギ

モデルがよく知られている．ラット，マウス，モル

モットは，動物の飼育，取り扱い，実験手技が容易

で，投薬量が少なくて済むなど実験動物として優れ

ているが，高コレステロール食負荷のみでは動脈硬

化を発症し難い．これら小動物に動脈硬化を発症さ

せるためには，ビタミン D，21,22) b- アミノプロピオ

ニトリル，23,24)アドリアマイシン，25)高食塩26)など

を併用する厳しい条件が必要である．

Virag ら27,28)は，高コレステロール食を負荷した

ラットにアジュバント関節炎を発症させると血管病

変が起こることを報告している．この文献に触発さ

れ，筆者らも高コレステロールを負荷したラットの

尾部基部に結核死菌の流動パラフィン懸濁液を皮下

注射し，慢性炎症であるアジュバント関節炎を発症

させたところ，アジュバント投与 8 週後の大動脈に

コレステロールエステルの有意な蓄積が認められた

（Fig. 3）．29)この際，アジュバント関節炎発症に伴

って血清中の過酸化脂質（thiobarbituric acid reac-

tive substances: TBARS として）値の増加すること

が明らかとなった．30)同様の結果は，Yoshikawa

ら31)によっても報告されている．しかし，このよう

な血中及び大動脈における脂質変化は，急性炎症の

モデルであるカラゲニン足蹠浮腫ラットでは認めら

れなかった．したがって，動脈硬化初期病変の発症

には，慢性炎症時に増加する酸化ストレスが係わっ

ている可能性が示唆された．事実，慢性関節リウマ

チや全身性エリテマトーデスの患者では，脂質過酸

化が亢進しており，3235)動脈硬化が形成され易い状

態にあると報告されている．36)

2-2. 過酸化脂質と動脈硬化 以上の知見に基

づき，炎症によって生じる血中過酸化脂質の増加

（酸化ストレスの増加）が動脈硬化形成に促進的に

働いていると想定し，次の研究を進めた．まず，種

々の不飽和度の異なる油脂を添加した高コレステ

ロール食をマウスに与え，飼育 14 週後の大動脈中

に蓄積するコレステロールエステル値を比較した．

その結果，コレステロールエステル値は，リノール

酸＞トウモロコシ油＞ラード＞ヤシ油を与えた動物

群の順に高値を示した．これは食餌中の油脂の不飽

和脂肪酸含有量の順でもあった（Fig. 4）．しかも，

不飽和度の高い油脂負荷群ほど高い血清 TBARS 値

を示し，また，血清 TBARS 値と大動脈コレステ

ロールエステル値の間に正の相関が認められた．37)

そこで，筆者らは，それまで動脈硬化予防作用を有

するとされていたリノール酸を用い，動脈硬化モデ

ルの作製を試みた．10％リノール酸を添加した高コ

レステロール食でマウスを 14 週間飼育すると，血

清 TBARS 値の増加とともに大動脈にコレステロー

ルエステルの蓄積が起こり，組織学的にも大動脈弁

付近に脂質沈着が認められた．38)以上のように，マ

ウスにリノール酸と高コレステロール食を負荷し，

脂質過酸化を促進することにより動脈硬化モデルを

作製することができた．

2-3. 動脈硬化マウスモデルの応用 筆者らの

作製した動脈硬化マウスモデルを用い，抗酸化活性

を有する物質の効果を検討し，プロブコール，38)茶

カテキン，39)マグネシウムイオン40)及び冬虫夏草水

抽出液41)に抗動脈硬化作用のあることを証明した

（Fig. 5）．したがって，酸化ストレスが亢進してい

る本動脈硬化モデルは，抗酸化物質の抗動脈硬化作
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Fig. 4. EŠects of Supplementation (10％) with Oils and Fats
on Esteriˆed Cholesterol Accumulation in Aorta of Mice Fed
a High-cholesterol Diet for 14 Weeks

Each value represents the mean ± S.E. p＜0.05, vs. other oil and fat
groups.

Fig. 5. EŠects of Probucol (PRO) on Esteriˆed Cholesterol
Accumulation in Aorta of Mice Fed a High-cholesterol Diet
Containing Linoleic Acid (HC＋LA)

Each value represents the mean ± S.E. p＜0.05, HC group vs. HC＋

LA group, ＃p＜0.05, HC＋LA group vs. HC＋LA＋PRO group.

2000 Vol. 127 (2007)

用をスクリーニングするには有用であると考えられ

る．

以上の結果から，血中過酸化脂質と動脈硬化形成

の間に密接な関係があることが推察された．過酸化

脂質の増加は，酸化 LDL の増加と関係しているよ

うに思われる．42)酸化 LDL は，血管内皮細胞を障

害し，また，マクロファージに限りなく取り込ま

れ，コレステロールを多量に蓄積した泡沫細胞を形

成することによって動脈硬化の発症，進展に重要な

役割を果たしていることが多くの研究者によって認

められている．4346)最近では，血中の酸化 LDL

は，感受性の高い有用な冠動脈疾患のマーカーであ

るとされている．4750)それゆえ，酸化ストレスと酸

化 LDL と動脈硬化の関係を解明するためには，ど

うしても酸化 LDL の血中動態を明らかにする必要

がある．そこで，筆者らは，血中酸化 LDL の測定

法の確立を試みた．

3. 酸化 LDL の測定法の確立

血中酸化 LDL の測定には，抗酸化 LDL モノク

ローナル抗体を用い，抗アポ B 抗体と組み合わせ

たサンドイッチ ELISA 法や競合 ELISA 法，ヒト

血中の酸化 LDL の自己抗体の ELISA 法など，

ELISA 法が主流となっている．酸化 LDL 中の免疫

原としては，銅塩によって軽度に酸化させた LDL

やマロンジアルデヒド（MDA）変性 LDL が用い

られている．5153) Itabe ら54)は，ヒト粥状動脈硬化

巣を免疫原として得た酸化ホスファチジルコリンの

モノクローナル抗体 DLH3 を用いて，酸化 LDL の

高感度測定に成功している．しかし，ELISA 法で

は，抗体の違いによって異なる測定結果が得られ

る．55,56)そこで，筆者らは，酸化変性度の極めて弱

い LDL から強いものまでを測定できる方法を目指

して，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によ

る測定法の開発に着手した．その結果，新鮮血漿又

は血清を直接 HPLC カラムに注入することによ

り，各種リポタンパクの分離57)及び酸化変性度の異

なる LDL の亜分画分離5862)に成功し，簡便かつリ

アルタイムに血中 LDL の酸化変性状態を評価する

方法を確立した（Fig. 6）．すなわち，塩化銅（Ⅱ）

とウサギ血漿を反応させ，反応時間によって酸化度

の異なる酸化 LDL を作製し，DAEA- グルコマン

ナンゲル又はアニオン交換樹脂ゲルのカラムを用い，

1 M NaCl とリン酸緩衝液の溶出液による段階溶出

stepwise elution により分離を行った（Fig. 7）．こ

の方法は，酸化変性度の強い LDL ほどカラムに吸

着し易いという性質を利用した分離法で，ラット，

マウス，ヒトにも応用可能であった．また，たばこ

煙水抽出液で変性させた LDL も銅塩で軽度に変性

させた LDL と同様の分離パターンを示した（Fig.

8）．筆者らは，この HPLC 法を応用して，自然発
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Fig. 6. Experimental Setup of Anion-exchange HPLC57)

Fig. 7. Chromatograms of Native LDL (N-LDL) and Ox-LDLs by an Anion-exchange HPLC Methods Using Stepwise Elution
Ox-LDLs were prepared by incubation with 5 mM CuCl2 for 3 and 24 h. Eluent B is 1 M NaCl containing 1 mM EDTA.

2001No. 12

症高脂血症（WHHL）ウサギの血漿が軽度に酸化

変性していることを明らかにしている．63)

4. 酸化ストレスマーカー

酸化ストレスの発現によって，生体の脂質，タン

パク質，DNA が酸化障害されると，それぞれの酸

化変性物質が血漿中や尿中に現れてくる．それらの

特徴的物質は，酸化ストレスの強度を示すマーカー

として病態解析に有用である．現在，種々の酸化ス

トレスマーカーが種々の疾病診断に用いられてい

る．64)脂質の主な酸化ストレスマーカーとしては，

脂質過酸化によって生じる比較的安定な分解終産物

であるマロンジアルデヒド（MDA），4- ヒドロキ

シ -2- ノネナール（4HNE），アクロレイン，イソプ

ロスタン，特に F2 イソプロスタンが用いられてい

る．65) TBARS 値は，MDA を測定した値で過酸化

脂質を示す代表的指標として繁用されている．酸化

LDL もまた重要な酸化ストレスマーカーの 1 つで

ある．66) DNA の酸化損傷マーカーとしては，グア

ニン残基の酸化修飾によって生じる 8-hydroxy-2′-

deoxyguanosine (8-OHdG）が繁用されている．67)

タンパク質の酸化ストレスマーカーとしては，好中

球やマクロファージ，血管内皮細胞において産生さ

れる NO と O－
2 の反応で生成するパーオキシナイト

ライト（ONOO－）がタンパク質チロシン残基をニ

トロ化することによって生じる 3- ニトロチロシ

ン，及びミエロペルオキシダーゼ（MPO）による

H2O2 と Cl－ の反応で生じる次亜塩素酸（HOCl）

がチロシン残基をクロル化することによって生じる

3- クロロチロシンがある（Fig. 9）．

5. メタボリックシンドロームと酸化ストレス

5-1. メタボリックシンドロームの病態 肥

満，高血圧，糖尿病，高脂血症などの生活習慣病

は，主要な動脈硬化の危険因子である．メタボリッ

クシンドロームは，内臓脂肪型肥満に伴って生じる

インスリン抵抗性を共通の基盤として，高血圧，高

血糖，高脂血症が同一患者に重複する症候群であ

り，そのような病態では心筋梗塞や狭心症など冠動

脈疾患の発症が飛躍的に増大する．68,69)上記の動脈

硬化危険因子は，それぞれ酸化ストレスを増大させ

ることが報告されている．16,7073)一方，酸化ストレ

スは，LDL の酸化，血管内皮細胞障害，炎症反応

などを引き起こすことから，動脈硬化発症・進展に
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Fig. 8. Chromatograms of Native LDL (N-LDL), Cigarette
Smoke-modiˆed LDL (CS-LDL) and Mildly Oxidatively
Modiˆed LDL (mOx-LDL) by an Anion-exchange HPLC
Methods Using Stepwise Elution

The degree of oxidative modiˆcation of LDL is great in order of LDL1,
LDL2, LDL3.

2002 Vol. 127 (2007)

中心的な役割を演じていると考えられている．した

がって，動脈硬化危険因子の集積したメタボリック

シンドロームでは，酸化ストレスが相乗的に増大す

ることにより，動脈硬化の発症が強く促進されると

推察される（Fig. 10）．事実，メタボリックシンド

ロームの患者では，血中に酸化ストレスマー

カー17,7476)及び炎症マーカー77,78)が増加し，内皮細

胞が障害されていること79)が報告されている．最近

では，アテローム硬化性心血管疾患患者の心血管イ

ベントを予測する信頼できる危険因子として炎症

マーカーである高感度 C 反応性タンパク質

（hsCRP）の臨床的有用性が高まっている．80,81)

5-2. メタボリックシンドロームの動物モデル

　筆者らは，高血圧自然発症ラット（SHR）に肥

満形質遺伝子（cp）を導入したコンジェニックラッ

トである肥満・高血圧自然発症 SHR/NDmcr-cp

（以下 SHR-cp と略）ラットを入手することができ

た．山本ら82)は，SHR-cp ラットが，非肥満同胞ラ

ットと比較して，肥満・高血圧に加え，血中コレス

テロール，中性脂肪及び遊離脂肪酸値，血糖値並び

にインスリン値の顕著な増加を呈し，典型的なメタ

ボリックシンドロームの病態を示すと報告してい

る．そこで，筆者らは，SHR-cp ラットを長期間飼

育し，メタボリックシンドローム様病態がどのよう

な経時変化で発症するかを確認するとともに，血中

に酸化ストレスマーカーや炎症マーカーが増加する

か否かについて検討した．その結果，SHR-cp ラッ

トは，予想通り対照動物の Wistar Kyoto (WKY）

ラットに比べ，著しい肥満，高血圧，高血糖，高イ

ンスリン血症，高脂血症（高コレステロール，高ト

リグリセライド，高遊離脂肪酸，高 LDL，高

VLDL，低 HDL）を示し，メタボリックシンドロー

ムの典型的な症状を呈した．また，酸化ストレス

マ ー カ ー で あ る 血 清 TBARS 及 び OxLDL 値

（LDL1 の減少と LDL2, LDL3 の増加）は，既に 6

週齢から高値を示し，8-OHdG 及び 3- ニトロチロ

シン値も加齢に伴い増加した．一方，ビタミン E

値は減少した．炎症マーカーの hsCRP 値は，少し

遅れて 1620 週齢で一過性に有意に増加した．3-

クロロチロシン値は 3- ニトロチロシン値と同様の

経時変化を示した（Fig. 11）．83)以上のような酸化

ストレス及び炎症マーカーの増加は，自然発症高血

圧ラット（SHR）の血中には認められなかった．

このことは，動脈硬化危険因子の集積により相乗的

に酸化ストレスが増大することを示唆している．3-

クロロチロシンと 3- ニトロチロシンの生成は，酸

化ストレスによる好中球やマクロファージの活性化

によると推察される．

最近開発された SHRSP.Z-lepr fa/IzmDmcr (SHRSP/

ZF）ラットは，脳卒中易発症高血圧自然発症

（SHRSP）ラットに，コンジェニックの手法を用い

て，高度な肥満を呈する Zucker fatty ラットのレプ
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Fig. 9. Nitration and Chlorination of Tyrosine Residues in Proteins by Peroxynitrite (ONOO－) and Hypochlorous Acid (HOCl),
Respectively, Produced by Activated Neutrophils, Macrophages and Endothelial Cells

MPO: myeloperoxidase.

Fig. 10. The Association of Metabolic Syndrome, Oxidative
Stress, Endothelial Dysfunction, and Atherosclerosis
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チン受容体遺伝子変異を導入した，新たなメタボリ

ックシンドロームモデルである．筆者らは，

SHRSP/ZF ラットが SHR-cp ラットと類似した酸

化ストレス増大及び炎症を発現することを認めてい

る．84)

5-3. メタボリックシンドロームの抗酸化治療戦

略 以上の結果から，酸化ストレス状態にあるメ

タボリックシンドロームの治療戦略として抗酸化物

質の有用性が予測される．そこで，SHR-cp ラット

に増大する酸化ストレス及び炎症マーカー，メタボ

リックシンドロームの個々の病態に及ぼす抗酸化剤

投与の影響を検討した．抗酸化剤としては，ビタミ

ン E，コエンザイム Q10 (CoQ10）及びバナバ葉の

成分コロソリン酸（corosolic acid)85)を用いた．ま

た，アンジオテンシンⅡの AT1 受容体拮抗薬は，

抗酸化剤ではないが，血管の NAD(P)H オキシ

ダーゼ活性による ROS 産生を抑制することが報告

されている86,87)ことから，本実験ではテルミサルタ

ンの影響も検討した．その結果，SHR-cp ラットに

増加する酸化ストレス及び炎症マーカーに対し，使

用したすべての抗酸化剤は抑制効果を示した．テル

ミサルタンも同様の傾向を示した．このような抗酸

化剤の抑制効果は，SHR-cp ラットにおいて実際に

酸化ストレスが増大していることを裏付けるもので

ある．また，炎症マーカーが抗酸化剤投与で抑制さ

れたことから，炎症反応は酸化ストレスによって引

き起こされたと推察される．しかし，メタボリック

シンドロームの個々の病態（動脈硬化の危険因子）

に対する抗酸化剤の作用には違いがあり，ビタミン

E が全く影響を及ぼさなかったのに対し，CoQ10
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Fig. 11. Increased Oxidative Stress and In‰ammation Markers in the Serum of SHR-cp Rats with Metabolic Syndrome Compared
with Wistar-Kyoto Rats

Each value represents the mean ± S.E. ○: Wistar-Kyoto rats, ●: SHR-cp rats.
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は，降圧作用及びインスリン抵抗性改善作用を示

し，88)コロソリン酸は，降圧作用と遊離脂肪酸低下

作用を示した（Fig. 12）．89)このように抗酸化剤に

よるメタボリックシンドロームの病態改善効果に違

いが認められることから，今後，タイプの異なる抗

酸化物質を用いて，より有効な物質を検索していく

必要がある．

筆者らは，SHR-cp ラットは WKY ラットに比

べ，大動脈及び腸間膜動脈における内皮依存性弛緩

反応が減弱していることを明らかにしている．90)さ

らに，このような動脈における内皮依存性弛緩反応

の減弱が，CoQ10 及びテルミサルタンによって改

善されることも明らかにしている（Fig. 13）．91)

CoQ10 は，降圧作用を示すこと，92)糖尿病患者の

血圧を改善し，上腕動脈の内皮機能不全を改善する

ことが報告されている．93,94)したがって，本研究で

認められた CoQ10 による血管機能改善効果は，メ

タボリックシンドロームのモデルラットで認められ

た降圧作用に関与しているかもしれない．一方，テ

ルミサルタンによって血管内皮機能が改善されたこ

とは，SHR-cp ラットの血管においてアンギオテン

シンⅡの産生が高まり，NAD(P)H オキシダーゼ
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Fig. 12. EŠects of CoQ10 Supplementation on the Increased Oxidative Stress and Blood Pressure in SHR-cp Rats with Metabolic
Syndrome

Each value represents the mean ± S.E. p＜0.05 vs. Control group. ○: Control, ●: 0.07％ CoQ10, △: 0.2％ CoQ10, ▲: 0.7％ CoQ10.

Fig. 13. EŠects of CoQ10 (0.7％) Supplementation on En-
dothelium-dependent Relaxations Induced by Acetylcholine
in Mesenteric Arteries of SHR-cp

Each value represents the mean ± S.E.
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の活性化を介した ROS 産生によって酸化ストレス

が増大していることを示している．恐らく，血管内

皮細胞又は平滑筋細胞で生成する O－
2 と eNOS によ

って生成される NO との反応によって形成される

強力な酸化能とニトロ化能を持つ ONOO－ が内皮

機能障害に大きな役割を果たしていると考えられ

る．事実，SHR-cp ラットの血管の 3- ニトロチロ

シン含量が WKY に比べ増加しており，その増加は

テルミサルタン投与で減少することを明らかにして

いる．91)

以上の結果，酸化ストレスが高まっているメタボ

リックシンドロームの予防，治療法として抗酸化剤

の投与は有望であると考えられる．

6. 喫煙と動脈硬化

喫煙と動脈硬化とを関係付ける数多くの基礎・臨

床研究がなされてきたにも係わらず，喫煙による動

脈硬化発症の機序はいまだ十分に解明されていな

い．たばこ煙にはフリーラジカルなど多種のオキシ

ダントが含まれていることから，筆者らは，喫煙と

動脈硬化発症の接点に酸化ストレスが係わっている

ものと想定し研究を進めた．

6-1. たばこ煙水抽出液（CSE）の in vitro 作用

　横出ら95)は，たばこ煙水抽出液と LDL を反応さ

せて作製したたばこ変性 LDL が，マクロファージ

に容易に取り込まれ泡沫細胞化を促進することを報

告している．筆者らも，たばこ煙中のニコチン及び

タールをケンブリッジフィルターにて除去したガス

相を PBS 溶液に通気して水抽出液（CSE）を作製

し，CSE と LDL との反応を試みた．その結果，

CSE によって LDL の酸化変性ばかりでなく LDL

アポタンパクのチロシン残基の 3- 位にニトロ化が

起こることを見い出した．このように CSE が酸化

及びニトロ化の両作用を持つことから，CSE 中に

ONOO－ 類似反応物質の存在することが推察され

る（Fig. 14）．96,97)なぜなら，ONOO－ そのものは，

極めて不安定で pH 7.4 において 1 分以内に分解さ

れるからである．これに対し，CSE 中の ONOO－

類似反応物質は室温で長時間安定である．また，in

vitro 実験において，チロシンと ONOO－ を反応さ

せたときの 3- ニトロチロシン生成速度は極めて速

いのに対し，CSE とチロシンの反応は徐々に進行
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Fig. 14. Aqueous Extracts of Cigarette Smoke (CSE) Have
Oxidative and Nitrative Abilities

Fig. 15. Changes in the Ratio of the Surface Lesion Area to Surface Intimal Area and Esteriˆed Cholesterol Contents in the Thoracic
Aorta of WHHL Rabbits Treated with CSE (CSE Group) and Nicotine (NIC Group), and the EŠects of Vitamin E Treatment on
Those in CSE Group (CSE＋VE Group)

Each value represents the mean ± S.E. p＜0.05 vs. Control group, p＜0.05 CSE＋VE group vs. CSE group.

Fig. 16. The Experimental Schema for Connective Tissue
Membrane Transport Using the Chemotaxicell Chamber

2006 Vol. 127 (2007)

する（反応終了まで 5 時間以上）こと，さらに，

ONOO－ のスカベンジャーである尿酸の存在下で

ONOO－ の作用が消失するのに対し，ONOO－ 類

似反応物質の作用は影響されないことなどから，

CSE 中の ONOO－ 類似反応物質は，ONOO－ 自体

や ONOO－ を徐々に放出する SIN-1 ( 3- ( 4-mor-

pholinyl)sydnonimine）のような物質とは異なる構

造を有すると推察される．

6-2. たばこ煙水抽出液（CSE）の in vivo 作用

CSE を自然発症高脂血症（WHHL）ウサギに 1

日 1 回，長期間静脈内投与したところ，in vitro の

実験と同様に LDL の酸化変性とニトロ化が亢進

し，粥状動脈硬化巣の形成が促進された．98)また，

これらの変化は，抗酸化作用を有するビタミン E

やフルバスタチンの投与により効果的に抑制された

（ Fig. 15）．99,100)これらのことから， CSE 中の

ONOO－ 類似反応物質は，全身の酸化ストレスを

増大させ，動脈硬化を進展させると考えられる．

6-3. CSE 中の ONOO－ 類似反応物質の組織膜

透過性 喫煙による酸化ストレスの増大に CSE

が関与しているとすれば，CSE 中の ONOO－ 類似

反応物質が肺胞壁を通過できなければならない．

ONOO－ は，赤血球膜や血小板膜を容易に透過し

て細胞内に拡散し，水に匹敵する透過性を示すこと

が報告されている．101)そこで，基底膜（マトリゲ

ル）及び摘出肺を用い，CSE 中の ONOO－ 類似反

応物質の膜透過性を，ONOO－ と比較して調べ

た．透過性は，マトリゲル又は肺胞壁を透過したの

ち，外液のチロシン溶液と反応して生じる 3- ニト

ロチロシン濃度を HPLC- 電気化学検出器にて測定

することにより判定した．まず，基底膜の透過性

は，ケモタキセル（クラボウ社製）を用い，すなわ

ち，上層カップの孔径 8 mm のメンブレンフィル

ターにマトリゲルを薄層（50 mm）にコーティング

し，上室に CSE 又は ONOO－Na＋ 塩を加え，下層

にはチロシン溶液を入れた装置（Fig. 16）を用い
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Fig. 17. Matrigel Membrane Permeability to Oxidants in
CSE

Each value represents the mean ± S.E.

Fig. 18. EŠects of CSE, SIN-1 and Sodium Peroxynitrite on Caspase Activity in Porcine Aorta Endothelial Cells
Each value represents the mean ± S.E.
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て計測した．その結果，ONOO－ が瞬時に基底膜

を透過したのに対し，CSE 中の ONOO－ 類似反応

物質は遅いが持続的に膜を透過することが判明した

（Fig. 17）．102)ついで，ラット摘出肺標本の肺腔内

空気を除いたのち，CSE 又は ONOO－ 溶液を肺内

に注入し，肺外液への透過実験を行ったところ，基

底膜を用いたときとほぼ同様の結果が得られた．102)

これらのことから，CSE 中の ONOO－ 類似反応物

質は持続的に肺胞壁を透過することが明らかとなっ

た．

6-4. CSE の肺胞マクロファージ活性化作用

　ラット肺胞マクロファージを摘出し，in vitro 実

験において NO 産生を指標にてマクロファージ刺

激活性を測定した．その結果，リポポリサッカライ

ド（LPS）が顕著に NO 産生を増加したのに対し，

CSE 中の ONOO－ 類似反応物質は，全く影響を及

ぼさなかった．102)これらのことは，CSE 中の

ONOO－ 類似反応物質が肺胞壁を透過する際，肺

胞マクロファージを刺激することなく，直接血中に

移行することを示唆している．

6-5. CSE の血管内皮細胞障害作用 CSE は，

ONOO－ 放出物質である SIN-1 及び ONOO－Na＋

塩と同様に，ブタ大動脈内皮細胞の caspase-3, -8

及び 9 の活性を著明に上昇させた（Fig. 18）．また，

Bax 発現量を有意に増加させたが，Bcl-2 発現量に

は有意な変化を及ぼさず，Fas 発現量の減少傾向を

示した．このように，CSE は培養内皮細胞のアポ

トーシスを誘導することが判明した．これら 3 種の

被験物質によるアポトーシス誘導が SOD 前処置に

より抑制されたことから，アポトーシス誘導にスー

パーオキシドが関与していることが示唆される．し

かし，ONOO－ のスカベンジャーである尿酸前処

置によって，SIN-1 及び ONOO－Na＋ 塩によるアポ

トーシス誘導が抑制されたのに対し，CSE による

アポトーシス誘導は抑制されなかった．これらのこ

とから，血中に到達した CSE 中の ONOO－ 類似反

応物質は，血管内皮細胞を障害することにより，動

脈硬化形成に関与する可能性が強く示唆された．

6-6. 喫煙者の血中酸化ストレス増大作用 た

ばこ煙には，ROS を始め種々酸化物など数多くの

オキシダントが含まれている．喫煙により，過酸化
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Fig. 19. EŠects of Cigarette Smoking on the Levels of Plasma Ox-LDL, TBARS, 8-OHdG, and 3-Nitrotyrosine
Blood in smokers was collected after cessation of cigarette smoking for at least 10 h (Before) and then within 30 min after resumption of cigarette smoking

(After). Each horizontal bar represents the mean. p＜0.05.

Fig. 20. Schematic Diagram of the Apparatus for Exposure
of Cigarette Smoke

The smoking chamber is made of acrylic resin (15-cm cube). The Cam-
bridge ˆlter is used for elimination of nicotine and tars.

2008 Vol. 127 (2007)

脂質の上昇，血管内皮細胞機能障害，血管平滑筋

Rho-kinase の活性化，酸化ストレスマーカーの上

昇といった酸化ストレスによると思われる変化が起

こる．103105)そこで筆者らは，喫煙者と非喫煙者の

血漿中の酸化ストレスマーカーの違いを比較した．

その結果，非喫煙者に比べ喫煙者では，LDL の酸

化変性が亢進し，TBARS, 8-OHdG 及び 3- ニトロ

チロシンが増加し（Fig. 19），抗酸化物質のビタミ

ン E が顕著に減少することが明らかになった．106)

このように喫煙者では酸化及びニトロ化が著しく亢

進していることから，喫煙による酸化ストレス上昇

に ONOO－ あるいは ONOO－ 類似反応物質が強く

関与していると考えられる．ただし，ONOO－ は

極めて不安定であるが，膜透過性が速やかであるこ

とから，喫煙初期（喫煙中）の酸化ストレス上昇に

一部係わっている可能性がある．本研究における注

目すべき知見は，喫煙者が 10 時間以上禁煙したあ

とに紙巻たばこ 1 本喫煙しただけで，30 分後に 8-

OHdG，3- ニトロチロシン及び酸化 LDL の血漿中

濃度が喫煙前に比べ顕著に増加したことである

（Fig. 19）．106)このことは，喫煙による酸化ストレ

スの増大が，比較的速くかつ持続的に起こっている

ことを示唆している．たばこ煙中の ROS は，反応

性に富み，抗酸化酵素によっても分解されるので，

たばこ煙が初めに接触する口腔粘膜や肺組織を障害

することがあっても，血液に到達する以前に分解さ

れるので，LDL の酸化や血管内皮細胞障害を及ぼ

すことはないと考えられる．それゆえ，喫煙した場

合，酸化ストレスの上昇に関与するたばこ煙中のオ

キシダントの有力な候補として，ONOO－ 類似反

応物質が挙げられる．

6-7. たばこ煙暴露による酸化ストレス増大

　喫煙により速やかに酸化ストレスが増大すること

が明らかになったので，その機序を解明するため，

ラットを用いて詳細に検討した．紙巻たばこ（フロ

ンティアライト）8 本に点火し，その煙をアスピ

レーターにて緩やかに吸引し，ケンブリッジフィル

ターによりニコチンとタールを除去する装置を通し

て，そのガス相をラットに暴露させるボックスを設

けた．この喫煙ボックスは 15 cm 立方のアクリル

板製で，その一部にガスの通路口とラットの頭部の

みが挿入できる半円形の孔が空いている（Fig.

20）．ペントバルビタールで麻酔したラットの頭部

のみを密着してボックスに挟み込み，ラット大腿静
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Fig. 21. EŠect of Aprotinin, a MPO Inhibitor, on Increased Oxidative Stress Markers in the Serum of Rats Exposed to Gas Phase of
Cigarette Smoke

Exposure to cigarette smoke was twice given to rats for 5 min from time shown in the triangle mark. Each value represents the mean ± S.E.
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脈にはカニューレを挿入し，たばこ煙暴露後経時的

に採血，血清中の各種酸化ストレスマーカーを測定

した．100)その結果，8 本の紙巻たばこ煙のガス相の

暴露及び 30 分後に同様の再暴露（計 16 本分の煙暴

露）によって，血清中の 8-OHdG，3- ニトロチロ

シン及び 3- クロロチロシン濃度が暴露後 5 分後か

ら有意に増加し始め，8-OHdG と 3- ニトロチロシ

ンは 2 時間後にピークとなり 3 時間以降まで持続し

た．一方，3- クロロチロシンは 30 分後にピークと

なり以後減衰したが，再暴露による増加は全くみら

れなくなった（Fig. 21）．生体内で生じる 3- クロロ

チロシンは，好中球やマクロファージに存在する

MPO の唯一のバイオマーカーである．MPO は H2

O2 と Cl－ から次亜塩素酸（HOCl）を生成するが，

さらに NO－
2 と反応して NO2Cl を生成することも

ある．107)それゆえ，MPO の活性化は，8-OHdG，

3- ニトロチロシン，3- クロロチロシンのすべての

生成を増加させる可能性がある．本実験において，

血中の 3- クロロチロシンが増加したことから，血

清中の MPO 活性（一部血中にも漏出する）を測定

した．その結果，10 分後にピークとなる一過性の

MPO 活性上昇が認められた．この活性上昇は

MPO 阻害薬アプロチニン（500 U/kg, i.p.）の前処

置（たばこ煙吸入 20 分前）によって完全に抑制さ

れた．また，アプロチニン前処置によって，血清中

の 3- ニトロチロシンの上昇は初期変化のみ抑制さ

れ，3- クロロチロシンの上昇は完全に抑制された

（Fig. 21）．MPO の活性化が一過性である理由とし

ては，酵素自身の酸化，ニトロ化又はクロル化によ

り失活したのであろうと推察される．

以上の結果から，喫煙した場合，初期に MPO 活

性化が一過性に起こるが，主として CSE 中の

ONOO－ 類似反応物質が，肺胞壁を透過して血中

に到達し，全身的に酸化ストレスを増大させると考

えられる．

6-8. 喫煙によるアポ E 欠損マウスの動脈硬化促

進作用 筆者らの最終目的は，喫煙が酸化ストレ

スを介して動脈硬化を発症・進展させることを証明

することである．そこで，動脈硬化を自然発症する

アポ E 欠損高脂血症（KOR）マウスを用い，たば

こ煙暴露による動脈硬化形成に及ぼす影響を検討し

た．0.15％コレステロール添加食で飼育した KOR

マウス 6 匹を 1 辺 13 cm の暴露ボックスに入れ，

計 12 本分のたばこ煙（ケンブリッジフィルターを

通してニコチンやタール等を除去したガス相）を

15 分掛けて吸煙させ，この操作を 16 週間行った．

実験期間を通して，たばこ煙による体重の変化や血

清コレステロール及び中性脂肪値に変化が認められ

なかったが，喫煙群の TBARS 及び酸化 LDL 値

は，非喫煙対照群に比べ有意な増加を示した（Fig.

22）．また，喫煙群の血清タンパク中の 3- ニトロチ

ロシン値は，非喫煙群に比べ著明に増加したが，3-

クロロチロシン値には喫煙群と非喫煙群の間で差は

みられなかった．以上の結果，喫煙により血中に

ONOO－ 類似反応物質によると思われる変化が認

められた．しかし，喫煙による MPO の関与は見い
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Fig. 22. EŠects of Smoking and Vitamin E on Serum TBARS and Aortic Esteriˆed Cholesterol and 3-Nitrotyrosine Levels in ApoE-
deˆcient (KOR) Mice Fed a Diet Containing 0.15％ Cholesterol

Each value represents the mean ± S.E. p＜0.05, Smoking vs. Control, ♯p＜0.05 Smoking ＋ VE vs. Smoking.

Fig. 23. A New Oxidative Stress Hypothesis of Atherosclerosis Caused by Cigarette Smoking
PLR: peroxynitrite-like reactants, CSE: aqueous extracts of cigarette smoke.
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出せなかった．実験終了時において，非喫煙群の大

動脈中のコレステロールエステル値（動脈硬化の指

標）は，正常マウスの値より著しい高値を示してい

たが，喫煙群では非喫煙群に比べさらに有意な増加

を示した．また，非喫煙群の大動脈中 3- ニトロチ

ロシン値も正常マウスの値より高値を示していた

が，喫煙群ではさらに有意な高値を示した．これら

の喫煙によって生じる血清及び大動脈中の特徴的変

化は，ビタミン E 投与により有意に抑制された

（Fig. 22）．108)本研究は，喫煙によって，たばこ煙

中のタールとニコチンを除いたガス相のオキシダン

トが，大動脈壁の傷害と脂質蓄積を促進させること

を初めて明らかにした事実である．

6-9. 総括 以上の結果，喫煙すると，たばこ

煙が気道や肺胞中の水分に溶解して CSE が生成す

る．CSE 中に存在する比較的安定な ONOO－ 類似

反応物質が肺胞壁を緩やかに透過し血液中に到達し

て，徐々に LDL を酸化及びニトロ化により変性さ

せ，さらに，血管内皮細胞の機能障害及び DNA の

酸化損傷を引き起こすことによって，動脈硬化の発

症・進展を促進させると考えられる（Fig. 23）．現

在，たばこ煙中のオキシダント ONOO－ 類似反応

物質の分離・同定を行っている．その結果を踏まえ

て，このオキシダントを特異的に消去する抗酸化物

質の発見へと発展させたい．
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7. まとめ

酸化ストレスは，LDL や細胞の脂質，タンパク

質，DNA の酸化変性を促進し，血管内皮細胞を障

害することによって動脈硬化を発症・進展させる．

同様に，喫煙は，外因性酸化ストレスとして動脈硬

化形成に深く係わっている．したがって，生活習慣

病やメタボリックシンドローム，喫煙など酸化スト

レスの上昇が関係する動脈硬化の予防・治療には抗

酸化剤投与の有用性が期待される．
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