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は しがき

この研究報告書は、平成7、8、9年 度の3年 間にわたる文部省科学研究費補助金 基

盤研究(A)(1)(平 成7年 度においては 「試験研究B」 と称 し、平成8年 度より現

在のように改称)「 一酸化窒素の視覚化に関する研究」(研 究課題番号07557185)の

成果をまとめたものである。

本研究は、最近もっとも注目される呼気中の一酸化窒素(以 下NOと 略)の より精度の

高い測定技術の向上をめざし、具体的にはNO測 定の連続性と視覚化を目的としたもので

ある。本研究は、当初、文字どおりの視覚化、すなわちNOを 目でみることを目的とした

ために、手法として、NOを 光学的に捕えることを目指 した。それは、超高感度カメラに

よるNOの 捕捉である。しか し、実際の測定法としての常圧下化学発光(オ ゾンによる)

によるNOの 視覚化は、極めて不安定であり、定量化するには適切でないことが次第に明

らかになったため、むしろNOの 連続的測定を定量化することを目的とした方向に転換 し

た。もう一つの理由は、1995年 にイギリスにおいて、同じようなセットアップを用い

てNOの 視覚化が試みられ、培養細胞系でのNO測 定に成功 し、一部パテント化されたこと

を知り、例え我々が不完全なものを実用化しても優位性を主張できないことが予測された

ためである。しかし、当初の目的である視覚化という意味でのNO測 定が、コンピュータ

画面上にのNOの 発生状況を定量的に表示することとなり、単なる視覚化以上に応用が広

がったことは、喜ばしいことであった。本研究は、機器の精度や測定の応用という意味

で、様々な対象からのNOの 測定を試みたために、研究の過程で多 くの研究協力者を得た

が、中でも旭川医科大学耳鼻咽喉科学講座助手の今田正信先生、同大学内科学第一講座助

手の中野均先生、北海道東海大学助教授の小河幸次先生からは多大な協力を得た。また、

それぞれの当該教室の教授の諸先生方が、快 く共同研究に賛同して下さればこそ、このよ

うな各講座に広 くまたがった研究ができたわけである。ここに、あらためて謝意を表 した

い。最後に、本研究の財政的支援を決定して下さった諸先生方と文部省に心か らお礼を申

し上げる。

平成10年3月

研究代表者 旭川医科大学生理学第0講 座

岩元 純
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研 究 成 果

この研究と平行して行われた研究 「運動における呼気ガスー酸化窒素の意義」(基 盤研

究(C)研 究課題番号07670077)は 、本研究の成果を取 り込むことによって、長

足の進歩を得た。昨年提出したそちらの研究報告書においては、残念ながら、こちらの研

究成果を詳しく述べられなかった。本来こちらの研究成果を先に読むと分かりやすいのだ

が、研究年度の違いからこの報告書の方が後になった。

1.測 定装置 開発 までの紆余 曲折

本研 究 の進行具合は、当初大変な困難が予想 された。それは、我々とそっくり同じアイ

デアで、発光剤のみが異なる研究が、 この研究費をいただいた直後に英国で発表されたか

らである・ この研究は・かの高名なMoncadaら のグル._._プが か らんで いたか ら、勝ち 目が

ほ とん どな く、仮 に我々が別の発光剤 を用 いた ところで、製品化 されて しまえば、特許で

負けるのは目に見えていた。案 の定、96年 に は、盛 ん にそ のテ クニ ックを喧伝する形

で・システムがある会社か ら売 りに出された。また、 このころ、別 の トラブルも持ち上が

った。共同研究者のスカ ラテックの研究者が、当初のアイデアの一部を用いて、別の大学

の研究者 と共に、科学研究補助金の申請 を行っていることが判明したのであった。幸い、

そち らの研究 申請は空振 りに終わったために、二重になる ことは避け られたが、このため

に・次の共同研究者を探す必要 に迫 られた。 しかし、最初の一年間で、方針を大転換する

ことも必要だったために、 この ことは、か えって好都合であった。約、一年半の研究の

後、ようや く試験的なシステムの開発に成功 した。このシステムは、最初は、測定の時間

的なアジャス トができず、実験後にスプレッ ドシー ト上で時間をず らす という、大変効率

の悪い方法で解析することが しばらく続いた。わずか数十秒の解析 に数十分かかるという

ぺ0ス だか ら、実験 の進展 が誠 にス ローであった。 しか し、 この後薬5カ 月ほ どで、時間

遅 延の ソフ トウエ アの開発 に成功 したため、2年 目の終 わ り頃には、大変楽 に仕事ができ

るようになった。業績が これ以降増加 したのは、そのためである。また、同時にデータの

解析法 も様々に工夫 され、今の所、肺胞換気 による標準化がもっとも的確 にNO産 生の状

況 をあ らわす ことが分か ってきた。

2.測 定 装置 の概要

一酸化 窒素(NO)は 呼気 ガス 中 に認 め られ る
。それ らは、一応、喉頭よ り下部の気管

支(気 道)か ら来 る もの と、鼻 か ら来 る ものに大別される。(後 ろ に、掲載 した㎞adaの

Eur.Resp.Jに 掲 載 され た論 文や 、Iwamotoの 著 書 等 を参 照 され た い。)鼻 か ら来 る もの



は・おそ らく鼻や気道の血管や粘膜上皮、あるいは神経(非 ア ドレナ リン作 動性 非 コ リン

作動性 神経)の 終 末か ら産 生 された ものが 内腔 に向かって拡散 し、換気ガスによって体外

に排出されるので あろう。その量は、鼻か らは、毎分300な い し500ナ ノ リッ トル(1ナ ノ

リッ トルは、10億 分 の1リ ッ トル)ほ ど出て くる。 これが 、鼻で産 生されるNOの 総 量か ど

うか は分か らない。 また、下気道か らは、その5分 の1ほ どの量 が出て くる。 これ も、 出

て くる量が産生された総量かどうかはわか らない。おそ らく、 この2倍 の量 は産 生 されて

いる もの と思 われ る・それが外に出て こないのは、息 を吸った時 に、気道か ら出てきた

NOが 肺 胞 の側 に吸 い込 まれ て いき、そ こで血液 に捕捉 されて しまうか らしまうか らであ

ると推測されている(IwamotoetaL,1994)。 さて 、 この 口や 鼻 を経て 出て く るNOは 、 当

然なが ら肺胞気(息 を吸 い込ん だ時、肺 胞 に入 ったガスのこと)に よ って洗 われ て出て く

るので あるか ら・ このときの洗い具合 によって出て くる量は影響されるはずである。簡単

に述べると・広い範囲を洗って、また時間をかけて洗 うと、その分多 くのNOが 回収 され

るはず である・ このよ うな・ ことを知るためには、NOを 迅速 に測定 し、 また、 同時 に肺

胞 換気 を測定する装置が必要 になる。 こうして、 リアル タイムのNOとCO2の 測定 装置 の

製作 が試み られた 。 これは、NOの 視 覚化 とい う意 味で は、化学 発光 という光学的な方法

を用いて・かつその定量を時間軸に対 してプロットするというもので、当初の予定であっ

た二次元の表示ではないが、刻々 と気道か ら排出され るNOが 、 コ ン ピュー タの画 面 に映

し出され る。また、この装置の測定精度は、大変 に優れた もので、Moncadaら の装 置 に比

して も感度 は はるか に高い。次に、測定装置の各部分を列記する。

1.NOの 化学発 光式測定 装置

2.酸 素 、二酸化炭 素 測定装置 、

3.気 流測定装置

4.時 間遅 延装置

5.信 号記録処 理装置

これ らの各部 分が組合わ さって、呼気 中のNO分 析 を数 ミ リ秒台 のサ ンプ リングタイムで

行 うことができる。また、 これ らの信号は、コンピュータ上で解析 されるべ くス トアされ

る。(こ れ らの装置 装置 の概 要 と測定方 法については、業績の中の著書のところに詳 しく

述べているので・そち らを参照されたい。)現 在 まで の ところ、 このシステムは、太陽東

洋酸素(株)を 通 して、すで に販 売 され始 め た。 また、このシステム 自体 には、特定の特

許は設定 しにくい様であるが、時間遅延装置 のソフ トウエアについては、太陽東洋酸素が



コピーライ トをもっているので・実質的にはシステムの核の部分は海外に先駆 けて国産化

されたといえる。



付)科 学研究費補助金申請の研究計画調書よ り

資料としての立場より、平成7年 度科学研究費補助金の申請時の研究計画調書を抜粋

し、再録する。これらは、研究目的、意義、方法についての記載と、実際の予算の請求か

ら構成される。この内容を再録する理由は、どのような申請内容であったから、科学研究

費補助金を頂戴できたのかということを記録に残しておきたいという個人的な理由と、こ

れを読まれる人にとってもなにがしかの参考になればという老婆心である。



研究題 目:一 酸化窒素の視覚化に関する研究

L研 究 目 的:

背景:一 酸化窒素(NO)は 、生体内でアルギニ ンから合成される強力な平滑筋弛緩物質である。185
7年 、英国のバー トンによって、狭心痛を和 らげるためにニ トログリセリンが試み られたが

、この薬の作用
が、NOに よるものだとわかる1978年 まで100年 以上の月 日が必要だ った。話はここで終わ らず、さ

らにNOが 血管の内皮細胞から遊離 されていることが発見 され(Moncadaら 、1987)、 全身の血圧調

節、主要臓器の血流調節に大きな役割を果た していることが明らかになった。それから現在までに、血液凝

固、神経系での情報伝達、感染免疫、腫瘍免疫、消化管の運動や粘膜保護などのシステムにおいても、NO
が重要な意義をもつものとの報告がなされている。すなわちNOは 、体内の非常に多くの細胞や組織(内

皮、上皮、神経、神経膠細胞の他、心筋、マクロファージ、 リンパ球など)で 産生されていることがわかっ

ている。

現行研究 法の実態:NOの 生理作用の研究法 に関 して、筆者の研究事例をあげてその問題点を述べたい
。筆者 ら

は、1990年 より、脳血流、脳代謝とNOの 関係の研究をはじめ、主 としてNO合 成酵素の阻害剤

を用いた実験を行い、低酸素時の脳血流の増加がNOに よるものであることなどを明らかにした
。詳細は省

くが、基本的にNOの 生理作用の研究においてもっとも容易なのが、このような阻害実験である。しかし、

これだけでは、r逆 もまた真な らず』という事態に対応できない。次 に、NOの 直接投与実験であるが、投

与すべきNOの 安定な溶液をつ くること自体が容易ではなく、また、その溶液のNO濃 度を確定 しなければ

な らないというハー ドルが存在する。最近では、NOド ナーと呼ばれるNOを 遊離する化学物質が市販され

るようになったが、それとても、遊離するNOの 量を確定する作業は、依然として存在する。筆者らも、 ヒ

ツジ胎児の気管内にNO溶 液を投与し肺血流量の測定をする実験をおこなったが、この際、NO溶 液の濃

度測定は、困難をきわめた。最後に、NOの 測定実験であるが、筆者らは、化学発光式Nq分 析器をもちい

て、培養内皮細胞か らのNOの 産生や、 ヒトの呼気ガス中のNOを 測定 した。 しか し、この種類の研究は、
NO研 究全体のなかでは、ごくわずかである。その理由は、現在広く用 いられているNO分 析器の測定原理

のなかに潜んでいる。

m分 析 器:一 般的なNOの 分析器は、化学発光法を利用 した装置で、元来、環境測定用 に開発されたも

のである。その標準構成は、オゾン発生装置、反応槽、および、光電子増幅管の3つ の部分よりなる。すな

わち、サ ンプルされたNOガ スは、反応槽のなかでオゾンと反応 し、励起 した二酸化窒素になる。これが、
標準状態の二酸化窒素 になる時に発光 し、それを光電子増幅管(PMT)に よって電気的信号に変換するの

である。化学発光式NQ分 析器は試料のシッピングの方法と得 られた信号の処理法 にによって大まかに2

つのカテゴリーにわけられる。量を測るタイプと濃度を測るタイプである。前者は、主 として医学生理学の

研究に用いられ・後者は・主として環境測定用 に用いられている。化学発光式NO分 析器は、 したがって、
PMTの 精度が非常 に重要な要素であ り、そのために温度制御が機器設計の要 となる

。また、極めて高価な
器械であり、校正 に費用と手間がかかるため、NOの 測定実験は、敬遠されることが多い。

研究 自的:本 申請の目的は、この極めてデ リケー トなPMTを ㏄Dに 置き換えることをめざしたものであ

る。そ して、これによって測定するNOを 量的に把握するのみならず、2次 元的に表示する可能性を探究し

ようとするものである。

国内外の研究状況:NOの 生理作用研究は、1987年 以来、欧米を中心に大々的に行われている。 日本
でも91年 頃か ら盛んにおこなわれているが、そのほとんどが、阻害実験かNO合 成酵素に関するものであ

る。NOの リアルタイムな測定は非常に少ない。特に日本では、化学発光式NO分 析器の普及さえも、やっ

とはじまったばか りである。NO分 析器の改良に関する研究もいまだに数が少なく、あっても、試料の発光

の部分の増強を 目指 したものが多い。また一方で、ポーラログラフィー式のものも商品化され始めている

が、精度の点では未だ しの感が拭えない。このような状況にあって、NOの 新 しい測定原理の樹立をめざす

本研究は・前例のないものである。 しか しながら、この研究に用いられる個々のテクノロジーは、ある意味
でそれぞれの分野ですで に確立され・また進歩 しつつあるものであるから、それ らを利用することを手段と

する本研究は、従来のテクノロジーのアプリケーションのr_で あり、それゆえに、実現の可能性が大きい

のではないかと思われる。



II.研 究 計 画 ・方 法

研究計画は、左図に示 したように、 2つ の独立 した研究機関によって行われる。現在、石田らの所属するス

機器の試験
グループ

試験機器の提供

[垂]≒
アイデア等の
フィー ドバツク

機器の製作
グループ

甲
↓
團

カラテ ック(株)は 、化学発光式NO分 析器の製作を

行 っている民間会社であ り、これに関するノウハウ

は、十分蓄積されている。特に、効率のよいNO一 オ

ゾンの反応室、安定 したオゾン発生器、PMTの 温度管

理等の基本的技術はすでに確立されており、 したが っ

て、機器の開発研究の第一期の中心となるのは、CCD

カメラによる、化学発光光の感知技術の確立である

(平成7年)。 もしこれが、成功 した場合、続いて第

二期(平 成8年 以降)の 信号の画像化および画像解析

の技術の確立へと進んで行く。次に、年度別 に詳述 し

てゆく。

平成7年 度:本 試験研究の目的は、新式のNO分 析器

であるので、まずは、実際にNOの 感知が可能かどう

かを確かめるプロジェク トか らスター トする。化学発

光の光は、非常に微弱であるため、増強の際の信号/ノ イズ比の改善が、具体的には研究の完遂 目標とな

る。また下図に示すとおり、光学機器の性能 はもとより、効率の良いオゾンとの混合、性能の良い反応チェ

んバーの設計等の要件も追求 して行くこととなる。 これ らの基礎部分は石田等を中心 としたグループで行わ

れる。一方で、生体のNO信 号のなかで、比較的大きなものを捜 し出していくことも、機器のアプ リケーシ

ョン上必要である。現在知 られているNO産 生のなかでは、誘導型のNO合 成酵素(NOS)を 介 してつく

られたものが、比較的高濃度(内 皮型NOSに よるNOの1000倍 程度)と なることが知られている。つ

まり、種々の免疫細胞の 培養細胞を用いたinvitro実 験などか ら、直接NOを 測定 して行くことも必要と

なる。そのためには、従来の化学発光法 による研究が確立することが、この試験研究全体の大きな支えにな

っていく。残念なが ら、現在の 日本国内において、そのような実験系を確立 しているところは皆無である。

勿論世界的にも非常に数が少ない。このような状況をふまえての筆者の分担部分(上 図)は 、新機種のテス

トのみならず、一般的なNO研 究にとっても意義のあ

るものとなる。

平成8年 度以降:光 学的課題と生体NOの 測定が解決

されたならば、次には、それをどのように視覚映像化

してゆくかという目標を実現するべく、研究を進めて

行く。ただし、この分野は、多くの既存の画像解析 に

関するテクノロジーが存在するため、比較的容易に進

むものと思われる。たとえば、細胞内カル シウム動態

の研究などの成果は、本研究に寄与するものである。

ここで肝要なことは、画像解析によるNOの 量的把握

が、どれほどの濃度域で、どの程度正確になされるか

ということを決定 していくことである。そのために

は、同一の検体や被験者をもちいて、従来の測定方法

による測定値との比較することが必要 となる。機器の

改良の程度は、実際の生体を用いた試験の充実度によ

って決定される。現有機器との関連についてである

が、スカラテックには、自社製の化学発光式NO分 析

器が設置 されてお り、それを用いることによって、比

較検討が行える。また、電気回路の設計や、機器の組

み立て、などは、研究所内の施設や設備を十分に活用

することができる。
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申請時の予算案

単位(千 円)

7 化学発光 式NO分 析器 、Mode1270BNOA

(SieversInstrumentInc.)1x@5,900

デ ー タア クイ ジ ッション機器MacLab/8

(ADI)ユx@980

超 高 感度C(の カ メラ及 イ メー ジイ ンテ ン

シフ ァイアーV5102(浜 松 フォ トニ クス)

1x@4、900

オ ゾ ン発 生器(ス カ ラテ ック)

1xX670

高 輝 度 レンズ2/3*75

(池 上 通信 機)1x@190

真 空 ポ ンプ(ス カ ラテ ック)

1xO150

2分 割 グローブボ ックス(ス カラテ ック

1R@1、250

VTREVO-9800A(SONS

lx@650

5,900

・1

4,900

670

190

150

1,250

650

8 汎用 画像処理 システ ム(装 置、 ソフ ト込)

(日 本ア ビオニ クス)1x@2、500

ハ ー ドデイス クND540-BP

(ア イ シーエ ム)1x@120

フ レーム メモ リー-PowerMovie

(カ ノ ープス)1R@800
CRTデ ィ スプ レイFLEXSCAN53T

lx@190

2,500

120

11

190

消耗品 旅費 謝金 その他

7 校正用NOガ ス500

その他 のガス300

活性炭 フィルタ200

空気 ドライア100

実験動物280

電気素子類550

試薬350

配管部品400

300

140

450 zo

計 .1 計 440 計 450 計20

8 校正用NOガ ス

その他のガス

活性炭フィルタ

実験動物

議

電気素子類

500

300

200

280

350

200

300

140

450 20

計 1830 計 //, 計 450 計20

9 校正用NOガ ス

活性炭フィルタ

実験動物

譲

500

200

280

350

300

140

450 20

計 1330 計 440 計 450 計20


