
Ⅰ. 諸言

好中球は生体の非特異的防御の中心的な役割
を果たしている。その際、種々の走化因子に反
応し、内皮細胞への粘着、次いで感染巣に遊走

する。感染局所の好中球は微生物を貪食し、同
時に細胞膜に存在するNADPH酸化酵素が活性化
され、スーパーオキシド（O2-）を産生する。さ
らにO2-から派生する活性酸素により殺菌が行わ
れる。
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化学発光法による全血を用いた好中球活性酸素産生能の検討
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Summary Conventionally, it has been necessary to isolate neutrophils to measure the production

capacity of reactive oxygen species (ROS), and isolation takes a long time due to a large amount of

blood.  Although cytometry has been applied to measure ROS in a whole blood preparation, special

equipment is required.  We therefore investigated the feasibility of using a chemiluminescence

technique to rapidly measure ROS in whole blood.

Chemiluminescent reagents 8-amino-5-chloro-7-phenylpyrido (3,4-d) pyrodazine-1,4 (2H,3H) dione

(L-012), 2-Methyl-6-p-methoxyphenylethynylimidazopyrazinone (MPEC), luminol, and lucigenin,

as well as the stimulants phorbol myristate acetate (PMA), formil-methionyl-leucyl-phenylalanine

(fMLP), and opsonuzed zymosan (OZ) were used in the present study, and emission intensities

were captured using a Luminescencer PSN.  The results showed that L-102 exhibited a high degree

of reaction specificity toward hypochlorous acid (HOCl) and sufficient sensitivity in the analysis using

whole blood.  Because this technique enables rapid measurement of ROS in trace samples, it is

expected to be a valuable clinical laboratory assay. 
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一方、好中球の過剰な活性化による活性酸素
の産生は、それ自身、脂質、糖質、核酸を酸化
して組織障害をもたらす。さらに、細胞外の抗
プロテアーゼを不活化し、放出されたプロテア
ーゼに対する阻害を低下させ組織障害を惹起す
る。また、慢性炎症疾患などの病態に係ってい
ることが指摘されている。さらに、サイトカイ
ンによるプライミング反応は好中球活性化と
MPO放出、酸化障害を亢進させる1)。したがっ
て、これらの病態を把握するには、末梢血液中
の好中球活性化の状態を簡便で迅速に測定する
ことが重要であり、好中球活性酸素産生能の測
定は、酸化ストレスによる病態のマーカーとし
て有用であると考えられる。
好中球活性酸素産生能の測定として、チトク
ロームCに代表される従来の方法は、活性酸素
の測定においては、好中球を分離する必要があ
り、多量の血液および分離に長時間を要した。
全血で測定する方法として、フローサイトメト
リー法用いた方法が報告2, 3)されているが、特別
な装置が必要である。
近年、微量成分を定量するために化学発光試
薬を利用した分析方法が開発されている4)。活性
酸素の測定においては、好中球が細菌を貪食す
る際に光を発することをAllenら5)が発見し、液
体シンチレーションカウンターで測定すること
を試みている。しかし、この方法においても多
量の血液を必要とした。その後、発光増強剤と
して、ルミノール、ルシゲニン、ウミホタル・
ルシフェリン誘導体を用いた測定方法が報告さ
れている。しかしながら、測定する活性酸素種
については十分に検討されていない。
今回、各種化学発光試薬を用いて、全血でし
かも短時間で測定する方法を検討したので報告
する。

Ⅱ. 方法と材料

1. 発光試薬を用いた活性酸素種の測定
化学発光法による活性酸素種の測定では、発
光試薬が活性酸素と化学反応を起こし、励起状
態から基底状態に戻る際に光を放出する。この
発光は、活性酸素による酸化反応が主なエネル
ギー源となっている（Fig. 1）。
今回、活性酸素種としてO2-はキサンチンオキ
シダーゼ（XOD）-ヒポキサンチン系で生成さ
せた。HOClは次亜塩素酸からの調整および
MOP反応より生成させた。発光試薬として2-
Methyl-6-p-methoxyphenylethynylimidazopyrazinone
（MPECアトー社）、ルミノール（和光純薬）、ル
シゲニン（和光純薬）、8-amino-5-chloro-7-
phenylpyrido（3,4-d）pyrodazine-1,4（2H,3H）
dione（L-102 和光純薬）を用いて活性酸素種
との反応性について検討した。
測定装置はルミネッセンサーPSN（アトー社）
を用いた。

1) 試薬
発光試薬としてMPECは１バイアルを５mlの

アルコールで3.6 mmol/lに溶解し、使用時に精製
水で300μmol/lに調整した。ルミノールとルシ
ゲニンは0.2 mol/l Tris-HCl緩衝液pH8.5を用いて、
それぞれ200μmol/lに調整した。L-012は50
mmol/l Tris-HCl緩衝液pH7.5で500μmol/lに溶解
した。
活性酸素産生試薬として、O2-の生成は3.6

mmol/lヒポキサンチン、0.1 U/ml XODを用いた。
MPO反応によるHOClの生成には75 mmol/lリン
酸緩衝液（KH2PO4、Na2HPO4）pH7.5を用いて
150 U/l MPOに調整した。また、精製水で0.6
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Fig. 1 Principle of measurement



mol/l H2O2溶液とした。次亜塩素酸溶液は、次亜
塩素酸ナトリウム溶液から0.1 mol/l酢酸緩衝液、
pH5.5で希釈し調整した。

2) 測定方法
O2-の検出は試験管にリン酸緩衝液180μl、

XOD溶液60μl、発光試薬10μlを加え混和後、
ヒポキサンチン溶液50μl添加して反応を開始さ
せてルミネッセンサーPSNで発光量を測定した。
HOClの検出は酢酸緩衝液240μl、発光試薬10
μlを試験管に加え混和後、HOCl 50μlを添加し
て反応を開始し同様に測定した。
MPO反応により生成するHOClの検出は、試験
管に緩衝液200μl、発光試薬10μl、NaCl 20μl、
MPO 20μlを加え混和後、H2O2 50μlを添加して
発光量を測定した。HOClの検出の確認は、反応
系に7.5 mmol/l NaN3を10μl加えて５分間処理後、
H2O2を加えて反応を開始して、同様に発光量を
測定した。

2. 全血を試料とした活性酸素種の測定
各種刺激物質（formil-methionyl-leucyl-pheny-

lalanine: fMLP、phorbol myristate acetate: PMA、
opsonuzed zymosan: OZ）により好中球を活性化
して、生成する活性酸素種と各発光試薬との反
応を測定した。また、L-012により検出する活性
酸素種について阻害物質を用いて検討した。阻
害物質としてSuperoxide disumutase: SOD（シグ
マ）、Catalase: CAT（シグマ）、NaN3（和光純薬）
を用いて阻害反応を調べた。

1) 試薬
Ca2+-free KRP緩衝液は、0.1 mol/lリン酸緩衝液

（pH7.4）21容、0.15 mol/l NaCl 100容、0.154 mol/l
KCl 4容、0.15 mol/l MgCl2 1容の割合で混合し、
使用前に調整した。
刺激物質の調整は、PMA、fMLPともにエタ

ノールで10 mmol/lに溶解し、使用時に0.5 ％エ
タノールCa2+-free KRP緩衝液を用いて、0.2
mmol/l PMA、0.2 mmol/l fMLPを作成した。OZは
ザイモザン（シグマ）４mgを１mlの20 mmol/l
ベルナール緩衝液（pH7.4）に懸濁し、100分間
加熱沸騰させた。その後、室温で冷却し、
1,900×g 10分間遠心、沈殿ザイモザンにヒト新
鮮プール血清１mlの割合で加え、37℃、30分間

反応させた後、1,900×g 10分間遠心し上清を除
き、次にCa2+Mg2+-free KRP緩衝液で２回洗浄し、
OZが20 mg/mlになるようにCa2+Mg2+-free KRP緩
衝液を加えた。
SOD 10 U/l、カタラーゼ1,000 U/l、１mmol/l

NaN3はCa2+-free KRP緩衝液で各濃度に溶解した。
グルコースは１mo/l溶液を作成し、使用時に
Ca2+-free KRP緩衝液で500 mmol/lに希釈した。発
光試薬は活性酸素種測定と同様の試薬を用いた。

2) 測定方法
試験管にCa2+-free KRP緩衝液195μl、発光試

薬20μl、全血20μl、グルコース５μlを加え、
37℃３分インキュベーション後、各刺激剤10μl、
KRP 10μlの添加により反応を開始し、ルミネ
ッセンサーPSNで発光量を測定した。

Ⅲ. 結果

1. 発光試薬を用いた活性酸素種の測定
各種発光試薬としてMPEC、ルミノール、ル

シゲニン、L-012を用いてO2-、HOClとの反応性
について調べた。ヒポキサンチン-XOD系で生成
させたO2-に対する反応性は、L-012が最も強く、
次いでルシゲニン、ルミノール、MPECであっ
た。L-012に対して他の試薬の発光量は約1/3程
度であった（Fig. 2）。HOCl溶液に対する反応性
は、L-012による発光が著しく高く、MPEC、ル
ミノール、ルシゲニンの順であった（Fig. 3）。

2. 全血試料を用いた測定
全血を試料として、PMAで刺激しL-012、
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Fig. 2 Detectoin of superoxide by various chemilumi-
nescence probes.



MPECを用いて発光のタイムコースを調べた。
Fig. 4に示すごとく、L-012は急激に反応し約

300秒で発光はピークに達する。一方、MPECは
反応が遅くピークは400秒であった。発光強度の
比較は、感度的にL-012と比較してMPECは1/50
の感度であった。

3. 発光反応に対する好中球数の影響
好中球を分離しないで全血で測定するため、

全血における好中球数と発光量との関係につい
て検討した。赤血球、好中球、血漿を分離し、
赤血球数と血漿量を一定にして、分離した好中
球を添加した試料について、その影響を調べた。
好中球数の増加に比例して発光強度が増加した
（Fig. 5）。

4. L-012と活性酸素種の反応性の検討
好中球活性化より生成する活性酸素に対する
L-012の反応性について、活性酸素消去酵素、活
性酸素産生酵素に対する阻害剤を用いて検討し
た。活性酸素生種としてO2-に対してはSOD、
H2O2にはCAT、HOClはNaN3を反応系に添加して
反応性を調べた。Fig. 6のごとく、発光のタイム
コースからそれぞれの阻害反応はラグタイムが
生じ、さらに発光量も減少した。阻害物質の中
でNaN3が最も反応を阻害した。これらの反応性
をMPECと比較した結果はFig. 7に示すごとく、
L-012はNaN3、MPECはSODが最も発光量を減少
させた。
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Fig. 3 Detectoin of hypochlorous acid by various chemi-
luminescence probes.

Fig. 4 Time course of chemiluminescence

Fig. 5 Effect of neutrophils on chemiluminescence 
reaction.

Fig. 6 Effect of inhibitor on chemiluminescence 
reaction.

Fig. 7 Effect of inhibitor on chemiluminescence ratio.



Ⅳ. 考察

好中球の過剰な活性化はO2-の産生、MPO放
出、さらにO2-から派生する活性酸素により酸化
障害を亢進させることが知られている。したが
って、これらの状態を把握するには、末梢血液
中の好中球活性化の状態を簡便で迅速に測定す
ることが重要である。そこで、発光試薬を用い
て、アトー社のルミネッセンサーPSN測定装置
を利用した全血を試料とした好中球活性酸素産
生能を検討した。
発光法による活性酸素種分析は、発光プロー
ブと呼ばれる発光化合物が活性酸素と化学反応
を起こすことを利用している。発光プローブは
化学エネルギーを受け取り酸化化合物となり、
この励起状態から基底状態に戻る際に過剰のエ
ネルギーを光として放出する。発光にはエネル
ギーの供給が必要であり、それは酸化、還元、
その他、発エルゴン反応であればどのような反
応でもよいとされている。通常、酸化反応が発
光の主なエネルギー源となっている。本分析法
は、高感度であり、発光試薬を使用するための
光源を必要とせず小型で比較的安価な装置で測
定できるなどの利点がある。近年、ウミホタ
ル・ルシフェリン誘導体であるCLA、MCLAが
汎用されているが、活性酸素に対する選択性の
向上、自動酸化によるバックグランドを低下さ
せた発光プローブの開発が試みられ、MPEC6)、
L-0127)が出現している。
今回、発光試薬としてMPEC、ルミノール、

ルシゲニン、L-102を用いて、XOD-ヒポキサン
チン系で生成するO2-、MPO-H2O2-Cl系で生成す
るHOClを測定した。結果はO2-、HOClともに、
全ての発光試薬と反応した。HOClについてはL-
012が最も感度が高く、ついでMPECであった。
次に試料として全血を用いて、発光反応につ
いて検討した。PMA刺激によりL-012は感度的
に測定が可能であったが、MPECは十分な感度
が得られなかった。他の刺激物質としとfMLP、
OZも同様の結果であった。また、発光反応に対
する好中球数の影響は好中球の個数に比例して
発光強度が増加することを確認した。
好中球の活性化により産生する活性酸素種と
発光試薬の反応性を確認するために反応系に阻
害剤を加えた。すなわち、HOClに対してはNaN3、

O2-はSOD、H2O2はCATにより活性酸素の産生を
抑制した系と阻害剤不在の系で発光強度を比較
した。L-012とMPECの比較では、阻害物質に対
する反応性が異なる結果を得た。L-012はNaN3
によってほとんど発光が阻害されるが、MPEC
はSODにより最も阻害を受けた。この結果は両
者の活性酸素に対する反応性に差があることを
示しており、L-012はHOCl、MPECはO2-との反
応性が高いことが推測された。この反応性を確
認するため、MPO-H2O2-Cl反応系にNaN3を添加
し発光量を測定した。結果はNaN3により発光が
減少した（結果不掲載）。これはL-012がHOClと
特異的に反応することを示唆する。Imada8)は、
L-012はルミノールよりも数倍強く発光すること
を報告している。また、活性酸素種と発光プロ
ーブの反応性について、西田9)は、ウミホタル・
ルシフェリン依存性化学発光がSODにより抑制
され、CAT、NaN3では抑制されない。したがっ
てO2-の関与が主であることを明らかにした。ル
ミノールとの反応について顆粒球においては、
MPO欠損患者では発光を示さず、健常人では
MPOの阻害剤NaN3で発光が阻害されたことを報
告している。本研究に用いたL-012は同様にNaN3
によって阻害され、HOClの発光が主であると考
えられる。
アトー社のルミネッセンサーPSN測定装置は

生物発光・化学発光分析機でATP分析、抗酸化
能測定に開発された機器であるが、発光試薬と
してL-012を用いることで、全血による好中球活
性酸素産生能を測定は十分な感度であった。
本法は、好中球の分離操作が不要であるため
短時間、しかも20μlの血液で測定が可能であっ
た。全血での測定においては、好中球数が影響
するために補正する必要がある。しかし、現在
の血球測定装置では、血球数とともに好中球数
も同時に計測することが可能であり、好中球
（103個）あたりに換算して表示することで、臨
床検査における好中球活性酸素産生能として利
用できる。本法は、迅速で簡便な酸化ストレス
マーカーの測定方法として、有用な検査情報を
提供することが期待される。

Ⅴ. 結語

今回、化学発光試薬を用いて全血による好中
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球活性酸素産生能の測定を検討した。発光試薬
の中でL-012はMPO由来活性酸素であるHOClに
反応特異性が高い結果であった。L-012を利用し
ルミネッセンサーPSNを用いた測定は、全血で
の好中球活性酸素産生能の測定に十分な感度を
示した。また、好中球の分離操作が不要のため、
微量で短時間の測定が可能であった。
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