
 

 

 

 

 

中分子ヘパリニルアミノ酸誘導体のラジカルスカベンジング作用及び 

機序の検討 

 

Studies on the free radical-scavenging action of medium heparinyl  

amino acid derivatives and the elucidation of their mechanism. 

 

 

 

 

論文内容の要旨 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

学位申請者  武田 誠一 

 

 

 

 



学位論文題名 

中分子ヘパリニルアミノ酸誘導体のラジカルスカベンジング作用及び機序の検討 

Studies on the free radical-scavenging action of medium heparinyl  

amino acid derivatives and the elucidation of their mechanism. 

 

学位申請者 武田 誠一                

【緒言】 

 近年，ヘパリン (HE) の抗血液凝固作用に起因した副作用である出血傾向を軽減する目的

で低分子 HE が開発され，HE に代わる抗血液凝固剤として医療現場で用いられるように

なった 1-3)．申請者の所属する製薬企業の主力製品は透析液である．HE 等の抗血液凝固剤

は血液透析療法に不可欠であり，申請者の所属する製薬企業においても中分子 HE の研究

を行うこととなった．この時申請者は，HE の抗血液凝固作用以外の薬理作用にも注目した． 

HE は抗血液凝固作用の他，リポ蛋白リパーゼの放出，補体活性化の抑制及び抗炎症作用等

の報告がある 4-7)．さらに血管内皮細胞から Extracellular superoxide dismutase (EC- 

SOD) の放出を促す作用も報告されている 8-11)．一方で近年，フリーラジカルが様々な疾病

 [癌 (血管新生)，腎障害あるいは心筋の障害等] に関与していることが報告されている 12-16)．

これらの疾病に対し SODを使用した報告もある 17-20)．しかし，人工的に合成した SOD 

には免疫原性があり 21,22)，継続使用不可能である．他にエダラボンやトコフェロール等以外

に，ラジカルスカベンジャーとして用いる医薬品は少ない．EC-SOD は銅を含む 135 KDa

の内在性の SOD23-26)であり免疫原性はない．生体から EC-SOD を放出させるという HE 

の間接的なラジカルスカベンジング作用は，フリーラジカルが関与する疾病の予防や治療に

有用かもしれない．しかしながら HE には出血傾向といった副作用があり，用量は制限さ

れる．低分子化することによって HE の出血傾向を軽減し，他の有益な薬理作用だけを残

すことが可能ならば理想的であるが，これまでにそのような報告はない．申請者は通常の 

HE と，所属する企業で開発された中分子ヘパリン (MHE) 及び MHE にアミノ酸を付加

した 11 種類の中分子ヘパリニルアミノ酸誘導体 27) (MHADs) を用いて出血傾向に関する

項目の比較及びラジカルスカベンジング作用について検討を行い，HE よりも安全で有効な

中分子ヘパリニルアミノ酸誘導体を探索した． 

 

【第一章 In vitro における MHADs のフリーラジカル起因の細胞傷害に対する作用の

検討】 

 申請者はヒト正常血漿を検体として，HE，MHE 及び MHADs の in vitro における血

液凝固能の検査項目である活性化部分トロンボプラスチン時間 (APTT) を測定した．また

フリーラジカルによりヒトさい帯静脈内皮細胞 (HUV-EC) を傷害し，その傷害に対する  

MHADs の作用を検討した． 

 



第一節 APTT の測定 

 既報の方法 27)により HE 原末から合成した以下の MHADs (分子量 8,500～10,000) を

実験に供した．すなわち，中分子ヘパリン (MHE)，中分子ヘパリニルアラニン (MHA)，

中分子ヘパリニルアスパラギン酸 (MHD)，中分子ヘパリニルフェニルアラニン (MHF)，

中分子ヘパリニルグリシン (MHG)，中分子ヘパリニルヒスチジン (MHH)，中分子ヘパリ

ニルロイシン (MHL)，中分子ヘパリニルメチオニン (MHM)，中分子ヘパリニルプロリン 

(MHP)，中分子ヘパリニルアルギニン (MHR)，中分子ヘパリニルセリン (MHS)及び中分

子ヘパリニルチロシン (MHY) を用いた． 

        

     Heparin                  MHADs  

 MHADsではヘパリンを構成する糖の一部が右のような構造になっている． 

 

 ヒト正常血漿 9 容量に，マグネシウムとカルシウムを除いたリン酸緩衝生理食塩液  

(PBS(－)) を用いて様々な濃度に調製した HE，MHE 及び MHADs の 1 容量を加えて被

験血漿とした．別に PBS(－) 1 容量をとり，被験血漿と同様に操作し，対照血漿とした．

被験血漿及び対照血漿につき，活性化部分トロンボプラスチン試薬及び塩化カルシウム溶液

を添加後，血漿凝固時間自動測定器アメルング KC10A を用いて，各血漿の APTT を測定

した．Table 1 にヒト正常血漿の APTT を 100 秒に延長するのに要する各被験物質の濃

度及び HE との比を表した．MHE はヒト正常血漿の APTT を 100 秒に延長するために，

HE の 3.09 倍の濃度を必要とした．MHADs はヒト正常血漿の APTT を 100 秒に延長す

るために，HE の約 6～18 倍の濃度を必要とした． 

Table 1. Effect of MHADs on APTT using human plasma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compounds

Concentration (μg/mL) of

compounds that APTT is

100 seconds.

Ratio to the HE

 HE 4.79 1.00

MHE 14.79 3.09

 MHA 30.90 6.45

MHD 31.56 6.59

MHF 40.27 8.41

MHG 53.70 11.21

MHH 57.54 12.01

MHL 35.96 7.51

MHM 35.48 7.41

MHP 28.18 5.88

MHR 85.11 17.77

MHS 26.86 5.61

MHY 38.90 8.12



 HE は様々な分子量の混合物であり，抗血液凝固作用はその分子量と相関する 28)．MHE

や MHADs より分子量の大きい HE は，今回用いた被験物質の中で最も強い出血傾向を

示すことが考えられる．本結果より APTT を 100 秒に延長するのに，HE より高濃度が

必要であった MHE や MHADs は，同濃度で比較した場合，HE より APTT 延長は軽度

であると考えられる．さらに MHE よりも MHADs の APTT 延長は軽度であると考えら

れる．すなわち，MHADs は HE や MHE よりも出血傾向が発現するまでに高濃度を用

いることが可能であることが判明した．また，同程度の分子量ながら MHADs と MHE 

の APTT の結果が異なるのは，アミノ酸付加による構造の変化に起因したアンチトロンビ

ン III に対する親和性の変化などが生じている可能性がある． 

 

第二節 フリーラジカルによる傷害後のヒトさい帯静脈内皮細胞 (HUV-EC) の  

        cell viability 測定 

 実験には HUV-EC を供し，20%ウシ胎児血清及びウシ脳抽出液，Epidermal growth  

factor，ハイドロコーチゾン，ゲンタマイシン，アンフォテリシンを含んだ HE フリーの血

管内皮細胞培養用添加因子セットを添加した M-199培地を用いて培養した．in vitro にお

いて Hiebert と Liu の方法 29)に準じてフリーラジカルを発生させた．すなわちフラスコ

内で subconfluent な状態の HUV-EC を 0.25%トリプシン：0.02% EDTA＝1：1混合溶

液で処理し，回収し，6穴プレートに 1.5×105 cells/well の細胞密度で播種し，1%ウシ胎

児血清のみを含んだM-199培地を用いて 24時間培養した．その後，6穴プレートの各 

wellにキサンチン (X) (0～1 μmol/mL) 及びキサンチンオキシダーゼ (XO) (0.2または 

0.4 U/mL) を加えた．X 及び XO 添加 24時間後にプレート中 HUV-EC を再びトリプシ

ン：EDTA=1：1混合溶液で処理し，回収した．回収した細胞浮遊液と同量の 0.2%トリパ

ンブルー溶液を加えた．血球計算盤を用いて細胞とトリパンブルー混液中の細胞質・核全体

が青染された細胞と非染色細胞を区別して計測し，cell viability を算出した． 

 予備検討として，HUV-EC に傷害を与えるために用いる X 及び XO の最適濃度の検討

と，HUV-EC がフリーラジカルによって受ける傷害に対する HE の作用及び作用させるタ

イミングを検討した．X 及び XO の最適濃度の検討には X (0.001，0.01，0.1あるいは 

1μmol/mL) 及び XO (0.2あるいは 0.4 U/mL) を供した．HE を作用させるタイミングは

HE (50 μg/mL) の濃度で，次の 3通りの条件を検討した (Table 2)． 

Table 2.  Conditions of experiments. 

 

0 24hr 48hr 72hr

Normal passage media exchange measure

PBS(－) passage X＋XO, PBS measure

HE-1 passage HE X＋XO measure

HE-2 passage X＋XO, HE measure

HE-3 passage HE X＋XO, HE measure



  本文中における数値はすべて平均値 ± 標準誤差で表示した．群間の有意性は Bartlett 

法にて分散の均一性を確認した後，Tukey 法により検定した．有意水準は 0.05とした． 

  様々な濃度の X 及び XO により発生させたフリーラジカルによって HUV-EC は傷

害を受け，cell viability の低下がみられた．このときの cell viability の低下は， 

Hiebert と Liu が報告した値 15)と同様であった．以後の実験における X及び XOの濃度は

 (X：0.01μmol/mL，XO：0.2 U/mL) とした (Figure 1)． 

 

 

 

Figure 1. Cell viability after varying concentrations of xanthine and xanthine  

          oxidase were added to media. The mean ± S.E. of 3 cultures per group

          were shown. 



  HE-1 あるいは HE-3 パターン (Table 2) で HE を添加した場合，HUV-EC の cell  

viability の低下は抑制されなかった．一方，HE-2 パターンの場合，cell viability の低下

は有意に抑制された．従って, 以後の MHADs を用いた実験は，HE-2 パターンで行った  

(Figure 2)． 

 

 

Figure 2. The protective effect of HE on viability of HUV-EC treated with X and  

          XO. HE was added to medium at 50 μg/mL.  

     The mean ± S.E. of 3 cultures per group were shown.  

     Significantly different at **P<0.01，*P<0.05 VS. Normal， 

          #P<0.05 VS. PBS(－). 

 

 

  MHADs を HEと同様に 50 μg/mL 添加して，細胞傷害抑制作用を検討した． 

X と XO により発生させたフリーラジカルによって，PBS(－) のみを加えた wellにおい

ては，HUV-EC の cell viability の著しい低下がみられた．HE を作用させると HUV- 

EC の cell viability の低下を抑制する傾向がみられた．MHADs のうち MHD あるいは  

MHPを作用させると HUV-EC の cell viability の低下を抑制できなかったが，MHF， 

MHL 及び MHY を作用させると HUV-EC の cell viability の低下は有意に抑制された．

また，その他の MHADs においても HUV-EC の cell viability の低下を抑制する傾向が

みられた (Figure 3)． 
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Figure 3. Effects of heparinyl amino acid derivatives on endothelial cells treated  

          with X and XO. All compounds were added to medium at 50 μg/mL.  

     Experiments were performed in triplicate. Significantly different at  

          **P<0.01，*P<0.05 VS. Normal，#P<0.05 VS. PBS(－). 

 

 MHF，MHL 及び MHY はフリーラジカルによる HUV-EC の cell viability の低下を

有意に抑制した．MHD 及び MHP を除く他の MHADs は HUV-EC の cell viability 

の低下を抑制する傾向がみられた．体内に投与された HE は最初に血管内皮に結合し，血

管内皮細胞からの EC-SOD の放出を促す 11)．傷害を受けた HUV-EC の表面上は一時的

にプラスに荷電する 30)という報告がある．HE はマイナスに荷電したグリコサミノグリカ
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ンであり，容易に HUV-EC に結合すると考えられる．HE から合成された MHE もマイ

ナスに荷電している可能性があり，フェニルアラニン，ロイシン及びチロシンは酸性アミノ

酸ではないが，MHF，MHL 及び MHYは全体的にはマイナスに荷電している可能性があ

る． 

 

【小括】 

・MHE は, ヒト正常血漿の APTT を 100秒に延長するのに，HE の 3.09倍の濃度を必要 

 とした． 

・MHADs は, ヒト正常血漿の APTT を 100秒に延長するのに，HE の約 6～18倍の濃度 

 を必要とした． 

・上記の結果より, 同濃度を用いた場合，HE より MHE の APTT 延長は軽度であり， 

 MHE よりも MHADs の APTT 延長はさらに軽度であると考えられた．  

・MHADs は HE や MHE よりも出血傾向が発現するまでに高濃度を用いることが可能 

  である． 

・同程度の分子量ながら，MHADs と MHE の APTT の結果が異なるのは，アミノ酸付 

 加による構造の変化に起因したアンチトロンビン III に対する親和性の変化などが生じ 

  ている可能性が考えられる． 

・MHADs のうち MHF，MHL 及び MHY には，フリーラジカルにより傷害を受けた 

 HUV-EC の cell viability の低下を有意に抑制する作用のあることが示唆された．  

 

【第二章  MHADsによるマウス虚血性足浮腫抑制作用の検討】 

  in vitro の検討 31) により，HE の副作用である出血傾向を軽減する目的で合成した

MHADs のうち，MHF，MHL 及び MHY に X 及び XO を用いて発生させたフリーラ

ジカルによる細胞傷害を抑制する作用のあることが明らかとなった．次に，in vivo におけ

るMHF，MHL 及び MHYのラジカルスカベンジング作用ならびに HE，MHF 及び 

MHL の ex vivo におけるマウス血液凝固系 APTT に及ぼす影響を検討した．in vivo の

検討には，Oyanagui と Sato の方法 9,32)に準じてフリーラジカルによる傷害モデルで，被

験物質のラジカルスカベンジング作用の検討に最適である，虚血-再灌流病態モデル動物で

ある，マウス虚血性足浮腫モデルを供した． 

 

第一節 マウス虚血性足浮腫モデルの検討 

  4週齢の ICR 系雄性マウスを購入し，室温 23 ± 2℃，湿度 50 ± 5% RH，換気オール

フレッシュ 15回/時間及び 12時間交代の明暗サイクル (7：00 on～19：00 off) に設定さ

れた環境下で 1週間の予備飼育を行った後，実験に供した．飼育期間中の摂餌・摂水は自由

とした．他，実験動物の取扱いは扶桑薬品工業株式会社・実験動物委員会の作成した動物実

験に関する社内規定を遵守した (承認番号：PDS9606)． 



 被験物質は既報の方法 27)により合成した MHF，MHL，MHY (分子量各々8,500～10,00

0) 及び HE を用いた． 

  マウス虚血性足浮腫モデルは，Oyanagui と Sato の方法 9,32)に準じて作製した．すなわ

ち，マウスの右足首に輪ゴムを 10または 13回巻き付け，足首より先の部分を虚血状態に

し，その 20分後輪ゴムをはずし，血液を再循環させて浮腫を生じさせた．浮腫が生じた足

の厚みは，虚血終了時より 10，40及び 70分後にダイヤルキャリパーゲージを用いて測定

した． 

 

 MHF，MHL 及び MHY のマウス虚血性足浮腫抑制効果の予備検討を行った．すなわち

溶媒の PBS(－)，被験物質である HE，MHF，MHL 及び MHY (各 5 mg/10 mL/kg) を

マウスの虚血処置直前に尾静脈より投与し，虚血終了 70分後に足の厚みを測定した． 

 

  HE，MHF あるいは MHL (1.25~40 mg/10 mL/kg) をマウスに虚血処置直前に尾静脈

より投与し，虚血終了時より 10，40及び 70分後に足の厚みを測定した． 

 

  各被験物質を 10.0 mg/10 mL/kgの用量でマウスの虚血中 [(虚血は 20分間実施) 虚血終

了 15分前，10分前あるいは 5分前] あるいは虚血終了直後に尾静脈より投与し，虚血終了

時より 10，40及び 70分後に足の厚みを測定した． 

 

 本文中における数値は，全て平均値 ± 標準誤差で表示した．群間の有意性は，Bartlett

法にて分散の均一性を確認した後，等分散の場合は Tukey 法，不等分散の場合は  

Kruskal-Wallis 法によってデータを順位変換した後，Tukey 法 [群間の例数が異なる場合

は Spjotvoll & Stoline-test (補正 Tukey法)] により検定した．有意水準は 0.05とした． 

 

 本病態モデルにおいて 10または 13回と輪ゴムを巻き付ける回数を変えることで，生じる

浮腫の程度に差はなかった (Figure 4)． 

 従って，以後の実験において，マウスの足首に輪ゴムを 10回巻き付けることとした． 

 

 



 

Figure 4.  Time dependency of the ischemic paw swelling edema in the hind leg  

           of mice. when bound 10 or 13 times using an elastic band. Each point

           represents the mean ± S.E. of measurements in five animals. 

 

 各被験物質 (5 mg/10 mL/kg) をマウス虚血性足浮腫モデルの虚血処置直前に尾静脈よ

り投与し，虚血終了 70分後に足の厚みを測定したところ，MHF 及び MHL 投与群におい

て有意な虚血性足浮腫抑制作用がみられた．HE 投与群においては虚血性足浮腫を抑制する

傾向がみられた．MHY 投与群において虚血性足浮腫抑制作用は認められなかった   

(Table 3)．従って，以後の実験では, MHADs のうち，MHF 及び MHL について検討を

続けることとした． 

 

Table 3. Effects of MHF，MHL and MHY on ischemic paw edema in mice.  

  

Each value represents the mean ± S.E. of 8 animals.  

Significantly different at *P<0.05 VS. PBS(－). 

Compounds Pre 70 Min

 PBS(－) 2.19 ± 0.05 4.12 ± 0.09*

HE 2.16 ± 0.06 3.80 ± 0.09*

MHF 2.11 ± 0.08 3.66 ± 0.14*

MHL 2.25 ± 0.04 3.75 ± 0.10*

MHY 2.18 ± 0.05 4.03 ± 0.18*

Paw thickness (mm)



  各被験物質を様々な用量でマウスに虚血処置直前に尾静脈より投与し，HE の 2.5，5.0

及び 10.0 mg/10 mL/kg投与群，MHF 及び MHL の 2.5，5.0及び 10.0 mg/10 mL/kg

投与群において有意な虚血性足浮腫抑制作用がみられた (Table 4, 5)． 

 

Table 4. Effect of HE on ischemic paw edema in mice. 

 

Each value represents the mean ± S.E. of 5 animals. 

Significantly different at *p<0.05，**p<0.01 vs. PBS(－). 

 

Table 5. Effects of MHF and MHL on ischemic paw edema in mice. 

 

Each value represents the mean ± S.E. of 8 animals. 

Significantly different at *p<0.05，**p<0.01 vs. PBS(－). 

 

 HE (10.0 mg/10 mL/kg) 投与群においては，いずれの投与スケジュール[虚血中 (虚血は

20分間実施) 虚血終了 15分前，10分前あるいは 5分前]においてもマウスの虚血性足浮腫

抑制作用はみられなかった．MHF (10.0 mg/10 mL/kg) 投与群は，虚血終了 10分後に全て

の投与スケジュールにおいて有意な虚血性足浮腫抑制作用がみられた．また，虚血終了 5

分前投与群において，虚血終了 40分後においても有意な虚血性足浮腫抑制作用がみられた．

Compound Dose (mg/kg) Pre 10 Min 40 Min 70 Min

PBS(－) 2.10 ± 0.04 2.42 ± 0.08 3.21 ± 0.10* 3.20 ± 0.06**

HE 1.25 2.17 ± 0.10 2.39 ± 0.14 3.07 ± 0.21* 3.04 ± 0.13**

2.5 2.05 ± 0.03 2.11 ± 0.06 2.55 ± 0.11* 2.60 ± 0.11**

5.0 2.06 ± 0.06 2.09 ± 0.11 2.50 ± 0.12* 2.54 ± 0.10**

10.0 2.22 ± 0.03 2.18 ± 0.14 2.38 ± 0.15* 2.68 ± 0.19**

20.0 2.06 ± 0.04 2.41 ± 0.13 3.07 ± 0.10* 3.12 ± 0.14**

40.0 1.98 ± 0.08 2.28 ± 0.16 2.88 ± 0.21* 3.20 ± 0.08**

Paw thickness (mm)

Compounds Dose (mg/kg) Pre 10Min 40Min 70Min

 PBS(－) 2.11 ± 0.02 2.61 ± 0.11** 3.05 ± 0.09** 3.07 ± 0.15**

 MHF 1.25 2.07 ± 0.02 2.43 ± 0.11** 2.75 ± 0.10** 2.71 ± 0.08**

2.5 2.11 ± 0.05 2.08 ± 0.04** 2.45 ± 0.05** 2.43 ± 0.07**

5.0 2.08 ± 0.07 2.08 ± 0.05** 2.21 ± 0.08** 2.22 ± 0.09**

10.0 2.03 ± 0.08 2.07 ± 0.07** 2.28 ± 0.09** 2.19 ± 0.09**

20.0 2.17 ± 0.05 2.39 ± 0.13** 2.70 ± 0.06** 2.67 ± 0.05**

40.0 2.07 ± 0.03 2.42 ± 0.07** 2.90 ± 0.12** 2.74 ± 0.11**

  MHL 1.25 2.07 ± 0.02 2.35 ± 0.10** 2.68 ± 0.15** 2.70 ± 0.09**

2.5 2.17 ± 0.04 2.14 ± 0.04** 2.43 ± 0.07** 2.59 ± 0.15**

5.0 2.05 ± 0.08 2.12 ± 0.09** 2.29 ± 0.09** 2.23 ± 0.13**

10.0 2.05 ± 0.02 2.15 ± 0.08** 2.29 ± 0.07** 2.26 ± 0.06**

20.0 2.15 ± 0.07 2.32 ± 0.04** 2.69 ± 0.08** 2.79 ± 0.09**

40.0 2.08 ± 0.02 2.43 ± 0.10** 2.75 ± 0.08** 2.68 ± 0.11**

Paw thickness (mm)



一方，MHL (10.0 mg/10 mL/kg) 投与群においては，虚血終了 5，10及び 15分前投与群に

おいて，虚血終了 10分後に有意な虚血性足浮腫抑制作用がみられた．虚血終了直後に投与

した群において虚血性足浮腫抑制作用はみられなかった (Table 6，7)． 

 

Table 6. Influence of timing of HE administration on inhibition of ischemic 

paw edema. 

 

Each value represents the mean ± S.E. of 5 animals. 

 

 

Table 7. Influence of timing of MHF and MHL administration on inhibition of  

ischemic paw edema. 

 

Each value represents the mean ± S.E. of 8 animals.     

Significantly different at *p<0.05，**p<0.01 vs. PBS(－).    

  

Compound Timing Pre 10 Min 40 Min 70 Min

PBS（－） 2.10 ± 0.04 2.42 ± 0.08 3.21 ± 0.10 3.20 ± 0.06

HE 15 Min before 2.15 ± 0.07 2.44 ± 0.14 3.02 ± 0.10 2.95 ± 0.08

10 Min before 2.12 ± 0.07 2.27 ± 0.07 3.05 ± 0.13 3.17 ± 0.11

5 Min before 2.25 ± 0.06 2.55 ± 0.10 3.01 ± 0.08 3.24 ± 0.05

immediately after 2.27 ± 0.11 2.68 ± 0.11 3.41 ± 0.26 3.16 ± 0.08

Paw thickness (mm)

Compounds Timing Pre 10 Min 40 Min 70 Min

PBS(－) 2.11 ± 0.02 2.61 ± 0.11 3.05 ± 0.09 3.07 ± 0.15

 MHF 15 Min before 2.13 ± 0.05 2.33 ± 0.07** 2.61 ± 0.14 2.82 ± 0.15

10 Min before 2.04 ± 0.04 2.34 ± 0.06** 2.89 ± 0.08 2.96 ± 0.16

5 Min before 2.08 ± 0.04 2.40 ± 0.06* 2.52 ± 0.12* 2.66 ± 0.10

immediately after 2.02 ± 0.05 2.37 ± 0.07* 2.90 ± 0.12 2.84 ± 0.09

MHL 15 Min before 2.05 ± 0.04 2.23 ± 0.07** 2.56 ± 0.16 2.68 ± 0.16

10 Min before 2.10 ± 0.05 2.24 ± 0.09** 2.57 ± 0.07 2.67 ± 0.12

5 Min before 2.07 ± 0.04 2.25 ± 0.05** 2.62 ± 0.15 2.62 ± 0.10

immediately after 2.05 ± 0.05 2.49 ± 0.08 2.71 ± 0.10 2.94 ± 0.13

Paw thickness (mm)



 申請者は in vivo において，MHADs のラジカルスカベンジング作用を検討するための

予備試験として病態モデル作製を試みた．マウス虚血性足浮腫モデルは Oyanagui と  

Sato によって考案された病態モデル 9,32)であるが，輪ゴムを何度巻きつけると実験に適し

た障害が生じるのか不明であった．Oyanagui と Satoの検討においては 10，13あるいは

15回の間で輪ゴムを巻きつける回数に幅があった 32,33)．そこで輪ゴムを 10回巻きつけた場

合と 13回巻きつけた場合の比較を行ったところ，10回巻きつけた場合と 13回巻きつけた

場合とで形成される浮腫の程度には差がなかった．従って，本検討には輪ゴムを 10回巻き

つけるモデルを用いることにした． 

 HE は，血中 EC-SOD 濃度を上昇させる 8,10,11,29,34)，間接的なラジカルスカベンジャー

としての作用を有している 28) ことが報告されている．また，Oyanagui と Sato の検討 9)

により HE をマウス虚血性足浮腫モデルに虚血処置前に投与した場合，虚血性浮腫抑制作

用を示すこと，それは用量依存的なものではなく，釣り鐘型の用量-反応曲線を呈すること

が報告されている．申請者の検討においても同様な結果が得られた．HE の 2.5，5.0 及び 

10.0 mg/10 mL/kg投与群 (虚血処置前に投与) において有意な虚血性浮腫抑制作用がみら

れた．以上の結果から，HE には虚血性浮腫に対する予防効果は認められるが，治療効果は

認められなった． 

 次に，MHF と MHL のマウス虚血性足浮腫モデルに対する効果を検討した．MHFある

いは MHL の 2.5，5.0及び 10.0 mg/10 mL/kg 投与群 (虚血処置前に投与) において有意

な虚血性浮腫抑制作用がみられた．さらに，MHF を虚血終了後に投与した場合にも有意な

虚血性浮腫抑制作用がみられた．すなわち，MHL は虚血性浮腫に対する予防効果は示すも

のの治療効果は有しないこと，MHF は虚血性浮腫に対して予防ならびに抑制効果を有する

ことが明らかとなった．虚血-再灌流障害の一因として虚血時の細胞内 Ca2+ overload が報

告されている 29,35,36)．Boffiらによると虚血時，細胞膜の透過性が変化し，細胞内 Ca2+ の

増加が生じ，これらの現象に起因して細胞膜に損傷が生じる 37)．Inserte らは，カルパイン

 (細胞内プロテアーゼ，心筋虚血-再灌流障害に関与する非リソソームシステインプロテアー

ゼファミリーの一つ) が活性化するためには Ca2+が必要であると報告した 38)．申請者は，

MHADs のうち MHF のみがラット受身皮膚アナフィラキシー反応を抑制するデータ及び

マウスにおいて compound 48/80投与による致死を抑制するデータを得ている (未発表)．

前者はアナフィラキシー反応が生じることによって肥満細胞内の Ca2+が増加し，肥満細胞

の活性化が生じ，大量のヒスタミンが放出される病態モデルである 39,40)．後者は非アレルギ

ー性の刺激で肥満細胞内の Ca2+が増加し，肥満細胞の活性化が生じ，大量のヒスタミンが

放出される病態モデルである 41,42)．従って，MHF は虚血処置前に投与した場合，細胞内 

Ca2+動態に影響を与えることにより足浮腫を抑制する可能性が考えられる．一方，虚血-再

灌流障害の別因子として再灌流時に発生するフリーラジカルが挙げられる 43)．MHF を虚血

後に投与した場合にみられた足浮腫抑制作用は，in vitro の検討 31)で明らかになったフリ

ーラジカルによる傷害から防御する作用によるものと推察される． 



第二節 HE，MHF 及び MHL の ex vivo における APTT に及ぼす影響 

 次にHE，MHF 及び MHL の ex vivo における APTT に及ぼす影響を検討した．HE 

(0.625，1.25及び 2.5 mg/10 mL/kg)，MHF あるいは MHL (5.0，10.0及び 20.0 mg/10 

mL/kg) をマウス尾静脈内に投与し，30または 90分後にペントバルビタール麻酔 (50 mg/

10 mL/kg) 下，腹部大動脈より 3.8%クエン酸ナトリウム溶液を添加したシリンジを用いて

採血 (3.8%クエン酸ナトリウム：血液＝1：9) し，遠心分離 (1,000×g，10 min，4℃) 後

に血漿を得て，APTT を測定した．なお，マウス血漿の APTT の測定には活性化部分トロ

ンボプラスチン試薬及び血漿凝固時間自動測定器アメルング KC10A を使用した．測定時

間は 180秒を限度とした． 

  HE (2.5 mg/10 mL/kg)，MHF あるいは MHL (20.0 mg/10 mL/kg) をマウス尾静脈内

に投与して 30分後に，APTT が有意に延長した．投与 90分後に，MHL による APTT 

の有意な延長及び延長傾向は PBS(－) レベルに回復したが，MHF においては，10 mg/ 

10 mL/kg以上の用量において APTT の有意な延長が継続していた (Table 8)． 

 

Table 8. Effects of HE, MHF and MHL on APTT in mice after induction of  

         ischemia. 

 

Each value represents the mean ± S.E. of 3 or 5 animals. 

Significantly different at *p<0.05，**p<0.01 vs. PBS(－). 

 

 in vitro では APTT の検討において同等の作用を持つ MHL, MHF 及び MHY であ

るが，in vivo の作用はそれぞれ異なった．これはヒトとマウスの種差 34)による可能性があ

ると推察された．マウス虚血性足浮腫モデルに対して虚血処置前に投与した場合，虚血性浮

腫抑制作用を示す用量域の HE において APTT が有意に延長することが判明した．一方，

虚血性浮腫抑制作用を示す用量域の MHF あるいは MHL においては APTT の延長がみ

Compounds Dose (mg/kg) 30 Min 90 Min

PBS   25.3 ±   0.7 24.7 ± 0.3

HE 0.625   60.4 ±   5.1 23.0 ± 1.9

1.25 133.8 ± 60.2 23.1 ± 2.0

2.5 180.0 ±   0.0 ** 43.9 ± 9.8

MHF 5   32.2 ±   1.6 26.8 ± 0.9

10   51.7 ±   2.4      33.7 ± 1.2 **

20 125.5 ± 18.8 **      39.1 ± 2.1 **

MHL 5   27.3 ±    1.0 25.7 ± 1.1

10   38.7 ±    3.0 25.9 ± 0.8

20   55.2 ±    2.8 * 28.2 ± 1.4

APTT (s)



られないか軽度な延長しかみられなかった．以上のことから，HE よりも MHF や MHL

の安全性が高いことが示唆された． 

 

【小括】 

1. in vitro でみられた MHY のフリーラジカルによる傷害から防御する作用は in vivo

  ではみられなかった．これはヒトとマウスの種差による可能性がある． 

2. MHF 及び MHL には，in vivo においてマウス虚血性足浮腫抑制作用が認められた． 

3. MHF 及び MHLのマウス虚血性足浮腫抑制作用は，APTT の延長がみられないか軽度 

  な延長がみられた用量域においてみられた． 

4. MHF には，マウス虚血性足浮腫に対する予防的な効果 (ラジカルスカベンジング作用)

    だけでなく，治療効果 (虚血性障害抑制作用) も認められた． 

 

【第三章 MHF 及び MHL のマウス血中 EC-SOD 活性に及ぼす影響】 

 in vitro 及び in vivo の検討 31,44)により MHF 及び MHL にラジカルスカベンジング

作用のある可能性が示唆された．次に MHF 及び MHL の作用機序を明らかにするために，

マウスにおいて MHF または MHL 投与時の血中 extracellular superoxide dismutase 

(EC-SOD) 活性の変動を検討した． 

  4週齢の ICR 系雄性マウスを購入し，室温 23 ± 2℃，湿度 50 ± 5%RH，換気オールフ

レッシュ 15回/時間及び 12時間交代の明暗サイクル (7：00 on～19：00 off) に設定され

た環境下で 1週間の予備飼育を行った後，実験に供した．飼育期間中の摂餌・摂水は自由と

した．他，実験動物の取扱いは扶桑薬品工業株式会社・実験動物委員会の作成した動物実験

に関する社内規定を遵守した (承認番号：PDS9702)． 

  既報の方法 27)により合成した MHF，MHL (分子量各々8,500～10,000) 及び HE を用

いた． 

 

 マウス尾静脈より HE，MHF または MHL (2.5，5.0，10.0，20.0あるいは 40.0 mg/ 

10 mL/kg) を投与し，20分後に抗凝固剤として 50 μLのヘパリンナトリウム注射液を含

んだ注射筒を用いてペントバルビタール麻酔 (50 mg/10 mL/kg) 下のマウス腹部大動脈よ

り 0.5 mL採血した．溶血に伴う赤血球からの SOD 漏出を避けるために，採血により得た

血液は HE 10 U/mL含有 0.25 Mスクロース 2 mLを入れた試験管内に保管し，分析時ま

で氷冷した．このサンプルから 20 μLを 0.25 Mスクロース 2 mL及び生理食塩液 10 mL

 を入れた試験管内にとり，軽く混和し，波長 418 nm における吸光度 (A) を測定した．

この値を用いて後に採血量の多少に起因する誤差を補正した．次に，血液を遠心分離(1,000

×g，10 min，4℃) し，上清を分取した．この上清中の EC-SOD 活性を Oyanaguiと 

Satoの方法 9)に準じて測定した．分析法の詳細は次のとおりである． 

 



Table 10. EC-SOD activity measurement method by Oyanagui and Sato9) 

  unit：μL 

*Buffer (pH8.2)：Sodium borate (20 mM)，Potassium dihydrogen phosphate 

                (30 mM) and Disodium ethylenediaminetetraacetate (1 mM)． 

 

 試験管 (6 mLのガラス製 RIチューブ) 内に上記のとおり調製した．サンプルには XOD，

(50 mU/mL)，ブランクにはミリ Q水をそれぞれ 200 μL加えて，37℃で 30分間軽く振と

うしながらインキュベートした．次に，30 μM N-1-ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩及

び 450 μMのスルファニル酸を含む 25%の酢酸 2 mLを加えて反応を停止させ，30分間室

温放置後，波長 550 nmにおける吸光度を測定し [動物 1例ごとにサンプル 5ケ，ブランク

5ケ (計 10ケ) の吸光値が得られた．]，O.D. 550 nm [(＋) XOD (サンプル) － (－) XOD (ブ

ランク)]＝(B) を求めた．コントロール (試験系に一切の SOD含有試料を使わずに得た吸光

値) を 100として各動物 5 つの (B) より IC50値を求めた [＝ (C)]．血中蛋白は SOD 活性

を 15%抑制するという報告 45)より， (C) に 1.346を乗じて値を補正し，さらに先に測定し

ておいた (A) からサンプルボリュームに関する補正を行った [＝(D)]．(A) /0.506= (E) (正

確に 0.5 mL採血した場合，吸光度は 0.506になる 6))， 続いて(D)×(E)＝(F) を求め，SOD 

activity＝100/ (F) (NU/mL Plasma) を算出した． 

 本文中における数値は全て平均値 ± 標準誤差で表示した．群間の有意性は Bartlett 法

にて分散の均一性を確認した後，等分散の場合は Tukey 法，不等分散の場合は Kruskal- 

Wallis 法によってデータを順位変換した後，Spjotvoll & Stoline-test (補正 Tukey 法) 

により検定した．有意水準は 0.05とした． 

 

 HEの 2.5 mg/10 mL/kg以上の用量の投与群において，マウス血中 EC-SOD 活性は有

意な上昇がみられた．さらに，10.0 mg/10 mL/kg の投与群においては EC-SOD 活性が  

control 群 [PBS(－) 投与群] の約 4倍となり，最大であった．HE の 10.0 mg/10 mL/kg 

以上の用量の投与群において，EC-SOD 活性の上昇は頭打ちとなった．MHF は 2.5 mg/ 

10mL/kg，MHL は 5.0 mg/10 mL/kg の投与群からマウス血中 EC-SOD 活性の有意な上

昇がみられた．MHF 及び MHL の最大 EC-SOD 活性は control 群と比べ，MHF が約

5倍，MHL が約 4倍であった．用量-EC-SOD 活性曲線は HE の場合と同様に釣り鐘型を

呈した (Figure 5)． 

Plasma 300 200 100 50 25 300 200 100 50 25

0.25M　Sucrose including HE 10 U/mL - 100 200 250 275 - 100 200 250 275

10mM　Hydroxylammonium chloride 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

4ｍM　Hypoxanthine 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*Buffer 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200

Water (Milli-Q water) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

sample blank



 

 

 

Figure 5.  Increase in the plasma EC-SOD activity of mice injected by  

           several doses of HE，MHF and MHL at 20 min after the injection.  

           Each point represents the mean ± S.E. of 8 or 11 animals.  

                ＊＊p<0.01，＊p<0.05 vs. PBS(－) (by Spjotvoll and Stoline-test). 

 

 HE，MHF または MHL (各 10 mg/10 ml/kg) の投与 5分後にマウスの血中 EC-SOD 

活性は最大となった．その後，時間経過とともに各群の血中 EC-SOD 活性は低下した．血

中 EC-SOD 活性低下の程度は，HE 投与群において最も緩やかで，観察時間内において投

与 20分後以降ほとんど低下しなかった (Figure 6)． 



 

Figure 6.  Time course of plasma EC-SOD activities of mice after  

           the injection of HE，MHF and MHL (10 mg/10 ml/kg).  

           Each point represents the mean ± S.E. of 8 or 10 animals.  

                ＊＊p<0.01，＊p<0.05 vs. PBS(－) (by Spjotvoll and Stoline-test). 

 

 HE を静脈内投与することにより血中の EC-SOD 活性が上昇することがヒト，ブタ，ウ

シ，イヌ，ネコ及びマウス等において報告 8-11,29,34,46)されている．今回の検討においては入

手あるいは飼育の安易さを考慮し，マウスを実験に供した．通常，SOD の活性単位 (Unit

/mL) は McCord らのチトクロム C法 47)により得られる．しかし，チトクロム C法は強い

ラジカルスカベンジング能を有する試料にしか適用できない．その上，作業が非常に煩雑で

高感度な分光光度計も必要になる．申請者は，より簡便で必要とする試薬が安価かつ発色が

良好で，吸光度変化が大きく通常の比色計でも測定可能，しかも感度がチトクロム C法の 3

倍以上 48)といわれる Oyanagui と Sato の亜硝酸キット法 9)で測定した．最初に，様々な

用量のHE，MHF 及び MHL を投与 20分後のマウス血中 EC-SOD 活性を測定した．そ

の際，採血やサンプルの保管に HE を用いているが，HE，MHF 及び MHL のいずれの

投与群においてもマウスの血中 EC-SOD 活性の上昇がみられ，用量-EC-SOD 活性曲線は



用量依存的なものではなく，釣り鐘型を呈した．この点は，採血した (血管内皮が存在しな

い状態の)全血あるいは血漿に HE を加えても EC-SOD 活性は変化しないという  

Karlssonらの報告 8)により裏付けられる．HE 投与群は APTT の有意な延長がみられる用

量 44)である 2.5 mg/10 mL/kg以上の投与群において血中 EC-SOD 活性の有意な上昇がみ

られた．MHF 及び MHL 投与群においては APTT の延長がみられない用量 44)である，

MHF においては 2.5 mg/10 mL/kg，MHL においては 5.0 mg/10 mL/kgから血中 EC-

SOD 活性の有意な上昇がみられた．Oyanagui らによると生体内で EC-SOD は，通常活

性化していない 4量体の状態で血液中に存在しており，合計 4カ所の HE-結合部位を有し

ている 9)．この 4カ所の HE-結合部位のうち 2カ所に HE (または HE 様物質) が結合す

ると他の EC-SODと結合可能な状態になる．これが EC-SOD の活性化した状態である．

しかし，活性化状態の EC-SOD の周囲に余剰の HE (または HE 様物質) が存在すると，

EC-SODの残りの HE-結合部位に HE (または HE 様物質) が結合し，EC-SOD は不活

性な状態となる．MHF 及び MHL の作用機序も，用量-EC-SOD 活性曲線が釣り鐘型を呈

するなど HE と同様であると考える．Karlssonら 8)と Oyanaguiら 9)の報告と申請者の結

果を併せ考えると，HE (または HE 様物質) の生体内への静脈内投与で EC-SOD 活性の

上昇がみられるが，試験管内においては単に HE (またはHE様物質) のみで EC-SOD 活

性は上昇しないと推察する．EC-SOD 活性の上昇には，生体内あるいは血管内皮細胞由来

の別の因子が関与している可能性が考えられる． 

 各被験物質投与 20分後の用量-EC-SOD 活性曲線において HE 高用量 (20 mg/10 mL/

kg以上) 投与群の EC-SOD 活性の低下は MHF あるいは MHL と比べて著しかった．こ

れは HE の EC-SOD への結合能が MHF あるいは MHL と比べて強力なため，不活性

な EC-SOD が増加したのではないかと推察する． 

 次に，一定用量 (10 mg/10 mL/kg) の HE，MHF または MHL 投与時のマウス血中  

EC-SOD 活性の経時的な変化を検討した．いずれの被験薬物も投与 5分後にマウスの血中 

EC-SOD 活性は最大となり，時間経過とともに低下した．MHF 投与群は，60分後まで血

中 EC-SOD 活性が HE より高かったが，HE 投与群は他の投与群と異なり，血中 EC- 

SOD 活性の低下の程度が緩やかで，投与 20分後以降はほとんど変化しなかった．これは

血中で EC-SOD と結合している被験薬物の分解速度に違いが生じたためではないかと推

察する．つまり，HE より分子量の小さい MHF や MHL の方が速く分解されたためと推

察される．いずれにせよ，本検討により MHF 及び MHL は血中の EC-SOD 活性を上昇

させることにより間接的にラジカルスカベンジング作用を現すことが明らかとなった．出血

傾向という観点から HE と比べて MHF はさらに高用量を用いることができる優位性が

あり，ラジカルスカベンジング作用を示す臨床応用可能な候補物質として HE より優れて

いると考える． 

 

 



【小括】 

・HE，MHF 及び MHLのいずれの投与群においてもマウスの血中 EC-SOD 活性の上昇

 がみられた． 

・今回用いた全ての被験物質において用量-EC-SOD 活性曲線は用量依存的なものではな 

 く，釣り鐘型を呈した． 

・HE 投与群は APTT の有意な延長がみられる用量域において有意な血中 EC-SOD 活 

 性の上昇がみられた． 

・MHF 及び MHL 投与群においては APTT の延長がみられないか軽度な延長がみられ 

 た用量域において有意な血中 EC-SOD 活性の上昇がみられた． 

 

【総括】 

 HE と比べて出血傾向の副作用が軽減した MHF 及び MHL は，血管内皮細胞由来の  

EC-SOD の放出を促すことによって間接的なラジカルスカベンジング作用を発現すること

が示唆された．また，MHF は，他試験の結果 (未公表) も併せ細胞内 Ca2+の増減を調節す

ることにより虚血時に生じる障害を抑制している可能性が考えられる． 

 近年，循環器の疾患 49,50)，アルツハイマー病 51)，動脈硬化 52)，脳梗塞 53)，パーキンソン

病 54)，膵炎 55)，糸球体腎炎 56)，糖尿病 57)，肝硬変 58)，胃潰瘍 59)，アトピー性皮膚炎 60)及

び喘息 61,62)等様々な疾患にフリーラジカルの関与が報告され，EC-SOD の研究も進められ

ている．また，いくつかのラジカルスカベンジャーが開発中である．今回の申請者による研

究成果より，MHF は，出血傾向のリスクが HE より低く，内因性の EC-SOD 活性を上

昇させる特徴がある物質であることが判明した． 
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