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研究成果の概要（和文）：急性呼吸窮迫症候群(ARDS)では持続的な炎症により慢性期に肺胞線維化が生じる。抗
炎症作用のある水素の吸入により、肺線維化を抑制できると考え、本研究を計画した。ARDSを模したブレオマイ
シン(BLM)肺傷害モデルに対して水素ガス吸入を1日6時間、21日間行い、呼吸生理、組織、炎症マーカー、およ
びマクロファージ(Mp)の表現型を調べた。
水素投与群（BH群）では、対照(BA群)よりも高い静的コンプライアンスを示した。BLM投与7日後のIL-6、IL-4、
IL-13 mRNA解析では、BH群はBA群より有意に低下した。組織解析ではBH群の肺胞間質におけるM2様Mp数は、BA群
に比べ有意に低かった。

研究成果の概要（英文）：Acute respiratory distress syndrome causes alveolar fibrosis. We 
hypothesized that daily repeated inhalation of hydrogen gas could suppress persistent inflammatory 
and consequently inhibit lung fibrosis.
To test this hypothesis, bleomycin lung injury model mouse, that is imitating ARDS,  were exposed to
 hydrogen (3.2% in air) for 6 hours every day for 21 days. Respiratory physiology, tissue pathology,
 markers of inflammation, and macrophage phenotypes were examined.
Mice with bleomycin-induced lung injury that received daily hydrogen therapy for 21 days (BH group) 
exhibited higher static compliance than mice with bleomycin-induced lung injury exposed only to air.
 When the mRNA levels of pro-inflammatory cytokines were examined 7 days after bleomycin 
administration, interleukin (IL)-6, IL-4 and IL-13 were significantly lower in the BH group than in 
the BA group. There were significantly fewer M2-biased macrophages in the alveolar interstitium of 
the BH group than in the BA group.

研究分野： 救急医学

キーワード： 水素ガス　ブレオマイシンモデル　急性肺障害　急性呼吸促迫症候群
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の高齢化社会の進行に伴って、肺炎患者は増加の一途であり、その中にはARDSに進展するものも少なくな
い。一方で、重症化した場合に要する集中治療管理や人工呼吸管理の物的・人的リソースは限られており、また
それらの医療費は莫大である。ARDSの重症化を抑制する新規治療法の開発機運は高まってきている。本研究の社
会的意義としては、　ARDSの患者に水素ガスを吸入させることで慢性期の線維化を抑制し、生命予後やADLの改
善が期待されることにある。また、学術的意義の側面では、水素ガスの抗炎症効果の機序として、肺胞マクロフ
ァージ内のIL-6分泌抑制とその後のM2様マクロファージの分極抑制の重要性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

急性呼吸窮迫症候群(ARDS)は、炎症が肺に波及し、肺毛細血管の血管内皮細胞と肺胞上皮細胞
の血漿透過性が亢進することで生じる急性肺水腫である。しかし、炎症が持続する場合には、線
維芽細胞の活性化と細胞外マトリックス蛋白の分泌（増殖期）を通して、最終的に不可逆的な線
維化に至る（線維化期）。ARDS に対して有効な薬物治療は未だ存在せず、人工呼吸管理など生
命維持に努めているが、甲斐なく肺線維化に至った場合には救命の望みは尽きる。つまり、ARDS

から肺線維化への進行を抑制する治療開発は公衆衛生上の重要課題といえる。 

 2007 年に大澤らが、水素ガスがヒドロキシラジカルやペルオキシナイトレイトなど毒性の強
い活性酸素種を除去することで脳梗塞に対する臓器保護効果を示すことを報告した(Ohsawa I. 

Nat Med 2007)。この論文をきっかけとして、現在ではさまざまな疾患モデルに対して臓器保護
作用を示すことが明らかになってきた。我々の研究室では、肺傷害に対する水素ガスの効果につ
いて継続して研究をすすめてきており、科研費・基盤研究 C で申請した「ラット出血性ショッ
ク蘇生後肺障害モデルにおける水素吸入療法の効果 (研究代表者：中尾篤典  研究課題番号
25462840)」をはじめ、様々な肺傷害モデルを用いて、水素の抗炎症作用や酸化ストレス軽減作
用を示してきた。水素ガスは副作用が少なく安全性が高い。長期的な水素ガス吸入によって肺の
持続炎症を軽減させることができれば、ARDS 慢性期の肺線維化を抑制できると考えられ、本
研究で検証・機序解明を目指す。 

 

２．研究の目的 

①急性期の肺傷害から慢性期の線維化に至るモデル動物（以下 ARDS モデル）を構築する。 

②ARDS モデルを用いて、急性期から亜急性期(薬物投与〜20 日目)にかけて、長期的な水素ガ
ス吸入を行い、慢性期の肺の線維化を評価する。 

③ARDS モデルを用いて、急性期(薬物投与〜6 日目)にかけて水素ガス吸入を行い、7 日目の肺
内の炎症性サイトカインや細胞外マトリックスの構成タンパク質の分泌、マクロファージのフ
ェノタイプを評価する。 

 

３．研究の方法 

<ブレオマイシンモデルの作成> 

雄性 C57BL/6 マウスを用い、実験を行った。マウスに三種混合麻酔(ミダゾラム 4mg/kg、メデ
トミジン 0.75mg/kg、ブトルファール 5mg/kg)を投与し、深鎮静にしたのち、気管前面を 5mm 縦
切開し、32G 針にてブレオマイシン(BLM)1.0mg/kg (生理食塩水希釈液)の気管内投与を行った。
呼吸状態安定後に Cyanoacrylates glue を用いて閉創した。ブレオマイシンモデルの対照(Sham)
は同量の生理食塩水とした。 
<水素ガス吸入> 
水素ガスの投与は、40cm×20cm×20cm の閉鎖チャンバーを用いて行った。水素ガス群は、4%水
素・96%窒素ボンベを用いて、100%酸素ボンベと 4:1の割合で混合、最終濃度として 3.2%水素・
76.8%窒素・20%酸素のガスを用いた。対照ガス群は 100%窒素を用いて、100%酸素ボンベと 4:1 の
割合で混合、最終濃度として 80%%窒素・20%酸素のガスを用いた。1 日 6 時間の投与を 21 日間
(肺線維化の評価実験)または 7日間(肺内炎症の評価実験)行った。 
実験群は以下の 4群とした。SA群:Sham+対照ガス、SH 群:Sham+水素ガス、BA群:BLMモデル+対
照ガス、BH群:BLMモデル+水素ガス。 
<ブレオマイシンモデルの肺組織の経時変化の評価> 
ブレオマイシンモデルの肺組織の経時変化を評価するため、ブレオマイシン投与 2、4、7、21、
35 日後の左肺の HE染色の組織標本を作成した。 
<効果判定：肺線維化の評価> 
肺線維化の評価は、ブレオマイシン投与後に水素（または対照ガス）投与を 21日間(Day0〜Day20)
行い、21日目に評価を行った。呼吸機能の評価、肺 CT の評価、組織の評価、細胞外マトリック
ス構成タンパク質 の解析を行った。呼吸機能の評価は小動物用のスパイロメーター FlexVent
を、肺 CTの評価は、小動物用 CT日立アロカ Latheta LCT200 を用いた。麻酔下に屠殺の上、肺
組織を採取、左肺は 4%PFAにて固定し、パラフィンブロックを作成、薄切標本(4mm)に HE染色お
よびエラスチカ・マッソン染色を行い、組織評価した。右肺は速やかに液体窒素に凍結し、粉砕、
RIPA バッファーに溶解した。細胞外マトリックスの構成タンパクとして、αSMA、I型コラーゲ
ン、フィブロネクチンをウエスタンブロッティングの手法で定量評価した。 
<効果判定：肺内炎症の評価> 
肺線維化の評価は、ブレオマイシン投与後に水素（または対照ガス）投与を 7 日間(Day0〜Day6)
行い、7日目に麻酔下に屠殺、気管肺胞洗浄液(BALF)および、右肺（組織評価）、左肺（生化学分
析）を採取した。BALF の細胞数計測とタンパク量測定を行った。左肺より炎症性サイトカイン
および細胞外マトリックス構成タンパクの mRNA発現を Realtime RT-PCR の手法で評価した。右



 

 

肺の免疫染色を行い、TGFβ、IL-6 の産生細胞の同定および、マクロファージの表現系(総マク
ロファージまたは M2)を評価し、細胞割合を測定した。 
<統計学的解析> 
統計解析は、IBM SPSS Statistics version 23.0 (IBM, Armonk, New York)を用いて実施した。
単一比較の場合は、対応のない両側 Student-t 検定を用いた。複数比較は、Kruskal-Wallis 検
定に続いて、2 群間の有意差検定には Dunn 検定を用いた。数値およびグラフ(エラーバー)は平
均値±95%信頼区間（CI）で示す。結果は P < 0.05で有意とした。 
 
４．研究成果 
<ブレオマイシンモデルの肺組織の経時評価> 
BLM 投与後 2 日目の肺組織 HE 染色では、肺胞間質が肥厚し、肺胞と間質に好中球の浸潤がみら
れた。4日目では間質性浮腫は減少していたが、肺胞に細胞を含む Protein-rich debris がみら
れた。7日目では肺胞内に多数のマクロファージを認め、硝子膜形成がみられた(図 1-a)。21 日
目には、肺胞間質に細胞外マ
トリックスの過形成と牽引性
気管支拡張を認めた（図1-b）。
35日目には肺胞間質の細胞外
マトリックスが線維性組織に
置き換わっており、肺胞構造
が破壊され、ハニカム状にな
っていた(図 1-c)。 
 
<効果判定：肺線維化の評価> 
呼吸機能評価では、静的コンプライアンスは水素ガス投与を行った群において有意に高く（BH
群：0.056 mL/cmH2O [95% CI: 0.47-0.64] vs BA 群：0.042 mL/cmH2O [95% CI: 0.031-0.053], 
p=0.02) 、静的エラスタンスは有意に低かった（BH群：18.8 cmH2O/mL [95% CI: 15.4-22.2] vs 
BA 群：26.7 cmH2O/mL [95% CI: 19.6-33.8], p=0.02）（図 2-a,b）。また、CT による肺容量の評
価では、BH群の肺容量は BA 群と比べ有意に高値を示した（BH群：269μL [95% CI: 228-309] 
vs BA 群：193μL [95% CI: 139-248], p=0.02）（図 2-c）。肺の組織評価として、線維化を数値
化した Ashcroft score を用いて比較した。BA群では BH群よりも、著明な肺線維化を認めた（図
2-d）。細胞外マトリックス構成タンパク質として、フィブロネクチン、I 型コラーゲン、αSMA
の肺内タンパク量をウエスタンブロッティングの手法で比較した。水素吸入によって、フィブロ
ネクチンの増加が抑制された（BH群 0.294 [95% CI: 0.245-0.343 ] vs BA 群 0.371 [95% CI: 
0.314-0.428 ],p=0.069）（図 2-e）。I型コラーゲンおよびαSMAの発現は、21 日目の時点ではい
ずれの治療群間でも差がなかった。 

 
<効果判定：肺内炎症の評価> 
肺組織内に発現するサイトカインの mRNA を評価するため、Realtime RT-PCR の手法を用いた。
炎症性サイトカイン IL-6、IL-4、IL-13 の mRNA の発現は、BLM 投与により上昇するが、水素ガ
ス投与はそれを有意に低下させた。IL-10 の mRNA 発現は BA 群と BH 群間では統計学的な差はな
かった（図 3-a）。次に免疫染色を用いてサイトカインの局在を評価した。BLM モデルでは肺胞間
質に TGF-β1 陽性細胞が認められたが、水素ガス投与によってそれらは抑制された（図 3-b）。
IL-6の免疫染色では、肺における IL-6産生細胞は肺胞マクロファージであった（図 3-c）。BALF
の評価では、BA群と BH群間では、単離細胞数とタンパク量に差はなかった。BLM 投与後の BALF
細胞は主にマクロファージであった。その IL-6 mRNA 発現を Realtime RT-PCR を用いて測定し



 

 

たところ。BH 群は BA群に比べて、IL-6 の発現が低下していた(図 3-d)。 
肺胞および肺胞間質におけるマクロファージの表現型を同定するために、抗 Iba-1 抗体を用い
て総マクロファージを検出し、抗CD163抗体を用いてM2様マクロファージを特異的に検出した。
BLM 投与 7 日後の肺胞では、Iba-1 陽性、CD163 陰性のマクロファージの増加がみられたが、水
素ガス投与の有無でそれらの細胞数は変わらなかった（BA 13.0% [95% CI: 9.3%-16.8% ] vs BH 
11.5% [95% CI: 7.8%-15.1% ],p=0.74）。一方、BLM投与により肺胞内の Iba-1 陽性、CD163陽性
マクロファージも増加するが、水素ガス投与によりそれらは有意に減少した（BA 3.1% [95% CI: 
1.6%-4.5% ] vs BH 1.1% [95% CI: 0.3%-1.8% ],p=0.008)（図 3-e）. 
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