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研究成果の概要（和文）：生体における臓器虚血再灌流障害は、生命予後を大きく変化させる。臓器保護作用をもつ薬
剤として水素の腎保護作用に注目して研究を行った。ウィスターラットを使用し、麻酔施行後、気管挿管・人工呼吸を
行い、両側側腹部切開にて腎臓を露出後、腎動脈・腎静脈・尿管を一塊としてクランプする。虚血時間は40分。水素の
投与は、低濃度・高濃度群に分けて行った。その後、閉腹し、24時間後、48時間後に採血を行い、血中尿素窒素、クレ
アチニンを測定した。水素投与により、血中尿素窒素、クレアチニンの上昇が抑えられることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Organ ischemia-reperfusion injury in a living body, greatly changed the life progn
osis. The studies were conducted with a focus on the renal protective effect of hydrogen as an agent with 
the organ protective effects. Use the Wistar rat, anesthesia enforcement, make tracheal intubation, artifi
cial respiration, after exposure to the kidney on both sides side abdominal incision, to clamp en bloc ren
al artery, renal vein, ureter. Ischemic time is 40 minutes. Administration of hydrogen was performed by di
viding the low concentration and high concentration group. After that, I closed the wound. Blood samples w
ere collected after 24 hours, and measured blood urea nitrogen, and creatinine. By hydrogen administration
, increased blood urea nitrogen, creatinine can be suppressed has been found.
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１．研究開始当初の背景 
生体における、臓器虚血再灌流障害は、生命
予後を大きく変化させる。様々な臓器におけ
る虚血再灌流障害を防ぐために、その発現機
序の解明が行われているが、その中で、薬剤
による虚血再灌流障害の軽減の作用機序解
明が多く行われている。腎臓における虚血再
灌流障害抑制機序は、種々の薬剤において検
討されているが、その作用機序として様々な
因子が関与していることが判明している。 
 
２．研究の目的 
近年、臓器保護作用をもつ薬剤として、水素
の保護作用が注目を集めている。腎臓の虚血
再灌流障害に対する水素の影響に関する検
討は、未だ行われていない。今回、水素の腎
虚血再灌流障害保護作用を検討し、その作用
機序に関し分子生物学的手法を用いて解明
する。 
周術期における腎臓に対する虚血再灌流障
害は、急性腎不全や急性尿細管壊死などを引
き起こす要因となり、その後の罹患率や死亡
率などと深く関与するといわれている。近年、
様々な臓器において、虚血再灌流障害に対す
る対策及び治療法がとられるようになって
きた．1986年Murryらが、短時間虚血に暴
露することによりその後の臓器障害が軽減
されることを心筋細胞にて報告して以来、各
主要臓器において研究されてきた（虚血プレ
コンディショニング効果）。その後、短時間
虚血の代わりに薬物による前処置により同
様の効果が認められることが判明し、その分
野でも主要臓器において研究が進められて
きた（薬理学的プレコンディショニング様効
果）。腎臓においても、虚血プレコンディシ
ョニング効果の存在は確認されており、また、
薬理学的プレコンディショニング効果に関
しては、我々の研究で、揮発性麻酔薬（イソ
フルレン）が腎臓の虚血再灌流障害に対し保
護作用を持つことを報告してきた１）。周術
期において腎保護効果を認める薬物は少な
く、腎不全を予防する薬物は臨床的には存在
しないと言われている。しかし、近年、PDE3
阻害薬などは、虚血再灌流後に投与した場合、
cAMPを介して白血球活性化を抑制すること
により腎保護作用を引き起こすとしている
と水谷らにより報告されている２）。また、
腎臓において、虚血プレコンディショニング
の保護効果に PI3Kが関与することも言われ
ており、保護効果に関しては、様々な原因が
あることが報告されている。虚血再灌流障害
において、種々の薬物によるプレコンディシ
ョニング様効果が期待されているなかで、近
年、水素の組織保護作用が注目を集める様に
なった。Cong らは、急性放射線障害に対し
水素療法が効果的で、新しい治療法である可
能性を報告している。３）また、Ohsawaら
は、脳細胞における水素の抗酸化作用につい
て報告している。４）Hayashidaらは、心筋
虚血再灌流障害モデルにおいて、水素が心筋

梗塞サイズを減少させることを報告してい
る。５）Fukuda らは、肝臓の虚血再灌流障
害モデルにおいて、水素の臓器保護作用を報
告している。６）心臓においては、フリーラ
ジカルの関与も示唆されている。７）、８）、
９）しかし、腎臓においては、腎虚血再灌流
障害に対する水素の影響を調べた報告はな
い。そこで、本研究では、この水素よる組織
保護効果を虚血再灌流障害の腎保護効果と
関連づけ、そのメカニズム解明を、プレコン
ディショニング様作用・ポストコンディショ
ニング様作用の観点から、虚血再灌流の障害
因子である酸化作用・炎症・アポトーシスを
誘導するシグナル伝達系に焦点を当て、炎症
やアポトーシスに与える水素の影響を検討
し、腎保護作用における水素の関与を明らか
にする。 
腎虚血再灌流障害における水素の腎保護効
果を、薬理学的プレコンディショニング様作
用、ポストコンディショニング様作用の面か
ら検討し、そのメカニズムを薬理学的のみな
らず、虚血再灌流後の障害因子である炎症や
アポトーシスと水素の抗酸化作用について、
これらを誘導するシグナル伝達系に焦点を
当てて、そのメカニズムを分子生物学的に解
明する。 
腎虚血再灌流障害に対する水素の保護作用
の分子生物学的機序についてはいまだ明ら
かにされていない。水素の薬理学的プレコン
ディショニングに焦点を当て、その投与量に
よる差異、投与時間による差異を確認し、分
子生物学機序を解明する。結果としては、お
そらく、腎臓においても水素の虚血前投与に
よる薬理学的プレコンディショニング作用
は存在し、保護効果を認めるであろう。その
作用機序は、他の臓器と同様に考えるのであ
れば、抗酸化作用の可能性と PI３Kを介した
作用の可能性がある。臨床的な場面では、周
術期において、腎不全を予防する薬剤は存在
しないといわれているが、水素のプレコンデ
ィショニングによる虚血再灌流障害抑制作
用が明らかにされれば、腎不全のリスクの高
い症例や腹部大動脈瘤などの手術において、
虚血前の予防的投与が可能になり、ポストコ
ンディショニング様作用が明らかにされれ
ば、腎虚血後に投与することにより腎不全へ
の移行を予防できる臨床への応用が容易で
ある。 
1）Isoflurane protects renal function 
against ischemia/reperfusion through 
inhibition of protein kinases, JNK and 
ERK, A&A,2005 
2）Olprinone reduces ischemia/reperfusion- 
induced acute renal injury in rats through 
enhancement of cAMP. Shock 2005 Sep; 
24(3), 281-7 
3）Hydrogen therapy may be an effective 
and specific novel treatment for acute 
radiation syndrome. Med Hypotheses 2009, 
doi: 10.1016/j.mehy.2009.07.017 



4) Hydrogen acts as a therapeutic 
antioxidant by selectively reducing 
cytotoxic oxygen radicals. Nat Med 2007; 
13(6): 688-94 
5) Inhalation of hydrogen gas reduces 
infarct size in rat model of myocardial 
ischemia-reperfusion injury. Biochem 
Biophys Res Commun 2008; 373(1):30-5 
6)  Inhalation of hydrogen gas suppresses 
hepatic injury caused by 
ischemia/reperfusion through reducing 
oxidative stress. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2007; 361: 670-74 
7) Evidence for a free radical mechanism of 
reperfusion injury. J. Biol. Chem. 263 
(1988) 1353-1357 
8) Demonstration of free radical generation 
in “stunned” myocardium of intact dogs 
with the use of the spin trap alpha-phenyl 
N-tert-butyl nitrone. J. Clin. Invest. 82 
(1988) 476-485 
9) Preconditioning in cardiomyocyte 
protects by attenuating oxidant stress at 
reperfusion. Circ. Res. 86 (2000) 541-548 
 
３．研究の方法 
雄性ウィスターラット（３００～３５０グラ
ム）を、ペントバルビタール（５０mg/kg）
にて麻酔を行う。気管挿管を行い、人工呼吸
器を使用し呼吸補助を行う。内頚静脈にカニ
ュレーションし、薬剤投与ルート・輸液負荷
ルートとして使用する。血圧・心拍数をラッ
ト用非観血式血圧計（PanLab 社）にて定期的
に測定する。腎臓の虚血再還流障害モデルは、
麻酔を施行したラットに対し、両側側腹部切
開にて腎臓を露出後、その基部を腎動脈・腎
静脈・尿管を一塊にしてマイクロクリップに
てクランプする。虚血時間は 40 分を目標に
定め、虚血終了後クリップを除去し再還流を
行う。虚血前・後の腎皮質血流をドップラー
血流計（BLR-100V）にて測定し、再灌流の有
無を確認する。水素の投与は、人工呼吸器を
通して投与を行う。 
グループ分け 
① シャム群（開腹操作のみ） 
② 虚血群 
③ 虚血＋水素群（高濃度投与群）（虚血前投
与） 
④ 虚血＋水素群（低濃度投与群）（虚血前投
与） 
⑤ 虚血＋水素群（高濃度投与群）（虚血後投
与） 
⑥ 虚血＋水素群（低濃度投与群）（虚血後投
与） 
⑦ 虚血＋水素群（高濃度投与群）（全経過投
与） 
⑧ 虚血＋水素群（低濃度投与群）（全経過投
与） 
水素の投与時間は、虚血前投与・虚血後投与
では、５０分間の投与とする。低濃度群は

２％、高濃度群は５％の投与とする。その後
閉腹し、麻酔から覚醒させ、飼育箱の中に戻
す。その後は、飲水・食事は自由にすること
ができるようにする。実験経過中は、直腸体
温計にて体温を測定し、37-38 度になるよう
に電熱器にて保温する。１２時間・２４時
間・４８時間後に再び、ペントバルビタール
にて麻酔後、採尿・採血を行い、BUN、クレ
アチニン、尿中 Na 排泄能、尿中πＧＳＴを
測定する。 
続いて、水素の高容量群に絞って検討を行う。 
プレコンディショニング様作用（虚血前投与
群） 
ポストコンディショニング様作用（虚血後投
与群） 
グループ分け 
① シャム群 
② 虚血群 
③ 虚血＋水素虚血前投与群（高用量） 
④ 虚血＋水素虚血前投与群（高用量）＋ウ
ォルトマニン群（PI3K inhibitor） 
⑤ 虚血＋水素虚血前投与群（高用量）＋
PD98059（Akt inhibitor） 
⑥ 虚血＋水素虚血前投与群（高用量）＋
L-NAME（NOS inhibiotr） 
⑦ 虚血＋水素虚血後投与群（高用量） 
⑧ 虚血＋水素虚血後投与群（高用量）＋ウ
ォルトマニン群（PI3K inhibitor） 
⑨ 虚血＋水素虚血後投与群（高用量）＋
PD98059（Akt inhibitor） 
⑩ 虚血＋水素虚血後投与群（高用量）＋
L-NAME（NOS inhibiotr） 
１２時間・２４時間・４８時間後に再び、ペ
ントバルビタールにて麻酔後、採尿・採血を
行い、BUN、クレアチニンを測定する。 
 
４．研究成果 
虚血再灌流モデルとしては、コントロール群
にて 24 時間後の BUN、クレアチニンは、
120mg/dl、3.5 mg/dl と上昇を認め、モデル
として問題ないことを確認した。その後、水
素を低濃度群、高濃度群のそれぞれのグルー
プにおいて虚血前投与、虚血後投与、全経過
投与に群分けを行った。 
虚血＋水素群（高濃度投与群）（虚血前投与）
では、BUN 40±30.1mg/dl、クレアチニン 
1.13±1.55mg/dl 
虚血＋水素群（低濃度投与群）（虚血前投与）
では、BUN 46±32.5mg/dl、クレアチニン 
1.21±1.47mg/dl 
虚血＋水素群（高濃度投与群）（虚血後投与）
では、BUN 43±30.5mg/dl、クレアチニン 
1.10±1.47mg/dl 
虚血＋水素群（低濃度投与群）（虚血後投与）
では、BUN 46±32.1mg/dl、クレアチニン 
1.20±0.98mg/dl 
虚血＋水素群（高濃度投与群）（全経過投与）
では、BUN 38±28，5mg/dl、クレアチニン 
1.05±1.02mg/dl 
虚血＋水素群（低濃度投与群）（全経過投与）



では、BUN 39±28.9mg/dl、クレアチニン 
1.07±1.01mg/dl 
と、水素投与群においては、すべてのグルー
プにおいて BUN、クレアチニンの上昇が抑制
された。水素が、腎臓虚血再灌流障害の抑制
に効果があることがわかった。つづいて、分
子生物学的機序について検討した。各種拮抗
薬を投与し、その作用機序を検討したが、得
られたデータがばらつきが多く、検討が必要
と思われる。 
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