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研究成果の概要（和文）：一酸化炭素 (CO) 結合型ヘモグロビン小胞体 (CO-HbV) の適応疾患候補として、有効な治療
薬が存在しない難治疾患である特発性肺線維症 (IPF) への有用性をブレオマイシン (BLM) 誘発IPFマウスモデルを用
い評価した。その結果、CO-HbVはBLM誘発IPFマウスモデルの肺線維化及び肺機能の低下を有意に抑制した。また、CO-H
bV投与により気管支肺胞洗浄液中の白血球浸潤、肺組織中の炎症性サイトカイン産生、活性酸素の産生の抑制、更には
線維化因子の一つであるTGF-βの発現を抑制した。以上の結果より、CO-HbVはIPFの新規治療薬になりうる可能性が示
された。

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide (CO) has potent anti-inflammatory and anti-oxidant effects. We pre
parate a CO-bound hemoglobin-vesicles (CO-HbV), and evaluated the therapeutic effect of CO-HbV on idiopath
ic pulmonary fibrosis (IPF) that is thought to involve inflammation and the production of reactive oxygen 
species (ROS). CO-HbV suppressed the progression of pulmonary fibril formation and improved respiratory fu
nction compared to saline and HbV in a bleomycin-induced pulmonary fibrosis mice model. The suppressive ef
fect of CO-HbV on pulmonary fibrosis can be attributed to a decrease in ROS generation by inflammatory cel
ls, cytokines and transforming growth factor-beta in the lung. This is the first demonstration of the inhi
bitory effect of CO-HbV on the progression of pulmonary fibrosis via the anti-oxidative and anti-inflammat
ory effects of CO in the bleomycin-induced pulmonary fibrosis mice model. 
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１．研究開始当初の背景 
 現代の医療現場において、酸素や一酸化炭
素のガス分子に加え、一酸化炭素 (CO) が第
3 の医療ガス分子として注目されている。こ
れまで CO は酸素の約 200 倍でヘモグロビン
に結合する結果、ヘモグロビンによる酸素運
搬を阻害し、細胞内窒息を起こす有毒ガスと
して認知されてきた。しかしながら、近年、
興味深いことに、CO は生体内ストレスに過敏
に反応するメディエーターとして、抗炎症作
用・抗アポトーシス作用・血管弛緩作用・抗
酸化作用・抗菌作用等、多様な情報伝達物質
として優れた機能を発揮することが明らか
となり、新たな医療ガスとしての臨床応用が
世界中で試みられている。既に、高気圧酸素
療法やニトログリセリンを基盤とした CO 吸
入療法や低分子 CO 供与体 (Carbon monoxide 
relase molecule: CORM) が開発され、免疫
異常疾患・感染症モデル動物などの慢性・急
性疾患において有効性を発揮することが実
証されている。しかしながら、CO 吸入療法や
CORM を臨床使用した場合、前者は高圧酸素療
法時に使用するような高額な設備投資が必
要である。さらに、CO の強力な有害作用を考
慮すると専門技師の常在が必要と考えられ
るため、簡便性に欠けている。加えて、1 日
数時間の持続的な CO 吸入が連日必要となる
ため、患者の Quality of life (QOL) の低
下が懸念される。また、半減期が 1-2 分と非
常に短い CORM の場合も、CO 吸入療法と同様
に 1 日数回の頻回投与が必要であり、QOL の
維持は困難である。したがって、CO の臨床応
用を実現するためには、新規 CO 運搬体が必
要不可欠である。 
 リン脂質膜にヘモグロビンを高濃度に封
入したヘモグロビン小胞体 (HbV) はヘモグ
ロビンとともにアロステリック因子などの
共物質を封入することで赤血球と類似した
機能を可能としているため、短時間かつ簡便
な方法で CO結合型 HbV (CO-HbV) を作製する
ことが可能である。また、これまでの HbV の
臨床応用に向けた基盤研究において、HbV の
安全性に加え、ヒトにおける半減期は約 4日
間と予測されており、十分な安全性と血中滞
留性を有すると考えられる。このように、簡
便に作製でき、長い半減期を有した HbV は新
規 CO運搬体として適していると考えられる。
そこで本研究では、新規 CO 運搬体として HbV
を活用し、CO-HbV の新規治療薬としての可能
性を追求する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CO のキャリアとして、CO に
高い親和性を持つ HbV に着目し、HbV に CO を
付加した CO-HbV を作製し、HbV の新規 CO 運
搬体としての可能性を評価した。具体的には、
CO-HbV の安全性・毒性試験を行うと共に、予
後不良な慢性の肺線維症である特発性肺線
維症（IPF）の有効な新規治療薬としての可
能性を特発性肺線維症モデルマウスを用い

て追随した。 
 
３．研究の方法 
(1) CO-HbV の安全性評価 
 健常マウスに CO-HbV を 100, 250, 500, 
1000, 1400 mg Hb/kg で投与し、1日・3日・
7日・14日・28日後に血液サンプルを回収し、
生化学パラメータ (クレアチニン・AST・
ALT・リパーゼなど) の測定を行った。また、
血液をサンプリング後、臓器 (腎臓・肝臓・
心臓・肺・脾臓) を回収し、ヘマトキシリン・
エオジン染色により組織学的評価を行った。 
 
(2)  コロニーアッセイ 
 コロニーアッセイ用高粘性培地に 5x103 
cells/mLに調製したヒト骨髄由来CD34＋細胞
に CO-HbV を加え、37°C、5 % CO2条件下で培
養した。播種 28 日後まで、経時的にコロニ
ー数を観察した。 
 
(3)  IPF モデルマウスの作成 
 Sea-ICR マウス（オス、6週齢）に非絶食、
抱水クロラール麻酔下において、ブレオマイ
シン (5 mg/kg) を経気道投与することによ
り作成した。 
 
(4)  サンプルの投与 
 ブレオマイシン投与 30 分前及び 1 日後に
生理食塩水、HbV (1000 mg Hb/kg) または
CO-HbV (1000 mg Hb/kg)を尾静脈より投与し
た。 
 
(5)  肺線維化及び肺機能評価 
 IPF モデルマウスにサンプル投与後、3 日
目に肺胞洗浄液中の細胞数を、14 日目に肺線
維化の評価 (Masson’s trichrome 染色及び
ヒドロキシプロリン定量) 及び努力肺活量
の測定を行い、治療効果の評価を行った。 
 
４．研究成果 
 健常マウスに CO-HbV を 100, 250, 500, 
1000, 1400 mg Hb/kg で投与し、1日・3日・
7日・14日・28日後に血液サンプルを回収し、
生化学パラメータ (クレアチニン・AST・
ALT・リパーゼ・電解質など) の測定を行っ
た。その結果、HbV 構成成分 (内部ヘモグロ
ビン、脂質膜成分) の代謝産物と考えられる
ビリルビンや脂質関係パラメータの上昇が
確認されたものの、各臓器傷害を反映するパ
ラメータの変化は確認されなかった。また、
臓器 (腎臓・肝臓・心臓・肺・脾臓) をヘマ
トキシリン・エオジン染色により形態を観察
した結果、すべての臓器において臓器傷害性
は確認されなかった。さらに、ヒト骨髄由来
CD34＋細胞にCO-HbVを最終濃度で1%, 3%にな
るように添加し、コロニーアッセイ法により
CO-HbV の造血作用への影響を検討した。その
結果、CO-HbV 添加 28 日後までコントロール
群と CO-HbV 添加群でコロニー数および形態
に変化は確認されなかった。 



 そこで、CO-HbV の IPF 治療薬としての可能
性を追求するために、BLM 誘発 IPF モデルマ
ウスを作製し、BLM投与30分前及び1日後に、
生理食塩水、HbV または CO-HbV を尾静脈投与
し、肺線維化の評価 (マッソントリクローム
染色とヒドロキシプロリンの定量) を 3群間
で比較した。マッソントリクローム染色の結
果、生理食塩水投与群及び HbV 投与群におい
て顕著な線維化の進行が見られたのに対し、
CO-HbV 投与群では、その進行の抑制が確認さ
れていた (図 1A)。また、ヒドロキシプロリ
ンを定量した結果、マッソントリクローム染
色の結果と同様に、生理食塩水投与群及び
HbV 投与群においては有意な産生の増加が確
認されたのに対して、CO-HbV 投与群において
その抑制が確認された (図 1B)。さらに、
CO-HbV 投与による肺機能への効果について
評価を行った。評価項目としては、肺線維症
をはじめとする拘束性障害でその値が低下
することからIPF患者に対する治療効果の指
標として用いられている努力肺活量 (FVC) 
により評価を行った。その結果、生理食塩水
投与群及び HbV 投与群では線維化に伴う FVC
の低下が認められたのに対し、CO-HbV 投与群
では、その抑制が確認された (図 2A)。また、
肺全体及び肺胞の硬さを測定した結果、FVC
と同様に CO-HbV 投与群では、肺機能悪化の
抑制が確認された(図 2B, C)。以上の結果よ
り、CO-HbV は IPF に対する治療効果を有する
ことが確認された。 
 これまでの報告で、IPF の進行には炎症と
活性酸素が関与していることが報告されて
いる。そこで続いて、CO-HbV の IPF 進行抑制
メカニズムの解明を CO の抗炎症及び抗酸化
作用に着目し、検討した。その結果、CO-HbV
投与により気管支肺胞洗浄液中の白血球浸
潤と肺組織中の炎症性サイトカイン産生量
は有意に減少し、抗炎症効果が認められた。
また、肺組織中酸化産物 (ニトロチロシン・
8-OHdG) の免疫染色及びスーパーオキサイ
ドを反映する DHE 染色の結果より、CO-HbV 投
与により肺組織中の酸化産物は著明に減少
し、抗酸化作用も認められた (図 3)。加えて、
CO-HbV 投与により、線維化因子の一つである
TGF-の発現抑制も観察された (図 4)。 
 最後に、BLM 誘発 IPF マウスモデルにおけ
る、CO-HbV の安全性評価も行った。その結
果、CO-HbV 最終投与後 1 日・3 日・7 日・14
日目の生化学パラメータは健常マウスと同
様にHbV構成成分の代謝産物と考えられるビ
リルビンや脂質関係パラメータの一過性の
上昇が確認されたが、クレアチニンやトラン
スアミナーゼなどの臓器傷害を反映するパ
ラメータの変化は確認されなかった。 
 以上の結果より、CO-HbV は CO の抗炎症・
抗酸化作用を発揮し、また、線維化の中心的
な原因となる TGF-産生を抑制することで、
BLM 誘発の肺線維化に対して抑制効果を発揮
することが明らかとなり、CO-HbV の安全性を
加味すると、IPF の新規治療法になりうる可

能性が強く示唆された。 

図 1.  
肺組織線維化の評価。(A) マッソントリクロ
ーム染色、(B) ヒドロキシプロリンの定量 

図 2.  
肺機能検査。(A)Forced vital capacity, 
(B)total respiratory system elastance, 
(C) tissue elastance  

 
図 3.  
(A) 肺組織中酸化産物 (上：ニトロチロシン、
下: 8-OHdG) の免疫染色及び (B) スーパー
オキサイド産生量 
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図 4.  

CO-HbV の肺組織中 TGF-産生の抑制効果 
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