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研究成果の概要（和文）：一酸化炭素(CO)は強力な抗酸化作用・抗炎症作用に加え、抗菌作用を有している。
我々は、ヘモグロビン小胞体(HbV)にCOを結合させたCO結合型HbV(CO-HbV)を作製し、CO-HbVが細菌感染症及び多
臓器不全に対して有効であるかについて検討した。その結果、敗血症モデルである盲腸結紮穿孔モデルマウスに
CO-HbVを投与したところ、HbV投与群と比較して生存率が向上した。加えて、HbVは大量出血に伴う肺障害を抑制
し、CO-HbVは急性膵炎に伴う多臓器不全を抑制した。以上の結果より、CO-HbVは抗菌作用と全身性の多臓器保護
効果を有する新規蘇生剤としての可能性を十分に秘めていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide (CO) has potent anti-inflammatory, anti-oxidant and 
anti-virus effects. We prepare a CO-bound hemoglobin-vesicles (CO-HbV), and evaluated the 
possibility that CO-HbV has a potential to suppress both infection and multi-organ failure. As a 
result, CO-HbVs administration increased the survival rate in cecum ligation and puncture model 
mice, a sepsis model, compared to HbV administration. In addition, HbV as well as freshly packed RBC
 was less predisposed to result in a post-transfusion lung injury than stored packed RBC. 
Furthermore, CO-HbV also ameliorated multi-organ injuries (liver, kidneys, lungs and pancreas) 
induced by severe acute pancreatitis in mice. Taken together with these results, CO-HbV has the 
potential for use in the treatment of massive hemorrhage with anti-infection and cytoprotective 
effects.

研究分野：医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
 不慮の事故や手術に伴う大量出血時には、
赤血球製剤輸血が施行される。このような輸
血が必要となる患者の多くは重症度が高く、
侵襲や低栄養による影響で著しく免疫能が
低下しており、易感染状態に陥っている。さ
らに、大量出血時は循環血流量を維持するこ
とが出来なくなる結果、臓器灌流障害 (臓器
低酸素状態) が引き起こされる上、赤血球輸
血後には急激な臓器再灌流により活性酸素
の爆発的産生や炎症反応の亢進が起こり、組
織の虚血再灌流傷害が惹起される。そのため、
赤血球輸血後には、「細菌感染症」と「多臓
器不全」が生命を脅かす二次的な全身障害と
して医療現場で問題視されている。近年、一
酸化炭素 (CO) は病態生理学的に中心的な
役割を担う生理活性物質であることが明ら
かとされ、医療ガス分子候補として国内外で
臨床応用が試みられており (「二次性肺高血
圧症合併慢性閉塞性肺疾患患者に対する低
濃度一酸化炭素吸入療法に関する臨床研究」
など)、COの臨床応用の動きは加速化してい
る。COの生理活性作用は多岐に渡っており、
強力な抗酸化作用・抗炎症作用に加え、幅広
い抗菌スペクトルを有することも報告され
ている。これらのことを総合的に考え合わせ
ると、CO を医療ガスとして大量出血時の蘇
生の際に併用することで、輸血後の細菌感染
症や多臓器不全に対する予防及び治療効果
が期待できると考えられる。しかしながら、
ガス分子である COの生体内での制御は容易
でない。そこで、リン脂質膜にヘモグロビン
を高濃度に封入し赤血球代替物製剤として
開発中であるヘモグロビン小胞体 (HbV) が
大量出血時に蘇生剤と CO供与体を兼ね備え
ることが可能であると考えた。HbV は HbV
溶液中に数分間の COバブリングという、短
時間かつ簡便な方法で CO 結合型 HbV 
(CO-HbV) を作製することが出来る上、蘇生
剤としての有用性は十分に実証されている。
このような背景より、CO-HbVは利便性の高
いユニークな新規蘇生剤として、大量出血後
の細菌感染症及び多臓器不全罹患率の低下
に寄与すると予想される。そこで本研究は、
輸血後の二次的な全身障害 (細菌感染症、多
臓器不全) の予防 (治療) 効果を兼ね備えた
新規蘇生剤としてCO-HbVの実用化の可能性
を追求する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、未だ有効な治療 (予防) 法が
確立していない赤血球輸血後の細菌感染症
と多臓器不全を克服すべく、CO-HbVの治療
効果 (蘇生作用、抗菌活性・臓器保護作用) を
検証し、革新的な新規蘇生剤としての有用性
について in vivoで評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) 敗血症モデルマウスの作製と CO-HbV
の有用性評価 

 C57BL6 マウスを腹部開腹し、盲腸の結紮
を行い、18Gの注射針で 1箇所穴を空けるこ
とで盲腸結紮穿孔モデルマウスを作製し、6
時間後に、HbV (1000 mgHb/kg)、CO-HbV 
(1000 mgHb/kg) を静脈内投与した。 
 
(2) 出血性ショックモデルラットの作製と 
   多臓器不全への影響 
 左大腿動脈より全血液量の 40～50%の脱
血を行い、血圧を 40 mmHg以下に 1時間維
持した後に、各サンプルを用い蘇生させた。 
 
(3) コリン欠乏エチオニン添加 (CDE) 食 
   誘発急性膵炎モデルマウスの作製 
 BALB/cNマウスに CDE食を 3日間給餌す
ることで CDE 食誘発急性膵炎モデルマウス
を作製した。CDE食開始1日後に生理食塩水、
HbV (1000 mgHb/kg) 、 CO-HbV (1000 
mgHb/kg) を尾静脈内投与し、評価に用いた。 
 
４．研究成果 
 まずはじめに、CO-HbVの抗菌効果を評価
するために、臨床状態を良く反映している敗
血症モデルマウス (盲腸結紮穿孔モデルマウ
ス) に、HbV (コントロール)または CO-HbV
を投与し、生存率を評価した。その結果、HbV
投与群と比較して、CO-HbV投与群において
生存率が向上する傾向が確認された (図 1)。
この結果より、CO-HbVは輸血後の二次的な
細菌感染症の治療を兼ね備えた新規蘇生剤
となり得る可能性が示唆された。 

図 1 敗血症モデルマウスにおける生存率の比較 
 
 また、大量出血時における臓器保護効果を
評価するために輸血時に最も発症し、有効な
治療法が存在しない輸血関連急性肺傷害 
(TRALI) モデルラットの作製を試みた。その
結果、保存赤血球 (PRBC-28) 輸血後 6 時間
において肺浮腫や肺傷害が惹起されるモデ
ルの作製に成功した。一般的に、TRALIは輸
血後 6時間までに発症することが知られてお
り、臨床状態を良く反映した TRALIモデルラ
ットと考えられる。そこで本モデルを用い、
HbV、新鮮赤血球製剤 (PRBC-0)、PRBC-28
の多臓器不全への影響について検討した。そ
の結果、輸血 6 時間後までの生存率は、
PRBC-28 群<PRBC-0 群<HbV 群の順であっ
た。また、気管支肺胞洗浄液のエバンスブル 
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ー漏出度及びタンパク濃度と肺 Wet/Dry 重
量比は，PRBC-28 群において PRBC-0 群と
比較して増加したが，HbV 群では PRBC-0群
と同程度であった (図 2)。肺組織ミエロペル
オキシダーゼ (MPO) 染色及び 8-hydroxy-2- 
deoxyguanosine (8-OHdG) 染色においては，
PRBC-28 群で MPO と 8-OHdG の肺への蓄
積が観察されたが、PRBC-0群及び HbV群で
はこれらの集積は確認されなかった。そのた
め、肺への好中球集積と酸化ストレスが肺障
害に関与する可能性が示唆された。以上より、
HbV は CO を付加していない状態でも出血
性ショック時に起こり得る TRALI の惹起を
抑制すると考えられた。 

 
図 2 TRALI モデルラット蘇生後の肺障害パラメ
ーターの変動。 (A)エバンスブルー漏出量、
(B) BALF中タンパク濃度、(C) Wet/Dry 重
量比、(D) 肺組織像 (HE染色) 

 
 最後に、HbVでは抑制できない多臓器不全
をCO-HbVが抑制できるかを検証するために、
急性膵炎に伴う多臓器不全に対する HbV と
CO-HbVの有効性を評価した。その結果、出
血性ショック時の多臓器不全とは異なり、急
性膵炎に伴う多臓器不全 (膵臓、肝臓、腎臓、
肺) に対して HbV は保護効果を示さなかっ
た (図 3-6)。一方で、CO-HbV 投与群におい
ては上述した臓器に対して劇的な障害の抑
制を示した (図 3-6)。また、保護メカニズム
を解明すべく炎症性サイトカインの定量、各
臓器における好中球の浸潤、ニトロチロシン
の沈着を確認したところ、急性膵炎時におけ
る CO-HbVの多臓器保護効果は、COの抗酸
化・抗炎症作用に起因していると考えられた。 
 以上の結果を総合して考えると、CO-HbV
は抗菌作用と全身性の多臓器保護効果を有
する創薬候補 (蘇生剤) であり、未だ有効な
治療 (予防) 法が確立していない赤血球輸血
後の細菌感染症と多臓器不全を克服すべく、
革新的な新規蘇生剤としての可能性を十分
に秘めていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 

図 3 CDE 食誘発急性膵炎モデルマウスにおける
膵障害評価。(A) 血清アミラーゼとリパーゼ、
(B) 膵組織像 (HE染色) 

 
図 4 CDE 食誘発急性膵炎モデルマウスにおける
肝障害評価。(A) ASTと ALT値、(B) 肝組織
像 (HE染色) 

図 5 CDE 食誘発急性膵炎モデルマウスにおける
腎障害評価。(A) BUN、(B) 腎組織像 (HE染
色) 

図 6 CDE 食誘発急性膵炎モデルマウスにおける
肺障害評価。(A) Wet/Dry 重量比、(B) 肺組
織像 (HE染色) 
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