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研究成果の概要（和文）：　本研究では、重症頭部外傷後に脳梁部のオリゴデンドロサイトにおいてアポトーシ
スが生じることを明らかにし、有害な活性酸素種を抑制する水素吸入療法により脳梁部での軸索損傷とオリゴデ
ンドロサイトのアポトーシスが抑制されることを明らかにした。また、頭部外傷において損傷を悪化させる要因
となるHMGB1の抑制を目的としたグリチルリチン投与療法と水素吸入療法を組み合わせた結果、脳梁部での軸索
損傷とオリゴデンドロサイトのアポトーシスがさらに抑制されることを明らかにした。水素吸入療法とHMGB1抑
制療法の併用は重症頭部外傷の新たな治療法となりうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we revealed that oligodendrocytic apoptosis occurred 
in corpus callosum after severe traumatic brain injury, and that hydrogen gas inhalation therapy 
which could scavenge toxic free radicals suppressed axonal injury in corpus callosum and 
oligodendrocytic apoptosis. Further, hydrogen gas inhalation therapy combined with glycyrrhizin 
administration which could suppress HMGB1 revealed more suppression of axonal injury and 
oligodendrocytic apoptosis. The combination therapy including hydrogen gas inhalation and HMGB1 
suppression might be novel therapy for severe traumatic brain injury.

研究分野：救急医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 重症頭部外傷の病態において活性酸素種
であるスーパーオキシドアニオンラジカル
(O2-･)は酸化ストレスをきたし、組織傷害の
イニシエーターとして重要である。しかしな
がら、頭部外傷の臨床現場で安全かつ効果的
に使用できる活性酸素種消去剤はいまだ存
在しない。 

 水素は強力な活性酸素種であるヒドロキ
シラジカルの選択的消去剤であり、近年多く
の疾患で抗炎症作用・抗アポトーシス作用を
持つことが報告されており、頭部外傷でもそ
の効果が期待されている。 

 

２．研究の目的 

 ラット頭部外傷モデルにおいて頭部外傷
急性期に水素ガス吸入療法を導入し、その効
果を酸化ストレス抑制効果及び脳保護効果
を解析することにより明らかにする。また、
水素ガス吸入療法とその他の治療法の併用
効果を検討することにより、重症頭部外傷の
新たな治療法の確立を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) ラット頭部外傷モデルにおける水素吸
入療法の脳保護効果の解析 
 Sprague-Dawley (SD) ラット(BW: 300-400 
g) を用いて、 lateral fluid percussion 
injury (LFPI) モデルで頭部外傷（TBI）を
作成した。 
 ラットを対照群(n=5)、水素吸入群(n=5)、
水素輸液群（n=5）に分けた。ラットを麻酔
下に気管挿管・人工呼吸管理とし、2.0atm の
強度で LFPI を作成した。 
 水素吸入群は、LFPI 作成 30 分後から 2 時
間後まで90分間2％水素ガスの吸入を行った。 
 水素輸液投与群は、水素含有生理食塩水
（1.3 ppm）を LFPI 作成 10分前に 1ｍL静注
し、LFPI 作成 15分後、30分後、45分後、60
分後に 0.5ｍLずつ静注し、合計3ｍLの投与
を行った。 
 LFPI 作成 2時間後に抜管し、人工呼吸管理
を離脱した。LFPI 作成 24 時間後に血清を採
取後、脳組織を潅流固定した。 
 血 清 中 の High Mobility Group Box1 
(HMGB1)、酸化ストレスマーカーであるマロ
ン酸アルデヒド(MDA)、血管内皮傷害のマー
カーである soluble intracellular adhesion 
molecule 1 (sIACM1)の測定を ELISA キット
を用いて行った。 
 脳 組 織 は 切 片 作 成 後 、 β -amyroid 
precursor protein (APP、軸索損傷のマーカ
ー)を用いて免疫染色を行い、軸索損傷の評
価を行った。 
 
(2)ラット頭部外傷モデルにおける水素吸入
療法を軸とした頭部外傷の新規治療法の確
立 
 ラット LFPIモデルを用いて、HMGB1 抑制効
果を持つグリチルリチン（GL）の投与と水素

吸入療法の併用療法の効果について検討し
た。 
 ラットを Sham 群、対照群、GL 投与群、水
素吸入（H2）群、GL投与と水素吸入の併用（GL 
+ H2）群の 5群に分けた。 
 ラットを麻酔下に気管挿管・人工呼吸管理
とし、2.0atm の強度で LFPI を作成した。 
 GL 群および GL + H2 群では、LFPI 作成 10
分後に 4mg/kg の GL を静注し、その他の群で
は生理食塩水 1.0 mL/kg を投与した。 
 H2 群および GL + H2 群では、LFPI 作成直
後から 2.0％H2 ガスの吸入を 2 時間行った。 
 60分間の低体温後、90分かけて復温した。 
 LFPI作成 24 時間後に血清、脳脊髄液(CSF)
を採取後、脳組織を潅流固定した。 
 脳組織は切片作成後、APP の免疫染色を行
い、軸索損傷の評価を行った。また、cleaved 
caspase-3（アポトーシスのマーカー）およ
び CC-1 (オリゴデンドロサイトのマーカー) 
を用いて免疫染色を行い、オリゴデンドロサ
イトのアポトーシスの評価を行った。 
 CSF 中の HMGB1 濃度と血清 MDA の測定を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) ラット頭部外傷モデルにおける水素吸
入療法の脳保護効果について 
 図１に LFPI ラットの血清中の HMGB1 濃度
を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

水素吸入群の HMGB1 濃度は、対照群に比べ、
低い傾向にあったが、水素輸液投与群の
HMGB1 濃度は対照群と比べ差を認めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 図２に血清 MDA 値を示す。水素吸入群では
対照群と比べ抑制傾向を認めたが、水素輸液
投与群では抑制効果を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図３に血清 sICAM-1 濃度を示す。水素吸入
群では対照群と比べ抑制傾向を認めたが、水
素輸液投与群では抑制効果を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 脳梁部における APP スポット（軸索損傷を
反映）の数は、水素吸入群および水素輸液投
与群で対照群と比べ抑制されていた（図４）。 
 
 以上の結果より、ラット LFPI モデルにお
いて水素ガス吸入および水素輸液投与は、酸
化ストレス、神経炎症、血管内皮傷害を抑制
し、軸索損傷を抑制した。脳保護効果として
は、水素輸液投与よりも、水素ガス吸入の方
がより効果を認めた。 
 
 
(2)ラット頭部外傷モデルにおける水素吸入
療法を軸とした頭部外傷の新規治療法の確
立 
 
 図５に CSF 中の HMGB1 濃度を示す。 
対照群の HMGB1 は Sham 群に比べて高い傾向
にあった。GL群、H2群、GL+H2 群では、対照
群に比べHMGB1濃度は抑制されていた。GL群、
H2 群、GL+H2 群の 3群間では、明らかな差は
認めなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図６に血清 MDA 濃度を示す。 
対照群の MDA は Sham 群に比べて高い傾向に
あった。GL群の MDA は対照群と変わらなかっ
たが、H2群、GL+H2 群では、対照群よりも低
い傾向にあった。GL+H2 群の方がH2群よりも
低い傾向にあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図７に脳梁におけるAPP染色の結果を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 8、9 に損傷部直下および傍脳室部の脳
梁の APP 陽性面積を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 損傷部直下において、対照群は Sham 群に
比べ、APP 陽性面積は有意に大きかった。GL
群、H2群では対照群に比べ、APP 陽性面積は
有意に抑制されていた。GL+H2群では、GL群、
H2 群よりもさらに抑制されていた（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 傍脳室部においても、対照群は Sham 群に
比べ、APP 陽性面積は有意に大きかった。GL
群、H2 群、GL+H2 群では対照群に比べ、APP
陽性面積は有意に抑制されていたが、GL+H2
群での相乗効果は認めなかった(図９)。 
 図 10に脳梁部におけるcleaved caspase-3 
及び CC-1 の共染色像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Cleaved caspase-3 陽性細胞は、CC-1 陽性
細胞と一致しており、脳梁部における
cleaved caspase-3 はオリゴデンドロサイト
に発現していることが明らかになった。  
 図 11 に脳梁における Cleaved caspase-3
染色の結果を示す。 
 
 
」 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 12、13 に損傷部直下および傍脳室部の
脳梁の Caspase-3 陽性細胞数を示す。 
 損傷部直下および傍脳室部ともに、対照群
は Sham 群に比べ、Caspase-3 陽性細胞数は有
意に多かった。GL 群、H2 群では対照群に比
べ、Caspase-3 陽性細胞数は有意に抑制され
ていた。GL+H2 群では、GL群、H2群よりもさ
らに抑制されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、グリチルリチンの投与お
よび水素ガス吸入は、脳梁部の軸索損傷を抑
制するだけでなく、オリゴデンドロサイトの
アポトーシスも抑制することが明らかにな
った。また、グリチルリチンの投与および水
素ガス吸入の併用療法は、各々の単独療法よ
りも強い脳保護効果を示しており、重症頭部
外傷の新たな治療となりうることが示され
た。 
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