
岐阜大学・医学部附属病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

若手研究

2022～2020

高濃度酸素投与による肺線維化と血管内皮グリコカリックスの関連についての考察

Ultrastructural Alteration of Pulmonary Tissue under High Concentration Oxygen 
Condition

６０８６３６２８研究者番号：

北川　雄一郎（Kitagawa, Yuichiro）

研究期間：

２０Ｋ１７８５７

年 月 日現在  ５   ６   ８

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は高酸素濃度条件下での肺組織の構造を明らかにすることである。10週
齢の雄マウスを100%酸素および室内空気に72時間曝露した。これらのマウスから得られた肺標本を形態学的なら
びに免疫組織化学的に解析した。電子顕微鏡を用いて肺毛細血管の超微細構造を明らかにした。血管周囲腔の拡
大は、100％酸素投与12時間後に検出され、時間の経過とともに拡大した。電子顕微鏡を用いた超微細構造解析
では、100％酸素投与群で肺胞と肺毛細血管壁の崩壊と肺胞壁の肥厚が認められた。また、100％酸素投与群では
肺毛細血管内皮グリコカリックスが傷害されていた。
高濃度酸素は肺内皮グリコカリックス傷害に関与している。

研究成果の概要（英文）：To determine the structure of pulmonary tissue under conditions of high 
oxygen concentrations.Ten-week-old C57BL male mice and control mice were exposed to 100% oxygen and 
to room air for 72 hours, respectively. Lung specimens obtained from these mice underwent 
morphological analysis and immunofluorescence studies. We used electron microscopy to determine the 
ultrastructure of the pulmonary capillaries, including the endothelial glycocalyx. Perivascular 
cavity enlargement was detected 12 hours after 100% oxygen administration and expanded over time. 
Ultrastructural analysis using electron microscopy revealed collapsed alveoli and pulmonary 
capillary wall and alveolar wall thickening in the 100% oxygen group. The pulmonary capillary 
endothelial glycocalyx was injured in the 100% oxygen group. High-concentration oxygen may be 
involved in pulmonary endothelial glycocalyx injury.

研究分野： 救急・集中治療

キーワード： 高濃度酸素　グリコカリックス　微小循環　肺障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素療法は最も効果的な医療介入の一つであるが、高濃度酸素供給は内皮グリコカリックスの劣化を介した微小
循環障害を引き起こす。逆に、内皮グリコカリックスの保護は、高濃度酸素供給による肺の傷害を軽減する可能
性があり、今後の発展が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

循環性ショックや重症肺感染症などの重症患者において、酸素供給は最も有効な医療介
入の一つである。酸素はアデノシン三リン酸の合成に重要な役割を果たすが、その化学的特
性から強い酸化作用があり、多くの生体分子に損傷を与えることになる。酸素毒性は、分圧
を高めた酸素分子を吸入することによる有害な影響から生じる。重症の場合、いくつかの臓
器系で細胞障害や細胞死が見られる。 
高酸素性急性肺損傷は、肺ガス交換の障害、血管灌流の低下、炎症、ミトコンドリア酸素

消費量の低下を介した ATP 合成の減衰など、さまざまな生理的影響を指す。血管系では、
高酸素は全身血管抵抗を増加させ、高酸素に関連する血管収縮は敗血症患者の組織酸素供
給を損なう。内皮細胞は、ガス交換や栄養供給など重要な役割を担っている。その表面は血
管内皮グリコカリックスで覆われており、血管のトーヌスや白血球の接着を調節すること
で微小循環の恒常性を維持している。 

肺酸素中毒は、過剰な活性酸素の産生に伴う重度の肺炎を呈し、最終的には出血性肺水腫
に至る。高酸素性急性肺障害では、内皮の糖鎖が傷害されることがある。活性酸素は、肺胞
上皮や肺血管内皮細胞などの肺組織を、マクロファージなどの炎症細胞を介して直接また
は間接的に損傷することが知られている。 

２． 研究の目的 
本研究の目的は、肺毛細血管内皮グリコカリックスの障害を含む高酸素性急性肺障害の

超微形態を検討するである。 
３． 研究の方法 

In vivo 試験 
本研究は、実験動物の飼育と使用の手引きに準拠し、岐阜大学動物研究委員会の承認を得

た。10 週齢の雄性 C57BL6 マウスは、中部化学資材株式会社.から購入した。 
高濃度酸素インキュベーション 

実験的な 100％酸素培養モデルでは、動物用の高気圧チャンバーに 100％酸素を充填し
た。チャンバー内は大気圧で 100％酸素を維持するために閉鎖した。マウスは、72 時間、
100％酸素条件下で維持された。対照のマウスは、同様の条件下で 72 時間、室内で維持し
た。100％酸素曝露後 72 時間まで、12 時間ごとに生存率を測定し、その後、生存している
マウスを犠牲にして、肺の標本を採取した。 

次に、通常の空気に戻すことによる逆転効果があるかどうかを調べるため、100％酸素で
の培養の 48 時間後に、一部のマウスを 48 時間、室温の空気条件下で飼育した。生存率は、
12 時間ごとに、96 時間まで測定した。 
病理組織学的検査 

100％酸素投与から 24、48、72 時間後にマウスから肺を採取し、10％ホルマリンを含む       
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で固定した。その後、パラフィン切片を脱パラフィンし、再
水和した。最後に、スライドをヘマトキシリン-エオジンで染色した。線維化の領域を明ら
かにするために、マッソン-トリクロム染色も実施した。 
血管外領域の定量的評価  

毛細血管内腔の血管外領域の定量的評価は、ImageJ ソフトウェア（National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて、ヘマトキシリン-エオジン染色画像から無作為
に選んだ 6 本の毛細血管について行った。各血管において、血管外腔の面積と血管内腔の
面積を測定した。次に、血管外面積を血管内面積で除することで、血管外内腔面積と血管内
腔面積の比を算出した。 
血管透過性の in vivo アッセイ 

10 週齢の雄マウスに、まず、先に述べたように、PBS 中のエバンスブルー（WAKO、日
本、100μg/kg）の滅菌溶液を腹腔内投与した。マウスは、エバンスブルー注射の 24 時間
後に、100％酸素室内で 48 時間維持した（n = 6）。コントロールマウスは、同様の方法で
48 時間、通常の空気中に維持した。 
Iba-1 およびガレクチン-3 の免疫組織化学的解析 

脱パラフィン後、4μm厚の切片を作成し、マクロファージ活性化の指標となる Iba-1（019-
19741；和光純薬）、および／または細胞増殖やアポトーシス制御に重要なβ-ガラクトシド
結合レクチンであるガレクチン-3／Mac2（14-5301；eBioscience Co.Ltd., San Diego, USA）
への一次抗体でインキュベートした。標的タンパク質は、VECTASTAIN Elite ABC システ
ム（Vector Laboratories）または二次抗体（Alexa Fluor 488 および 568、Invitrogen）お
よび Hoechst 核染色を用いて可視化した。 
電子顕微鏡観察 

血管内皮のグリコカリックスは硝酸ランタンによる電子染色を用いて電子顕微鏡により
描出した 
データ解析 

データは、平均値±標準誤差で表した。2 群の比較には Student 両側 t 検定を用い、生
存データはログランク検定を用いて解析した；P＜0.05 を有意とした。すべての計算は、



GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA)を用いて行われた。 
４．研究成果 

高濃度酸素が肺を傷害する 
100％酸素培養 72 時間後のマウスの生存率は 5％（2/40）、対照群の生存率は 100％で

あった。組織学的解析では、対照群では、通常の空気条件下で血管の周囲、特に動脈の平
滑筋層に線維化が見られた（図 1A）。血管周囲の空洞拡大は 100％酸素投与 24 時間後に
検出され（図 1B）、これは時間の経過とともに増加した（図 1C、D）。血管外から血管内へ

の内腔面積の比は、時間の経過とともに増加した。100%酸素培養後 72 時間では、血管周
囲腔が拡大し、近傍の血管とつながっていた。この現象は、高酸素障害に特有なものと考
えられる。この空洞には、赤血球、線維芽細胞、炎症細胞などの成分が存在していた（図
2A および B）。TEM では、内皮細胞の傷害のためか、赤血球が毛細血管から肺胞に外播し
ていることがわかった（図 2C および D）。これらの炎症細胞は Iba-1 陽性であり、肺胞に

存在するマクロファージであることが示された（図 2E）。また、実質的に線維化に関連す
るガレクチン-3 陽性細胞（図 2F）も存在した。この細胞は、Iba-1 とガレクチン-3 の両

 
図 1：高酸素肺の組織学的解析 
(A): 正常酸素条件下での肺標本。(A1）および（A2）は、ヘマトキシリン・エオジン染色した肺標本である。

A2 は、A1 の白四角の部分の拡大図である。(A3）はマッソン・トリクロム染色した肺の標本である。(B）、

（C）、（D）：それぞれ 24 時間、48 時間、72 時間、100％酸素培養した肺標本。(B1）、（B2）、（C1）、（C2）、
（D1）、（D2）は、ヘマトキシリン・エオジン染色した肺標本。B2、C2、D2 はそれぞれ B1、C1、D1 の白四

角の部分の拡大図である。(B3）、（C3）、（D3）は、マッソントリクロム染色した肺標本である。血管周囲腔の

拡大は 100%酸素投与 24 時間後に検出され、時間の経過とともに増加した。(A1)、(B1)、(C1)、(D1)では Bar
＝100μm である。(A2,3), (B2,3), (C2,3), (D2,3)の Bar = 20 µm. 

 
図 2：血管周囲腔の細胞成分 
(A): 100%酸素培養から 48 時間後の肺標本。Bar ＝100μm。(B): (A)の赤い四角で囲った部分の拡大図。黒

矢印は炎症性細胞、白矢印は血管周囲腔の赤血球を示す。(C）：酸素 100％培養 48 時間後の肺の TEM 画像。

Bar ＝5μm。(D): (C)の赤い四角の部分の拡大図。肺毛細血管から肺胞へ、肺毛細血管内皮細胞の間を赤血球

が流れ出ている。R：赤血球。E：肺毛細血管内皮細胞。(E): 100%酸素培養 48 時間後の肺における Iba-1 の

免疫組織化学的解析。矢印は Iba-1 陽性細胞を示す。Bar＝50μm。(F): 100%酸素投与 48 時間後の肺におけ

るガレクチン-3 の免疫組織化学的解析。矢印は、ガレクチン-3 陽性細胞を示す。Bar：50 µm。(G): 100%酸

素投与 48 時間後の肺における Iba-1 とガレクチン-3 の二重免疫蛍光分析。拡大画像は、統合画像の白枠部分

の拡大図である。白矢印は Iba-1 およびガレクチン-3 陽性細胞の両方を示す。Bar = 20 µm。 



方を発現していることが確
認された（図 2G）。 
肺水腫は、室内での空気

曝露と比較して、酸素 100％
曝露の 24 時間後に検出さ
れた（図 3A および B）。赤血
球は、100％酸素の培養の 48
時間後および 72 時間後に
肺胞空間に漏出し（図 3C お
よび D）、100％酸素への曝露
が肺毛細血管を傷害したこ
とを示唆した。 
高酸素条件下での肺微小血                                         
管の傷害 

血管透過性を定量的に解
析するために、エバンスブ
ルーの血管外遊出量を測定
した。肺毛細血管において、
エバンスブルーの溢出量
は、コントロール群（3.7 ± 
0.3 μg/mL/g、p < 0.01）
よりも高酸素群（6.5 ± 
0.8 μg/mL/g） で著しく高
かった。 
微小血管の傷害に対処す

るために、超微細構造解析
を行った。走査型電子顕微
鏡を用いた超微細構造解析
では、100％酸素投与群のマ
ウスにおいて、肺胞および
肺毛細血管壁の崩壊と肺胞
壁の肥厚が認められた（図
4A1、A2、B1、および B2）。
対照マウスでは内皮糖衣が
内腔側の全面を覆っていた
（図 4A3 および A4）。一方、
高酸素マウスでは、内皮糖
衣は分解され、100%酸素培
養から 48 時間後には内皮
の表面が毛細血管の内腔に
露出していた（図 4B3、B4）。 

 
図 3：高酸素条件下での肺毛細血管の組織像 
(A）：正常酸素条件下でのヘマトキシリン・エオジン染色した肺標本。(A2)は(A1)の白四角の部分の拡大図。

(B）、（C）、（D）：それぞれ 24 時間、48 時間、72 時間の 100％酸素培養下でのヘマトキシリンおよびエオシ

ン染色肺標本である。(B2）、（C2）、（D2）はそれぞれ（B1）、（C1）、（D1）の黒四角の領域の拡大図である。

100%酸素投与から 24 時間後に肺胞壁が浮腫み、時間の経過とともに改善される。赤血球は 100%酸素培養後

48 時間から肺胞に流入する。Bar ＝100μm。 

 
図 4：走査型電子顕微鏡画像における肺毛細血管の変質 
(A): 正常酸素条件下での肺の標本。(A1)と(A2)は硝酸ランタン無添加

の画像。Bar ＝20μm。(A2)は(A1)の白四角の部分の拡大画像。肺胞

と毛細血管の間の肺胞の壁が薄くなっている。(A3）、（A4）は硝酸ラ

ンタンを用いた内皮グリコカリックスの画像である。Bar＝2μm。

(A4）は、（A3）の白四角の部分の拡大画像である。内皮グリコカリッ

クスは肺毛細血管内皮細胞の表面を覆っている。(B)：100%酸素培養

48 時間後の肺標本。(B1）、（B2）は硝酸ランタン無添加の画像。Bar
＝20μm。(B2)は(B1)の白四角の部分の拡大画像。肺胞と毛細血管の

間の肺胞の壁が正常酸素肺に比べて厚い。 (B3)と(B4)は硝酸ランタ

ンを用いた内皮グリコカリックスの画像である。Bar ＝2μm。(B4)
は(B3)の白四角の部分の拡大画像である。内皮グリコカリックスが劣

化して肺毛細血管内皮細胞表面から流れ落ち、内皮細胞表面は血管内

腔に露出している。 



透過型電子顕微鏡では、内皮
の糖鎖が傷ついたように見え、
壁厚は 100％酸素暴露 48時間後
の方が、通常の空気に等しく暴
露した後より大きかった（図 5）。
赤血球が血管から内皮細胞間の
隙間を通って肺胞空間に漏出し
ているのが確認された。 
血管周囲腔拡大は回復する 

次に、100%酸素培養から 48 時
間後に室温の空気にさらすこと
で、血管周囲腔の拡大が回復す
るかどうかを検討した。その結
果、100％酸素に 48 時間曝露し
た後、24 時間室温に曝露したマ
ウスでは、血管周囲腔の面積が
減少することがわかった（図 6）。 
考察 
我々は、高酸素症が内皮グリ

コカリックスの分解による微
小循環障害と関連しているこ
とを発見した。内皮グリコカリ
ッ ク ス は
糖 タ ン パ
ク 質 で 構
成され、健
康 な 血 管
内 皮 を す
べ て 覆 っ
ている。微
小 血 管 の
緊 張 と 内
皮 の 透 過
性 を 維 持
し、白血球
の接着 /移
動 を 制 御
す る こ と
により、微
小 血 管 の
生 理 に 極
め て 重 要
な 役 割 を
果 た し て
い る 。 特
に、内皮グ
リコカリックスは血管透過性に強く関連している。今回の我々の知見は、高酸素症も
内皮グリコカリックスの傷害を引き起こすことを示唆している。内皮グリコカリッ
クスは微小血管の緊張に寄与しているため、その分解は血管収縮に関連すると考え
られる。このように、内皮グリコカリックスの傷害によって、体液の滲出が引き起こ
される可能性がある。高酸素症も肺組織を傷害するため、間質液の流れが滞る可能性
がある。そのため、血管外腔が拡大する可能性があると推測される。 

Iba-1 は、炎症組織に存在する活性化マクロファージに発現している。Iba-1 はマ
クロファージ活性化の指標となることが以前に報告されている。また、これらの細胞
は、細胞増殖やアポトーシスの制御に重要な β-ガラクトシド結合レクチンであるガ
レクチン-3 を発現していた。 
臨床現場では、重症患者に対して酸素療法を行うことが多く、その場合、酸素療法

を開始した時点で既に内皮障害が存在している可能性がある。また、人工呼吸が必要
な場合、陽圧換気により肺胞が損傷している可能性がある。したがって、このような
ケースでは、微小循環傷害がより早期に発生すると推測されます。逆に、内皮グリコ
カリックスの保護が可能であれば、高酸素療法下で高酸素性急性肺傷害が減弱する
可能性がある。 

 
図 5：透過型電子顕微鏡における肺毛細血管グリコカリックス

の変化肺毛細血管（A）は正常酸素条件下、（B）は酸素 100％培

養 48 時間後。(A2）、（B2）はそれぞれ（A1）、（B1）の赤四角

の部分の拡大図である。正常酸素下では内皮グリコカリックス

が肺毛細血管内皮細胞の表面を覆っているが、100%酸素培養で

は内皮グリコカリックスが傷害されることがわかった。Bars = 
2 µm。 

 
図 6：血管周囲腔の拡大回復の様子 
(A): 100%酸素培養 48 時間後の肺標本。(A1）、（A2）はヘマトキシリン・エオジン染色し

た肺標本である。A2 は、A1 の白四角の部分の拡大図である。(A3）はマッソントリクロ

ム染色した肺の標本である。(B）、（C）、（D）：それぞれ 100％酸素培養後 24 時間、48 時

間、72 時間後の正常酸素下での肺標本。(B1）、（B2）、（C1）、（C2）、（D1）、（D2）は、ヘ

マトキシリン・エオジン染色した肺標本。B2、C2、D2 はそれぞれ B1、C1、D1 の白四角

の部分の拡大図である。(B3）、（C3）、（D3）はマッソントリクロム染色した肺の標本。100%
酸素を 48 時間投与した後、24 時間室温にさらされたマウスでは、血管周囲の空洞面積が

すでに減少している Bars = 100 µm. 
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