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研究成果の概要（和文）：腸管虚血状態では小腸絨毛上皮が障害の首座であることに対して、再灌流障害ではそ
れに加えて腸陰窩部分の細胞の障害が強いことが観察された。また、水素ガス吸入によって、小腸の組織障害の
程度が軽減される部位が腸陰窩部分であることが観察された。この位置には腸幹細胞が位置しており、腸幹細胞
に特異的はLGR5にたいする免疫染色の結果、再灌流で障害される細胞が腸幹細胞であることが示唆された。ま
た、水素ガス吸入モデルでは、同部位の細胞障害は軽減され、水素ガス吸入による腸幹細胞の虚血再灌流障害の
軽減が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ischemia damaged the epithelial layer at the tip of the villi, whereas 
reperfusion induced extensive apoptosis of the cells at the crypt base, which were identified as 
intestinal stem cells with double immunofluorescence stain. Hydrogen mitigated such apoptosis at the
 crypt base, and the LGR5 expression of the tissues was higher in the hydrogen group than in the 
reperfusion group. 

研究分野：腸管虚血
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、水素ガスは腸管の虚血再灌流障害においても保護作用があることが示唆された。また、その作
用は腸幹細胞である可能性が高いことを示唆する所見も得られた。腸管虚血再灌流障害は特異的な薬剤治療は存
在しないため、水素ガスが新規治療としての可能性を持つことが示された。研究計画当初予定していた臨床研究
に関しては、基礎的研究の時間を要したことから、取り組むことができなかったが、臨床研究へ移行し、新規治
療薬の開発に進めることができる結果を得られた。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
腸管虚血（Mesenteric Ischemia）は救急・集中治療領域で頻度の多い疾患であり、腸間膜動
静脈の血栓閉塞などの明らかな血流遮断だけでなく、心不全、敗血症、大量出血などによるショ
ック状態でも発症し、死亡率は 80％にまで及ぶといわれている。さらに、明らかな血流遮断を
解除した後でも、血流の再灌流によって腸管障害が生じることが分かっており、血流再開後に腸
管壊死に至る症例も多い。また、血流障害によって腸管バリアが破綻し、バクテリアルトランス
ロケーションから敗血症などに進展することで重症化することが示唆されている。しかしなが
ら、原疾患の治療以外にmesenteric ischemiaの確立した治療法は存在せず、特異的治療の開発
は急務である。また、開腹手術やカテーテルと血管拡張薬を組み合わせ、腸管血流を増幅させる
などの治療法は古くから示唆されているが、侵襲度を超えるほどの効果は得られておらず、特に
侵襲度の低い新規治療の開発が求められている。 
 水素ガス吸入療法は、脳梗塞、心筋梗塞、および心肺停止モデルラットにおいて有効性が示さ
れており、実臨床における安全性も確認されている。研究代表者は、これまで多くの研究者が、
水素ガス体内分布は物理的な拡散によるものと信じてきた通説を覆し、血流に依存する可能性
を見出した。この結果から、mesenteric ischemiaなどの虚血状態で水素吸入を行うと、血流再
開の後に水素ガスが組織に分布し、虚血・再灌流障害疾患における治療効果を発揮するという可
能性を示した。 
 
２．研究の目的 
 水素ガスの、腸管虚血再灌流における組織保護効果を明らかにする目的で研究を行った。さら
に本研究では、水素ガスの腸管虚血再灌流における組織保護効果は、主に腸管のどの細胞の保護
効果に起因しているかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 水素ガス吸入の治療効果を解明
するため、腸管虚血モデルラットを
用いて腸管粘膜組織の観察を行っ
た（右図）。8週齢の SD ラットを小
開腹し、腸間膜動脈根部と腸管辺縁
動脈を最低三ヵ所クリッピングす
ることで腸管虚血モデルを作成し
た。このモデルラットに2%の水素ガ
スを吸入投与した。2%の根拠は、細
胞もしくは動物を使用した水素ガ
ス吸入効果の研究において、2%で効
果が最大でありそれ以上では上乗せ効果が認められないこと、人体において無害であることが
証明されていることが理由となっている。 
 水素ガスの腸管保護作用を明確にするため、組織の特殊染色（CAS3 染色）や二重染色を用い
て、腸管組織のどの種類の細胞が水素ガスによって保護されているのかを観察した。また、細胞
特異的な遺伝子に注目し PCR 定量検査を行うことで、虚血・再灌流による腸管組織のダメージ
と、水素ガス吸入によってそれが保護される効果を定量的に評価した。 
 また、腸管虚血モデルへ水素ガス投与し、腸幹細胞障の特異遺伝子である lgr5 を含めた二重
染色を行うことで、虚血・再灌流による腸幹細胞の障害は、水素ガス吸入療法によって軽減され
る可能性を予備実験において見出していたため、水素ガスの腸管保護作用は、腸幹細胞の保護作
用に起因している可能性が高いと考えた。腸幹細胞である Lgr5 幹細胞は Paneth 細胞に挟まれ、
Paneth 細胞から細胞増殖、分化において重要な役割を担っている Notch-Wnt シグナルの活性化
を受ける。Notch シグナルは Hes1 を活性化し、Atoh1 を抑制する。Atoh1 は Lgr5 の発現を抑制
するため、Notch シグナルの活性化は Lgr5 幹細胞の維持に必須である。そこで、それら転写因
子の発現を定量的 PCR で評価した。 
 
４．研究成果 
 腸管組織の虚血再灌流障害を観察すると、H-E 染色にて、腸管虚血状態では小腸絨毛上皮が障
害の首座であることに対して、再灌流障害では、それに加えて腸陰窩部分の細胞の障害が強いこ
とが観察された。また、水素ガス吸入によって、小腸の組織障害の程度が軽減される部位が腸陰
窩部分であることが観察された。 



また、虚血状態（図 A）で
は障害されていない腸陰窩
部分の細胞が、再灌流にて障
害されている(図B)ことが観
察された(緑が CAS3 染色で、
障害をうけた細胞を示す)。
この位置には腸幹細胞が位
置しており、腸幹細胞に特異
的は LGR5 にたいする免疫染
色の結果、再灌流で障害され
る細胞が腸幹細胞であるこ
とが示唆された。また、水素
ガス吸入モデル(図 C)では、同部位の細胞障害は軽減され、水素ガス吸入による腸幹細胞の虚血
再灌流障害の軽減が示唆された。 
 さらに、real-time PCR による組織中の LGR5 定量評価では、再灌流障害によって LGR5 量の減
少が見られ、また、水素ガス吸入によってその減少が認められなくなることが見出された。OLFM4
に関しては、水素ガス吸入でやや多く発現しており、虚血および再灌流ではやや少ない発現が観
察されたが、統計学的には有意ではなかった。一方 Hes1 は再灌流障害にて多く発現しており、
Jag2 と Notch1 は、三群で同等の発現量であった。 

 
さらに、8-OHdG の免疫染色によって、酸素ストレスは再灌流障害にて最も強く、それは水素
ガス吸入によって軽減されることが観察された。しかしながら、全身の酸素ストレス障害に関し
ては、水素ガス吸入による軽減効果は認めなかった。また、ELISA による 8-OHdG の組織内定量
測定では、組織の Reactive Oxygen Spices(ROS)自体は水素ガス吸入では減少しないことが確認
され、再灌流障害によって発生した ROS を減少させることが水素ガスの治療効果ではないこと
が確認された（右下図）。 
 本研究によって、水素ガスは腸管の虚血
再灌流障害においても保護作用があるこ
とが示唆された。また、その作用は腸幹細
胞である可能性が高いことを示唆する所
見も得られた。腸管虚血再灌流障害は特異
的な薬剤治療は存在しないため、水素ガス
が新規治療としての可能性を持つことが
示された。研究計画当初予定していた臨床
研究に関しては、基礎的研究の時間を要し
たことから、取り組むことができなかった
が、臨床研究へ移行し、新規治療薬の開発



に進めることができる結果を得られた。 
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