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研究要旨 

（１）高脂血症モデルとして ApoE 欠損マウスにヘモグロビン小胞体 (HbV) を単回大量投

与し、体内動態及び生体蓄積性について評価を行った。ApoE 欠損マウスにトリチウム標識

HbV (3H-HbV) を 2000 mg Hb/kg で投与したところ、健常動物と同様に HbV の大部分は肝

臓・脾臓に分布していた。さらに、投与後 14 日目には、約 5%の放射活性が肝臓において確

認されたものの、その他の臓器においては、放射活性はほとんど検出されなかった。また、

血漿中においても約 3%の放射活性が確認されたが、目視上において血漿中に HbV は確認さ

れなかったことから、HbV の脂質膜が代謝・排泄される過程において HDL-コレステロール

などに取り込まれた 3H が検出されていると推測された。 

（２）HbV に多くの生理活性を有する一酸化炭素 (CO) を結合させた CO 結合型 HbV 

(CO-HbV) の特発性肺線維症 (IPF) 治療薬としての可能性を探求した。その結果、CO-HbV

投与により肺線維化の抑制及び肺機能の維持が確認され、CO-HbV は IPF の新規治療薬とし

ての可能性が見い出された。今回得られた知見は、現代の生活習慣病患者及びその予備群の

増加を鑑み、生活習慣病の一種である高脂血症時における HbV の安全性 (生体蓄積性) を

体内動態学的観点より初めて明らかにするとともに、HbV の CO キャリアとしての有用性を

初めて明らかにしており、HbV の臨床使用及び臨床適応疾患の構築に向けた重要な基盤情

報になると考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

医薬品を開発する過程の中で、前臨床段階と

して製剤化試験、薬理試験、薬物動態試験、さ

らには毒性試験など多くの段階を経て、その有

効性と安全性を確立していく必要がある。我々

はこれまでに、人工酸素運搬体として開発され

たヘモグロビン小胞体  (HbV) の生体内挙動 

(Drug Metab Dispos. 2009, 2011; Drug Metab Rev. 

2011; J Drug Metab Toxicol. 2012) や大量出血時 

(J Control Release. 2009)、肝硬変時 (Toxicol Appl 

Pharmacol. 2010; J Pharm Sci. 2011)、妊娠時 (Life 

Sci. 2012) などの一般的な薬物の安全性評価に

準じて、HbVの安全性を明らかにしてきた。しか

しながら、HbVは赤血球代替物であるため多種多

様な罹患者へ投与することになる。加えて、HbV

の1回あたりの投与量は数百mL～数Lにおよび、

心血管疾患等のリスクファクターと成り得る脂

質成分 (特にコレステロール) を大量に体内へ

投与することにもなる。そのため、HbVを投与し

た後に脂質成分、特にコレステロール、は如何

なる場合においても安全に代謝・排泄されるこ

とが求められる。しかしながら、これまでの評
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価は一般的な薬物と同様の安全性評価のみであ

り、生体蓄積性を示す可能性が想定される疾患

時における安全性評価は乏しい。実際に、これ

までに開発されてきた人工酸素運搬体であるパ

ーフルオロカーボン (PFC) では1年以上にわた

る臓器蓄積を示た結果、副作用を誘発した。 

また、近年、一酸化炭素 (CO) は抗炎症作用

や抗酸化作用などの多面的な生理活性作用を持

つことから新規医療ガスとして臨床応用が期待

されている。しかしながら、臨床応用に際して

は、ガス分子であるCOの生体内コントロールを

制御する必要があり、そのためには安全かつ安

定にCOを供給できるキャリアが必須となる。そ

こで我々は、キャリアとしてCOに高い親和性を

有するHbVに着目した。これまでにCO結合型

HbV (CO-HbV) を用いたin vivoの検討において、

生体内に投与されたCO-HbV中の一部のCOは最

終的に肺を通過して呼気中に排出されることが

動物実験で確認されている。したがって、

CO-HbVを用いた肺へのCO送達は可能であると

考えられる。 

以上の背景より、本研究では、まず初めに脂

質代謝に異常を持つ場合を仮定し、高脂血症モ

デルとしてApoE欠損マウスを用いHbVの安全性

を体内動態学的観点より評価を行った。次に、

肺疾患の中でも難治性疾患であり新規薬物の開

発が切望されている特発性肺線維症 (IPF) に対

するCO-HbVの有用性評価を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

1.  倫理面への配慮 

動物実験は、科学研究の一般原則に従い、動物

の生命を尊重するという基本的観点に基づく動

物福祉を護持するための配慮を念頭に置き、崇

城大学実験動物倫理委員会のもとに、実験を施

行した． 

 

2. ApoE欠損マウスにおけるHbVの体内動態実験 

2-1.  動物 

実験動物はApoE欠損マウス（オス、7週齢）は

日本SLCより購入し，1週間の予備飼育後に8週齢

で実験に使用した． 

 

2-2.  3H-HbV 投与液の調製 

HbV 800 L と cholesterol,[1,2-3H(N)]- 20 L を混

合し、24 時間室温で放置することにより 3H 標識

を行った．動物実験における投与液は標識体を

非標識体で希釈して調製した．  

  

2-3.  投与方法及び投与量 

ApoE 欠損マウスに非絶食、エーテル麻酔下にお

いて、3H-HbV 2000 mg Hb/kg を尾静脈より投与

した。投与後 1 日目、3 日目、7 日目及び 14 日

目に血液、臓器 (腎臓、肝臓、脾臓、心臓、肺) を

回収した。 

 

2-4.  採血方法、放射活性の測定・分析 

ヘパリン処理した注射筒を用いて、投与後 1 日

目、3 日目、7 日目及び 14 日目に下腹静脈から

採血を行い、遠心分離により血漿を採取した．

得られた血漿 50 L を、soluene-350 /イソプロピ

ルアルコール (1：1) 混合液 500 L で可溶化後 

(50℃，24 時間)、過酸化水素で脱色し、液体シン

チレーションカクテル (Hionic-Fluor) 8 mL を加

え、放射活性を測定した (LSC-5121)．摘出した

臓器は、秤量した後、その一部を soluene-350 1 mL

で可溶化後 (50℃，24 時間)、血液と同様の処理

により放射活性を測定した。 

 

3. CO-HbV の IPF への有用性評価 

3-1.  動物 

実験動物は Sea-ICR マウス（オス、6 週齢）は九

動より購入し実験に使用した。また、実験期間

中は水及び固形飼料を自由に摂水及び摂食させ

た。 
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3-2.  IPF モデルマウスの作成 

Sea-ICR マウスに非絶食、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。 

 

3-3.  CO-HbV 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 (1400 mg Hb/kg) または CO-HbV 

(1400 mg Hb/kg)を尾静脈より投与した。 

 

3-3.  CO-HbV の投与 

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。また、それぞれの評価は、

定法に従い行った。 

 

Ｃ．結果および考察 

1. ApoE欠損マウスにおけるHbVの体内動態 

1-1.  一般状態 

すべてのApoE欠損マウスにおいてHbV投与時に

特記する異常行動等は確認されなかった。また、

HbV投与後から観察終了日 (投与後14日目) ま

で、HbV投与によるショック症状や瀕死状態ある

いは死亡した例はなかった。 

 

1-2. 体内動態 

HbVを2000 mg Hb/kgでApoE欠損マウスに投

与し、1, 3, 7, 14日後の血漿中及び各臓器 (腎臓、

肝臓、脾臓、心臓、肺) への分布量を観察し、主

要分布臓器及び蓄積性について評価した。 

その結果、これまで明らかとなってきた健常

マウスと同様にHbVの大部分は肝臓に分布して

いた (Fig. 1)。また、臓器g当たりの分布量を算

出したところ、脾臓において高い分布を示した 

(Fig. 2)。これまでの健常動物を用いた検討にお

いて、HbVはクッパー細胞、脾臓マクロファージ

などの細網内皮系細胞に取り込まれ、代謝を受

けることが明らかとなっている。そのため、高

脂血症時においても、HbVの代謝臓器として、主

に肝臓・脾臓が担っている可能性が示唆された。

また、投与後14日目には、肝臓より約5%の放射

活性が確認されたものの、その他の臓器におい

ては放射活性はほとんど検出されなかった。 

また、血漿中においても約3%の放射活性が確

認された。これは、HbVの脂質膜が代謝・排泄さ

れる過程においてHDL-コレステロールなどに取

り込まれ代謝・排泄されている過程において検

出されたと推測される。実際に、目視上におい

て血漿中にHbVは確認されなかったことから、投
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Figure 2 Tissue distributions (% of dose/g tissue) of 
3H-HbV at 1, 3, 7, 14 day after administration to ApoE 
deficient mice at a dose of 2000 mg Hb/kg. Each point 
represents the mean ± SD (n=5). 

Figure 1 Tissue distributions (% of dose) of 3H-HbV at 1, 3, 
7, 14 day after administration to ApoE deficient mice at a 
dose of 2000 mg Hb/kg. Each point represents the mean ± SD 
(n=5). 
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与後14日目までには、HbV自身は完全に分解され、

血中から消失している可能性が示唆された。こ

れらの結果より、HbVは高脂血症時に大量単回投

与 (2000 mg Hb/kg) しても投与後14日目には生

体内より殆ど消失しており、生体蓄積性は少な

いと推測された。 
 
 

2. CO-HbVのIPFへの有用性評価 

2-1. 肺胞洗浄液の評価 

炎症性細胞の浸潤について気管支肺胞洗浄液中

の細胞数を比較したところ、ブレオマイシン投

与により生理食塩水投与群において総細胞数の

有意な増加がみられた (Figure 3A)。また、細胞 

 

種別の評価を行ったところ、浸潤しているのは

主に肺胞マクロファージ (Figure 3B) と好中球 

(Figure 3C) が浸潤していた。興味深いことに、

HbV投与群ではこれら炎症性細胞の浸潤は抑制

されていなかったのに対して、CO-HbV群は、そ

これらの浸潤を抑制していた (Figure 3)。 

 

2-2. 肺線維化の評価 

次に、肺線維化の評価を、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により行

った。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投与群において明らかな

見られた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、その進行が抑制が確認

されていた (Figure 4A)。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 (Figure 4B)。以上の結果より、線

維化の抑制効果がCOに起因していると推定され

た。 
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Figure 3 Effect of CO-HbV on cells in bronchoalveolar 
lavage fluid in bleomycin-induced pulmonary fibrosis mice. 
The number of inflammatory cells including (A) total cells, 
(B) alveolar macrophages and (C) neutrophils in 
bronchoalveolar lavage fluid on day 3. These inflammatory 
cells were determined on day 3. Each value represents the 
mean ± s.d. (n=3-6). **P<0.01 versus control. ††P<0.01 
versus CO-HbV. †P<0.05 versus CO-HbV. 

Figure 4 
(A) Histopathologic evaluation at after saline, HbV or 
CO-HbV treatment on day 14 in BLM-induced 
pulmonary fibrosis mice.  
Sections of pulmonary tissue were prepared on day 14 and 
subjected to Masson trichrome staining.  
(B) Hydroxyproline leveles in left lung at after saline, HbV 
or CO-HbV treatment on day 14 in BLM-induced 
pulmonary fibrosis mice.  
The pulmonary hydroxyproline level was done on day 14. 
Each value represents the mean ± s.d. (n=3-7). **P<0.01 
versus control. ††P<0.01 versus CO-HbV.  
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2-3. 肺機能評価 

最後に、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

られるのに対し、CO-HbV投与群では、その抑制

が確認された (Figure 5A)。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

(Figure 5B and C)。したがって、CO-HbV投与に

よりIPFに対する治療効果が認められた。 
 

Ｄ．結論 

本研究結果のみでHbVが高脂血症時に安全で

あると断定することはできないが、脂質代謝に

異常をきたしている場合にHbVを単回大量投与 

(2000 mg Hb/kg) しても生体蓄積性は殆ど無く、

少なくとも体内動態学的観点では安全であると

考えられる。今後、血液学的評価や組織学的評

価を含めた安全性評価を行っていくことで、脂

質代謝異常時 (高脂血症時) においての詳細な

安全性を明らかにしていけると考えられる。こ

れらの検討項目については、次年度に行ってい

く予定である。 

加えて、本研究ではCO-HbVがIPFに対して有

効性を示した。IPFは、原因不明の肺線維症であ

り、慢性かつ進行性の経過をたどり、最終的に

は呼吸不全を来たし死に至る予後不良な難治疾

患であり、生存期間の中央値は2.8年であり、5

年生存率はわずか20％と非常に低いことが報告

されている。臨床現場では、治療薬としてステ

ロイドや免疫抑制剤、さらには抗線維化剤であ

るピルフェニドンが使用されているが、その効

果は不十分であり、より有効な治療薬の開発が

切望されている。本研究結果より、CO-HbVは、

IPFの新規治療薬として有用であり、新規治療薬

候補として有望ではないかと考えられる。 

以上より，HbVのApoE欠損マウスを用いた体

内動態実験より、HbVは高脂血症時においても生

体蓄積性は少ないことが示唆された。本研究は、

現代のライフスタイルの変化を鑑みた安全性評

価であり、医薬品の開発においてこれまでに類

を見ない先導的な評価と言える。また、COは抗

炎症作用、抗酸化作用などの多くの生理機能を

有しており、HbVは、COの有用なキャリアとな

りうることから、CO-HbVはIPFの新規治療薬と

してだけでなく、炎症や活性酸素が関連する多

くの疾患の治療薬候補として有望ではないかと

考えられる。来年度以降にCO-HbVの更なる可能

性について追及していこうと考えている。 

本研究結果及びこれまで積み重ねられている

HbVのデータを考え合わせると、HbVの赤血球代

替物としての安全性かつ有用であるばかりでな

く、COキャリアとしてHbVが様々な疾患に対し

Figure 5 The lung mechanics and respiratory functions after 
saline, HbV or CO-HbV treatment on day 14 in BLM-induced 
pulmonary fibrosis mice. Forced vital capacity (A), total 
respiratory system elastance (B) and tissue elastance (C) were 
determined on day 14. Each value represents the mean ± s.d. 
(n=4-5). **P<0.01 versus control. ††P<0.01 versus CO-HbV. 
†P<0.05 versus CO-HbV. 
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ても安全に使用できることを示しており、HbV

は多くの疾患治療薬として期待できるのではな

いかと考えられる。 
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