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研究成果の概要（和文）：申請者らは、腸内細菌が難消化性糖質の代謝過程で産生する水素ガスに着目して研究
してきた結果、外因性水素ガスと同様の生理作用を発現するという仮説をこれまでに立証した。しかし、腸内細
菌由来水素ガスの疾病の発症遅延等との関連性や生体内組織における分布や消長等の知見はなかったため、この
課題に着手した。その結果、疾病モデル動物において腸内細菌由来水素ガスの体内分布が重症化遅延に関与する
ことが推察された。一方、腸内細菌由来水素ガスの体外排出動態と生体内分布は必ずしも一致しないことが示唆
された。本研究は、腸内細菌由来水素ガスの体内分布を明らかにし、疾病の重症化予防との関わりにおいて新規
な事実を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have focused on the hydrogen gas produced by the fermentation of 
nondigestible saccharide by the intestinal microbes (H2-microbes). Then, we proved our hypothesis 
that H2-microbes have some physiological functions as same as the exogenous hydrogen gas. However, 
the relation between H2-microbes and the mechanisms of the preventive and delaying effects on the 
onset or progress of diseases, and the distribution or fate of H2-microbes in the organism are still
 unclear. In the results, it was demonstrated that the distribution of H2-microbes in the organs and
 tissues relates the delaying feect on the onset of the diagnosis of diseases and did not correspond
 to the extracorporeal excretion of hydrogen gas in rats. The results obtained form this study shows
 a novel evidence of H2-microbes.

研究分野： 腸内細菌による難消化性糖質発酵代謝産物の健康影響と腸内細菌由来水素ガスの生理作用、ならびに生体
内分布

キーワード： 腸内細菌　腸内細菌由来水素ガス　疾病発症遅延　重症化遅延　プレバイオティクス　難消化吸収性糖
質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾病や加齢に伴う様々な症状の背景には、生体内における酸化ならびにそれに伴う炎症が関連している。水素ガ
スは強いラジカル消去能をもつことから、臨床において使用されるのみならず、一般に市販される飲料等にも利
用されている。しかし、その作用機序や生体内分布については未解決であった。本研究は、生体ガスの1つとし
て腸内細菌由来ガスを位置づけ、水素ガスについての基礎的知見を蓄積するものであり、今後、水素ガスの臨床
へのさらなる応用、生理機能発現を目的とした食品開発、ひいては疾病の発症予防や早期寛解に寄与できるもの
と考える。

※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、研究者個人に帰属されます。
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1． 研究開始当初の背景 
疾病や加齢に伴う様々な症状の背景には、生体内における酸化ならびにそれに伴う炎症

が関連している。水素ガスは強いラジカル消去能をもつことから、酸化による組織損傷を軽
減し、治療成績を向上させることが報告されている。たとえば、肝臓虚血再灌流モデル動物
や脳梗塞モデル動物への水素ガス、または水素溶存溶液投与[1,2]、放射線療法の患者を対象
とした水素水投与などが報告されている[3]。近年では、一般の消費者を対象とした水素ガ
ス製品や水素水等が開発され、市場に出回っている。 
ヒトおよび哺乳類は、生体内に水素ガスを産生する機構を持たない。これらの生体内では、

腸内細菌が難消化性糖質を利用することによって、その代謝産物の１つとして水素ガスを
産生し、そのガスは吸収後、循環血流により運搬されている。申請者らは、この腸内細菌由
来水素ガスに着目して研究を継続してきた結果、腸内細菌由来ガスは外因性水素ガスと同
様の生理作用を発現する、という仮説を立てるに至り、主として以下の研究成果を公表した。 
まず、健常なヒトを対象として水素ガスの定量的測定方法を開発し、さらに、呼気へ排出

される水素ガスを指標として難消化性糖質の腸内細菌による発酵性を評価する方法を開発
した[4-6]。科研費基盤（C）22590599、（C）26350128 による研究では、老化促進や疾病モ
デル動物を用いて、以下に示すような腸内細菌由来水素ガスと疾病の進行との関連性を明
らかにした。老化促進モデルマウス（senescence accelerated mouse prone 8, SAMP8）を
難消化吸収性糖質 5%含有飼料で飼育し、SAMP8 に特有の症状である学習・記憶障害の発
症ならびに進行を観察した結果、難消化性糖質含有飼料群では非含有飼料群に比較して発
症が遅延し、また、酸化ストレス関連指標である 8OHdG および炎症性サイトカインが低値
を示した[7]。SAMP6 では、難消化性糖質飼料群の骨密度が維持され、SAMP6 特有の骨の
老化が遅延することを明らかにした[8]。これらの実験における難消化性糖質含有飼料群の
SAMでは、非含有飼料群に比較して、水素ガス体外排出は飼育期間を通して高値を維持し、
解剖時の腸内細菌叢には顕著な差異が観察されたことを報告している。さらに、ラットに鉄
を投与して酸化ストレスによる肝障害モデル動物を作成し、難消化性糖質 5%含有飼料群と
非含有群を比較した結果、難消化性糖質含有飼料群では、肝障害の程度が有意に軽微である
ことを報告した[9]。 
このように、腸内細菌由来水素ガスの体外排出と疾病の重症化遅延には、明らかな関連性

が観察され、腸内細菌由来水素ガスは外因性水素ガスと同等の生理作用を示すという仮説
をある程度立証できた。しかし、生体内における水素ガスの作用機序および疾病の発症遅延
との相互関連性については明らかではなく、また、腸内細菌由来水素ガスについての生体内
における動態や消長、組織における分布などの基礎的知見がほとんどなかった。水素ガスは、
臨床において使用されるのみならず、一般に市販される飲料等にも利用されていることに
鑑み、これらを明らかにすることが重要であり、急務であると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
上述のように、生体内に存在する腸内細菌由来水素ガスの生理機能や安全性に関する基

礎的知見は乏しい。そこで本研究では、まず、生体内における水素ガスの分布や消長などを
明らかにすること、ならびに疾病の罹患や重症化に対する保護的作用について、生体内にお
ける水素ガスの分布との関連性や作用機序を明らかにすることを目的とした。 
本研究費では次の 2 つの実験を計画し、これらの課題を検討した。 

 
３．研究の方法 
（１）実験の概要 
【実験 I】 
生活習慣病発症モデル動物を難消化性糖質含有飼料で飼育し、腸内細菌由来水素ガスが

疾病の発症遅延ならびに症状進行遅延に及ぼす影響について、その機序を検討した。 
【実 II】 

SPF ラットを用いて難消化性糖質の単回投与実験と飼育実験を実施した。単回投与実験
では、経時的に水素ガスの体外排出動態を測定すると同時に、ラットを解剖して臓器および
組織内の水素ガスを測定した。飼育実験では、難消化性糖質含有飼料で飼育後の腸内細菌由
来水素ガスの生体内分布、および消長について、非含有飼料と比較し、これらの特徴を明ら
かにした。 

 
（２）実験方法の概要 
【実験 I】 
① 難消化性糖質の試験物質 
難消化性糖質として、腸内細菌による発酵性の特徴が異なる糖質として、フラクトオリゴ

糖（株式会社明治、東京）と微結晶セルロース（旭化成株式会社、東京）の 2 種類を用いた。
フラクトオリゴ糖は、非消化易発酵性の難消化性オリゴ糖である。経口摂取したフラクトオ
リゴ糖は、小腸で消化吸収されることなく大腸へ到達し、そのほぼ 99%が腸内細菌による
発酵を受けて代謝される。腸内細菌由来水素ガスは、ヒト呼気中、ならびに実験動物体外排



出ガス中に顕著に観察されることが明らかになっている[6,10]。一方、経口摂取した微結晶
セルロースは消化されず、さらに腸内細菌による発酵性が低い非消化低発酵性の多糖であ
る。ヒト呼気中、ならびに通常ラット体外排出ガス中に水素ガスが観察されるが、FOS に
比較して顕著に低値である[6,11]。 
② 実験動物、飼育条件、ならびに倫理委員会の承認 
 疾病モデル動物として、生活習慣病の複数の症状を自然発症する SHR/NDmcr-cp（日本
SLC 株式会社、東京）を用いた。レプチン受容体のナンセンス変異があることから、過食
による肥満、高血圧ならびに腎障害等のメタボリックシンドローム関連の症状を発症する
ことが報告されている。 

AIN93M 精製飼料群を対照とし、この中のコーンスターチをフラクトオリゴ糖に置換し
た 10%FOS 群、微結晶セルロースに置換した 10%CEL 群の 3 群とした。1 週間の予備飼育
後、1 群を 8 匹として 10 週間飼育した。飼育は、ステンレスメッシュの個別ケージを用い
て、室温 23±1℃、相対湿度 50±5%、12 時間明暗サイクル（明期 7:00－19:00）の条件下で
実施した。本実験は本学動物実験委員会の承認を得（承認番号 1702）、環境省告示（平成 18
年第 88 号、平成 25 年最終改定第 84 号）、ならびに本学動物実験規程を遵守して実施した。 
③ 測定項目、ならびに測定方法 
 ラットの体重は隔日に、血圧は非観血式血圧測定器（室町機械株式会社、東京）を用いて
1 週間に 1 回測定した。アルブミン尿中排泄量、血糖値、インスリンを経時的に測定し、解
剖時に生活習慣病関連指標と酸化・抗酸化関連指標、ならびに関連遺伝子発現を測定した。
水素ガス体外排出は、循環式代謝ケージ（メタボリカ、株式会社スギヤマゲン、東京）を用
い、循環気流 40 mL を採取し、簡易ガスクロマトグラフィーBreath Gas Analyzer 
BGA1000D（株式会社呼気生化学栄養代謝研究所、奈良）を用いて測定した。 
④ 統計解析 
 データ固定後、各群の平均値と標準偏差（SD）を算出し、正規分布の検定を実施した。
経時的データは、TukeyのHSD検定を、解剖時の測定値については対照群に対するDunnett
または Steel の検定を行った。SPSS ver. 23 または Excel 統計を用い、有意確率は 5%未満
とした。 
 
【実験 II】 
① 難消化性糖質の試験物質 

腸内細菌由来水素ガスを確実に産生させるための試験物質としてフラクトオリゴ糖を
用いた。 
② 実験動物、飼育条件、ならびに倫理委員会の承認 
 実験動物は、SPF の Wistar 系成体雌雄ラット（日本クレア株式会社、東京）を用い、実
験 I と同条件下で飼育した。AIN93M 精製飼料組成中のセルロースをコーンスターチに置
換したものを対照飼料（EXP 群）とした。この対照飼料中に含まれる 10%ショ糖の半分を
FOS に置換した飼料群を FOS 群とした。本実験は本学動物実験委員会の承認を得（承認番
号 1506（予備的検討）、1905）、環境省告示（平成 18 年第 88 号、平成 25 年最終改定第 84
号）、ならびに本学動物実験規程を遵守して実施した。 
③ 測定項目とその方法 
 各群 5 匹のラットへ EXP、または FOS 飼料を 6 日間摂取させた。7 日目に循環式代謝ケ
ージにラットを移動して水素ガス体外排出を前述と同じ方法で測定した。体外排出ガスを
採取後、採血し、各臓器を摘出した。摘出した臓器は、密閉容器を用いてホモジネート後、
37℃で 30 分水素ガスを遊離させた。 
また、6 日間飼育後に、FOS 水溶液を経口投与し、循環式代謝装置を用いて経時的に体

外排出ガスを採取した。遊離した水素ガス、および体外排出ガスは、上述と同じ機器を用い
て測定した。 
④ 統計解析 
 データ固定後、各群の平均値と標準偏差（SD）を算出し、正規分布の検定を実施後、対
応のない Student’s t-test を行った。試験物質経口摂取後の経時的な水素ガス体外排出動態
は、Tukey の SHD 検定を行った。SPSS ver. 23 または Excel 統計を用い、有意確率は 5%
未満とした。 
 
４．研究成果 
【実験 I】の結果概要は以下のとおりである。 
 生活習慣病発症モデル動物を用いて、分子量などの物理化学的性質の異なる 2 種類の難
消化吸収性糖質含有飼料で飼育し、腸内細菌由来水素ガス、ならびに腸内細菌の代謝産物と、
疾病の進行にかかる生体指標との関連性について検討した。 
まず、仮説の前提となる難消化性糖質の腸内細菌による発酵性について SHR/NDmcr-cp

ラットにおける発現を確認した。10%FOS 群と 10%CEL 群の盲腸内短鎖脂肪酸産生量は対
照群に比較して有意に高値を示した（p<0.05）。10%FOS 群の水素ガス体外排出濃度は対照
群に比較して有意に高値を示したが（p<0.05）、10%CEL 群では高値を示す傾向にあったも
のの統計的有意差は観察されなかった。。両群ともに短鎖脂肪酸産生には特徴的なプロファ



イルが観察された。 
10%CEL 群では血圧、尿中アルブミン排泄量などの生活習慣病関連指標と酸化関連指標

が低値を示した。しかし、これらの数値は、必ずしも水素ガス体外排出濃度との関連性を示
すとは限らなかった。また、SHR/NDmcr-cp は、疾病の進行に伴い腎臓の機能障害の発症
が報告されているが、10%CEL 群においてはその進行が有意に遅延した（p<0.05）。 
腸内細菌由来水素ガスは、体外へ排出されるのみならず、ラット生体内組織中に分布して

いる可能性が推察され、水素ガスが分布する組織においては、酸化抑制を介して重症化遅延
に寄与している可能性が示唆された。 
 
【実験Ⅱ】の結果概要は以下のとおりである。 
実験 I により、腸内細菌由来水素ガスは、生体内組織中に分布し、その消長は必ずしも水

素ガス体外排出と一致しないことが示唆され、新規な知見となる結果を得た。このことにつ
いて科学的知見を蓄積するため、まず、動物を用いた水素ガスの測定方法について詳細な検
討を行い、組織からのガスの遊離方法や測定条件などを詳細に検討した。その結果、動物の
水素ガス体外排出、ならびに組織中の水素ガスの測定方法については、循環式代謝ケージを
用いた上述の実験条件下において、定量的測定が可能であることが明らかになった[12]。 
測定方法確立後、腸内細菌由来水素ガスの生体内における分布と消長について明らかに

した。雌雄の通常成体ラットへ難消化性糖質を経口摂取させた場合、主な臓器・組織中なら
びに呼気等からの体外排出ガス中に水素ガスが検出された。難消化性糖質の曝露を除去し
た場合においては、ある種の臓器・組織中に水素ガスが検出された。非暴露群における生体
内水素ガスの体内分布、ならびに水素ガス体外排出濃度には、難消化性糖質摂取時との間に
有意な差異が観察された（p<0.05）。 
一方、水素ガス体外排出と体内分布の間には、これまでの知見とは異なる関連性のあるこ

とが示唆された。これまでは、腸内細菌由来水素ガスは難消化性糖質摂取時にのみ存在する
とされていたが、本研究結果はそれを全面的には支持しなかった。 
 
≪総括≫ 
疾病モデル動物 SHR/NDmcr-cp ラットにおいても、難消化性糖質は腸内細菌により発酵

を受け、水素ガスや発酵代謝産物が産生されていることが明らかになった。また、難消化性
糖質摂取群においては、腎臓障害をはじめいくつかの指標において、疾病の進行が遅延した。 
これまでは、腸内細菌由来水素ガス体外排出の検出と水素ガス体内分布は並行し、生体の

酸化を介した疾病の発症や重症化に対して予防的に機能すると考えられていた。しかし、本
研究では、水素ガス体外排出動態と生体内分布は、必ずしも一致しないことが示唆された。
本研究は、腸内細菌由来水素ガスの体内分布についての新規な事実を明らかにすることが
できた。一方で、さらに詳細な検討が必要であることが明らかになったので、引き続き検討
する。 
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