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研究成果の概要（和文）：水素分子は、新しい抗酸化剤として細胞を酸化ストレスから効果的に保護し、さら
に、抗炎症、抗アポトーシス、抗アレルギーなど複数の機能を発揮することが明らかとなっている。本研究で
は、ヒト白血病由来単球細胞THP-1のフリーラジカル誘発細胞毒性に対する水素分子の効果を解析した。 水素分
子は、フリーラジカルによる細胞毒性から培養細胞を保護し、細胞の脂肪酸過酸化と細胞膜透過性を抑制し、ミ
トコンドリアのオキシドレダクターゼ活性と膜電位の低下を抑制し、細胞死から細胞を保護した。水素分子がフ
リーラジカルによって誘発される脂肪酸過酸化とミトコンドリア機能障害を改善することにより細胞死を抑制す
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：Molecular hydrogen (H2) acts as a novel antioxidant and effectively protects
 cells against oxidative stress. Subsequently, it was revealed that H2 exhibits multiple functions, 
including anti-inflammation, anti-apoptosis and anti-allergy, in addition to anti-oxidative 
functions. In this study we investigated the effect of H2 on free-radical-induced cytotoxicity in a 
human acute monocytic leukemia cell line, THP-1. H2 protected the cultured cells against the 
cytotoxic effects induced by free-radical; H2 suppressed cellular fatty acid peroxidation and cell 
membrane permeability, mitigated the decline in mitochondrial oxidoreductase activity and 
mitochondrial membrane potential, and protected cells against cell death. These results suggested 
that H2 suppresses free-radical-induced cell death through protection against fatty acid 
peroxidation and mitochondrial dysfunction.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 酸化ストレス　炎症　ミトコンドリア　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中で水素分子の臨床応用を目的とした研究が盛んに行われており、日本でもいくつかの疾患で臨床試験の段
階にまで研究が進んでいる。臨床試験と医師主導型治験が進行している今、ますます水素分子の医療への実用化
の期待が高まっている。また、水素分子は食品添加物として認可されており水素水は市販されているため自由に
飲むことができる。しかしながら、水素分子の作用メカニズムに関して未解明な部分が多い。本研究により水素
分子の作用メカニズムの一端が明らかになれば、より安心して水素分子を摂取できるようになり、社会的な意義
は大きい。

※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 

 酸化ストレスは、糖尿病等の生活習慣病を誘発する原因のひとつと考えられている。酸化スト

レスは、強い酸化力をもつ活性酸素種やフリーラジカルが過剰に生じることにより起こる。なか

でも強力なヒドロキシラジカル（•OH）は生体に悪い影響をもたらすので、抗酸化物質により取

り除くことが重要である。一方、一酸化窒素（NO•）が神経伝達物質として機能する等、生理的

に重要な活性酸素種もある。我々は、これまでの研究により、水素分子が有害な活性酸素種のみ

を選択的に還元することを見つけ、脳梗塞モデル動物において、水素分子の投与により急性酸化

ストレスが軽減し、脳梗塞が改善することを報告した（Ohsawa et al., Nat. Med., 13, 688, 

2007）。さらに、２型糖尿病のモデルマウス db/db において水素水（水素分子を溶かした水）を

飲用水として 3 ヶ月間自由摂取することにより肝臓で分泌されエネルギー代謝を調節するホル

モン FGF21 の遺伝子発現が増加することを明らかにした（Kamimura et al., Obesity, 19, 1396, 

2011）。水素分子による遺伝子発現調節機構を解明するために網羅的な遺伝子発現解析を行った

結果、水素分子は、過酸化脂質である 4-HNE を起点とした Akt/FOXO1 シグナリングを介して PGC-

1αの遺伝子発現を調節し、PPARαパスウェイを活性化して FGF21 や脂肪酸、およびステロイド

代謝関連遺伝子の発現調節をしていることを明らかにした（Kamimura et al., Aging and 

Mechanisms of Disease., 2:1600, 2016）。この過酸化脂質に対する水素分子の効果が明らかに

なったことにより、次に着目したのは生体膜脂質の酸化に対する水素分子の効果である。多価不

飽和脂肪酸を多く含む生体膜脂質は、生体内において非酵素的ラジカル連鎖反応によって過酸

化が連鎖的に進み、一次生成物として過酸化脂質が生成される。近年の研究で、生体膜での過酸

化リン脂質(PCOOH)の生成が過剰となり生体膜脂質酸化ホメオスタシスが破錠すると、細胞死誘

導へのシグナルが進み、疾患の原因となることが明らかになってきた。また膜を破壊しない程度

の生理的レベルにおいても、膜物性を変化させて生体膜の機能に影響を与えることも分かって

きた。過酸化脂質は、脂質メディエイター（生理活性を持つ脂質）として注目されている。水素

分子は当初報告された抗酸化作用だけでなく、抗炎症作用、抗アポトーシス作用、抗アレルギー

作用、脂質代謝改善作用、神経保護作用、血管拡張作用、シグナル伝達の調節作用などの新しい

作用を示すことが報告されてきた（Ichihara et al., Med. Gas. Res., 5:12, 2015）。 

 

２．研究の目的 

水素分子は様々な疾患動物モデルで効果を発揮しているが、中でも抗炎症作用に注目した。本研

究では、ヒト白血病由来単球細胞を用いて、酸化ストレスによって生じるミトコンドリア機能不

全と細胞死に対する水素分子の効果を解析することにより、水素分子の抗炎症作用メカニズム

を解明することを目的とした。さらに、培養細胞だけでなく動物レベルで解析ができるような実

験系を新たに構築することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 培養細胞 

ヒト白血病由来単球細胞(THP-1)を RPMI1640 (10% FBS) で 37℃、5% CO2で培養した。 

 

(2)水素分子処理 

THP-1 細胞は水素分子を含む混合ガスの存在下で培養した。用いた混合ガスは３種類で、高濃度

水素ガス（75% H2, 20% O2, 5% CO2）、低濃度水素ガス（10% H2, 65% N2, 20% O2, 5% CO2）、コン



トロールガス（75% N2, 20% O2, 5% CO2）である。 

 

(3) LDH (Lactate dehydrogenase) アッセイ 

THP-1 細胞は上記の混合ガスの中で TBHP（tert-Butyl hydroperoxide）処理を 18 時間行った。

培養上清を回収し、上清中の LDH を測定キット（Roche）にて測定した。 

 

(4)ヘキスト/PI 染色 

細胞死はヘキスト 33342 と PI による染色で測定した。THP-1 細胞を上記の混合ガスの中で TBHP

で 18 時間処理した後、ヘキスト 33342(5μg/mL)と PI(5μg/mL)で 10 分間染色した。細胞死の

判定は蛍光顕微鏡下にて行った。 

 

(5)脂肪酸過酸化の測定 

THP-1 細胞は、5μM リパフロー、または、2μM C11-BODIPY で 30 分間培養した後、上記の混合

ガスの中で TBHP で 4.5 時間処理した。脂肪酸過酸化の測定はフローサイトメーターを用いて行

った。 

 

(6)アラマーブルーアッセイ 

THP-1 細胞は上記の混合ガスの中で TBHP（tert-Butyl hydroperoxide）処理を 18 時間行った。

そこにアラマーブルーを加えて、さらに 6時間培養した。アラマーブルーの蛍光強度を蛍光プレ

ートリーダーで測定した。 

 

(7)ミトコンドリア膜電位の測定 

THP-1 細胞は上記の混合ガスの中で TBHP（tert-Butyl hydroperoxide）処理を 6 時間行った。

TMRM (tetramethylrhodamine, methyl ester)で 20 分間染色し、蛍光強度をフローサイトメー

ターを用いて測定した。 

 

(8)酸化ストレスの測定 

酸化ストレスモニタリングマウスを用いて酸化ストレスの測定を行った。このマウスは、酸化還

元状態の変化により 405nm と 480nm 励起波長による蛍光強度の比率が変化する蛍光タンパク質

を発現するトランスジェニックマウスである。採取した臓器に 405nm と 480nm 励起波長を照射

して蛍光画像を撮影し、２つの画像の蛍光強度の比率は ImageJ ソフトウェアにより解析した。 

 

４．研究成果 

 

(1)水素分子はフリーラジカルによる細胞膜透過性の

亢進を抑制することが明らかとなった。 

フリーラジカル誘発剤として TBHP（tert-Butyl 

hydroperoxide）を用いて LDH アッセイを行った。TBHP

は細胞膜透過性を亢進させ細胞内から LDH が漏出する

ようになるが、水素分子は濃度依存的にその漏出を有

意に抑制した（図１）。 

さらに、ヘキスト/PI 染色で細胞死を測定したところ、



水素分子は細胞死も抑制していた

（図２）。この時、核の断片化も抑

制していたことから、水素分子は

アポトーシスも抑制することが明

らかとなった。 

 

 

 

 

(2)水素分子はフリーラジカルによる脂肪酸過酸化

を抑制することが明らかとなった。 

フリーラジカル誘発剤として TBHP（tert-Butyl 

hydroperoxide）を用い、細胞内の脂質の過酸化レベ

ルは蛍光プローブのリパフローを用いて測定した。

TBHP 処理によりリパフローの蛍光強度は増加した

が、水素分子により蛍光強度が減少した。別の蛍光プ

ローブであるC11-BODIPYを用いて測定した実験にお

いても、水素分子は TBHP による脂質過酸化を抑制す

ることが示された（図３）。 

 

 

 

 

(3)水素分子は TBHP により生じるミトコンドリア機能

不全を改善することが明らかとなった。 

ミトコンドリア機能における水素分子の効果はアラマ

ーブルーアッセイにより解析した。このアッセイは、ミ

トコンドリアのオキシドレダクターゼ活性を測定する

アッセイである。TBHP 処理によりオキシドレダクター

ゼ活性は減少するが、水素分子により活性低下が抑制

されることが示された（図４）。さらに、ミトコンドリ

ア膜電位を測定したところ、TBHP 処理によりミトコン

ドリア膜電位は低下するが、水素分子により膜電子の低下が抑制されることがわかった。 

 

(4)動物レベルでの酸化ストレス測定系の構築 

酸化ストレスモニタリングマウスを用いて糖尿病モデルマウスの db/db マウスを交配し、酸化

ストレスが測定可能な糖尿病モデルマウスを作製した。酸化ストレスモニタリング糖尿病マウ

スを用いて、全身の様々な臓器の酸化還元状態を解析したところ、脾臓やリンパ節が糖尿病モデ

ルマウスにおいて最も変化していることが明らかとなった（論文投稿準備中のため詳細な結果

は割愛）。 
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