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研究成果の概要（和文）：過酸化水素(H2O2)は活性酸素の一種である。分子状水素(H2)は、これら活性酸素の効果を打
ち消すのではないかと病態モデルマウスで研究されている。しかし、現在までにH2の分子機構は不明である。Wntシグ
ナル伝達経路は様々な生命現象に関連したシグナル伝達経路である。
本研究は、H2O2とH2の分子機構を解明することを目的に、これらを処理した細胞におけるWntシグナル伝達経路の活性
化状態を検討した。その結果、Wntシグナル伝達経路を制御するH2O2の効果は、H2で処理時間依存的に部分的に打ち消
される事がわかった。よって、H2がH2O2依存的と非依存的に細胞に影響を与えていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen peroxide (H2O2) is reactive oxygen species (ROS). Molecular hydrogen (H2)
 is thought to cancel the ROS effects in disease model mice, however the molecular mechanism of H2 remain 
elusive. Wnt signaling is involved in several phenomena in vivo.
Here, for the purpose to know the molecular mechanism of H2O2 and H2 effects, we analyzed the Wnt signalin
g activity in cells treated with these factors. Within cultured cells, H2 partially cancelled H2O2 effects
 on Wnt signaling in treatment duration-manner. The results suggest that H2 have effects on the signaling 
pathway both in H2O2-dependent manner and H2O2&#8211;independent manner.
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１．研究開始当初の背景 

H2O2（過酸化水素）は主にミトコンドリアの

電子伝達系において酸素(O2)を水(H2O)に還元

する際に副次的に生じるO2
-を経て作られる。

H2O2は反応性が高い活性酸素の一種で、生体内

でDNA、脂質、蛋白質と非特異的に反応し障害

をする。また、より反応性が高いOH·に変換

されることにより細胞毒性を持つことが知

られていた。しかし、近年、H2O2は低濃度で

は様々な蛋白質のリン酸化状態を変化させる

ことにより細胞の増殖、生存、移動に必須の

シグナル伝達因子（セカンドメッセンジャー）

であることが報告されてきている。具体的に

はH2O2はキナーゼ、フォスファターゼのシステ

イン残基の酸化還元状態を変えることにより

酵素活性を制御すると考えられている。 

一方、H2（分子状水素）は、H2O2ならびにOH・

を直接消去することにより脳梗塞・パーキン

ソン病をはじめとする35種類の酸化ストレス

関連病態モデル動物に有効であることが報告

されつつある。しかし、活性酸素の除去のみ

ではH2の効果を説明ができない病態も多く、

作用の分子機構は不明である。 

細胞増殖因子が誘導するシグナル伝達経路

とは、細胞外の細胞増殖因子の存在が膜受容

体から細胞内へ特異的な蛋白質群を介して伝

えられる一連の経路のことである。細胞増殖

因子Wntは様々な蛋白質が介在する複雑な経

路を使い、最終的に遺伝子発現や細胞骨格を

制御し、多種類の正常細胞や腫瘍細胞の生存、

増殖、移動（浸潤）を制御している。Wntシグ

ナル伝達経路は、進化の過程でその仕組みが

よく保存されている基本的なシグナル伝達経

路であり、多くのキナーゼ、フォスファター

ゼが関わっている。 

 

２．研究の目的 

以前に、Funatoら(Nat Cell Biol 8: 501, 

2006)は、H2O2がWntシグナル伝達経路のDvl

とnucleoredoxin (NRX)の結合を抑制するこ

とによりWntシグナル伝達経路を活性化す

ることを報告した。また、Shinら(Cellular 

Signaling 18: 601, 2006)は、H2O2がAkt/PKB

を介してWntシグナル伝達経路のキナーゼ

GSK3の活性を抑制し、Wntシグナル伝達経

路を負に制御していることを報告した。

H2O2はさらにWntシグナル伝達経路の他の

分子を制御している可能性が強く示唆され

ている。 

そこで本研究では、(1) H2O2によるWntシグ

ナル伝達経路の制御に関わる因子を明確にす

る。(2) 次に、このH2O2のWntシグナル伝達経

路への作用に対するH2の効果を検証する。(3) 

最終的に、どの細胞種でH2O2とH2のWntシグナ

ル伝達経路での働きが保存されているのかを

調べ、(4) Wntが関連する細胞増殖などの生命

現象においてH2O2とH2がどのように関わって

いるのかの解明につなげたい。 

 

３．研究の方法 

本研究は、研究目的(1)(2)のために H2O2と

H2 の Wnt シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 特 に

Wnt/beta-catenin 経路における分子作用機

構を調べる。このため、各細胞に TOPFLASH

レポータープラスミドを導入し、ルシフェラ

ーゼアッセイを行った。この時、細胞内のシ

グナル伝達経路の活性化の状態を変化させ

るため、Wnt-3A リガンドを分泌する培養細胞

(L Wnt-3A, ATCC)の培養上清(Wnt3aCM)や特

異的活性分子もしくは阻害分子(LiCl, IWR, 

Niclosamid, Quercetin)を培養液に添加した 

（図１）。また、Wnt/beta-catenin の各たん

ぱく質の動態を検討するため、特異的抗体を

用いたウェスタンブロット法や細胞免疫染

色などを用いた。研究目的(3)(4)では、様々

な株細胞（研究結果を参照）を用いたが、多

くはTOPFLASHレポータープラスミドやsiRNA

を細胞に導入することが難しかった。そのた

め、上記と同様に細胞を培養液もしくは阻害

分子で処理した後、ウェスタンブロット法や



細胞免疫染色で検討した。さらに引き続き、

これらの実験結果の定量性と再現性を確認

するため、MetaMorph ソフトウェアを用いて

画像解析を行った。 

 

４．研究成果 
 

(1) ①短時間の H2O2は Wnt/beta-catenin シ

グナル伝達経路を活性化する。しかし、長時

間の H2O2は Wnt/beta-catenin シグナル伝達

経路を抑制する。 

ヒト胎児由来腎臓細胞HEK293細胞を用い、

レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 行 っ た 。

Wnt/beta-catenin シグナル伝達経路の活性

化状態を検討したところ、細胞毒性を持たな

い低濃度 H2O2(100M)を３０分(30min)処理す

るとシグナルは亢進し、３時間(3hrs)処理で

は変化がなく（図１参照）、１２時間以上の

処理では逆にシグナルは抑制されることが

わかった。この事より、H2O2は細胞内で多様

な役割を持つ事が示唆された。 

 

(1) ②H2O2はWnt/beta-cateninシグナル伝達

経路を細胞内の因子を介して活性化する。 

①と同様の実験において H2O2 と同時期に

Wnt シグナル伝達経路の阻害剤 Quercetin, 

IWR, Nicrosamide を処理したところ、

Quercetin では完全に IWR では部分的に H2O2

の効果が抑えられたのに対し、Nicrosamide

では全く抑えられなかった（図１参照）。

Wnt/beta-catenin シグナルにおいて、

Quercetin は転写因子の, IWR は細胞内因子

の, Nicrosamide は受容体の阻害剤である。

この結果から、短時間低濃度の H2O2は転写因

子の上流で細胞内の因子を活性化している

ことが示唆された。また IWR の作用が部分的

である事から、細胞内の二つの因子に機能し

ていることも考えられた。 

 

図 1：ATF-2 ルシフェラーゼレポーターの活性 

Cntl: Control、 Wnt3a: Wnt3a たんぱく質、H2O2: 

過酸化水素処理 

(2)① H2 は短時間の H2O2 処理が活性化する

Wnt/beta-catenin シグナル伝達経路を抑制

する。 

（１）の結果を元に、次に H2O2を３０分処

理する１２時間前から H2 を細胞に持続的に

処理すると、H2O2の効果が見られなくなるこ

とがわかった。しかし、同時に H2と H2O2の両

方を１２時間持続的に処理するとH2O2が抑制

する Wnt/beta-catenin シグナル伝達経路に

は影響しなかった（未発表）。この事から H2

は短時間低濃度のH2O2の作用を打ち消すとい

う効果を持つ事がわかった。一方で、長時間

低濃度のH2O2の作用は打ち消すことはできな

いことから、H2O2への効果以外の別の効果を

持つ事が予想された。 

 

(3)上記で示した H2の役割は、L 細胞や HeLa

細胞など由来が異なる細胞に共通している。 

H2の効果が細胞種、動物種を超えて保存され

ているかについて、マウス線維芽細胞L細胞、

神経細胞 Neuro2a、マウス筋肉細胞 C2C12を用

い beta-catenin タンパク質の細胞内での局

在を検討した所、H2は様々な細胞種において

細胞内（核内も含む）の beta-catenin 量を

減少させていることがわかった。この事から、

H2は Wnt/beta-catenin シグナル伝達経路を

負に制御していることがわかった（未発表）。 

 

(4) H2は生体内の生命現象に関わる多数の酵



素の活性化に関与している可能性がある。 

本研究から H2は多くのキナーゼ、フォスフ

ァターゼが関わっている Wnt/beta-catenin

シグナル伝達経路を負に制御することがわ

かった。近年の報告からも H2はキナーゼなど

細胞内の酵素に作用することが示唆されて

いる。そこで Wnt シグナル伝達経路に関わる

キナーゼの活性を in vitro で解析したとこ

ろ、多数の酵素の作用を制御していることが

わかった。 
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