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研究成果の概要（和文）：糖尿病モデルマウスにおいて、水素分子の長期投与により糖尿病や肥満が改善し、糖
尿病や肥満の抑制因子であるFGF21の遺伝子発現が肝臓で増加することをこれまでの研究で報告した。本研究で
は、水素分子の投与期間を短くして効果が現れるより前の段階において遺伝子発現の変化をマイクロアレイによ
り網羅的解析を行い、水素分子による遺伝子発現誘導のメカニズムを解析した。その結果、水素分子は、PGC-1
αの遺伝子発現を誘導することによってFGF21、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PPARαパスウェイを活性化し、糖尿病や肥満の改善につながる効果を発揮することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that long-term drinking of H2 -water (water infused 
with H2) enhanced energy expenditure to improve obesity and diabetes in db/db mice. Here, the 
comprehensive gene expression profile in the liver of db/db mice was analyzed by DNA microarray. 
Pathway analyses revealed the increased expression of various genes involved in fatty acid and 
steroid metabolism. As a transcription pathway, the PPARα signaling pathway was identified to 
up-regulate their genes by ingesting H2. As an early event, the gene expression of PGC-1α was 
transiently increased, followed by increased expression of FGF21 and other genes. The expression of 
PGC-1α might be regulated indirectly through sequential regulation by H2, 4-hydroxy-2-nonenal, and 
Akt/FoxO1 signaling, as suggested in HepG2 cell experiments.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 酸化ストレスは、糖尿病を誘発する原因の

ひとつと考えられている。また、糖尿病を発

症すると酸化ストレスがさらに増加し、腎症

や網膜症等の合併症を引き起こすことが知

られている。我々は、これまでの研究により、

水素分子（H2）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）。しかしな

がら、この結果は水素分子の長期摂取による

ものなので、FGF21 の遺伝子発現の増加が水

素分子による効果の一次的な原因なのか、二

次的な結果なのか不明であった。 

 

２．研究の目的 

水素分子の投与期間を短くして遺伝子発

現解析を行うことにより、水素分子によるエ

ネルギー代謝調節のメカニズムの一端を明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) モデル動物 

①レプチンレセプターに遺伝子変異を有す

る db/dbマウスを 2型糖尿病モデルマウスと

して使用した。また、db/+マウス（肥満およ

び糖尿病を発症しない）を対照群として使用

した。 

②食餌誘導性肥満モデルでは、C57BL/6 マウ

スに高脂肪食（D12451 リサーチダイエット

社）あるいは通常食（D12450B リサーチダ

イエット社）を与えた。 

(2) 水素分子の投与方法 

①水素水投与 

飲用水として水素水（水素ガスを精製水に

飽和レベルまで溶解させたもの）を与えて自

由摂取させた。対照水は、水素水から水素ガ

スを脱気したものを用いた。給水は毎日行い、

給水瓶は水素が抜けないように特別に工夫

してあるものを使用した。 

②水素化マグネシウムの投与 

 水素化マグネシウム MgH2を経口投与し、胃

の中で水素分子を発生させた。MgH2は海水か

ら得られる岩塩中に含まれる水素吸蔵金属

であり、以下の反応によって水素 2分子を発

生する。 

MgH2 + 2H2O → 2H2 + Mg(OH)2 

対照群では、Mg(OH)2を投与した。 

(3) マイクロアレイ解析とパスウェイ解析 

 マウス肝臓より total RNA を単離し、マイ

クロアレイ解析を行った（SurePrint G3 

Mouse GE 8x60 k v2 アジレントテクノロジ

ー社）。得られたマイクロアレイの結果は、

KEEG パスウェイ情報により解析を行った。 

(4) 定量 PCR 解析 

 マイクロアレイ解析に用いた RNA よりｃ

DNA を合成し、定量 PCR による解析を行った

（Thermal Cycler Dice Real Time System 

TP800 タカラバイオ社）。 

(5) 培養細胞と細胞の処理 

①AAPH 処理 

ヒト肝癌由来細胞株であるHepG2細胞を用

い、2,2’-azobis(2-methylpropionamidine) 

dihydrochloride (AAPH)で 6 時間処理して酸

化ストレスを誘導し、水素分子の効果を調べ

た。 

②4-HNE 処理 

HepG2 細胞を過酸化脂質である 4-HNE 処理

し、1 時間後にリン酸化シグナル解析、6 時

間後に遺伝子発現解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 水素分子の摂取により、db/db マウスの

肝臓において様々な代謝関連遺伝子の発現

が増加することを明らかにした。 

水素水あるいは対照水を飲用水として２週

間摂取した db/dbマウスの肝臓の遺伝子発現

の違いをマイクロアレイ解析により比較し

た。その結果、２倍以上の大きな発現変動を

する遺伝子は見られなかったが、２倍以下で

あっても有意に変動している遺伝子群につ

いてパスウェイ解析を行った結果、脂肪酸代



謝や PPAR シグナリングパスウェイに関連す

る遺伝子群の発現が水素水飲水により優位

に増加していることが明らかとなった。 

 

(2) 水素分子の摂取により、db/db マウスの

肝臓において PGC-1αの遺伝子発現が誘導さ

れることを明らかにした。 

水素水２週間の摂取で発現変動した遺伝子

について、水素分子の投与期間を短くし、定

量 PCR により遺伝子発現を解析した。水素分

子の投与期間を短くするにあたって、自由摂

取は適していないので、水素化マグネシウム

を１日１回経口投与した。その結果、水素化

マグネシウム投与３～７日後に PGC-1αの遺

伝子発現が誘導されることが明らかとなっ

た（図１）。 

 

(3) 水素分子による PGC-1αの発現誘導は、

4-HNE、AKT、FoxO1 シグナルにより調節され

ていることを明らかにした。 

PGC-1αの発現誘導メカニズムについて

HepG2 培養細胞を用いて解析した。水素分子

はヒドロキシラジカルを消去することがわ

かっていたため、ヒドロキシラジカルに起因

する細胞内の過酸化脂質である4-HNEに着目

し解析を行った。HepG2 細胞を AAPH 処理して

酸化ストレスを誘導し、細胞内で発生する

4-HNE 量を測定したところ、水素分子添加に

より4-HNEの発生が抑制された（図２）。4-HNE

の下流のシグナル因子である AKTと FoxO1 の

リン酸化を解析したところ水素分子添加に

よる変化はなかったため、水素分子は 4-HNE

の発生を抑えることにより PGC-1αの遺伝子

発現調節を行っていることが明らかとなっ

た。 

 

(4)水素水の長期摂取により血中の中性脂肪

濃度が抑制され寿命が延びることを明らか

にした。 

食餌誘導性肥満マウスに水素水を飲料水と

して長期間与えたところ、摂餌量や体重に変

化はなかったが、血中の中性脂肪濃度が抑制

され平均寿命が延伸した（図３）。 
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