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研究成果の概要（和文）：水素分子(H2)には抗酸化・抗炎症効果があるが、その作用機序は不明な点が多い。本
研究の目的は、H2の最適な投与法確立のために、作用機序を解明することにある。以前の研究で、H2が細胞内輸
送に関係するエンドソームの変化を引き起こすことを示していた。今回、H2を細胞に投与すると、脂質構成や脂
質ラフトの局在が変化し、脂質の拡散速度も変わることが観察された。また、動物モデルでは、麻酔薬セボフル
ランによる神経細胞死がH2の同時吸引で抑制され、細胞死を引き起こすシグナルや酸化ストレスの抑制が見られ
た。さらに、微小管関連タンパク質のリン酸化亢進が観察され、H2が細胞内輸送に影響を与えている可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen molecules (H2) have antioxidant and anti-inflammatory effects. 
However, their mechanisms remain largely unknown. This study aims to elucidate the mechanisms of H2 
to establish optimal administration methods. Previous research has shown that H2 induces changes in 
endosomes involved in intracellular transport. In this study, we observed that the administration of
 H2 to cells caused changes in lipid composition, lipid raft localization, and lipid diffusion 
rates. In animal models, H2 co-administration inhibited neuronal cell death induced by the 
anesthetic sevoflurane, along with the suppression of signals and oxidative stress leading to cell 
death. Furthermore, increased phosphorylation of microtubule-associated proteins was observed, 
suggesting that H2 may influence intracellular transport.

研究分野：水素医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の社会的意義は、H2の健康効果を解明し、医療に応用することで人々の健康と福祉を向上させることにあ
る。特に、H2が抗酸化・抗炎症効果を持ち、脳のダメージを軽減する可能性が示されたことは、アルツハイマー
病やパーキンソン病などの神経疾患の予防や治療に新たな道を開くかもしれない。また、セボフルランなどの麻
酔薬の副作用を減らす手段としても期待される。これにより、手術や治療の安全性が高まり、患者の負担が軽減
されることが期待される。H2の適切な利用方法を確立することで、医療分野に大きな貢献ができる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
水素分子(H2)はヒドロキシラジカルなどの反応性が高い活性酸素種(ROS)を選択的に還元する

ということが報告されて以来(Ohsawa, et al., 2007)、H2を摂取する方法として、H2含有ガス吸
入、水素水(飽和濃度に近い H2を含む水)飲用、水素生理食塩水(飽和濃度に近い H2を含む生理食
塩水)点滴など多様な投与法が開発され、これらの方法で H2 を摂取することによる疾患改善効
果・予防効果が基礎研究と臨床研究で多数示されてきた(Ichihara, et al., 2015)。しかし、H2

の還元作用のみで多様な生理作用、特に疾患予防効果を説明することは困難である。当研究室に
おいて、H2 投与がミトコンドリアにおける軽度の ROS 発生を促し、抗酸化酵素群の転写を司る
Nrf2の核移行や抗酸化酵素 HO-1などが発現上昇することがヒト神経芽細胞 SH-SY5Yを使った実
験で見出された(Murakami, et al., 2017)。このことから、細胞が H2投与によってストレス耐
性を獲得するホルミシス効果を発揮していることが示唆された。更に、H2無投与(0 時間), 1 時
間, 6 時間連続で H2存在下で培養した SH-SY5Y 細胞から抽出した 116 種類の代謝産物のメタボ
ローム解析を比較したところ、1 時間の H2曝露において解糖系、クエン酸回路、アミノ酸代謝な
どに関わる様々な代謝産物が減少していたが、6 時間の H2 曝露では 0 時間と差が見られない代
謝産物が多かった。パーキンソン病モデルラットに対する H2 ガスの継続投与は効果が無いが、
間欠投与や水素水投与で疾患改善効果を発揮することから(Ito, et al., 2012)、一過的な H2濃
度上昇が重要である可能性が考えられた。H2 は非極性分子であることからタンパク質受容体分
子の存在を予見できない。吸入麻酔薬は H2 と同じく作用機序未解明のガス分子であり、疎水性
相互作用により直接細胞膜脂質に溶解し膜構造を変化させ、チャネル開閉等に影響を与えると
いう作用機序の仮説がある。吸入麻酔薬のセボフルランの副作用が H2 ガスとの同時吸引により
軽減されることから(Yonamine, et al., 2013)、作用点が近い可能性が示唆される。また H2曝
露 1 時間の脂質を LC/MS 解析によって調べたところホスファチジルセリン(PS)とホスファチジ
ルイノシトール(PI)の増加、またホスファチジルイノシトールリン酸(PIP)の顕著な増加が見ら
れた。しかし、H2曝露 6 時間の脂質構成は 0 時間とほぼ変わらなかった。PS と PI はエンドソー
ムを構成し機能する。そこで、エンドソームを調べたところ、Rab5(初期エンドソームマーカー)
と Rab11(リサイクリングエンドソームマーカー)の小胞サイズ拡大が見られ、Rab7(後期エンド
ソームマーカー)においてはサイズ縮小が見られた。またコレラ毒素(CTxB)はエンドサイトーシ
スで取り込まれ初期エンドソームからリサイクリングエンドソームに輸送されるが、H2 曝露に
よって CTxB の輸送が遅れるということを発見した。また 1%～50%まで H2濃度をふって実験した
所、わずか 2%濃度で十分に効果を発揮することが分かった。 
 
２．研究の目的 

H2投与が生体に起こす脂質変化・エンドソーム変化・疾患改善効果の分子メカニズムの関係性
について明らかにすることが本研究の目的である。H2の短時間投与による脂質構成変化・エンド
ソーム変化と疾患改善効果の関係がつながることと、H2の作用点が明らかになれば、分子生物学
的な疑問解明にとどまらず、個体の生理作用に関する理解が進み、作用機序から最適な投与方法
や対象疾患を考案し易くなり、臨床展開を円滑に進める一助となる。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞実験 
・脂質ラフトの超解像顕微鏡観察培養 

C2C12 細胞の培養液を 50%水素混合ガスを吹き込んだ培養液に置換し 10 分間 37℃で 5%CO2 イ
ンキュベーター内で静置し、3%PFA グルタルデヒドで固定した後に脂質ラフトマーカーCTxB を
添加し、再固定を行った。その後に超解像顕微鏡 G-STED にて観察を行った。 
・脂質の拡散速度の計測 

C2C12 細胞を DiOC18（カルボシアニン色素）で脂質の染色を行い、4%PFA で固定した後に、50%
水素ガス含有 PBS を添加し、光褪色後蛍光回復法(FRAP)を用いて、脂質の拡散速度の計測を行っ
た。 
 
（２）動物実験 
生後 6 日目にマウスの仔マウスを母体ケージから取り出し、直ちに 37℃に予熱した湿度の高

いアクリルチャンバー（内容積 6.8L）に入れた。チャンバーあたりの仔マウスの数は 3～6 匹で
あった。蓋を閉めて密閉した後、常圧下で 20 分間、1.0 L/分の流速で混合麻酔ガスを充填し、
37℃のインキュベーター内に 3時間置いた。H2を含まない混合麻酔ガスに 3時間曝露（Sevo群）、
H2を 2%含む混合麻酔ガスに 3 時間曝露（Sevo + H2群）、 H2を含まない混合麻酔ガスに 3 時間曝
露し、さらに空気に 3 時間曝露（Sevo/Air 群）、H2を 2%含む混合麻酔ガスに 3 時間曝露し、さら
に空気に 3 時間曝露（Sevo/Air + H2群）。その後に、これらのマウスから脳を摘出し、免疫組織
化学染色、ウェスタンブロット、定量 RT-PCR、リン酸化プロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 



（１）H2ガスは脂質変化を誘導する 
近年、吸入麻酔薬のイソフルランやキセノン等を細胞に投与することにより、脂質ド

メインの一種である脂質ラフト面積が増大し、ホスホリパーゼ D や TREK-1 チャネルが
活性化されることが、脂質ラフトを構成する GM1 に結合する蛍光標識 CTxB と超解像顕
微鏡を使った実験等で示された(Pavel, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2020)。ま
た、麻酔薬が脂質の拡散速度に影響を与えることが、FRAP を用いて報告され(Ono, et 
al., FEBS Open Bio, 2018)、それぞれの変化は麻酔による脂質膜攪乱に起因し、細胞
内のシグナル伝達を変化させていると考えられている。申請者は、それらを参考に H2投
与 10 分後の筋芽細胞株 C2C12 の脂質ラフトを CTxB で可視化し、STED 超解像顕微鏡を
用いて観察したところ、近接して集合している CTxB が増加し、離れた位置の CTxBが減
少したことから、脂質ラフトが集まり、大きなドメインを作っている可能性が示唆され
た。また、吸入麻酔薬のセボフルランでも同じ現象が見られた(図 1) H2が脂質の拡散速
度に影響を与えるか、FRAP を用いて調べた所、H2存在下において、脂質拡散速度が速く
なることを見出した(図 2)。これより H2が脂質に作用して炎症・酸化ストレスに関わる
シグナル伝達の変化を誘導する可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）セボフルラン誘導アポトーシスに対する H2ガスの神経保護効果 
脂質に作用することが知られている麻酔薬との関係性を調べるために動物にセボフルランと

H2 を同時に投与する実験を行った。セボフルラン誘導アポトーシスに対する H2 ガスの保護効果
を評価するため、新生児マウスに 3%のセボフルランと 2%の H2ガスを 3 時間併用投与した（それ
ぞれ Sevo 群、Sevo +H2 群）。免疫染色により、H2 はセボフルランによって誘発された cleaved 
caspase-3(CC3)陽性細胞を抑制する傾向があることが示された（図 3a,b）。アポトーシス細胞の
区別を容易にするため、マウスをさらに通常の空気中に 3 時間置き、脳内でアポトーシスが発現
するようにした（Sevo/Air 群および Sevo + H2/Air 群）。その結果、Sevo/Air 群では、Sevo 群よ
りも約 2 倍多くのセボフルラン誘導 CC3 陽性細胞が観察された（図 3a,b）。これらの実験条件下
で、2％H2ガスを使用した場合、Sevo + H2/Air 群では Sevo/Air 群よりも CC3陽性細胞が有意に
少なかった（図）。TUNEL 法やウェスタンブロット解析の結果においても、セボフルランによっ



て誘発された後の大脳
皮質における CC3 の増
加は、2％H2 ガスによっ
て抑制された。さらに、
アポトーシス神経前駆
細胞の数が、2％H2 ガス
投与により大脳皮質で
減少することを確認し
た。次に、神経前駆細胞
をセボフルラン誘導ア
ポトーシスから保護す
るのに最も効果的な H2

ガスの濃度を Sevo/Air
群で調べた。H2ガスの投
与は、H2濃度とアポトー
シス細胞数の間に非線
形 U 字型の関連を示し
た。抗 CC3 抗体による染
色では、1～8％の H2ガス
が CC3 陽性細胞数を有
意に減少させたが、16％
の H2 ガスでは減少しな
かった（図 3c）。これら
の結果から、セボフルラ
ン誘発脳損傷および虚
血再灌流実験では、1～
8％の H2ガスが最も神経
保護作用を発揮するこ
とが示唆された。 
 
（３） H2ガスはセボフ
ルランによって活性化
される c-Jun 経路に対
して抑制効果を示す 
セボフルラン誘発アポトーシスに対する H2 の保護効果の根底にある分子メカニズムを解明す

るために、まず qPCR によって大脳皮質における遺伝子発現の変化を調べた。セボフルラン添加
後、Fas、Fasl、Ddit3、Ppp1r15a、Hmox1、Jun の転写は有意に増加し、Bcl2 と Egr1 の転写は有
意に減少した。Sevo/Air 群では、H2ガスは Fas、Ddit3、Hmox1、Jun の転写上昇と Bcl2 の転写
低下を有意に抑制した。これらの遺伝子は c-Jun によって制御されており、c-Jun は c-Fos と結
合して AP-1 初期応答転写因子を形成している（Hess, et al., 2004； Li, et al., 2015； 
Sharp, et al., 2013）。c-Jun の活性化は、さらに c-Jun 自体の発現を誘導する（Angel , et 
al., 1988）。実際、セボフルラン添加後、ネスチン陽性神経前駆細胞は部分的に c-Jun 陽性であ
り、このタンパク質の発現は H2 によって抑制された。さらに c-Jun のリン酸化を調べた。イム
ノブロッティングの結果、セボフルランによって誘導された大脳皮質における c-Jun のリン酸
化とタンパク質量の増加は、H2によって減少する傾向があることが示された。 
 
（４）H2ガスはセボフルラン誘導酸化ストレスを抑制する 

c-Jun N 末端キナーゼ（JNK）モジュールはアポトーシスに重要な役割を果たし、酸化ストレ
スによって活性化される（Shen & Liu, 2006）。さらに、セボフルランの神経毒性は、酸化スト
レスの増加によって部分的に誘導される(Kudo et al., 2001)。我々は、セボフルラン曝露（3 時
間）によって、新生児の脳において脂質過酸化（4-HNE）と酸化的 DNA 損傷（8-OHdG）の両方が
増加することを観察した（図 4）。4-HNE および 8-OHdG 陽性細胞数の増加は H2によって有意に減
少したことから、H2による c-Jun 経路活性化の抑制は、少なくとも部分的には酸化ストレスの減
少によって説明できることが示された。 
 
（５）H2ガスによるセボフルラン修飾リン酸化プロテオームの変化 
全身麻酔によって脳内の多くのタンパク質が急速にリン酸化されることから（Tang et al.、

2014）、新生児マウスの脳では、麻酔と細胞アポトーシスの両方のメカニズムにタンパク質リン
酸化が関与している可能性がある。図 3 および図 4 に示すように、3 時間のセボフルラン曝露は
アポトーシスと酸化ストレスを誘発する傾向があり、H2投与によって部分的に抑制された。アポ
トーシスにつながるリン酸化変化に対する H2の影響を明らかにするため、次に、3％セボフルラ
ンに 3 時間曝露し、2％H2ガスを添加した場合と添加しなかった場合のリン酸化変化を調べ、未
処理の対照脳と比較した。大脳皮質のタンパク質を抽出し、nano-LC-MS/MS で処理した。統計解



析の前に、5,808 個のリ
ン酸化ペプチドを含む
データは、全サンプルで
検出されたペプチドの
みが解析に含まれるよ
うにフィルタリングさ
れた。その結果、1,962 個
のタンパク質に対応す
る 5,789個のリン酸化修
飾部位が同定された。 
Sevo 群では、318 個のタ
ンパク質がセボフルラ
ンに反応してリン酸化
が変化し、257 個のリン
酸化亢進イベントと 241
個のリン酸化低下イベ
ントを含む合計 498個の
リン酸化変化イベント
が見られた（FDR < 0.2）。
Sevo＋H2 群では、353 個
のタンパク質がセボフ
ルランに反応してリン
酸化が変化し、301 個の
リン酸化亢進イベント
と 287個のリン酸化低下
イベントを含む、合計
588 個のリン酸化変化イ
ベントが見られた。さら
に、Sevo 群と Sevo + H2

群では、それぞれ 131 個
と 166個のタンパク質が
特異的にリン酸化され、
187 個のタンパク質は両
群でリン酸化された。リ
ン酸化が異なるタンパ
ク質を Metascape (Zhou 
et al., 2019)を用いてアノテーションし、その機能をさらに調べた。両グループに共通するリ
ン酸化差のあるタンパク質から上位に濃縮されたクラスターには、神経細胞の発生、シナプスシ
グナル伝達、細胞極性が含まれる。これらの結果は、成体ラット脳におけるイソフルラン麻酔時
のタンパク質リン酸化について報告された結果と類似している（Barez-Lopez et al.） Sevo 群
と Sevo + H2群のみから得られたリン酸化の異なるタンパク質をさらにアノテーションすると、
上位に濃縮されたクラスターには細胞輸送と細胞膜制御が含まれることが明らかになった。 
さらに、個々のタンパク質の全体的なリン酸化状態の変化（ΔPs）の単一値の計算を可能にする
リン酸化の変化を定量化した。 Sevo 群および Sevo＋H2群では、それぞれ 26 および 18 のタンパ
ク質が有意にリン酸化亢進し、37 および 23 のタンパク質が有意にリン酸化低下した（｜ΔPs｜
＜1.23 および 1.62）。両群でリン酸化が進んだタンパク質は、microtubule-associated protein 
(MAP) 1B、serine/arginine repetitive matrix 2、doublecortin-like kinase 1、synapsin III
であった。低リン酸化タンパク質には、MAP2、centrosomal protein 170、neuron navigator 1、
calmodulin regulated spectrin associated protein family member 2 が含まれた。これらの
タンパク質のいくつかは細胞骨格タンパク質の結合やシナプス形成に関与している。興味深い
ことに、MAP1A は Sevo 群ではリン酸化が低下し、Sevo +H2群ではリン酸化が亢進していた。さ
らに、MAP1B は Sevo +H2群で Sevo 群よりはるかにリン酸化されていた。H2による MAP1A と MAP1B
のリン酸化亢進は、Phos-tag アガロースを用いて大脳皮質のリン酸化タンパク質を選択的に濃
縮した後、リン酸化された MAP1A と MAP1B タンパク質のウェスタンブロッティングで確認した。
逆に、微小管関連タンパクである Tau は、Sevo +H2群でのみリン酸化が低下していた。 
 
以上より、申請者らは、H2が脂質に作用して細胞変化を引き起こす可能性を示した。また、麻

酔中の H2 投与が微小管の過リン酸化を介して細胞輸送を制御する可能性を示した。このリン酸
化変化が、活性酸素の産生を抑制し、神経前駆細胞のアポトーシスを緩和した可能性がある。今
後、更に H2と麻酔の関係性を調べて行けば H2の作用機序の全貌が明らかになる可能性がある。
臨床応用において、高濃度（4％以上）の H2は可燃性があることを考慮しなければならない。し
かし、1～4％の H2 ガスを投与すれば、麻酔薬による脳のアポトーシスを簡便かつ安全に緩和で
き、現在の全身麻酔プロトコールの安全性向上が期待できる。 
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