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研究成果の概要（和文）： 

近年抗酸化活性剤として知られる水素水の肝線維化抑制効果を調べるために、C57BL/6マウスに

水素水を飲用させながら、四塩化炭素、チオアセトアミド、胆管結紮により肝臓の線維化を誘導し

、コントロール飲水群との比較を行った。その結果、四塩化炭素モデルとチオアセトアミドモデル

では水素水の飲用により肝線維化抑制効果が示されたが、胆管結紮モデルにおいてはその効果は見

られなかった。	
 

次にそのメカニズムを調べるために、肝細胞および星細胞をマウスから分離し水素含有培地で培

養することにより、活性酸素による肝細胞傷害、星細胞の活性化への影響について検討を行った。

1μg/mLのアンチマイシンAを分離した肝細胞に投与することにより、肝細胞にヒドロキシルラジカ

ルの発生を確認した。それらのヒドロキシルラジカルは水素含有培地において有意に発生が抑制さ

れ、肝細胞死の軽減も観察された。星細胞については水素含有培地においても明らかな活性抑制効

果は観察されなかった。	
 

水素水は肝細胞でのヒドロキシルラジカルを抑制することで肝細胞死を軽減し、肝線維化抑制効

果を呈することが示された。	
 

	
 

研究成果の概要（英文）： 
To investigate the effects of hydrogen water on liver fibrogenesis, C57BL/6 mice 

were fed with hydrogen water or control water, and subjected to carbon tetrachloride, 
thioacetamide and bile duct ligation treatments to induce liver fibrosis. Oral intake of 
hydrogen water significantly suppressed liver fibrogenesis in the carbon tetrachloride 
and thioacetamide models, but these effects were not seen in the bile duct ligation model. 

To investigate the mechanisms underlying these effects, hepatocytes and 
hepatic stellate cells were isolated from mice and cultured with or without hydrogen to 
test the effects of hydrogen on reactive oxygen species-induced hepatocyte injuries or 
hepatic stellate cell activation. Treatment of isolated hepatocyte with 1 µg/mL antimycin 
A generated hydroxyl radicals. Culturing in the hydrogen-rich medium selectively 
suppressed the generation of hydroxyl radicals in hepatocytes and significantly 
suppressed hepatocyte death induced by antimycin A; however, it did not suppress 
hepatic stellate cell activation.  

We conclude that hydrogen water protects hepatocytes from injury by 
scavenging hydroxyl radicals and thereby suppresses liver fibrogenesis in mice. 
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研究分野： 肝臓外科学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 
キーワード：肝線維化、活性酸素、星細胞、肝細胞、肝卵形細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
肝線維化は、さまざまな肝傷害機転の共通の
帰結であり、本邦のみならず世界において主
たる死因の一つである。近年肝線維化の原因
として活性酸素の関与が注目されている。
我々は他分野において選択的抗酸化活性剤
として報告されている水素水を用いて肝線
維化抑制効果を検討した。 
２．研究の目的 
水素水飲用による肝線維化抑制効果を検討
する。さらに、そのメカニズムについて検討
する。 
３．研究の方法 
（1）水素水、水素添加培地 
マウスの飲用に用いた水素水はアイロム製
薬株式会社より提供を受けた。培地への水素
の添加は水素を培地に直接バブリングする
ことにより行った。 
（2）肝線維化の誘導 
肝線維化の誘導モデルとして、C57BL/6 マウ
スに対し、①四塩化炭素の腹腔内投与（週 2
回、6 週）、②チオアセトアミドの腹腔内投与
③胆管結紮、の 3 種のモデルを用いた。 
（3）肝細胞、肝臓星細胞の分離 
正常肝より、コラゲナーゼ処理を行い遠心に
より、肝細胞の分離を行った。正常肝より 2
段階のコラゲナーゼ、プロテアーゼ処理を行
い、そののち密度勾配遠心法を用いて、肝臓
の星細胞を分離培養した。 
 
４．研究成果 
（1）水素水の飲用は四塩化炭素、チオアセ
トアミドによる肝線維化形成を抑制する。 
我々は水素水飲用の肝線維化形成への効果
を調べるために、C57BL/6 マウスに水素を飲
用させた群（水素水群）とコントロール水を
飲用させた群（コントロール水群）において
四塩化炭素（CCl4）を投与した。肝線維化の
代表的指標であるハイドロキシプロリン定
量法において、水素水群はコントロール水群
に比して有意に肝線維化の抑制効果が見ら
れた（図１a）。線維特異的な染色であるシリ
ウスレッド染色においても肝線維化抑制効
果が確認された（図１b）。同様にチオアセト
アミド(TAA)モデルにおいても、水素水の飲
用による肝線維化形成の抑制効果が示され
た（図２a、b）。 
	
 
（２）水素水の飲用は肝臓線維化形成に伴う
ヒドロキシルラジカルの生成を抑制する。	
 
これまで脳の虚血再灌流モデル等において、
水素のハイドロキシラジカル選択的な抗酸

化活性が報告されている。我々は水素水の飲
用において、種々の肝臓内の酸化ストレスマ
ーカーを調べた。CCl4、TAA モデルの肝臓に
おいて、ヒドロキシルラジカルの検出試薬と
して知られる Hydroxyphenyl	
 Fluorescein	
 
(HPF)染色を行った。CCl4 モデルにおいて肝
線維化誘導に伴い、ヒドロキシルラジカルの
産生が確認され、水素水の飲用によりその産
生抑制効果が確認された（図３a）。TAA モデ



ルにおいても同様の結果であった（図３b）。	
 
	
 
（３）胆管結紮モデルにおいては、肝臓内に
ヒドロキシルラジカルの産生は確認されず、
水素水の飲用による肝線維化形成抑制効果
も認めない。	
 
胆管結紮モデルにおいて水素水の飲用は肝
線維化抑制効果を示さなかった（図４a）。ま
た胆管結紮モデルにおいては、コントロール
水群においても肝臓内のヒドロキシルラジ
カルの産生は認められなかった。	
 

	
 
（４）水素は肝細胞におけるヒドロキシルラ
ジカル産生を抑制し、肝細胞死を軽減する。	
 
水素水経口投与における、肝臓線維化抑制効
果のメカニズムを調べるために、肝細胞を
C57BL/6 マウスより分離培養し、アンチマイ
シン A（AMA）添加により酸化ストレス誘導を
行った。AMA 投与により、ヒドロキシルラジ
カルの増加を認め、それらは水素添加培地に
て培養することにより、産生が抑制された
（図５a）。AMA を添加した肝細胞では
Propidium	
 Iodide	
 染色陽性の死細胞が増加
したが、培地への水素添加により死細胞の割
合が軽減した（図５b）。	
 

	
 
（５）水素はディッシュ培養における星細胞
活性化に影響を与えない。	
 
培地への水素添加による星細胞の活性化へ
の影響を調べるために、C57BL/6 マウスから

星細胞を分離し、５日間プラスチックディッ
シュ上で培養を行った。培地中に水素を添加
した群においてもコントロール培地と同様
にディッシュ上での星細胞の活性化を認め、
両群間に活性化の指標に変化を認めなかっ
た（図６a）。また、ディッシュ上で培養を行
った星細胞にはヒドロキシルラジカルの産
生を認めなかった（図６ｂ）。	
 
	
 

（６）酸化ストレス誘導下においても、水素
は星細胞活性化に影響を与えない。	
 
さらに、水素の星細胞の活性化への影響を調
べるために、星細胞に対し AMA による酸化ス
トレス誘導を行い、通常培地および水素添加
培地での星細胞の動態を観察した。水素水添
加培地においても星細胞の活性化の状況に
変化は見られなかった（図７a）。AMA による
酸化ストレス誘導下において、スーパーオキ
シドアニオンのマーカーである MitoSOX 陽性
の細胞は増加を示したものの、ヒドロキシル
ラジカル陽性細胞は認めなかった（図７b、c）。	
 

	
 
（７）	
 まとめ	
 



これまで種々の抗酸化活性物質と肝臓線維
化抑制効果についての報告は散見されるが、
活性酸素の中でも、ヒドロキシルラジカルの
役割に言及した論文は見られない。我々の
vitro 実験の結果、水素の添加により肝細胞
においてヒドロキシルラジカルの産生抑制
と肝細胞壊死の軽減を観察した。これらは、
肝細胞におけるヒドロキシルラジカルのコ
ントロールが肝細胞死と密接に関連する可
能性を示唆する。	
 
我々は肝細胞傷害モデルである CCl4 と TAA
モデルでの水素の肝臓線維化抑制効果を示
したとともに、胆管細胞傷害モデルである
BDL モデルではそれらの効果が見られないこ
とを示した。BDL モデルでは、ヒドロキシル
ラジカルが肝臓内に産生されないことから
も、水素の肝臓線維化抑制効果はヒドロキシ
ルラジカルと関連していることの証左が伺
える。	
 
これまで、活性酸素が肝臓内の主たる線維芽
細胞の活性化に直接影響するという報告も
見られるが、水素においては星細胞への直接
の効果は見られなかった。	
 
本研究は水素による肝線維化抑制効果を証
明したのみならず、肝線維化誘導過程におい
て活性酸素の中でもヒドロキシルラジカル
の果たす役割を示せた点において意義深い
結果が得られたものと考える	
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