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研究成果の概要（和文）：　加齢に伴い生理機能や認知機能障害が発症し、その要因の1つに酸化ストレスの影
響が考えられる。水素ガスは抗酸化作用を示す物質である。難消化性糖質を経口摂取すると腸内細菌がこれを代
謝して水素ガスが産生され、ガスは血流を介して肝臓および末梢組織へ運搬される。申請者らは、難消化性糖質
経口摂取による腸内細菌由来内因性水素ガスの抗酸化作用を介して、疾病の発症あるいは重症化が遅延するとい
う仮説を立て、これを検証した。
　その結果、過剰鉄による肝障害モデル動物および老化促進モデル動物において、難消化性糖質経口摂取による
発症遅延ならびに重症化遅延が観察され、その要因として腸内細菌由来水素ガスの関連性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Disorder or diseases in physiology and/or cognitive function are developed 
by aging and the oxidative stress is one of the factors to affect and induce these diseases. 
Hydrogen gas is a antioxidative agent. Hydrogen gas is produced by the fermentation of nondigestible
 saccharide by intestinal microbes, absorbed, and circulate through liver and peripheral tissues. We
 hypothesize that the ingestion of nondigestible saccharide brings the delaying effect on the onset 
of these diseases through the antioxidative potentials of the hydrogen which is the metabolite by 
intestinal microbes.
 In the rat with liver disfunction by the excessive Fe or senescence accelerated model mice, the 
onset of diseases delayed by the intake of nondigestible saccharide. However, these effects were not
 significant in the case of normal rats. The results suggest that intestinal microbes- derived 
hydrogen gas is related.  

研究分野： 健康科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
わが国における老年人口比率は 24.1%（平

成 24 年 10 月 1 日現在推計人口）に昇ってい
た。加齢に伴う疾病の発症には、炎症、酸化、
糖化との関連性が明らかになってきており、
これらの生体の変化をどのように制御でき
るかが課題であると考えた。生理機能や認知
機能の低下は加齢に伴って必ず発症する現
象である。これらの発症や重症化をいかに遅
延させるかは、我が国の健康問題の解決のた
めに重要な課題であると考えた。 
一方、加齢に伴う疾病の発症は、生活習慣

との関連性が高いと考えられており、炎症、
酸化、糖化に対する抵抗性を具備した食品成
分への関心が高まっている。 
生理機能や認知機能の疾患の発症は様々

な要因の影響を受けているが、認知機能低下
には酸化ストレスへの暴露が影響している
と考えられている。そこで、申請者らは、水
素ガスのラジカル消去能、とくに、ヒトが生
体内で産生する水素ガスの抗酸化作用に着
目した。食物繊維や難消化性オリゴ糖などを
経口摂取すると、腸内細菌がこれらを代謝す
ることによって水素ガスが産生される。この
腸内細菌由来水素ガスは、血流を介して肝臓
ならびに末梢へ運搬される。申請者らは、難
消化性糖質の下痢抑制作用をはじめとする
様々は生理機能を明らかにし、ヒトにおける
難消化性糖質経口摂取後の呼気へ排出され
る水素ガス濃度を測定することによって難
消化性糖質の腸内細菌による利用性を明ら
かにした。しかし、この水素ガスの生理機能
や血中濃度についてはほとんど明らかにさ
れていない。 
そこで、申請者らは、難消化性糖質経口摂

取による腸内細菌由来内因性水素ガスの抗
酸化作用を介して、疾病の発症あるいは重症
化が遅延するという仮説を立て、これを検証
した。 

 
２．研究の目的 
申請者らが蓄積してきた基礎データに基

づいて、生体内における腸内細菌由来水素ガ
スの抗酸化作用が疾病の症状改善や加齢に
伴う認知機能低下へ及ぼす影響について、以
下の実験により検討した。 
 
３．研究の方法 
下記の実験方法により、腸内細菌由来水素

ガスの抗酸化能を介した疾病発症へ及ぼす
影響を検討した。 
【実験 I ①と②】酸化ストレスに敏感に応答
する組織である肝臓を標的として、水素ガス
が肝障害の症状軽減に作用することを明ら
かにする。 
急性（①）ならびに慢性（②）の肝障害モ

デル動物を作成し、これらの動物を難消化性
オリゴ糖含有飼料で飼育することによる肝
障害の症状軽減作用を検討した。 
【実験 II ①と②】①老化促進モデルマウス

SAMP8 に観察された学習・記憶障害の発症
遅延について脳アミロイドタンパク質沈着
ならびに腸内細菌由来水素ガスによる抗酸
化の関連性について検討した。 
②多種類の難消化性糖質について、それらを
含有する飼料で飼育することによる酸化ス
トレス関連指標に対する影響を観察した。 
【実験 III】ヒトにおける血液中水素ガス濃度
と呼気水素ガス濃度の関連性について、基礎
的な知見を得ることを目的とした。 
 
≪実験の概要≫ 
【実験 I－①】 
過剰鉄による急性肝障害発症モデルラッ

トを用いた難消化性糖質（フラクトオリゴ糖、
FOS、㈱明治）含有飼料摂取による肝障害の
症状軽減へ及ぼす影響を観察する実験． 
＜実験方法＞ 
1） 実験動物 
 8 週齢 Wistar 系雄性成体ラット(約 230 g、
日本クレア株式会社、静岡県)を使用した。 
 本実験は、「実験動物の飼養及び保管並び
に苦痛の軽減に関する基準」（平成 18 年、環
境省告示第 88 号）を遵守し、長崎県立大学
ならびに十文字学園女子大学動物実験委員
会の承認を得て実施した。 
2）実験の群分け 

AIN93M の飼料組成からセルロースを β-コ
ーンスターチに置換した飼料、以下 EXP）で
7 日間予備飼育した後、次の 3 群に 15 匹ずつ
割り付けた。 
① EXP 群 
② EXP のショ糖（10％）の半分を FOS で置

換した飼料（FOS 群） 
③ FOS飼料群にFOS溶液を毎日経口投与す

る群（FOS プラス群） 
各飼料で 1 週間飼育後、それぞれの飼料群

のうち、10 匹に鉄を腹腔内投与して肝障害を
誘発し、残りの 5 匹には生理的食塩水を腹腔
内投与した。 
3）過剰鉄による肝障害モデルラットの作成 
肝障害モデルラットは、クエン酸鉄の腹腔

内投与による方法を用いて作成した。鉄投与
にはクエン酸鉄を用い、三価の鉄として 15 
mg/kg 体重を隔日に 3 回腹腔内投与し、残り
各群 5 匹には生理的食塩水を投与した。 
4）肝障害の程度の測定方法 

3回目の投与24時間後に採血後、解剖した。
肝臓の湿重量を測定し、血液の酸化ストレス
指標（d-ROM、血液中のヒドロペルオキシド
量）および AST、ALT を測定した。また、肝
臓および腎臓を採取して組織病理学的観察
を実施した。 
5）データは、平均値と標準偏差を算出し、
正規性の検定後、ANOVA を行い、有意確率
5%未満を統計的有意差ありとした。 
＜結果概要＞ 
鉄投与によって体重増加は遅滞したが、鉄

投与群では群間の有意差は観察されなかっ
た。鉄投与群の肝臓重量にも有意差は観察さ



れなかった。酸化ストレス関連指標である
d-ROM ならびに AST は FOS プラス群で低値
を示した（p<0.05）。また、ALT は FOS プラ
ス群で有意に低値を示した。組織病理学的所
見には有意な影響は観察されなかったが、肝
臓への鉄沈着は FOS プラス群で低値を示す
傾向にあった。FOS 群では、EXP 群に比較し
て、水素ガス体外排出濃度が有意に高値を示
した。以上の結果、過剰鉄による急性の肝障
害に対して FOS は症状軽減作用のあること
が示唆された。水素ガスは、ヒドロペルオキ
シドに対する抗酸化作用を持つことが明ら
かになっている。本実験の肝障害は、強い酸
化反応を示す鉄を過剰に投与したモデルで
あることから、抗酸化作用を介する症状軽減
作用が観察されたものと考えられる。 

一方、肝障害の惹起物質として四塩化炭
素を用いて同様の実験を実施した結果では、
FOS 群の肝障害症状は対照群のそれと統計
的有意差が観察されなかった。四塩化炭素に
よる肝障害は、毒物による障害であり、酸化
とは異なる機序によるため、FOS による腸内
細菌由来水素ガスの影響が観察されなかっ
たものと考える。以上の結果より、過剰鉄に
より惹起した肝障害の症状軽減作用は、FOS
摂取による腸内細菌由来の内因性水素ガス
による抗酸化と関連性があることが示唆さ
れた。 
 
【実験 I－②】 
過剰鉄による持続的肝障害発症モデルラ

ットを用いた難消化性糖質含有飼料摂取に
よる肝障害の症状軽減へ及ぼす影響を観察
する実験 
＜実験方法＞ 

1） 実験動物 
 4 週齢 Wistar 系雄性成体ラット(約 60 g、日
本クレア株式会社、静岡県)を使用した。 
 本実験は、「実験動物の飼養及び保管並び
に苦痛の軽減に関する基準」（平成 18 年、環
境省告示第 88 号）を遵守し、十文字学園女
子大学動物実験委員会の承認を得て実施し
た。 
2）実験の群分け 

AIN93G の飼料組成からセルロースを β-コ
ーンスターチに置換した飼料、以下 EXP）で
7 日間予備飼育した後、次の 6 群に 5～6 匹ず
つ割り付け、8 週間飼育した。Fe は、Iron(III) 
Citrate n-hydrate（和光純薬工業㈱）を使用し、
Fe 等量で算出した。 
① EXP 飼料群 
② ①EXP 飼料群に Fe 0.3%添加群 
③ ①EXP 飼料群に Fe 0.6%添加群 
④ EXP のショ糖（10％）の半分を FOS で置

換した飼料（FOS 群） 
⑤ ③FOS 飼料群に Fe 0.3%添加群 
⑥ ③FOS 飼料群に Fe 0.6%添加群 
3）測定項目および測定方法 
（1）飼育期間中、摂食量は毎日、体重は隔
日に測定した。飼育 6 週目にガラス製循環式

代謝ケージ（メタボリカ、㈱スギヤマゲン）
を用いて、水素ガス体外排出量を測定し、24
時間の糞便と尿を分別回収した。 
（2）イソフルラン麻酔下に採血後解剖し、
各臓器を摘出して湿重量を測定後、肝臓およ
び腎臓の一部をホルマリン固定し、組織病理
学的観察を行った。肝臓は、ホモジネートを
調製し、酸化ストレス関連指標を測定した。 
血液試料および尿を用いて、Fe 濃度、酸化ス
トレス関連指標ならびに肝障害関連指標を
測定した。 
4）データは、平均値と標準偏差を算出し、
正規性の検定後、2 要因分散分析を行い、有
意確率 5%未満を統計的有意差ありとした。 
＜結果概要＞ 
 血液中の鉄濃度は群間に統計的有意差は
観察されず、維持されていた。しかし、尿中
への鉄排泄量は鉄摂取群において有意に高
値を示した。酸化ストレス関連指標は、FOS
摂取群において対照飼料群に比較して低値
を示し、肝機能関連指標は低値を示した。ま
た、水素ガス体外排出動態は FOS 摂取群にお
いて顕著に観察された。一方、組織病理学的
観察では、群間に統計的有意差は観察されな
かった。 
 以上の結果は、持続的な過剰鉄摂取によっ
て発症する肝障害に対して、難消化性糖質の
摂取は予防的に作用する可能性のあること
を示唆している。 
 
【実験 II－①】 
申請者らは、老化促進モデルマウス SAMP8

を難消化性糖質含有飼料で継続的に飼育す
ることにより学習・記憶障害の発症が遅延し、
老化度得点が低値を示すことを明らかにし
ている。これらの結果に基づいて、SAMP8
を同じ条件で飼育し、記憶障害の機序として
脳アミロイドタンパク質等の沈着ならびに
腸内細菌由来水素ガスによる抗酸化の関連
性について検討した。 
＜実験方法＞ 
1）実験動物 
 老化促進モデルマウス（SAMP8）4 週齢（日
本 SLC 株式会社、静岡県）を使用した。本実
験は、「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛
の軽減に関する基準」（平成 18 年、環境省告
示第 88 号）を遵守し、長崎県立大学ならび
に十文字学園女子大学動物実験委員会の承
認を得て実施した。 
2） 実験の群分け 
実験 I と同じ対照飼料を調製し、スクロー

ス 10%のうちの 5%を FOS またはグルコマン
ナンに置換し、各群 15 匹を割り付けて 38 週
間飼育した。 
3）測定項目および測定方法 
（1）飼育期間中、摂食量は毎日、体重は隔
日に測定した。飼育 25 週目にガラス製循環
式代謝ケージ（メタボリカ、㈱スギヤマゲン）
を用いて、水素ガス体外排出量を測定し、解
剖前の 1 週間代謝ケージに移動して 72 時間



の糞便と尿を分別回収した。 
（2）頸椎脱臼後、採血・解剖し、脳および
各臓器を摘出して湿重量を測定後ホルマリ
ン固定し、組織病理学的観察を行った。肝臓
は、ホモジネートを調製し、酸化ストレス関
連指標を測定した。血液試料または尿を用い
て、炎症性サイトカイン、記憶障害関連タン
パク質、酸化ストレス関連指標を測定した。
また、脳組織標本を作製し、染色により各タ
ンパク質の沈着程度を測定した。 
4）データは、平均値と標準偏差を算出し、
正規性の検定後、ANOVA を行い、有意確率
5%未満を統計的有意差ありとした。 
＜結果概要＞ 
 酸化ストレス関連指標、炎症性サイトカイ
ン、および記憶障害関連タンパク質濃度は、
FOS 群において対照群に比較して有意に低
値を示した。また、脳組織標本の記憶障害関
連タンパク質沈着においても低値を示した。 
 以上の結果より、SAMP8 を難消化性糖質
含有飼料で飼育することにより観察された
記憶障害発症遅延は、酸化、炎症、記憶障害
関連タンパク質沈着の軽減と関連性のある
ことが示唆された。 
 
【実験 II－②】 
糖アルコールや人工的に生成された食物

繊維について、これらを含有する飼料で通常
ラットを飼育し、酸化ストレス関連指標への
影響を観察した。本実験は、十文字学園女子
大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 
この結果、通常ラットにおいて、酸化スト

レス関連指標は低値を示すものの、統計的有
意差は観察されないこと、また、腸内細菌に
よる発酵性の低い難消化性糖質を経口摂取
させた場合には、酸化ストレス関連指標への
有意な影響は観察されなかった。以上の結果
は、難消化性糖質経口摂取による腸内細菌由
来水素ガスの影響は、加齢や傷病下において
顕著に観察されることが示唆された。 
 
【実験 III】 
ヒトにおける血液中水素ガス濃度と呼気

水素ガス濃度の関連性について、基礎的な知
見を得ることを目的とした。健常な成人男女
を対象として難消化性糖質を経口摂取させ、
摂取後の水素ガス排出動態と末梢血水素ガ
ス濃度との関連性を比較検討した。本研究は、
長崎県立大学研究倫理委員会の承認を得て
実施した。この結果、血液中水素ガス濃度は
呼気水素ガス排出濃度に比較して、変動幅が
少ないことが観察された。 
 
４．研究成果 
 本研究では、難消化性糖質を経口摂取する
ことによって、生体内の酸化を伴う疾病や障
害の発症ならびに重症化を遅延する可能性
のあること、また、その機序として、腸内細
菌が難消化性糖質を代謝することによって
産生する水素ガスの抗酸化作用が関連して

いることが示唆された。 
 難消化性糖質の新しい生理機能として、腸
内細菌由来水素ガスの抗酸化を介した疾病
に対する予防的作用を明らかにした。本研究
成果は、我が国の高齢化に伴う健康問題の解
決に寄与できるものと考える。 
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