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研究成果の概要（和文）：多様な疾患防御機能を示す水素分子の作用機序にはミトホルミシス効果による酸化ス
トレス障害防御システムの誘導があることを細胞実験で突き止めた。これは従来の水素分子による活性酸素種還
元とは異なる。敗血症モデル動物においても水素水の飲用は予防的に働いた。さらに水素水による抗酸化、抗炎
症効果により抗がん剤副作用で増悪された急性肺障害が抑制されること、高脂肪による血管老化が抑制されるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that molecular hydrogen protects against oxidative stress-induced 
SH-SY5Y neuroblastoma cell death through the process of mitohormesis. Indeed, preadministration of 
hydrogen-rich water to mice was enough to protect against lipopolysaccharide-induced sepsis and 
attenuate liver injury. Furthermore, we found that molecular hydrogen attenuates gefitinib-induced 
exacerbation of acute lung injury in mice through a reduction in oxidative stress and inflammation. 
Hydrogen-rich water administration also prevents vascular aging of the aorta in LDL 
receptor-deficient mice.

研究分野： 基礎老化

キーワード： 水素分子　ミトホルミシス　酸化ストレス　炎症　動物モデル　老化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水素分子の効果的な摂取は老化と疾患の要因となる酸化ストレスと炎症を効果的に軽減することを動物モデルで
示すことで、健康増進に向けた適用可能領域を広げた。すでに市場に出回っている水素水などの関連製品を効果
的に用いるには、水素分子の作用機序解明が必要である。今回、水素分子の摂取で酸化ストレスと炎症に対する
生体防御機構が活性化されることを突き止めた。この知見は、疾患予防への応用といった水素分子医学の新たな
展開を可能にした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは、老化と疾患の要因となる酸化ストレスを効果的に軽減する方法について研
究を進め、分子状水素（H2）が生体内で活性酸素種（ROS）を還元し、酸化ストレスの軽減によ
る疾患治療に応用できることを最初に報告した 1。以来、わずか 10 年間に 800 報以上の関連論
文が発表されている。水素ガスの吸引は、脳梗塞、心筋梗塞、臓器移植などの虚血再灌流障害に
よるダメージを効果的に抑制する。同様に H2含有生食液の点眼や腹腔内投与などによる高濃度
H2 の一過的投与は、急性酸化ストレス障害を抑制することが多数の疾患モデルによって確認さ
れた。これは障害で発生するヒドロキシルラジカルなどの反応性の高い ROS を H2 が還元する
ことによると考えられる。一方、動物モデルやヒトの臨床研究において、H2 を高濃度に溶存さ
せた水（水素水）の飲用により、糖尿病、パーキンソン病、放射線障害などの病態が改善される
ことが多数報告されている。しかし、H2の反応性は低く、その効果を ROS の還元だけで説明す
ることは難しい。また、水素水で顕著な病態改善を示したラットのパーキンソン病モデルを 2%
水素ガス下で飼育しても全く治療効果がない。投与法で大きく効果が変わる理由もまた不明で
ある。水素水は、アレルギー性疾患などのモデル動物で IL-6 や CCL2 などの炎症メディエータ
ーの増大やマクロファージの活性化を抑制するなど顕著な抗炎症効果が観察され、過剰な免疫
反応を抑制する分子レベルの変化が免疫系に生じるものと考えることができる。 
 H2 は最小分子であり、その物理化学的性質から特定の受容体が存在している可能性はない。
H2を投与した動物モデルではヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）やスーパーオキシドデスムターゼ
（SOD）、カタラーゼ、ミエロペルオキシダーゼなどの抗酸化系が誘導される。Nrf2 は HO-1 を
含む多くの抗酸化遺伝子を誘導する転写因子で、その欠損マウスに水素ガスを吸引させても
HO-1 の低下に伴う過酸化肺損傷は改善されなかった。水素ガスの肺障害抑制効果は Nrf2 依存
的である。一方、研究分担者の伊藤らは、ヒト肝がん細胞である HepG2 において H2 が脂肪酸
トランスロカーゼ CD36 を発現抑制し、脂肪酸の取り込みと脂質の蓄積が抑制されることを明
らかにした。CD36 の低下は TLR4 の活性化を抑制する。そこで H2が免疫系を制御する細胞内
シグナルについてはミトコンドリア制御を含む抗酸化ストレス系（経路１）と TLR シグナルに
作用する抗炎症系（経路２）が存在し、単独にあるいはクロストークをしながら作用していると
いう仮説を立てている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では培養細胞や動物モデルを用いて、H2 の作用にはミトコンドリア制御を含む抗酸化
ストレスと抗炎症の両経路が存在し、これらが独立あるいは相互に作用していること、さらに両
経路上流に H2標的分子となる特定分子が存在することを突き止める。また、動物モデルを用い
て水素水飲用による顕著な抗炎症効果の応用と分子機構の解明を進め、ヒトでの臨床応用につ
ながるデータを構築する。具体的には（１）H2 分子によるミトホルミシス効果により神経芽細
胞 SH-SY5Y の酸化ストレス障害が予防されること、（２）敗血症モデル動物においても水素水
の飲用が予防的に働くこと、（３）動物モデルで水素水の飲用により血管老化が抑制されること、
（４）抗がん剤によって増悪された急性肺障害の抑制に水素水が有効であることを示す。 
 
３．研究の方法 
（１）H2 分子によるミトホルミシ
ス効果の検証 
① H2 存在下での細胞培養法と酸
化ストレスによる細胞死の測定：
本研究ではヒト神経芽細胞  SH-
SY5Y を用いた。H2 ガス存在下
（50%）で細胞を培養する為に図 1
に示す水素実験システムを用意し
た。酸化ストレス付与には過酸化
水素を用い、生細胞の定量には 
WST-1 による比色法を用いた。②
ミトコンドリア活性：ミトコンド
リア膜電位は蛍光色素 JC-1 で、呼
吸活性（state 2）は高感度酸素電極で、ATP 産生はルシフェラーゼ法で測定した。③酸化スト
レスの定量：ミトコンドリアチオール基の定量は MitoTracker Red で 、グルタチオンは発光法
で、スーパーオキシドは MitoSOX、ヒドロキシルラジカルは HPF、過酸化水素は DCFDH の
各蛍光色素で測定した。④酸化ストレス防御機構の定量：Nrf2 の活性化については、抗 Nrf2 
抗体で染色して核移行を観察した。遺伝子発現は TaqMan プローブを用いた qPCR 法で、タ
ンパク質発現量はウエスタンブロティング法で行った。 
（２）敗血症モデル動物における水素水の予防的効果検証 
①水素水は限外濾過した水に４気圧の水素ガスを充填し、１気圧で飽和の 80%（0.64 mM）に
あたる H2 を可溶化した。コントロールには水素水から H2 をパージした水を用いた。②敗血症
は、C57/BL6J マウス（♂）にリポポリサッカライド（LPS, O127:B8）を 30 mg/kg 腹腔投与す
ることにより発症させ、前後３日間にコントロール水または水素水を自由飲水させた。マウスは

 
図１ 水素ガス下細胞培養装置．1. 減圧弁、2. 圧力
計、3. 流量計、4. 三方弁、5. ガスコントローラー、6. 
混合容器、7. 仕切弁、8. アクリルボックス、9. 培養細
胞、10. 水素センサー、11. 酸素センサー 
 



採血後に解剖して、肝臓を採取した。③血清中の TNFαと IL-6 は ELISA 法で、肝機能は ALT、
AST、LDH を比色法で測定した。④パラフィン包埋した肝組織切片を抗 8-OHdG 抗体と抗 4-
HNE 抗体で免疫染色して酸化ストレスを評価した。また、TUNEL 法によりアポトーシス細胞
数をカウントした。さらに HO-1 の発現は抗 HO-1 抗体を用いて半定量した。 
（３）水素水の飲用による血管老化の抑制 
①水素水の作製は（２）の方法に準じ、これをLdlr-/-マウスに自由飲水させた。動脈硬化の誘導
には高脂肪食（カロリー36%脂肪食）を与えた。10週齢のLdlr-/-マウス30匹を5群に分け、以下の
条件で13週間飼育した。普通食とコントロール水投与群、普通食と水素水投与群、高脂肪食とコ
ントロール水投与群、高脂肪食と水素水投与群、高脂肪食とコントロール水投与でABT-263を経
口投与した群。麻酔下で安楽死させ、採血後に大動脈を採取した。血清中の脂質量は比色法で測
定した。②大動脈は4%パラホルムアルデヒドで固定し、凍結切片をOil Red Oで染色した。また、
老化細胞マーカーは免疫染色で検出した。 
（４）抗がん剤によって増悪された急性肺障害に対する水素水の有効性 
①水素水の作製は（２）の方法に準じ、マウスに自由飲水させた。急性肺障害はC57/BL6Jマウ
ス（♂）にナフタレンを腹腔投与することで惹起した。抗がん剤ゲフィチニブは200 mg/kgで1日
１回経口投与し、7もしくは14日後に採血と気管支肺胞洗浄液（BALF）の回収後、肺組織を採
取した。②BALF中の細胞はギムザ染色し、サイトカインやケモカインはELISA法で、グルタチ
オン総量とマロンジアルデヒド（MDA）量は比色定量法で測定した。③パラフィン包埋した肺
組織切片をH&E染色して、病変をAshcroftスケールで半定量した。また、組織は抗CD3抗体、
抗F4/80抗体、抗CCL2/MCP-1抗体、抗Clara cell secretory protein （CCSP）抗体、抗IL-6抗
体、抗4-HNE抗体で免疫染色した。④採取した肺の一部は凍結してRNAを抽出し、qPCRによっ
て発現定量した。⑤H2のゲフィチニブによる抗がん作用への影響については肺がん細胞である
A549とH1975を用いた。H2（50%水素ガス）存在下での培養は（１）で述べた方法に準じ、そ
の前後でゲフィチニブを添加した。生存細胞はWST-1による比色法で定量した。また、ルシフェ
ラーゼを発現するA549細胞（A549-luc2）をヌードマウス（BALB/c-nu♀）の背部に移植し、200 
mg/kgのゲフィチニブを連日経口投与して、腫瘍の大きさを計測した。 
 
４．研究成果 
（１）H2 分子
によるミトホ
ルミシス効果
の検証 
 SH-SY5Y
細胞に過酸化
水素を添加し
て 50%の H2

存在下で培養
しても細胞死
を抑制するこ
とはなかった
（図 2a）。一方、50%の H2存在下で 24 時間培養後、過酸化素を添加した場合には細胞死の抑制
効果が認められた（図 2b）。この H2前処置による細胞死抑制効果は用量依存的で 1％の H2でも
有意な効果を示し、３時間の処置で効果が確認できた。また、H2 除去 3 時間後でも効果が認め
られたが、6 時間後には消失した。以上の結果は、H2 による活性酸素種の直接的な還元ではな
く、H2 存在下で培養することによる酸化ストレス防御能の一過的上昇が細胞死を抑制している
可能性を強く示唆している。 
 次いで、H2前処置によるミトコンドリア機能変化を調べた。50%の H2で前処置した細胞のミ
トコンドリア膜電位は有意に上昇し、細胞あたりの ATP 量と酸素消費の増加が認められ、ミト
コンドリア機能の亢進が認められた。このとき、ミトコンドリア DNA のコピー数は増加してい
ない。また、H2 前処置によりチオールの減少が認められ、グルタチオンが減少していた。この
時、スーパーオキシドの増加が確認されたことから、H2 処置はミトコンドリア機能の亢進と共
に ROS の増加を引き起こすことが明らかとなった。 
 そこで、H2処置により酸化ストレス防御系が誘導されるか調べた。すると Nrf2 の核移行が認
められ（図 2c）、下流の酸化ストレス防御関連遺伝子の発現が増加していることを qPCR で確認
した。また、タンパク質レベルでの Nrf-2 や HO-1 の上昇も確認することができた。以上の結果
は、H2 処置によるミトコンドリア機能亢進で生じた軽度の ROS が Nrf-2 径路を活性化するミ
トホルミシス効果で、酸化ストレスに対して耐性を獲得したことを示している。 
（２）敗血症モデル動物における水素水の予防的効果検証 
 実験のタイムテーブルを図 3a に示す。LPS を投与した Ctl 群マウスの 3 日後生存率は 26.9%
であった。LPS 投与前後に水素水を飲ませた HW 群では生存率が 57.7%に回復し、LPS 投与前
のみ飲ませた preHW 群でも 50.0%まで回復した（図 3b）。一方、水素水を LPS 投与後のみ飲
ませた postHW 群の生存率は 28.6%で、Ctl 群と差がない。以上の結果は、LPS 投与によるシ

 
図 2. H2の過酸化水素による細胞死の抑制. a) 50% H2下で 24 時間前培養後
に H2O2添加、b) H2O2添加後に 50% H2下で 24 時間培養、c) Nrf-2 の核移行
（矢頭） 



ョックを緩和するには、水
素水の事前投与が予防的に
働くことを示している。 
 水素水の事前飲用が全身
の炎症を抑制した可能性を
考え、血清中の LPS 投与に
より上昇する炎症性サイト
カインを測定したが、水素
水がこれを抑制することは
無かった。そこで、水素水飲
用後の H2 体内動態から H2

が高濃度に存在する肝臓で
の水素水の事前投与効果を
解析した。LPS 投与により
肝臓では核の凝集、断片化、
うっ血、アポトーシスによ
る細胞死などが認められる
が、水素水の事前飲用はこ
れを抑制した。LPS による

肝機能の悪化で上昇した AST、ALT、LDH も水素水の事前飲用が抑制した。この時、8-OHdG
と 4-HNE を指標とする LPS による肝臓での酸化ストレス上昇が水素水の事前飲用で抑制され
ていた。そこで、HO システムは酸化ストレスに対する中心的制御系であることから、HO-1 の
発現を免疫染色とウエスタンブロティングで評価したところ、LPS 投与は HO-1 を上昇させる
が、水素水の事前飲用で HO-1 の発現がさらに上昇していた（図 3c）。以上の結果は、水素水の
飲用が酸化ストレス防御系の発現を増強した結果、LPS による酸化ストレス障害が軽減され、
水素水による予防効果がもたらされたことを示唆している。これがミトホルミシス効果による
ものか検証が必要である。 
（３）水素水の飲用による血管老化の抑制 
 Ldlr-/-マウスに高脂肪食を与えると大動脈に老化細胞マーカーである p16 INK4a と p21 の陽性
細胞が出現した。これらの細胞は
CD31 陽性の内皮細胞であり、
MOMA-2 陽性のマクロファージや
SMA陽性の平滑筋ではほとんど認め
られなかった。高脂肪食で増加した
p16 INK4a と p21 陽性細胞は水素水の
投与により抑制された（図 4a）。同様
に老化細胞除去薬として知られる
Bcl-2 阻害剤の ABT-263 投与群でも
陽性細胞が減少した。こうした結果
は、qPCR による遺伝子発現の定量で
も確認された。 
 水素水の飲用で肝脂肪や血中脂質
の蓄積が抑制されることが報告され
ている。しかし、本研究では肝臓及び
血中の脂質はいずれも水素水によっ
て抑制されることは無かった。一方、 
水素水による抗炎症効果も多数報告
されてきた。そこで、大動脈をマクロ
ファージのマーカーであるMOMA-2
で染色したところ高脂肪食で陽性細
胞の増加が認められ、水素水の飲用
はこれを抑制した。さらに qPCR で
Tnfa 遺伝子の発現を解析したところ、高脂肪食で増加が水素水で有意に抑制された。これらの
結果は水素水の飲用が単球・マクロファージの大動脈での浸潤を抑制していることを示してい
る。さらに酸化型 LDL によって誘導される CD36 の発現が顕著に抑制されていた（図 4b）。水
素水の飲用によるマクロファージなどでの CD36 発現抑制がその活性化を抑制し、さらには血
管老化を抑制した可能性が考えられる。 
（４）抗がん剤によって増悪された急性肺障害に対する水素水の有効性 
 ナフタレンで急性肺障害を惹起されたマウスの体重は一過的に減少するが１週間程度で回復
した。しかし、ナフタレンに続いてゲフィチニブを投与されたマウスでは体重低下が継続する。
水素水の飲用はこれを抑制した（図 5）。また、ナフタレンに続いてゲフィチニブを投与された
マウスでは 30%程度が 14 日目までに死亡したが、水素水の飲用はこれを有意に抑制した。BALF
中の好中球、マクロファージ、白血球の数が顕著に増大し、CCL2 や IL-6 が蓄積ており、ゲフ

 
図 3. 敗血症モデル動物における水素水の予防的効果. a) タイ
ムテーブル、b) LPS 投与後生存率、c)肝組織 HO-1 の水素水に
よる発現促進 

 
図 4. 高脂肪食による大動脈の老化促進と水素水によ
る抑制．a) 大動脈内皮における老化マーカーの発現、
b) 大動脈内皮における CD36 の発現 



ィチニブによる肺障害の増悪を示している。水素
水の飲用はこれらを有意に抑制した。また、マウ
スから採取した肺組織をH&E染色して病理像を
解析すると、ナフタレンに続いてゲフィチニブを
投与されたマウスでは 7 日目に気管支壁に炎症
性細胞の浸潤が見られ、水素水の飲用はこれを抑
制した。14 日目には炎症性細胞数が増大して肺
胞に達していたが、水素水の飲用はこれも抑制し
ていた。次に肺組織を免疫染色した。ナフタレン
に続いてゲフィチニブを投与されたマウスでは
F4/80 陽性のマクロファージと CD3 陽性の白血
球の浸潤が見られ、CCSP 陽性のクララ細胞が減
少していた。これらの変動は水素水の飲用により
抑制された。CCL2 及び IL-6 の肺組織での蓄積
も水素水が抑制していた。同様の傾向は qPCR に
よる遺伝子発現解析でも認められた。抗酸化酵素
遺伝子群の qPCR による発現解析では、ナフタレン投与により増大した HO-1 と Gsr の発現が
水素水の飲用で抑制される傾向にあったが、顕著なものでは無かった。しかし、ナフタレンに続
いてゲフィチニブを投与されたマウスの BALF 中における総グルタチオン量の低下と MDA の
増加は水素水の飲用により抑制される傾向にあった。また、脂質過酸化のマーカーである 4-HNE
陽性細胞の増加もまた水素水の飲用により抑制されていた。 
 次いで、H2 がゲフィチニブの抗がん作用を阻害することが無いか確認した。まず、肺がん細
胞である A549 と H1975 を 50%水素ガス存在下で 3 時間培養後にゲフィチニブを投与して細胞
生存率を測定した。この事前投与が酸化ストレスに対する細胞生存維持効果を示すことは（１）
で前述した。しかし、H2 前投与は全く、ゲフィチニブによる細胞死の誘導に影響を与えなかっ
た。また、ゲフィチニブ添加後に 50%水素ガス存在下で培養した H2後投与の場合でもゲフィチ
ニブによる細胞死の誘導に影響を与えなかった。次いで、ルシフェラーゼを発現させた A549 細
胞をヌードマウスの背部皮下に移植し、腫瘍の大きさを計測した。ゲフィチニブを投与しないマ
ウスでは腫瘍体積が１ヶ月間で約３倍に達した。ゲフィチニブを投与すると一過的な体重低下
が見られたが腫瘍の増殖は抑制された。ゲフィチニブの投与に並行して水素水を飲用した群と
の差は全く認められなかった。以上の結果は、水素水の飲用が薬効に影響すること無くゲフィチ
ニブによって増悪した肺の炎症を効果的に抑制していることが示された。水素水は抗がん剤治
療だけで無く、多くの疾患治療で、副作用の改善に寄与できる可能性が示唆された。 
 
 以上の研究から、H2 によるミトホルミシス効果が細胞障害を抑制することが示され、これが
水素水飲用による予防効果に関する分子機構の一端であることが示唆された。水素水は敗血症
や抗がん剤副作用のような炎症による重篤な疾患を緩和できる可能性を示すことができた。ま
た、今回の研究から血管老化の抑制効果を示すことができたが、これも炎症の抑制が作用機序の
中心にあると考えられる。今回の研究では当初計画に組み込んでいた H2が直接作用する生体分
子の同定には至らなかった。さらなる研究が必要である。 
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