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研究成果の概要（和文）：これまでの研究で、心肺停止後に起こるダメージが水素分子(H2)の投与によって生存
率の増加や脳・心臓の機能障害を軽減したことを報告した。本研究では、H2投与後の脳と心臓における遺伝子変
化をDNAマイクロアレイ法を用いて解析した。
心肺停止モデルラットによる解析は、Gene Ontologyによる遺伝子のアノテーション情報を基にした遺伝子解析
とKEGG pathwayによる種々の代謝経路とシグナル伝達関連遺伝子の網羅的解析を行った。その結果、H2によって
有意に変化した代謝経路と関連する発現変動遺伝子を見出した。これらの遺伝子が虚血再灌流障害後の脳と心臓
機能のダメージ改善につながる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that H2 gas inhalation improved brain and cardiac 
function in a rat model of cardiac arrest. In this study, we examined the genes expression of 
post-cardiac arrest treated with H2 using a DNA microarray based comprehensive approach.
We investigated which differentially expressed gene on gene ontology (GO) terms and biological 
pathways were highly related to the effect of H2 gas inhalation. List of differentially expressed 
gene were analyzed based on their enrichment scores for associated GO terms and KEGG pathways. As a 
result, we found several metabolic pathways and differentially Expressed Gene by effect of H2 gas 
inhalation. It is suggested that these genes may contribute to the H2 inhalation on brain and 
cardiac function after post-cardiac arrest syndrome.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 水素分子　全身性虚血再灌流障害　酸化ストレス　抗酸化作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、H2ガス吸入療法が脳・心臓組織の虚血再灌流障害を軽減し、低体温療法との相乗効果による生命予後を改
善して心肺停止症候群の新規治療法に成り得て、複数の心肺停止症候群患者に対するH2ガス吸入療法の臨床研究
がすでに開始されている。本研究で、H2ガス吸入治療法の有効性におけるメカニズムが解明されることで、増加
の一途をたどる心停止蘇生後患者の生命予後の改善に多大な貢献をもたらすことが期待される。さらに、本研究
において全身性虚血再灌流障害後の生体内に生じる代謝経路の変化が解明され、さらなる新規治療法の提案が可
能となれば、その社会的意義は極めて大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
生活習慣病が引き金となり、脳梗塞や心筋梗塞を発症した後も、長期間の後遺症や再発を繰り
返す患者が人口の増加とともに増えている。この脳梗塞や心筋梗塞の原因となる酸化ストレス
（ROS）は活性酸素が過剰に発生することにより起こる。中でも最も酸化反応性の高いラジカル
分子種であるヒドロキシルラジカル（・OH）は、特に生体内機能に悪影響をもたらすため、消
去することが重要である。一方、スーパーオキシド（O2-•）や過酸化水素（H2O2）などは体内の
免疫機能や感染防御の重要な役割を担い、シグナル伝達・細胞の分化・アポトーシスなどの生理
活性物質として関わっている。当研究室では、これまでの研究から水素分子（H2）は、•OHな
どの有害な ROSを特異的に除去する一方で、他の生体内に必要な生物活性を持つ O2-•、H2O2

などの比較的酸化力の低い活性種を維持できることを見出し、H2 により脳梗塞が改善すること
見出し、H2の効果を世界で初めて報告した（Nat Med,13:688, 2007）。その後、動脈硬化症、網
膜神経障害、パーキンソン病など、広範囲に酸化ストレスが関与する症状改善に優れた効果があ
ることを報告してきた(Biochem.Biophys.Res. Commun, 377:1195, 2008, Invest Ophthal. 
Invest Ophthalmol. Vis. Sci., 51:487, 2010, Mov Disord., 28:836, 2013) 。さらに、虚血再灌流
障害による足筋肉の炎症や損傷が H2ガス吸入によって抑制され、病状が緩和されたことで機能
回復が促進された事や（Plast. Reconstr. Surg.,140:1195, 2017）、全身性虚血再灌流障害モデル
を用いて、H2 ガス吸入療法が生存率を増加させ、脳や心臓の機能障害を軽減して生命予後を改
善できることが判明し、心肺停止後症候群の新規治療法に成り得ることを報告した
(Circulation,132:e148, 2014）。しかしながら、生体内での全身性虚血再灌流障害後の H2の作用
や改善効果における代謝経路や遺伝子変化については明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 

 
全身性虚血再灌流障害後に起こる脳・心臓機能障害に対する H2の作用機序について、心肺停
止後症候群モデルを作製して、DNAマイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現の解析を行い、
H2 ガス吸入による脳および心臓内の遺伝子発現変化や H2 の代謝経路や作用機構を解明し、包
括的検討を試みる。 
 
３．研究の方法 
  
ラット心肺停止後症候群モデルの作製 

 
Wistarラット（雄,15週齢）を用い、経胸壁的電気刺激装置を用いて心室細動を誘発、6
分間の心停止状態後、3分間胸骨圧迫＋電気的除細動を行うことで心拍再開を得てラット心肺停
止後症候群モデルを確立した。H2ガス吸入は、心拍再開後と同時に 1.3% H2を開始して 4 時間
37℃に体温を保った後に人工呼吸器離脱して経過観察を行い、7日間生存したラットについて解
析した(図１)。 
 

 
 
 
DNA マイクロアレイによる遺伝子発現の解析 
 
上記疾患モデルを蘇生 7 日後に屠殺して脳および心臓を摘出後、サンプルとして無処置
(Sham)群、コントロール（CTL,酸素ガス FIO2:0.26）群および H2ガス吸入(1.3% H2ガス)群の
各組織から得られたサンプルデータを比較することで組織における各群の遺伝子発現変化を解
析した。 
 

図１ 心肺停止後症候群モデルの作製と H2ガス吸入療法 



（１）遺伝子発現量の測定 
 
各組織から mRNA を抽出・精製（OD 260/280比）した後に cDNAを合成して Agilent 2100 

Bioanalyzer で解析した。サンプルの標識と生成については、RNA 標識とハイブリダイゼーシ
ョンは、Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis（Agilent Technology、
V 6.5、2010）と Agilent One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysisを使用して、
ハイブリダイズされたアレイのスキャンは、Agilent Microarray Scanner（Agilent Technologies、
Inc.）で解析した。 
 
（２）データ処理と統計解析 
  
上記測定後の lawデータは、Agilent Feature Extraction Software（v11.0.1.1）を用いて抽
出し、Agilent feature extraction protocolに従って発現遺伝子のデータを得た。発現データの
統計的有意性は、Turkey検定によって算出された各群の平均値から p valueを算出した。解析
に用いた値は、倍数変化(fold-change, FC)が 2.0 以上あるいは 0.5 以下で、危険率 5％以下（p 
<0.05）の遺伝子を有意に変化したと判断して Local Pooled Error（LPE）検定を用いて
Bonferroni, FDR(False Discovery Ratio)法で補正して算出した。また発現遺伝子のデータは、
Gene Ontology(GO map)と KEGG pathway解析によるデータベース解析を行った。 
階層的クラスター分析は、complete linkageと Euclidean distanceに基づいて分析した。 

DAVID（http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp）ツールを使用して、重要な probe list の
Functional Annotationを実行した。発現する遺伝子のすべてのデータ分析と視覚化は、R 3.0.2
（www.r-project.org）ソフトを用いて行った。 
 
４． 研究成果 
 

 (1) H2投与後に脳と心臓において発現変動を示した遺伝子数 
 
心肺停止蘇生直後から H2ガス吸入による治療を行って 7日後のラットの脳(H2B group)およ
び心臓(H2H group)における遺伝子発現変化をコントロール群(CTLB group, CTLH group)と比
較した。また、無処置群ラットを negative control group として脳(SHMB group)および心臓
(SHMH group)群を用いた。その結果、コントロール群と比較して H2吸入群の脳で発現が上昇
した遺伝子は、470個、減少した遺伝子が 484個見られた。また、心臓では発現上昇した遺伝子
が 533個、減少した遺伝子は 472個認められた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) H2投与後に脳と心臓において細胞内で発現変動を示した遺伝子の機能や局在部位および代
謝経路 
  
解析手順は、GO map のアノテーションを行い、それを基に Enrichment 解析を行い、遺伝
子を生物学的プロセス・細胞の構成要素・分子機能のカテゴリーに分けて、各々のカテゴリーで
共通して発現変動率が高かった遺伝子機能と細胞内の局在部位を算出した。そして、最初に無処
置群とコントロール群を比較した結果、コントロール群で有意に変化が認められた遺伝子群を
算出にした。次に、それらの遺伝子群の中でコントロール群と H2投与群を比較して変動した遺
伝子群を抽出した。その結果、Gene Ontologyによる GO mapの解析から Neuron projection 
development, Regulation of actin cytoskeleton organization, Intrinsic apoptotic signaling 
pathway, Ion transmembrane transporter activity, Focal adhesion, Cellular response to 
oxygen-containing compound, Cardiac muscle contractionにおいて、発現変動遺伝子が、有意
に最も多く認められた。 
一方、KEGG Pathway map を用いた代謝経路のデータベース解析からは、ECM-receptor 

図２ 心肺停止蘇生 7 日後の脳および心臓における
発現変動遺伝子数 
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interaction, Cardiac muscle contraction signaling pathway, Regulation of actin cytoskeleton, 
Oxytocin signaling pathway, Focal adhesion pathwayの各代謝経路やシグナル伝達系に関わる
遺伝子に最も発現変動があることが認められた。 
 
(3) H2投与後に脳および心臓において発現変動を示した遺伝子 
  
コントロール群と H2投与群を比較して上記 GO map と KEGG Pathway に基づいたアノテ
ーションとデータベース解析結果から、両者に共通して同様の部位で有意に発現変動が著明に
認められた遺伝子を抽出した。その結果、脳においてH2投与群の中でコントロール群に比較し
て著明に発現が上昇していた遺伝子は、6個認められ、減少していた遺伝子は 8個であった。同
様に、心臓で H2投与によって上昇していた遺伝子数は 12 個で、発現が減少していた遺伝子数
は 24個であった（図３）。 
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以上の結果から、本研究での心肺停止後症候群モデルによる全身性虚血再灌流障害後の脳と心
臓のダメージを回復させている H2の作用は、主にこれらの細胞内の機能や代謝経路およびシ
グナル伝達系とその関連遺伝子を調節しながら制御している可能性が示唆された。 
 

図３ 心肺停止蘇生 7 日後の脳および心臓において H2投与
によって著明に発現変動した遺伝子 
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