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研究成果の概要（和文）：分子状水素（H2）がβ受容体シグナルを増強するとの仮説を立て、受容体シグナルに
対するH2の協力作用を細胞内cAMPのリアルタイム測定系を用いて解析した。H2はβ受容体に加えカルシトニン受
容体に対しても協力作用を示した。また、H2の作用は、下流のシグナル制御系に対してではなく、受容体に対す
るものであることも示唆された。しかし、H2の有効濃度域は極めて狭く、繊細な濃度管理なくしてH2の作用を享
受することは難しいことが、培養細胞系とマウス個体を用いた検討から明らかになった。また、受容体に対する
H2の効果は医薬品に比較してわずかであり、その効果を過剰に期待することは避けるべきであろう。

研究成果の概要（英文）：This research project was aimed to investigate the mechanism by which 
molecular hydrogen (H2) has a potential to accelerate the beta-receptor signal. The real-time 
measurement system of intracellular cAMP was employed to evaluate the receptor signal. H2 showed 
synergistic action on the beta and calcitonin receptors, respectively. The site of action was 
indicated on the receptor. However, the fact that the effective range of H2 was extremely narrow 
suggests the requirement of a delicate control system of H2 to appreciate H2 actions. The effect of 
H2 on the receptor is slight compared to other pharmaceutical drugs.

研究分野：ガス薬理学
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１．研究開始当初の背景	

	 近年、分子状水素（H2）の生体作用に注

目が集まり、水素吸入による心肺停止後の

蘇生率の改善（脳保護効果）、水素水飲水

によるパーキンソン病の神経症状改善、気

管支喘息の発作予防、血糖値改善など多様

な効果がヒトを対象とした研究から報告さ

れている(Ohta	et	al.	Pharmacol	Ther.	

2014)。しかし、生体における水素分子の作

用発現機序は明らかではなく、ヒドロキシ

ラジカル（OH•）の消去能が唯一示されただ

けである(Ohsawa	et	al.	Nat	Med.	2007)。	

そのような中、飲水中に含まれる H2が実験

的パーキンソン病の脳障害低減作用を有す

る（Fujita	et	al.	PLoS	One,	2009）こと

に着目した申請者らは、胃に取り込まれた

H2はβ受容体刺激と協力してグレリン産生

を促進すること、さらに体循環で脳へ移行

したグレリンはグレリン受容体を刺激する

ことにより、脳ドパミン産生神経の減少を

防いでいる事を明らかにした（Matsumoto	

et	al.	Scientific	Reports,	2013）。しか

し、H2がβ受容体シグナルと協力してグレ

リン産生を活性化する機序については明ら

かではなかった。	

	 申請者は H2単独ではβ受容体を刺激しな

いものの、他のβ受容体刺激に協力作用を

示し cAMP 産生を増強させることを先行実

験から見出し、cAMP を共通経路として H2

の作用を説明できるのではないかとの着想

に至り、本研究を開始した。	

	

２．研究の目的	

(1) 細胞内 cAMP 濃度を指標にしてβ受容

体経路上における H2の作用点を明らか

にする。	

(2)	β受容体刺激に対するH２の協力作用に

関する基礎的データを取得し、H2の作用

を定量化する。	

(3)	β受容体以外のGs共役型受容体経路で

も H２の協力作用が成立するか明らかに

する。	

	

３．研究の方法	

(1) H２併用によるβ刺激増強作用の定量化	

	 細胞内 cAMP濃度変化をリアルタイムに

観察する実験系を用いる。HEK293 細胞に

GloSensor	cAMP（Fan	et	al.	ACS	Chem.	Biol.,	

2008）遺伝子を安定発現させ、申請者が独

自にクローン化する。GloSensor	cAMPは PKA	

regulatory	subunit	type	IIBをルシフェ

ラーゼ遺伝子と連結することにより、細胞

内 cAMP 濃度を生物発光強度として経時的

に読み取ることを可能にする。基質（ルシ

フェリン）を細胞内に導入し受容体刺激を

加えた後、cAMP 濃度変化を分単位で１時間

以上にわたり連続して測定することが可能

である。96-well フォーマットにサンプル

を収容し、様々な処理を施した多数の検体

を同時に処理することも可能である。

HEK293細胞は内因性にβ受容体を発現して

いるため、β受容体シグナル研究には頻用

されている。	

	 この HEK293-cAMP 測定系をイソプロテレ

ノール	(Iso)で刺激し，誘導された cAMP 濃

度と Iso 濃度を対比させ、濃度—反応曲線を

得る。さらに H２を添加した場合の cAMP 産

生量の増大から、H２の併用効果を定量化す

ることが可能である。これまでH２の至適作

用濃度を定量的に明らかにした検討がなさ

れてはいないため、cAMP産生増強効果を指

標として指摘作用濃度を見出す。	

(2) β受容体経路上で H２の作用点となる

分子を明らかにする	

	 HEK293-cAMP 測定系にフォルスコリン、

PDE 阻害薬をそれぞれ加え、cAMP 濃度曲線

の変化から H２の作用点となる細胞内タン

パク質を推定する。	

(3) Gs 共役型受容体に対する作用	



	 H２が受容体とアゴニストの親和性を高め

ることによりシグナルを増強している場合、

受容体よりも下流でのシグナル調節分子を

標的とした検討では明らかな結果が得られ

ない。そこで、Gsタンパク質と共役する他

の受容体においても H２が cAMP 濃度増強作

用を示すか検討することにより、受容体と

アゴニストの親和性変化を推定する。

LLC-PK1 細胞（ブタ腎尿細管上皮細胞由来）

はカルシトニン受容体を内因性に発現する。

HEK293 細胞と同様に GloSensor	cAMP遺伝

子を導入し安定発現株を作成し、クローン

化の後 cAMP 測定に用いる。カルシトニン刺

激に対する cAMP 濃度上昇に H２の有無が関

与するか検討する。これらの結果から、H２

の作用標的がβ受容体に限られるのか、他

の受容体経路にも共通するのかについて明

らかにする。	

(4) H２の生体作用をマウス個体で検証する	

	 これまで、生体に対する H２の作用を循環

器系から定量化したものは少ない。β受容

体刺激に対する H２の作用が循環器系制御

に関わるのかどうかについて、マウス個体

を用いて検討する。麻酔下でマウスに対し

て低酸素暴露を実施すると心拍数の低下が

認められるが、再酸素化することにより反

跳的な心拍数の増大が観察される。この反

跳増加を指標として H２暴露による効果を

検討する。室内気に H２を混合し一定時間吸

入させた後、低酸素暴露を実施する。再び

H２を混合した室内気で自発呼吸を続けさせ

た際の心拍数の反跳増加を心電図記録から

測定する。H２濃度を正確に調節するために、

1000	L サイズの容器に H２を導入し、内部に

設置した H２濃度計で常時 H２濃度をモニタ

ーしながら一定濃度の H２混合気を調整す

る。容器から導管を用いてマウス顔面を覆

う容器内に混合気を誘導する。	

	

４．研究成果	

(1) cAMP 測定細胞での検討	

	 HEK293 細胞と LLC-PK1 細胞に GloSensor	

cAMP 遺伝子を導入し、G418 存在下で安定発

現細胞を作成した。さらに、限界希釈法に

より作成したクローン化細胞を用意し、反

応性の良いものを選択し、実験に用いた。

ルシフェリンを細胞に導入した後、HEK293

細胞の培養液中に Isoproterenol を添加す

ると、添加濃度に比例した発光強度の上昇

が認められた（図１）。また、この反応は

β受容体特異的遮断薬である Propranolol

で前処置することにより消失したため、β

受容体を介した反応を観察したといえる。

また、Adrenaline添加においても同様の反

応が認められた。	

	 	

	 この測定系に H２を導入した際の発光強

度を検討した。純H２ガスを培養液に導入し

H２飽和溶液（0.8	mM）を作成した。さらに、

培養液を用いて希釈し、最終濃度 50-160	nM

にて Isoproterenol/Adrenaline と併用し

た。H２添加によりβ受容体刺激に伴い産生

される cAMP 濃度は増大することが観察さ

れた（図２）。	

	



	 興味深いことに、H２添加による cAMP濃度

増加効果に H２濃度依存性は認められなか

った。80-100	nM 程度の添加が最も効果的

に cAMP 濃度を増加させたものの、160	nM

添加では増大効果を認めることはなかった。

また、50	nM 添加も増大効果を認めなかっ

た。すなわち、H２の効果はベル型であり、

これまで考えられてきた薬物と標的分子の

直接反応によるものとは大きく異なる機序

で作用していることが示唆された。また、

有効濃度を 80-120	nM 程度と推定すると、

1/2 または 2倍の濃度では既に活性を示さ

ないことになる。H２の有効域が極めて狭く、

繊細な濃度調節を行わない限りは有効性が

期待できないものであるとも言える。濃度

依存性を示さないことは、脳梗塞モデルを

用いた検討（Ohsawa	et	al.	Nat	Med.	2007）

で示されている事実と合致する。さらに、H

２溶解水の飲用（低濃度）と H２吸入（高濃

度）では生体に対する作用が異なる（Ito	et	

al.	Med.	Gas	Res.	2012)原因が H２の有効

作用濃度の狭さに起因する可能性をも示唆

する。	

	 β受容体に対する反応（HEK293 細胞）に

加え、Gs共役型の GPCR でも同様の反応性

の変化が認めらるか、バソプレシン受容体

とカルシトニン受容体を持つ LLC-PK1 細胞

においても検討した。β刺激と同様にH２添

加による cAMP増大効果が観察された。しか

し、β受容体に比較して反応が弱い傾向が

認められた。	

	 次に、Forskolin ならびに IBMX を併用し

た際の H２の効果を比較検討した。アデニル

酸シクラーゼ、フォスフォジエステラーゼ

の活性化が生じるが、いずれの処置におい

ても H２による増強効果は残存した。すなわ

ち、アデニル酸シクラーゼより下流の cAMP

の産生・分解に直接関わる部位ではなく、

受容体またはＧタンパク質に対して H２は

作用するものと考えられる。GPCR の種類に

より H２の増強効果が異なることから、ここ

までの検討からは受容体タンパク質がH２

の作用点ではないかと考えられる。本研究

課題での成果をもとに、今後の研究課題と

して H２の作用が受容体のどの部分に対す

るものであるかについて検討が進められる

べきであろう。	

(2) マウス個体での H２作用（循環器系）	

	 本実験は、千葉大学動物実験委員会の承

認のもと実施した。C57BL/6 マウスにメデ

トミジン、ブトルファノール、ミダゾラム

を用い麻酔し、自発呼吸を保ったまま窒素

ガスによる低酸素暴露を行った。その後、

室内気に回復させた際に認められる心拍数

の反跳増加を体表心電図から測定した。室

内気に H２を混合し作成した一定濃度の H２

含有室内気をマウス頭部を覆うマスク内に

一定流量にて送気した。H２濃度は 2%,	3%に

て比較検討を行った。これらの濃度は脳梗

塞モデルマウスにて効果を示した吸入気濃

度に準拠し（Ohsawa	et	al.	Nat	Med.	2007）、

培養細胞 cAMP濃度測定から得られた結果

を加味して近接した濃度を選択した。	

	 低酸素換気により低下した心拍数が室内

気による換気後に最大心拍数に到達するま

での時間を指標にしたところ、H２吸入を併

用することにより有意な到達時間の短縮が

観察された。すなわち、低酸素暴露により

誘発された交感神経刺激が H２吸入により

増強された機序が示唆される。2%濃度での

吸入では有意な短縮効果が認められたもの

の、3%吸入では効果を認めなかった。室内

気単独での測定値に対して 3%	H２吸入での

測定値は有意差を示さなかった。培養細胞

系での観察結果を裏付ける結果が動物個体

を用いた検討からも示された。なお、この

実験においては副交感神経系への H２の関

与も考慮されなければならない。アトロピ

ンにて前処置した上で同様の実験を実施し

たところ、最大心拍数への到達時間はH２吸



入により延長した。詳細は明らかにはでき

なかったものの、副交感神経系に対しても

H２は活性化効果を有する可能性を示唆する

ものである。	

(3) まとめ	

	 本研究課題により、β受容体をはじめと

する複数のＧタンパク質共役型受容体に対

して H２分子が作用することが明らかにな

った。cAMP 濃度がH２併用により増大するこ

とから、これまで機序が明らかではなかっ

た H２分子の生体での作用を推定すること

が可能になるのではないであろうか。	

	 一方、H２分子は有効性を示す濃度範囲が

極めて狭く、有効濃度域が２倍程度と極め

て生体に適用することの難しい分子である

ことも示唆された。通常は高濃度＝高効果

と考えられがちではあるが、H２に関しては

当てはまらない。作用機序を無視した状況

で一般社会に浸透しつつある分子状水素は、

適用方法を厳密に管理しなければ効果を得

ることが難しい物質である。医療用医薬品

に比較すると、受容体シグナルに対する増

強効果も強くはなく、H２に対して過剰な期

待を抱くことは避けるべきであろう。しか

し、H２分子の生体作用は実在することを科

学的に明らかにした。	

	 本研究課題の目的である、科学的な論拠

を一般社会に還元する目的は達成されたで

あろう。	
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