
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23年 3月 31日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究は、うつ病などを含む気分障害のモデルとなるストレス負荷動

物に対して酸化ストレスの効果的な抑制剤である水素分子を投与することで、ストレスによっ

て生じる酸化ストレスを抑制、海馬におけるニューロン新生の低下を回復し、海馬に依存した

認知・記憶障害やうつ症状の抑制について検討するものである。主要な結果は、

Neuropsycopharmacology 誌で報告した。マウスに６週間、１日１０時間の拘束ストレスを負荷
し、水素を飽和量含有する水（水素水）を与える実験を行った。水迷路テスト、受動回避テス

ト、新奇物体探索テストの結果から、ストレスで生じた認知・記憶障害が水素水の投与により

抑制されることが判明した。また、拘束により海馬歯状回における神経前駆細胞新生低下が認

められたが、これも水素水の投与群では抑制されていた。さらに拘束ストレスによって蓄積す

る海馬領域の酸化ストレス（4-HNEやMDAを指標とした）は、水素水の投与により抑制され
ていた。一方、複数のストレスを組み合わせて与えるうつモデルでは水素水の効果を

検証できなかった。しかし、このモデルでも神経前駆細胞新生低下が水素水の投与で抑制

されたことから、神経細胞に対する水素の効果について分子機構を培養細胞で詳細に検討中で

ある。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of molecular hydrogen on a stress-induced 
brain dysfunction including cognitive and memory impairment, depression, and anxiety. 
We have recently reported that molecular hydrogen reduces oxidative stress and can 
penetrate the blood-brain barrier to protect neurons. Oxidative stress is widely accepted as 
a contributor to neuronal vulnerability and prevents hippocampal neurogenesis, which 
may be involved in cognitive function. The main results in this study have been published 
in Neuropsycopharmacology. Immobilization stress was given to mice 10 hours per day for 
6 weeks. Water containing high concentration of hydrogen molecule (hydrogen water) was 
available ad libitum. We examined learning and memory ability using the passive 
avoidance test, novel recognition test and Morris water maze, and found that hydrogen 
water improved a stress-induced decline of cognitive function. Hydrogen water also 
restored the neurogenesis declined by restraint stress and reduced oxidative stress in the 
brain. Furthermore, we made depression-model mice with a combination of mild stress and 
did not find any effect of hydrogen water on this model, whereas hydrogen water restored a 
decline of neurogenesis. Precise molecular mechanisms concerning the effect of molecular 
hydrogen on neuronal cells is under investigation. 
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１．研究開始当初の背景 
 厚生労働省の平成１４年度患者調査によ

れば、我が国の受療中精神疾患患者数は約２

５８万人に上り、このうち７１万人はうつ病

を含む気分障害である。年間４万人近くに上

る自殺者の半数以上がうつ病に罹患してい

るとの報告もあり、疾患発症機構の解明とそ

の効果的な予防・治療法の開発が早急に求め

られている。 

 海馬領域は記憶と記憶形成機構に関与す

る部位として注目され、多様な研究が進めら

れてきた。気分障害やストレス障害の研究に

おいても海馬は最も注目され、その萎縮と海

馬に依存する空間記憶の低下がうつ病患者

で報告されている。近年、動物を用いたスト

レスモデルで、三環系抗うつ薬や選択的セロ

トニン再取り込み阻害薬などの複数の抗う

つ薬による海馬歯状回でのニューロン新生

促進が示され、うつ病様症状の改善にニュー

ロン新生が必須であることが報告された。ニ

ューロン新生は頭部放射線治療、炎症、身体

的精神的ストレスおよびグルココルチコイ

ドなどにより減少する。これらはいずれも酸

化ストレスを誘導し、特に放射線は直接的に

最も毒性の高い活性酸素種であるヒドロキ

シラジカルを生み出す。従って、酸化ストレ

スがニューロン新生に影響を与える重要な

因子であると考えられ、その効果的抑制はう

つ病などの新たな予防・治療法として着目さ

れている。 

 2007 年に我々は水素分子が酸化ストレス

除去に有効であり、顕著な神経保護効果があ

ることを Nature Medicine で報告した。水素

は活性酸素種のなかで最も反応性に富んだ

ヒドロキシルラジカルを選択的に還元し、生

理的に必要な活性酸素種を還元しない。また、

ガス特有の透過性から血液脳関門に遮られ

ることなく容易に脳内に到達可能であり、脳

虚血再還流モデルでも水素ガスの吸引によ

り梗塞層の顕著な抑制が認められた。そこで、

この水素が酸化ストレスを背景とする気分

障害やストレス障害などの精神神経疾患に

も応用可能であると考えるに至った。 

 

２．研究の目的 
 本研究は、うつ病などを含む気分障害のモ

デルとなるストレス負荷動物に対して酸化

ストレスの効果的な抑制剤である水素分子

を投与することで、ストレスによって生じる

酸化ストレスを抑制、海馬におけるニューロ

ン新生の低下を回復し、海馬に依存した認知

記憶障害を抑制する効果について検討する

ものである。この結果は、気分障害やストレ

ス障害などの精神神経疾患に対して全く新

しい予防、治療法の可能性を示すことになり、

まだ分子レベルでの機序が未解明な酸化ス

トレスからニューロン新生抑制に至る経路、

さらにうつ病の発症に至る経路の解明に水

素分子という新たなツールを提供すること

になる。 

 
３．研究の方法 
（１）動物の行動解析による水素の脳機能障

害抑制効果の検討 
 各種ストレスによる脳機能の変化に対し

て、水素の効果を検討する。ストレスの種類

としては拘束ストレスを用いた。 
水素投与法：水素の投与は、水素を飽和した

精製水を自由摂取させる。生体内水素濃度は、

プローブにより水素濃度を直接測定するか、

回収サンプル（臓器、血液など）に含まれる



水素をガスクロで測定する。 
健康状態の確認：体重、体温、毛並み、感覚

機能異常、協調運動異常及び運動失調、摂食

量、飲水量などのチェックを行う。 
行動テスト：学習や記憶に関するテストとし

ては、受動回避学習、新奇物体認識試験、

Morris の水迷路などの実験を組み合わせて
測定する。また、絶望感に関するテストとし

ては、学習性絶望感、強制水泳などを用いる。 
（２）ニューロン新生と酸化ストレスに関す

る脳の病理学的解析 
 行動テスト終了後、脳の病理学的解析を行

う。凍結切片を以下の染色で評価する。 
神経変性：ヘマトキシリン・エオジン染色、

クリューバ・バレラ染色、グリア細胞（活性

型アストロサイト、ミクログリア）に対する

免疫染色（抗 GFAP抗体、抗 IbaI抗体）。 
ニューロン新生：予めブロモデオキシウリジ

ン（BrdU）をマウスに投与し、抗 BrdU 抗
体で染色する。また、他の細胞増殖マーカー

（Ki-67）などに対する抗体でも染色する。
増殖細胞が神経幹細胞であることは抗

Nestin抗体などを用いて確認する。 
酸化ストレス：脂質の過酸化により生じる４

-ヒドロキシノネナール（4-HNE）や DNAの
酸化で生じる８-オキソグアニン（8-OHdG）
などに対する抗体で染色する。 
（３）生化学的解析 
脳、血清（血漿）及び尿中の酸化ストレスに

ついてはマロンジアルデヒド（MDA）や
8-OHdGの濃度を測定する。 
 
４．研究成果 

（１）身体的拘束ストレスによる酸化ストレ

スの増大と水素水による抑制 
 拘束ストレスの実験には ICR マウスを用
いた。水素水と、撹拌することで水素分子を

脱気したコントロール用の水（脱気水）で、

飲量に差が無いことを確かめた。 
 身体的拘束ストレスは、それぞれのマウス

を１日１０時間小ケージに入れ、水は自由に

飲めるが身動きはまったくできないように

した。この処置を週に６日行った。また、残

りの時間は、ケージから１匹のみの小さな飼

育箱に移動し、水と餌を自由摂取できるが、

運動は制限された状態で飼育した。 
 脳の酸化ストレスについては、拘束ストレ

ス８週後に過酸化脂質の最終産物である

4-HNEを免疫染色で（図１b, c）、MDAを生
化学的方法で（図１d）測定した。拘束スト
レスは酸化ストレスを増大させたが、水素水

の投与は、これを抑制した。 

（２）身体的拘束ストレスによる認知・記憶

能の低下と水素水による抑制 
 受動回避試験は、暗所に入った時に電気シ

ョックを与えることで、マウスがこれを記憶

して移動を躊躇するようになる。拘束ストレ

スにより記憶障害が生じ、拘束ストレスを受

けたマウスは短時間で暗所に入るようにな

り学習・記憶能力が低下したが、水素水投与

群では低下が抑制された（図２）。 
 新奇物体認知試験は、マウスが新しいもの

（新奇物体）を好んで探索する性質を利用し

ている。拘束ストレス６週後には、拘束スト

レスにより新奇物体への興味は失われ、認

知・記憶力の低下が認められたが、水素水の

投与はこれを抑制した。 
 モーリス水迷路試験で、海馬に依存してい

ると考えられている空間認知・記憶能を調べ

た。拘束ストレス４週後には、６日のトレー

図１ 水素水（HW）による酸化ストレスの抑
制。（a）水素水投与３分後の血中水素濃度。（b、
c）海馬歯状回での拘束ストレスによる 4-HNE
陽性細胞の増加と水素水による抑制。（d）全脳
のMDA量。 



ニング後に見えないプラットホームまで辿

り着く時間が未処置マウスよりも長く、ほと

んどプラットホームの位置を記憶できなか

った。しかし、水素水の投与は空間認知・記

憶能力の低下を抑制した。 
（３）水素水は筋力と行動量には影響しない 

 拘束ストレスにより、マウスの体重増加は

抑制された。しかし、水素水の投与による体

重の回復は見られなかった。また、ぶる下が

り試験やオープンフィールド試験でも水素

水と脱気水との間で差は認められなかった。

これらの結果は、水素水が筋力や運動量の低

下を改善した為に認知・記憶能力に関する試

験の結果が改善したのではないことを示し

ている。 
（４）身体的拘束ストレスによる神経新生の

低下と水素水による抑制 
 認知機能は海馬における神経新生と密接

に関わっていると考えられている。そこで、

拘束ストレス８週後の海馬歯状回における

神経前駆細胞の増殖をチミジンアナログで

ある BrdUの取り込みと、増殖細胞での高発
現が知られている Ki-67 の検出で調べた。
BrdU は６週目以降から投与を開始した。そ
れぞれの抗体によって免疫染色した結果を

図３に示す。いずれも陽性細胞数が拘束スト

レスによって減少したが、水素水がこれを回

復させた（図３）。 

（５）考察 
 拘束ストレスモデルでは、水素水による認

知・記憶能力の抑制効果が観察された。この

時、酸化ストレスの抑制と海馬神経新生の回

復が見られたことから、水素水による酸化ス

トレスの抑制が神経変性を抑制し、その結果、

高次機能の損傷が妨げられたものと考える

ことができる。さらに複数の軽度嫌忌事象

を組み合わせたストレスによるうつモ

デルでは、水素水のうつ抑制効果を検証

できなかった。しかし、このモデルでも

神経前駆細胞新生低下が水素水の投与で抑

制された。 
 ストレスでは、脳内ストレス伝達系との関

連を考慮する必要がある。血漿から視床下部

-下垂体-副腎皮質（HPA）系に関連するコル
チコステロンや副腎皮質刺激ホルモン

（ACTH）が水素水の投与により変化してい
る可能性もある。特に視床下部室傍核のコル

チコトロピン放出ホルモン（CRH）や慢性ス
トレスとの関連が指摘されているバゾプレ

ッシンへの影響等が興味深い。 
一方、酸化ストレスの抑制から、水素水の効

果はコルチコステロンやグルタミン酸によ

る神経変性を引き起こす活性酸素の発生を

直接抑制している可能性が高い。水素分子は

ヒドロキシラジカルを還元するが、それだけ

で水素分子の神経保護効果を説明できるの

か、現在、細胞培養系をもちいた詳細な分子

図２ 水素水（HW）による認知・記憶力低下
の抑制：受動回避試験。（a−c）拘束ストレス１、
２、６週後の暗室への移行時間。（d）拘束スト
レス６週後、5分間、明室に留まった匹数。 

図３ 拘束ストレス負荷マウスにおける海馬歯

状回神経新生低下の水素水投与による回復。（a、
c）BrdU陽性細胞。（b、d）Ki-67陽性細胞。 



メカニズムを解析中である。 
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