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研究成果の概要（和文）：神経芽細胞を水素存在下で培養すると一過的に特定のリン脂質が増加し、エネルギー
代謝経路が広く抑制された。同時に上昇する酸化ストレスが細胞の適応応答を惹起すると考えられる。水素ガス
吸入は、麻酔ガス吸入による幼若マウス脳での神経幹細胞死を抑制した。c-Junの活性化が阻害された。大腸炎
モデルマウスに水素水を数日単回投与するだけで病態が緩和され、小腸パイエル板の制御性T細胞減少が抑制さ
れた。さらに食物抗原の樹状細胞への提示も抑制したことから、水素水は腸管免疫系の恒常性維持に寄与してい
ると考えられる。臨床研究では、既に数名の急性大動脈解離患者について水素ガス吸引療法の安全性試験を完了
した。

研究成果の概要（英文）：Culturing neuroblastoma cells in the presence of hydrogen transiently 
increased certain phospholipids and broadly inhibited energy metabolic pathways. Simultaneously 
elevated oxidative stress may elicit an adaptive response in the cells. Hydrogen gas inhalation 
inhibited neural stem cell death in the brains of juvenile mice induced by anesthetic gas 
inhalation. c-Jun activation was inhibited. A single administration of hydrogen water to a mouse 
model of colitis for several days alleviated the pathological condition and inhibited the decrease 
of regulatory T cells in the small intestinal Peyer's patches. Furthermore, presentation of food 
antigens to dendritic cells was also inhibited, suggesting that hydrogen water contributes to the 
homeostasis of the intestinal immune system. In clinical studies, we have already completed safety 
studies of hydrogen gas inhalation therapy in several patients with acute aortic dissection.

研究分野： 基礎老化

キーワード： 水素分子　酸化ストレス　炎症　動物モデル　脳細胞死　腸管免疫系　大動脈解離　リン脂質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水素分子による一過的な脂質変化が細胞に軽度ストレスを生じさせ適応応答を引き起こすことが、水素ガス吸入
により炎症が抑制される分子機序の一端であり、臨床での水素ガス吸入療法へとつながる。また、動物モデルで
水素水を単回摂取させると小腸で腸管免疫系の恒常性につながる変化が生じた。すでに知られている水素水の多
様な疾患抑制効果や抗疲労効果についての機序を解明する重要な発見である。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者は酸化ストレスの効果的軽減法として、軽度の還元力を有する分子状水素（H2）が酸

化ストレスの抑制により脳梗塞などの疾患治療に応用できることを発見し、2007 年に Nature 

Medicine 誌で発表した 1。現在は国内多施設で心肺停止後症候群の H2 ガス吸入療法について治

験が進行中である 2。また、健常者の水素水（HW; H2の高濃度溶解水）飲用についても臨床ガイ

ドラインに従った厳密な研究で抗疲労効果が観察されている 3。我々も HW 飲用による高齢者の

軽度認知障害改善効果 4 や水素含有眼灌流液による白内障手術時の角膜障害抑制効果 5 について

臨床研究を報告してきた。H2摂取で老化による QOL 低下が改善される可能性が期待される。 

 H2 の生理作用を示すメカニズムは未解明な点が多い。当初、代表者らは H2 が in vitro でヒド

ロキシルラジカル（·OH）と反応することを確かめ、作用機序として提唱した。確かに H2 が放

射線による·OH を還元することで肺障害が緩和され 6、白内障超音波乳化吸引術で生じる·OH の

還元で角膜傷害が抑制される 7。しかし、·OH との反応定数はグルタチオンより 3 桁低く、水素

による多様な疾患抑制効果をラジカルの還元だけで説明するのは難しい 8。また、HW で顕著な

病態改善効果を示したラットのパーキンソン病モデルを 2% H2 ガス下で飼育しても治療効果を

確認できなかった 9。投与法の違いで効果が大きく異なる理由も不明である。一方、動物モデル

を中心に H2 投与による遺伝子発現と細胞内シグナルの多様な変化が報告されている。我々も培

養細胞でミトコンドリアを介した適応応答（ミトホルミシス）が引き起こされることを報告した

10。しかし、これらの変化は H2 による最終的な生理効果から類推できる中間的なもので、H2 が

生体に及ぼす最初の変化は何か、プライマリーターゲットの特定が必要である。 

 H2ガス吸引は虚血再灌流障害などで抗炎症効果を示す。HW 飲用でも多数の報告があり、我々

も脳 11、肺 12、肝臓 13、大動脈 14で薬物による炎症の抑制を報告している。しかし、H2の水への

溶解度は微量で、消化器系とその近傍以外では HW 飲用による H2の増加検出は困難である。H2

が過剰応答を抑制し免疫恒常性を維持していると考えられるが、それがどこでどの細胞を介し

て起こり全身性の抗炎症効果をもたらすのか、個体での作用機序解明もまた重要な課題である。

過剰な炎症は予備能が低下した高齢者で臓器障害などを引き起こし、時に重篤化する。非感染性

炎症に対する H2ガス吸入療法は高齢者の QOL向上に資するものと期待される。 
２．研究の目的 
 本研究における第一の目的は H2 のプライマリーターゲット探索にある。ガス分子のアナロジ

ーから脂質に着目し、その変化が細胞膜や細胞内輸送、ミトコンドリア機能などに及ぼす影響を

培養細胞と動物モデルで示す。第二の目的は H2 による特定臓器と細胞の制御が過剰免疫応答に

よる全身性の炎症と免疫老化の抑制をもたらすことを個体レベルで示すことで、腸管免疫系に

おける H2 による免疫恒常性維持効果を示す。第三の目的は高齢者を対象にした H2 ガス吸入療

法の開発で、急性大動脈解離の非手術例患者を対象に H2ガス吸引の有効性について評価する。 
３．研究の方法 
１）H2のプライマリーターゲット探索 

細胞培養と H2曝露：SH-SY5Y細胞を H2に曝露した。H2混合ガスは、O2 20%、CO2 5%、H2 1-

50%で N2によりバランスした。脂質分析では、メタノール-クロロホルムによる細胞抽出液を用

いて、液体クロマトグラフィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）で主要脂質成分の変化を解析

した。代謝物分析では、5%マンニトール溶液で洗浄後した細胞をメタノールで処理し、高分子

を除去後に H キャピラリー電気泳動飛行時間型質量分析計で分析した。エンドサイトーシスの

評価は、適切な混合ガスに曝露した細胞の培養液を蛍光ラベルしたコレラトキシン B (CTxB)ま



 

 

たはトランスフェリン(Tfn)を含む培地に置換し、ホルマリン固定後に蛍光観察した。 

２）動物モデルによる炎症と過剰免疫応答抑制機構の解明 

［麻酔で生じる脳細胞死の水素ガスによる抑制］ 生後 6 日齢の C57BL/6N マウスを 3％セボフ

ルランと 0～16% H2の混合ガスで満たしたチャンバー内に 3 時間静置した。O2濃度は 30%とし、

N2でバランスした。混合ガス曝露後に脳を摘出し、免疫組織化学染色、遺伝子発現の定量的 PCR、

シグナル分子の発現とリン酸化をウェスタンブロットによって解析した。 

［HW 投与によるマウス大腸炎の抑制］ マウスに 3%デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)を溶か

した水を自由飲水させ大腸炎を誘導した。HW は精製水に高純度 H2 を飽和まで溶解させたもの

を用いた。マウスは以下の 4 群に分けた。WT に RO 水を与える群（CTL 群）、WT に HW を与

える群（HW 群）、WT に DSS を与える群（DSS 群）、WT に DSS と HW を与える群（DSS+HW

群）。HW は 1日 1回経口投与した。3日後に全採血し、大腸、パイエル板(PP)、腸間膜リンパ節

（MLN）をそれぞれ採取した。大腸炎スコアと大腸の組織学的評価を行なった。また、qPCR と

免疫染色により PPおよびMLN における免疫細胞の活性化を検証した。 

［HW による小腸パイエル板での卵白アルブミン(OVA)取り込み抑制］ HW を経口で強制投与

し、1～24 時間後にさらに FITC-OVA を経口摂取させたマウスを解析した。FITC-OVA 投与の 3

時間後に回腸 PP を取り出し、固定後に薄切した。FITC-OVA を取り込んだ細胞を PP の上皮下

ドーム（SED）でカウントした。さらに抗 CD11c 抗体で染色した後、FITC-OVA/CD11c二重陽性

細胞を分光イメージング装置で定量化した。 

３）B 型大動脈解離への水素ガス吸入療法の臨床試験 

希釈水素ガスボンベとリザーバーマスクを用いた水素ガス投与システムを用いて、下記に

示した患者を対象に 2%水素混合ガス( 48%窒素、50%酸素)を 1 日 8 時間、3 日間投与する。 

［主要評価項目］水素投与開始から 4 日までの関連する有害事象の発現率、［副次評価項目］

AaDO2、PaO2、PaCO2、呼吸回数、P/F比、CRP、WBC値、体温、酸素療法必要期間、［研究デ

ザイン］水素ガス吸入療法の有効性と安全性を検討するため、ヒストリカルデータと比較する単

施設、単群、非ランダム化試験、［選択基準］以下の基準をすべて満たす患者を本研究の対象と

する。1. 同意取得時の年齢が 40歳以上の患者、2. 急性大動脈解離で Stanford B型と診断された

患者、3. 集中治療室入室から 24 時間以内に水素ガス吸入療法が実施できる患者、4. 本研究の内

容を理解し、本人から文書同意取得が可能な患者 
４．研究成果 

１）H2のプライマリーターゲット探索 

H2存在下で 1 時間培養した SH-SY5Y細胞ではコントロール細胞や H2存在下で 6 時間培養し

た細胞よりもホスファチジルエタノールアミン(PE)、カルジオリピン(CL)、ホスファチジルイノ

シトール(PI)のレベルが有意に高かったが、細胞あたりの全脂質の総和に差はなかった（図１）。

また、H2処理細胞では、ホスファチジルセリン(PS)のレベルが一過性に上昇する傾向があった。

また、H2処理細胞ではジアシルグリセロール(DAG)が増加する傾向にあった。ミトコンドリアに

おける CL と PE の組成は、呼吸鎖機能に影響を与え、エネルギー代謝を変化させる。そこで、

H2存在下で 1 時間と 6 時間培養した SH-SY5Y細胞をメタボロミクスで分析した。主成分分析か

ら、コントロール細胞と H2存在下で 1 時間および 6 時間培養した細胞におけるメタボローム変

化の明確なクラスタリングが示され、H2 曝露で短時間に代謝変化が生じていた。大部分の代謝

産物は、H2 に 1 時間曝露後に低下した。NADH レベルが著しく低下し、ATP レベルも低下する

傾向にあった。6 時間後、NADH と ATP を含むこれらの低下した代謝産物の多くはコントロー



 

 

ル細胞のレベルにまで回復

したが、ピルビン酸と TCA

サイクルの代謝産物は低下

したままであった。H2が代謝

全体を一過性に抑制するも

のの、ミトコンドリアにおけ

るエネルギー代謝を継続的

に抑制する可能性がある。一

方、H2に 1 時間暴露するとグ

ルタチオン量の減少に伴い

グルタチオン酸化還元比が

低下した。H2暴露で一過的に

酸化ストレスが誘導される

ことを示している。リン脂質

の変動から、H2処理がエンド

サイトーシスや小胞輸送に

影響を及ぼすものと推測し

た。H2に 1 時間暴露した SH-

SY5Y細胞では初期エンドソ

ーム(EE)マーカーRab5 とリサイクリングエンドソーム(RE)マーカーRab11 の陽性領域が H2暴露

細胞では対照細胞に比べて著しく広かった。エンドサイトーシスについては蛍光標識した CTxB

と Tfn の細胞内への取り込みを調べたが変化はなかった。小胞輸送では CTxB添加 5 分後の細胞

内局在を調べたところ、ゴルジ体周辺の RE に局在する CTxB が H2曝露細胞で減少ていた。H2

曝露がエンドソーム輸送を遅延させる可能性を強く示唆している。細胞膜や小胞輸送の制御を

含む膜システムの維持には、細胞エネルギーの約 30％を消費することから、今回報告した H2に

よる生理的変化は相互に関連していることを強く示唆している。 

２）動物モデルによる炎症と過剰免疫応答抑制機構の解明 

麻酔下で生じる新生仔マウスの脳細胞死を水素ガスが抑制する機序の解明を試みた。脳組織

切片を TUNEL 法と抗 cleaved-caspase-3 抗体で染色したところ、セボフルランによって誘起され

るアポトーシスは nestin陽性の神経前駆細胞で観察された。セボフルランと 1～8%の H2 ガスを

同時投与したところ有意に細胞死が抑制されていたが、16%では抑制効果が減弱した。H2ガスの

投与は麻酔による体温・血流量変化、酸素飽和度に影響を与えなかった。また、チャンバー内に

おける体内での H2 濃度上昇は体表からの拡散ではなく、主に H2 ガスの口からの吸入によるも

のであることを確認した。Fas, Ddit3, Hmox1 などの細胞死や酸化ストレスに関連する遺伝子がセ

ボフルラン投与群で発現が上昇し、H2 ガス同時投与群で抑制された。それらの遺伝子を転写制

御する c-Jun とリン酸化 c-Jun を調べたところ H2 によって抑制される傾向が見られた。H2 は c-

Jun の抑制を介して、セボフルラン投与による細胞死や酸化ストレスを抑制したものと考えられ

る。セボフルラン投与から c-Jun 活性化に至る上流シグナルのどこで H2 が制御しているのか解

明する必要がある。 

HW の飲用は多くの炎症性疾患で抑制効果を示すことから、HW 投与後の小腸における高濃度

 
図 1：H2によって引き起こされる脂質組成の変化 
（A）PCAプロット: C、1H、6H は、それぞれ 50％H2ガスで

0 時間、1 時間、6 時間インキュベートした細胞を示す．(B）

主要なリン脂質と DAG の濃度．H2曝露により、PE、CL、PI、

DAG の濃度が有意に上昇した．データは平均±SD．*P < 0.05. 



 

 

の H2 が腸管免疫系に作

用し、免疫系恒常性を

維持する可能性があ

る。実際、マウスに DSS

で大腸炎を誘導すると

３日目までに顕著な体

重減少が見られ、軟便

や血便になる個体が増

え、大腸炎スコアの上

昇が見られた。一方、

HW を１日 1 回単回投

与すると大腸炎スコア

の上昇が抑えられた。

また、DSSによる組織損

傷が多数見られたが、

HW の投与はこれを抑制した。さらに、DSS 群において Il-6 発現量の顕著な上昇と Il-10 発現量

の顕著な減少が見られたが、HW を投与することで Il-6 の発現上昇を有意に抑制することが確認

できた。次いで、HW による腸管免疫系への影響を解析するために小腸 PP に着目した。DSS 群

では PP における Foxp3 の顕著な発現低下が見られるが、HW 投与はこれらを有意に抑制した。 

DSS モデルで HW の飲用が PP での Treg細胞減少を抑制し、腸管免疫系の恒常性に寄与した

ことから、PP での HW 飲用による抗原提示抑制の可能性を確かめた。HW 飲用は腸管免疫系の

中枢である小腸 PP での FITC-OVA 取り込みを抑制した（図 2A）。SED の FITC-OVA 陽性細胞

は、HW の前投与により減少することがわかった。HW 投与 6 時間後には、陽性細胞は有意に減

少していたが、24 時間後にはその効果は消失した（図 2B）。HW 飲用による抗原提示抑制効果は

数時間程度の一過的なものであると考えられる。 減少した細胞には CD11c陽性の樹状細胞が含

まれていることを確認した（図 2C）。HW は M 細胞を介した非自己抗原の樹状細胞への輸送と

取り込みを抑制し、腸管免疫の恒常性維持に寄与していると考えられる。さらに生理的意義の検

証が必要である。 

３）B型大動脈解離への水素ガス吸入療法の臨床試験 

当初症例数は 5例で開始したが、実際の登録症例の年齢分布が予想と異なり、さらに 5例を追

加し、最終的に 10 症例を目指している。現在までに 8例の研究参加同意が得られ、全例で人工

呼吸療法や非侵襲的陽圧換気を要せずに呼吸状態が安定し、全員が生存退院できている。これら

の初期結果は、水素ガス吸入療法が急性大動脈解離 Stanford B型患者における肺酸素化障害の治

療法としての可能性を示している。しかし、試験はまだ症例登録を実施中であり、全症例登録が

終了後の詳細な解析が待たれる。この新たな治療法が急性大動脈解離 Stanford B型患者の治療選

択肢を拡大し、患者の生活の質と予後を改善することを期待している。 
<引用文献>1) Ohsawa et al., Nat Med 13:688, 2007, 2) Sano et al., Acute Med Surg 5:113, 2017, 3) 
Mizuno et al., Med Gas Res 22:247, 2018, 4) Nishimaki et al., Curr Alzheimer Res, 15:482, 2018, 5) 
Igarashi et al., Am J Opthalmol, 207:10, 2019, 6) Terasaki et al., Physiol Lung Cell Mol Physiol 301:L415, 
2011, 7) Igarashi et al., Sci Rep 6:31190, 2016, 8) Iketani＆Ohsawa, Curr Neuropharmacol 15:324, 2017, 
9) Ito M et al., Med Gas Res 2:15, 2012, 10) Murakami et al., PLoS One 12:e0176992, 2017, 11) Fu et al., 
Neurosci Lett 453:81, 2009, 12) Terasaki et al., Lab Invest 99:793, 2019, 13) Iketani et al., Shock 48:85, 
2017, 14) Iketani et al., Sci Rep 8:16822, 2018 

 

図２：マウス小腸パイエル板での HW 飲用による FITC-OVA 取り
込み抑制効果（A）小腸 PP での FITC-OVA．（B）HW 飲用後の各時

間に FITC-OVA を投与．PP SED での陽性細胞数を測定．(C) FITC-

OVA陽性の CD11c陽性細胞の割合． 
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