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研究成果の概要（和文）：マウスは高濃度酸素下で水素吸入により生存率が延長し、好中球の肺

内浸潤も軽減していた。培養ヒト肺胞上皮細胞で、アンチマイシン Aによる酸化ストレスに対

して水素は細胞保護効果が見られた。ミトコンドリアから発生するスーパーオキシドも、水素

付加群ではコントロール群に比べて有意に低く、また、アンチマイシン Aを添加した後の産生

量の増加も小さくなっていた。水素は高濃度酸素による肺障害に対して保護効果が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）：Survival time of mice exposed to hyperoxia became longer when the 
mice breathed hydrogen gas, and the leukocytes accumulation in the lungs was reduced. 
Hydrogen gas protected cultured human alveolar epithelial cells against antimycin 
A-induced oxidative stress. The level of superoxide produced by mitochondria was 
significantly low, and the increase in superoxide produced by antimycin A was also lower in 
the presence of hydrogen gas. Hydrogen gas protected lungs against hyperoxic lung injury. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・呼吸器内科学 
キーワード：非閉塞性肺疾患癌、肺線維症、呼吸器感染症、その他・酸素障害 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 活性酸素種の中でも反応性が高く組織
障害性が強い水酸化ラジカルが水素によっ
て消去されることが示され、水素ガスを吸入
投与すると血液を介して水素は全身に行き
渡り、活性酸素に関連した病変を抑えること
が出来ることが、報告されている。 
 
(2) 呼吸器疾患領域においても高濃度酸素
吸入による肺障害を予防できると期待した。 

 
２．研究の目的 
(1) in vivo のマウスを用いた実験では、１
年目に高濃度酸素暴露での肺障害による生
存曲線を調べ、 
さらに吸入水素ガスの濃度による違いを調
べる 
 
(2) ヒト肺胞上皮細胞(A549)に酸化ストレ
スを与え、水素付加有無による細胞数および
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細胞内活性酸素種(ROS）量を比較検討する。 
 
(3) ミトコンドリアに酸化負荷を加え、水素
の効果を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) C57BL/6J 雄性マウスを使用し、
control(O2 21%)、高濃度酸素(O2 80%,)、水
素(O2 80%, H2 2%)、NO(O2 80%, NO 80 ppm)、
NO＋水素(O2 80%, NO 80 ppm, H2 2%)の 5 吸
入群（いずれも N2 Balance）にて実験を行い、
生存時間解析を行った。肺障害の程度を肺乾
湿重量比とMPO(myeloperoxidase)活性で6日
目に調べた。 
 
(2) 水素付加群と水素非付加群の 2群に分け、
常酸素(21％)下で 12 時間前培養した。その
後水素付加群を、酸素 21％、二酸化炭素5％、
窒素 72％、水素濃度が 2％になるよう調整し
たチャンバー内で培養した。水素非付加群は
常酸素下で培養を続けた。酸化剤として、ス
ーパーオキシドを生成させるメナジオン、ア
ンチマイシン、細胞内で HO ラジカルを生成
させるフェントン反応を起こす硫酸銅(Ⅱ)+
アスコルビン酸を使用した。24 時間後に
WST-8 を用いて生細胞数を測定し、一方、ミ
トコンドリアのスーパーオキシドを検出す
る蛍光試薬である MitoSOX および HO ラジカ
ル、 -OCl、ONOO- などの強いラジカルを検出
する蛍光試薬である APF（aminophenyl 
fluorescein）をあらかじめ細胞に取り込ま
せ、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
(3) マウス肝からミトコンドリアを単離し、
タンパク量で基準化し、MitoSOX の蛍光強度
でスーパーオキシド発生量を測定し、水素付
加群と水素非負荷群とで比較した。基質であ
るコハク酸を投与し、200 秒後にミトコンド
リア複合体 IIIを阻害してスーパーオキシド
を産生させるアンチマイシン A を投与し、30
秒ごとに蛍光強度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) H2吸入群、NO 吸入群および NO+H2吸入群
では、高濃度酸素吸入群に比べ累積生存率が
有意に延長した（下図）。 

 高濃度酸素吸入では control群に比べ肺乾

湿重量比が有意に高値を示し、このことから
高濃度酸素により血管透過性を亢進し肺傷
害を起こしていることがわかった。H2吸入群、
NO 素吸入群、NO+H2 吸入群では高濃度酸素吸
入群と比較すると、乾湿重量比の増加が有意
に抑制された。このことから H2、NO 共に血管
透過性を低下させたことがわかった。
control 群と高濃度酸素群を比較すると、MPO
活性値が有意に上昇し(P＜0.01)、高濃度酸
素群と水素群を比較すると MPO活性値が有意
に低下した(P＜0.01)。つまり、水素の吸入
が好中球集積を抑制していた。 
 
(2) 水素存在下の細胞の生存率は、メナジオ
ンでは減少し、アンチマイシンＡでは増加し
（下図 WST-8 による生細胞数）、フェントン
反応では変化なかった。水素はメナジオンの
ような HO ラジカルを生成させる酸化ストレ
スに対しては、細胞保護効果が見られなかっ
たが、アンチマイシン Aのようなスーパーオ
キシドを生成させる酸化ストレスに対して
は、生成を抑制させ、細胞を保護する効果が
あると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 単離したミトコンドリアに水素を付加
して、産生されるスーパーオキシドに対して
水素付加群と水素なし群の影響を比較検討
したところ、ベースラインの測定において、
ミトコンドリアから出ているスーパーオキ
シドは、水素付加群ではコントロール群に比
べて有意に低く、また、アンチマイシン Aを
添加した後の産生量の増加も小さくなって
いた（下図）。 
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