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研究成果の概要（和文）：申請者らは、これまでの研究により、水素分子(H2)が抗酸化物質として優れており、２型糖
尿病モデル動物（db/db マウス）に水素分子を投与することによって、高血糖や肥満が改善することを発見した。本研
究では、生体内の酸化ストレスを定量評価できるトランスジェニックマウスを開発し、さらに糖尿病モデルマウス（db
/db）との掛け合わせを行い、糖尿病モデルマウスでの生体内酸化ストレスを生きた状態のマウスで定量評価すること
に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that molecular hydrogen (H2) has great potential for improving ox
idative stress-related diseases by inhaling H2 gas, injecting saline with dissolved H2, or drinking water 
with dissolved H2 (H2-water). In this study, we showed drinking H2-water improved obesity and hyperglycemi
a in db/db mice. Furthermore, we developed a transgenic mouse that can quantitatively evaluate the oxidati
ve stress in the body. We crossed the mice with db/db mice to measure oxidative stress in living mice.
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１．研究開始当初の背景 
 酸化ストレスは、糖尿病を誘発する原因の

ひとつと考えられている。また、糖尿病を発

症すると酸化ストレスがさらに増加し、腎症

や網膜症等の合併症を引き起こすことが知

られている。一方、ビタミン Cや-リポ酸等

の抗酸化物質は、糖尿病や合併症の改善によ

い作用をもつことが動物モデルおよび臨床

例において報告されている（Ann. N. Y. Acad. 

Sci., 1031, 204, 2004; Cardiovasc. Diabetol., 

4, 5, 2005）。 

 酸化ストレスは、強い酸化力をもつ活性酸

素種やフリーラジカルが過剰に生じること

により起こる。なかでも強力なヒドロキシラ

ジカル（•OH）は生体に悪い影響をもたらす

ので、抗酸化物質により取り除くことが重要

である。一方、一酸化窒素（NO•）は神経伝

達物質として機能し、血管の拡張に必須であ

る（Biosci. Rep., 24, 452, 2004）。 

 これらの点を考えると、抗酸化物質を摂取

する場合、有害な活性酸素種のみを除去し、

生理作用に必要な活性酸素種を損なわない

ようにしなければならない。実際、強力な抗

酸化物質を日常的に摂取していると、むしろ

死亡率は上昇することが報告されている（J. 

Am. Med. Assoc., 297, 842, 2007）。 

 申請者らは、これまでの研究により、水素

分子（H2）が有害な活性酸素種のみを選択的

に還元することを見つけ、脳梗塞モデル動物

において、水素分子の投与により急性酸化ス

トレスが軽減し、脳梗塞が改善することを報

告した（Nat. Med., 13, 688, 2007）。また、

抗がん剤の副作用による腎障害の軽減や、ス

トレス負荷によって生じる記憶力の低下の

改善等、幅広い領域において酸化ストレスが

関与する症状の改善に効果があることを報

告した（Cancer Chemother Pharmacol., 

64,753, 2009, Neuropsychopharmacology., 

34, 501, 2009)。 

 以上の研究から、水素分子による酸化スト

レス障害の軽減を明らかにしているため、酸

化ストレスがその一因となっている糖尿病

もまた改善できることが予想された。 
 
２．研究の目的 
糖尿病の発症と進行における酸化ストレス

の発生と蓄積、及び、水素分子による酸化ス

トレスの除去を明らかにする。そして、個体

レベルでの酸化ストレスの定量的評価が可

能なマウスを開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル動物 

 レプチンレセプターに遺伝子変異を有す

る db/dbマウスを 2型糖尿病モデルマウスと

して使用した。また、db/+マウス（肥満およ

び糖尿病を発症しない）を正常群として使用

した。 

（２）水素分子の投与方法 

 飲用水として水素水（水素ガスを精製水に

飽和レベルまで溶解させたもの）を与えて自

由摂取させた。対照水は、水素水から水素ガ

スを脱気したものを用いた。給水は毎日行い、

給水瓶は水素が抜けないように特別に工夫

してあるものを使用した。 

 実験開始時（6週齢）より実験終了時（18

週齢）まで連続して投与した。 

（３）肥満、糖尿病症状の解析 

 経時的に体重を測定し、体重変化を観察し

た。また、小動物用 CTスキャンにて皮下脂

肪と内臓脂肪を測定した。血糖値、血中イン

スリン、中性脂肪等の血液パラメーターにつ

いては解剖時に心臓より採血し測定を行っ

た。 

（４）生体内酸化ストレスを定量評価できる

トランスジェニックマウスの作製 

 roGFP（酸化還元状態により励起波長スペ

クトルが変化する緑色蛍光タンパク質）を発

現するトランスジェニックマウスを作製す

る。酸化ストレスはミトコンドリアで酸素を



利用してエネルギーを産生する際に発生す

るため、ミトコンドリア内の酸化ストレスを

測定できるように、ミトコンドリアターゲッ

ティングシグナルを付加した roGFP を発現

するトランスジェニックマウスと細胞全体

で roGFP を発現するトランスジェニックマ

ウスの２種類を作製する。 

（５）生体内の酸化ストレスを時空間的に定

量評価できる糖尿病モデルマウスの作製 

（４）で作製した roGFP トランスジェニ

ックマウスと２型糖尿病モデルマウス

（db/db マウス）の掛け合わせを行い生体

内酸化ストレスを定量評価できる糖尿病モ

デルマウスを作製する。 
 

４．研究成果 

（１）肥満と高血糖について 

 ２型糖尿病モデルマウス（db/db）に水素

分子を投与したところ、初めは対照投与群と

同様に体重が増加したが、途中から体重増加

が抑制されるようになり肥満が改善される

ことが明らかとなった（図２）。この時、摂

食量と飲水量については水素分子投与群と

対照群で差は見られなかった。 

 さらに、血糖値、血中インスリン濃度、中

性脂肪濃度の低下にも効果を有することが

わかった（図３）。これらの効果は、飽和水

素水（0.8mM）を投与した場合、対照群と比

べ有意な差であった。また、10 倍に薄めた水

素水（0.08mM）については、有意ではないも

のの差がある傾向にあった。 



（２）生体内の酸化ストレスを定量評価でき

るモデルマウスの開発について 

roGFP蛋白質は、酸化還元状態により立体

構造中の S-S結合の形成、切断が起こる。S-S

結合の有無により立体構造が変化し、405nm

と 480nm 励起波長による蛍光強度の比率が

変化する。この roGFP を発現しているトラ

ンスジェニックマウスを作製した（図４）。

励起波長の 405nmと 480nm、さらに自家蛍

光を測定するための波長である 450nm の

LEDランプや CCDカメラ、動物麻酔装置等

を測定用の暗箱に設置し測定装置を組み立

てた。roGFPは酸化状態と還元状態において

405nmと 480nmで励起した場合の吸光スペ

クトルが異なるため、２つの励起波長による

蛍光強度の比率により酸化還元状態を表す

ことができる。そこで、405nmと 480nmの

蛍光強度の比率を色に変換して視覚的に理

解できるようにした（図５）。このマウスの

組織を酸化剤である過酸化水素と還元剤で

ある DTT で処理した時に酸化還元状態によ

り予想通り色が変化し、酸化還元状態の測定

にこのトランスジェニックマウスが利用で

きることがわかった。 

 

 

（３）生体内の酸化ストレスを時空間的に定

量評価できる糖尿病モデルマウスの作製に

ついて 

 上記のトランスジェニックマウスを２型

糖尿病モデルマウスの db/dbマウスと掛け合

わせを行い、糖尿病モデルマウスでの生体内

酸化ストレスを生きた状態のマウスで定量

評価することに成功した。Db/dbマウスでは、

血糖値が上昇するよりも早い時期に酸化ス

トレスへの感受性が高まっていることが明

らかとなった。また、ミトコンドリアは酸素

を利用してエネルギーを産生する際に活性

酸素を発生するが、抗酸化機能が備わってい

るためか酸化ストレスへの感受性は細胞質

より低いことも明らかとなった。（論文投稿

準備中のため詳細な結果は割愛） 
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