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研究成果の概要（和文）：分子状水素(以下水素)を疾患モデル動物に投与して、疾患の予防・改善効果が得られたこと
を示した報告が多数ある。そこで本研究では紫外線障害に対する水素の効果を検討した。線虫を用いた検討では水素は
紫外線照射に伴う寿命短縮作用を改善した。次にヘアレスマウスを用いて紫外線照射に伴う皮膚癌の発症に対する水素
の作用を検討したが、水素非投与マウスに比べて、水素投与マウスでは腫瘍形成時期に有意な遅延がみられた。こうし
た作用は水素による炎症機転の軽減を介した作用であることが推察された。よって水素は紫外線照射により誘発される
皮膚癌発症の初期過程を修飾し、皮膚癌発症を遅延させる効果が期待された。

研究成果の概要（英文）：Molecular hydrogen (H2) is an agent with potential applications in oxidative 
stress-related and/or inflammatory disorders. In this study, we investigated whether H2 attenuates 
UV-induced tissue injury. We first demonstrated that H2 protected Caenorhabditis elegans from high-dose 
UV exposure and extends its lifespan. We next examined whether H2 modified the history of UV-induced skin 
tumors in hairless mice and found that H2 delayed skin tumor development in its early phase. We also 
found that H2 repressed UV-induced skin inflammation, suggesting that modified skin inflammation may lead 
to delayed onset of UV-induced skin tumors. Therefore, we concluded that H2 may prevent UV-induced tissue 
injury including UV-induced malignant skin tumors.

研究分野：実験病理
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１．研究開始当初の背景 
(1) 環境における紫外線量の増加と疾病 
オゾン層破壊による地上における紫外線
量の増加により、白内障などの眼障害に加え
て皮膚癌（基底細胞癌、扁平上皮癌）および
悪性黒色腫の増加が指摘されている。近年大
規模なオゾンホールの発生により、紫外線増
加に伴う発癌患者の増加はより身近に切迫
した環境問題になりつつある。一方紫外線を
照射された細胞では紫外線の直接作用、また
は活性酸素種の発生を介して核内 DNA に
pyrimidine dimer の形成などの DNA損傷を引
き起こすとともに、生体内に多岐にわたる細
胞内シグナルが惹起され遺伝子発現が変動
しストレス反応が生じる。しかしその詳細な
機構は依然不明な点が多いとされている。 
(2) 分子状水素による疾病制御 
 2007 年以降より分子状水素を疾患モデル
動物に投与して、疾患の予防・改善効果が得
られたと多数報告されている。興味深いこと
に水素が電離放射線による生体の急性障害
を軽減することを示した論文も報告されて
いる。我々はこれまでパーキンソン病、即時
型アレルギー疾患のモデル動物に対しての
水素の効果を確認し報告している(Neurosci 
Lett 2009, BBRC 2009)。しかし水素の生体
に対する効果の分子機構についての詳細は
いまだ明かではないのが現状である。 
(3) 研究の準備状況 
我々は線虫を用いて、分子状水素の投与が
生体内の酸化ストレスを軽減することで寿
命延長につながるかどうかを検討した。空気
中に 2%の濃度で水素を添加して野性株 N2、
および酸化ストレス感受性株mev-1で検討し
たが有意な寿命延長効果は観察されなかっ
た。しかし線虫幼虫期に UVB を照射してスト
レス負荷を行ったところ、紫外線障害に伴う
線虫の生存率低下改善させることを見いだ
した。こうした水素の紫外線保護効果は、成
虫期に照射した場合にも同様に観察された。
こうした観察結果から分子状水素は紫外線
による生体の障害を軽減することが示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究では紫外線障害に対する分子状水
素を用いた新規予防法を提案することを目
的とした。予備的検討で分子状水素は紫外線
照射された線虫の生存を有意に改善するこ
とを見いだしているが、この作用を詳細に検
討した。 
さらにこの分子状水素の作用をマウスモ
デル動物にも応用して、皮膚癌の発症を抑制
できるかを検証し同時にその分子機構を線
虫の場合と対比して解析を行った。線虫で観
察された現象を哺乳動物のモデル動物に応
用することで最終的に分子状水素を用いた
紫外線障害に対する保護方法の提唱に至る
ことを本研究の最終目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) はじめに線虫の生存率を指標として、紫
外線暴露に対する水素の生体保護効果を検
討した。線虫は N2 株を用いて空気下のコン
トロール環境とこれに水素を 4%添加した水
素添加環境で飼育し、UVC または UVB の紫外
線を照射した後の経時的生存率を確認した。
さらに線虫卵を用いて紫外線耐性を検討し
た。さらに SYTO12 を用いて水素投与に伴う
生殖細胞における紫外線照射後のアポトー
シスの差を検討した。long PCR の増幅率によ
り DNA 損傷に与える影響を判定した。さらに
pPD129.36 Vector を用いて RNAi 発現ベクタ
ーを作成し、長寿関連遺伝子、ストレス反応
遺伝子、DNA 修復遺伝子などをノックダウン
し水素の作用との関連についての検討を行
った。 
(2) 哺乳動物での紫外線暴露に際しての水
素の保護効果を検討するために、ヘアレスマ
ウスに UVB を照射し皮膚発癌を誘発し、水素
投与が腫瘍形成に与える影響を検討した。6
週齢ヘアレスマウス 12 匹を 2 群に分け水素
投与群には水素ガス及び水素水の投与を開
始した。非投与群には、脱気水と空気にて飼
育した。平成 26 年度の検討では 7週齢より 1
回 450 mJ/cm2の UV 照射を開始した。UV 照射
は 1 週間当たり 3 回の照射を 30 週間継続し
た。この検討では多発性の多数の発癌誘発が
見られ水素の効果判定が困難であったため、
平成 27年度の検討では平成 26年度の検討と
比較して 60%程度の UVB 照射量に設定し 1 回
270 mJ/cm2の積算照射量で、7 週齢目から 20
週間にわたり週 3回の頻度で行った。マウス
への水素投与は、UVB 照射開始 4週間前(3 週
齢)から行い、UVB 照射期間中の 27 週齢まで
20 週間にわたり投与した。観察期間中には皮
膚発赤と肥厚を定量したほか、組織像・遺伝
子発現の検討のため経時的に皮膚検体を採
取して、免疫組織染色、real time PCR 等に
よる検討を加えた。観察終了時には解剖し形
成された皮膚癌の組織像の評価を行った。 
(3) 水素による生体作用の分子機構を明ら
かにするために正常の肝臓を用いて分子状
水素の投与の有無による細胞内シグナルと
DNA マイクロアレイによる遺伝子発現の変化
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)非 UV照射の条件下では水素は線虫寿命を
わずかに延長する可能性が示唆されたが有
意差は観察されなかった。次に線虫が成虫に
なった生後4日目に紫外線照射を行い照射後
の寿命を検討したところ、水素投与群で有意
に生存期間の延長を見た。線虫卵を用いた紫
外線耐性の検討でも生存率の増加が観察さ
れた。生殖腺での紫外線照射によりアポトー
シスの誘導は水素投与で抑制された。また水
素添加によりDNA損傷が有意に減少すること
も観察された。RNAi 発現ベクターを用いた検
討では、age-1, wdr-23, hif-1, rad-51 のノ



ックダウンにより水素の保護作用が減弱し
生存期間に有意差が観察されなくなったこ
とより、これらの分子の関連経路が分子状水
素の紫外線障害保護効果に重要であること
が示唆された。 
(2) ヘアレスマウスを用いた紫外線照射皮
膚発癌モデルでの平成 26 年度の検討では、
13 週目ごろより皮膚上皮の肥厚性病変を認
め、さらに 20 週目前後に皮膚癌形成が観察
された。この検討では腫瘍の形成に明らかな
差は観察されなかった。次に紫外線照射線量
を減少して行った平成 27 年度の検討では水
素非投与マウスに比べて、水素投与マウスで
は腫瘍形成時期に有意な遅延がみられた。し
かし、最終的に個体ごとに形成される腫瘍数
には大差はなかった。また UVB 照射によって
形成された腫瘍の組織型も両群間で差を認
めなかった。一方この UVB 照射時期の皮膚の
炎症を免疫組織染色で検討したところT細胞
に対する抗 CD3 抗体による免疫染色では、非
投与群と水素投与群で明らかな差は見られ
なかったが、好中球に対する抗 Gr-1 抗体に
よる免疫染色では非投与群に比べて水素投
与群で炎症細胞の減少傾向が見られた。水素
はUVBにより皮膚に惹起される炎症を軽減し、
持続する炎症刺激に伴う皮膚表皮の反応性
変化を減弱することが示された。こうした水
素の作用は、紫外線照射により誘発される皮
膚癌発症の初期過程を修飾し、皮膚癌発症を
遅延させる効果が期待された。 
(3) 肝臓における分子状水素による遺伝子
変化と、その上流で影響を受けると思われる
シグナル伝達機構の解析を行ったところ、正
常肝臓においても ERK, p38 および NFkB のシ
グナルが減弱していることを明らかにした。
さらに水素の生体への投与法を水素水とし
て飲水させる方法と、水素ガスとして吸入さ
せる方法を比較したところ遺伝子発現に対
して両者は相加的に作用すること、水素濃度
が極めて低いとことが観察された腎臓、脳な
どにおいても同様の傾向で遺伝子変動が水
素で観察される事などを認めた。こうした成
果は Mol Cell Biochem に報告した (Sobue et 
al., Mol Cell Biochem, 2015)。 
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