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研究成果の概要（和文）：近年，分子状水素（H2）の生体作用に注目が集まっているが、分子レベルでの作用機序は不
明である。研究代表者らは、経口摂取された水素水が胃におけるグレリン産生を転写レベルで活性化し、血中における
活性型グレリン濃度をβ受容体刺激に依存して上昇させる事を明らかにした。そこで、分子状水素がβ受容体シグナル
に対してどの様に影響を及ぼしているのかについて検討した。
グレリン遺伝子５’上流域のプロモーター活性測定、細胞内cAMP濃度のリアルタイム測定、動物個体に対する水素ガス
を吸引させ検討を行い、分子状水素がβ受容体刺激を増強させていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The therapeutic potential of molecular hydrogen is emerging in a number of human 
diseases and in their animal models. However, the molecular mechanism in these hydrogen effects has not 
been elucidated enough. We showed that H2 supplementation increases gastric expression of mRNA encoding 
ghrelin and ghrelin secretion, which are antagonized by the β1-adrenoceptor blocker. Thus, we focused on 
β-adrenoceptor signaling to investigate the molecular mechanism of action induced by hydrogen. Ghrelin 
gene promotor activity assay, real-time analysis of intracellular cAMP measurements, and in vivo analysis 
with mouse provided evidence that molecular hydrogen enhances β-adrenoceptor signal.

研究分野：ガス薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
近年，分子状水素（H2）の生体作用に注目

が集まり、脳梗塞・心筋梗塞などにおける虚
血再灌流障害を水素吸入により低減させるこ
と、水素水飲水によるパーキンソン病の神経
症状を改善させる、心肺停止後の蘇生率を改
善するなどの効果が次々と報告されている。
しかし、分子状水素がこれらの効果を発揮す
る分子レベルでの作用機序は不明である。分
子状水素の直接作用としてヒドロキシラジカ
ル（OH•）を消去する抗酸化能のみが強調さ
れてきた。パーキンソン病モデル動物におい
て、低濃度の水素水を経口で摂取させること
によっても脳組織におけるチロシンヒドロキ
シラーゼ（TH）の減少が抑制される事から、
水素の作用機序を抗酸化能に限定して説明す
る事は難しいと考えられ始めた。そこで、研
究代表者らは、経口摂取された水素水は胃で
作用し、ホルモン様の物質を血中に産生する
結果、脳組織における遠隔保護作用を惹起す
るのではないかとの仮説を立て検証を行なっ
た。その結果、経口で取り込まれた水素水は、
胃におけるグレリン産生を転写レベルで活性
化し、血中における活性型グレリン濃度を上
昇させ、グレリン受容体を介して脳神経にお
ける TH の減少を防いでいる事を明らかにし
た。β１受容体阻害薬であるアテノロールを前
処置した上で水素水を投与すると、グレリン
の産生上昇が認められず、TH の減少を防ぐ
保護効果も認められなくなることから、この
経路には交感神経受容体が関与することが示
唆された。しかし、分子状水素 H２とβ受容体、
アテノロールが、どのようにグレリン産生に
結びついているのかについての知見は、皆無
であった。  

 
２．研究の目的 
 
そこで、分子状水素によるβ受容体を介し

たグレリン産生誘導をモデルとして、分子状
水素の作用機序を分子レベルで解明すること
を目的とした。β受容体刺激がグレリン産生
を亢進させることが報告されているため、分
子状水素がβ受容体シグナルに対してどの様
に影響を及ぼしているのか、またはβ受容体
シグナルを引き起こすリガンドとしての機能
を持つのかどうかについても検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) グレリン遺伝子５’上流域のプロモーター
活性測定 
	 経口摂取された水素水は、胃におけるグレ
リン遺伝子発現を亢進し、血中グレリン濃度
を上昇させると考えられる。そこで、グレリ
ン遺伝子の転写活性に与える分子状水素の影
響を検討するために、グレリン遺伝子の５’上
流域をクローニングし、培養細胞を用いたプ
ロモーターアッセイを実施した。 

(2) 細胞内 cAMP濃度のリアルタイム測定 
β受容体刺激は細胞内 cAMP量を変化させ、

シグナルの変化を生じさせる。分子状水素そ
のものがβ受容体刺激作用を有するのか検討
することを目的として、β受容体を内因性に
発現している培養細胞（HEK293 細胞）に
cAMP 濃度に応じた生物発光を示す系を作成
し、細胞内 cAMP濃度のリアルタイムモニタ
ーを可能にした。 
 
(3) 動物個体に対する水素ガス吸引の効果 
マウスに水素ガスを自発呼吸により吸引させ、
吸引前後での心拍数変化をモニターし、交感
神経系に与える影響を観察した。マウスは自
発呼吸を維持したまま麻酔下にて管理し、室
内気に一定濃度（5%）の水素ガスを混合した
空気を呼吸させた。この際、肢誘導によるマ
ウス心電図測定を継続して実施し、心拍数の
測定に用いた。 
	

４．研究成果	
 
	(1) グレリン遺伝子５’上流域のプロモータ
ー活性測定 

	
グレリン遺伝子の 5’上流域（約 1.5	 kbp）

を PCR にてルシフェラーゼアッセイ用ベクタ
ー（pGL4.11）にクローニングし、シークエン
スを確認した。その後、図１に示す様に３種
類の deletion	 mutant をそれぞれ作製した。	
これらのベクターを各々コントロールベクタ
ー（pGL4.74）とともに HEK293 細胞で共発現
させルシフェラーゼ活性を指標としたプロモ
ーターアッセイに供した。	
HEK293 細胞は、内因性のβ受容体を発現し

ており、これまでもβ受容体シグナル研究に
多用されてきた実績がある。	
分子状水素の飽和水溶液濃度は 0.8	 mM で

ある。培養液中に水素ガスを飽和させるため、
シリンジ内に培養液と水素ガスを吸引し十分
に混和し、一定時間経過後に水素添加培養液
とした。レポーター遺伝子を導入した細胞に、
水素添加培養液を加え、3.5 時間経過後に細
胞を回収し、ルシフェラーゼアッセイに用い
た。水素添加のコントロールとして、β受容
体刺激薬としてアドレナリン（1	 µM）による
活性化も同様に検討した。	
ルシフェラーゼ活性をコントロールベクタ

ーにより標準化し、水素添加培養液の有無に
よる活性値の変化倍率としてデータを比較し
た。	
アドレナリン添加（図３）による発現誘導

が全長ＡおよびＢを共発現させた細胞では認



 

 

められるのに対して、Ｃ，Ｄでは認められな
かった。一方、水素添加培養液（80	µM 相当）
を用いた場合にもアドレナリンと同様の反応
性を示したが、増強効果は上回っていた（図
２）。	
	

	

	
これらのデータから、アドレナリン刺激に

よりグレリン転写活性は増大するが、アドレ
ナリン反応性を示すエレメントはＢとＣの間
の領域に存在すると考えられた。一方、水素
添加によっても同様の活性変化が認められた
ことから、アドレナリン刺激と同じ経路を増
強することが水素添加によるグレリン遺伝子
の転写活性を増強させるメカニズムであるこ
とが示唆された。	
Ｂ－Ｃ間の遺伝子配列における転写因子結

合モチーフの存在を検索した。同部位には、
CREB(cAMP	 Responsive	 Element	 Binding	
protein)が存在していることが報告されてい
た（Biochem.	J.420:403–411,	2009）。よって、
アドレナリン刺激による増強効果とも同様の
反応を示すことから、β受容体シグナルを媒
介するセカンドメッセンジャーである cAMP
が分子状水素によるグレリン遺伝子発現の増
強作用に関与していることが示唆された。	
	

(2) 細胞内 cAMP濃度のリアルタイム測定 
グレリン遺伝子の転写活性の解析から、

cAMP の関与が示唆された。そこで、分子状水

素を細胞に作用させた際に、細胞内 cAMP 濃度
の変化を観察する為に、細胞内 cAMP 濃度のリ
アルタイム測定系を導入した。	
GloSensor-cAMP（Promega,	Fan	et	al.	ACS	

Chem.	Biol.,	2008）を安定に発現した HEK293
細胞（HEK293-cMAP）を作製した。GloSensor-
cAMP システムは、ホタルルシフェラーゼ内部
に cAMP 結合タンパク質の一部が挿入されて
おり、同部位に cAMP が結合すると、ルシフェ
ラーゼタンパク質が構造変化を示し、	生物発
光量が増加する。そのため、基質を加えた上
で、細胞に刺激を加え cAMP 量が変化すると、
リアルタイムに生物発光量が変化し、生細胞
内での cAMP 濃度変化を連続して観察するこ
とが可能である。	
HEK293-cAMP 細胞は、1	nM	Adrenaline 刺激

により増加する細胞内 cAMP 濃度変化をモニ
ターすることもできるため、十分な感度と解
像度を有していた。	
まず、分子状水素が単独でβ受容体刺激効

果を示すかどうかを確認する為、HEK293-cAMP
細胞を水素添加培養液にて刺激したところ、
いずれの濃度においても生物発光量に変化は
認められなかった。すなわち、H２単独ではβ
受容体刺激作用を示さないことが明らかにな
った。	
次に、代表的なβ受容体刺激薬であるアド

レナリン（Adr：図４）とイソプロテレノール
（Iso：図５）により刺激する際に H２を共存さ
せて検討した。いずれの刺激薬に対しても、H

２は刺激薬単独で作用させた場合よりも cAMP
濃度を上昇させた。	
さ ら に 、 cAMP 分 解 酵 素 で あ る

Phosphodiesterase	 (PDE)の非特異的阻害薬
の 3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX)で処
置した上で Adr や Iso により刺激を加えたと
ころ、cAMP 濃度上昇に対する H２の併用効果が
依然として認められた。よって、水素の作用
点は PDE 阻害作用ではなく、β受容体から
Adenylate	 cyclase までの間であると考えら
れた。		
	



 

 

	

	
また、Propranololによりβ受容体を遮断し

たところ、cAMP 濃度上昇はいずれの処置によ
っても認められなかった。よって、β受容体
刺激が加わった条件下で分子状水素はその増
強効果を示す協働作用が作用機序であると考
えられた。	
	
(3) 動物個体に対する水素ガスを吸引の効果 
 
マウスに対し、メデトミジン・ブトルファ

ノール・ミダゾラムを混注し、自発呼吸を保
ったままの状態で麻酔した。保温器にて体温
を保ったまま、肢誘導体表心電図を測定し心
拍数を連続的にモニターした。さらに、水素
ガスを室内気で希釈し 5%水素ガスを作製し
た。マウス頭部を覆う形のフェースマスクを
通して 5%水素ガスを自発呼吸下にて投与し
た。吸入開始から３０分間心電図をモニター
し、心拍数変化を観察した。 
全例では無いが、一定の割合で水素ガス吸

入を行うことにより心拍数に変化が生じる個
体が認められたが、実施例全てを含めた際に
は統計学的に有意な変化を示すことはなかっ
た。 
自発呼吸を保つ麻酔深度のため、麻酔下で

もヒゲへ対する刺激等が心拍数に変化を示す 
ことや、フェースマスク装着による顔面付近
の温度上昇などが生じ、心拍数に影響が生じ
たものとも考えられた。時間的な制約から、
マウス個体を用いた実験では、十分な解析を
行うことはできなかった。 
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