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研究成果の概要（和文）：我々は酸素を利用してエネルギーを産生している。その一方で、酸素はより親電子性
の高い物質（親電子物質）に変換しやすい性質をもち、親電子物質は細胞内の生体分子と不可逆的に反応するこ
とで病態を引き起こす。我々は生体内に存在する求核性の高いイオウ（活性イオウ）が親電子物質の解毒・代謝
に重要な役割を果たすことを見出した。活性イオウの生成酵素を同定し、これを発現させることで心不全リスク
が軽減することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We utilize oxygen as a source to generate energy. In contrast, oxygen easily
 converts to more electrophilic substrate (electophile) and electrophile irreversibly modifies 
intracellular molecules, resulting in the development of diseases. We revealed that intracellular 
nucleophilic sulfur species (reactive persulfide species) act as chelator of electrophile to 
eliminate electrophilic modifications in cells.  We also identified a key enzyme generating reactive
 persulfide species, and overexpression of this enzyme in cardiac cells was found to reduce the risk
 of heart failure in mice.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
冬眠は延命のための重要な生理機能であ
る一方で、生命機能を極限まで低下させる死
と隣合せの危険な行動でもある。例えばシマ
リスは、400 回／分ある心拍を冬眠時に 10
回／分まで落とす。非冬眠動物の場合、低体
温により心臓が活動停止するため冬眠でき
ないと理解されている。その一方で、活性イ
オウ分子種（reactive sulfur species; RSS）
のドナーとなる硫化水素ガスがマウスを人
工的に冬眠状態（代謝と心臓機能の可逆的抑
制）にできることが明らかにされ（Science, 
2005）、医療応用への関心が高まっている。 
申請者らは最近、心筋梗塞後の非梗塞（梗塞
周辺）領域の心筋細胞が冬眠様の表現型を示
し、これが引き金となって心筋老化（慢性心
不全）が誘導される可能性を見出した。驚く
べきことに、親電子性の高い内因性・外因性
物質（親電子物質）の代謝・消去を担う RSS
が虚血後の冬眠心筋組織に多く蓄積してい
た。東北大医学部・赤池孝章教授らとの共同
研究により、RSSの分子実体がシステインの
ポリ硫黄鎖であること（Nature Chem Biol, 
2012; PNAS, 2014）、RSSの多くが翻訳時に
コードされるタンパク質ポリ硫黄鎖である
ことも明らかになってきた。RSSの役割につ
いてはレドックス二元論（活性酸素シグナル
の善玉・悪玉説）の中でしか議論されてこな
かったが、上記の知見は、RSSが心臓の生理
的機能低下（冬眠）の制御分子となる可能性
を示している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、冬眠特異的タンパク質または
その結合タンパク質（三量体 GTP 結合タン
パク質）を、心機能低下を担う RSS の分子
実体と捉え、RSSの基質となるポリ硫黄化シ
ステインの心筋取り込み機構および RSS 含
有タンパク質による心筋冬眠誘導の分子機
構解明を目的とする。これを基に、申請者が
H24-25 年度挑戦的萌芽研究の成果として見
出した病態心筋の RSS 枯渇を抑制する薬を
心不全モデルマウスに適用し、適切な心筋
RSS 量の維持が予後改善に結びつくことを
示す。 
 
３．研究の方法 
低濃度の硫化水素ガスが心筋細胞の拍動
数やエネルギー代謝を低下させることから、
硫化水素ガスを長時間曝露したラット新生
児心筋細胞を用いてRSSタンパク質のプロテ
オーム解析を行う。申請者らは、ポリ硫黄鎖
（Cys-Sn-SH）の真ん中の S が親電子性を持
つことに着目し、求核性の高いシアン（CN）
にビオチンを付加した化合物を反応させ、ポ
リ硫黄鎖を持つタンパク質をプルダウンす
る。得られたタンパクサンプルを 2次元電気
泳動により分離し、質量分析により硫化水素
ガスにより高度にポリ硫黄化されるタンパ
ク質を同定する。昨年度までの挑戦的萌芽研

究の中で、親電子物質が心筋細胞のミトコン
ドリア分裂を促進する GTP 結合タンパク質
（dynamin-related protein 1; Drp1）を活
性化することでミトコンドリアの分裂を介
したエネルギー代謝低下を引き起こすこと
を明らかにしている。そこで、特にミトコン
ドリアの分裂・融合を制御する Gタンパク質
やイオンチャネル、および冬眠特異的タンパ
ク質（hibernation-specific protein; HP）
に着目して解析を行うこととする。 
心筋梗塞後の慢性心不全において、非梗塞
部位である周辺領域で著しい心筋老化とミ
トコンドリア巨大化を確認した。さらに、心
筋梗塞初期（1 週間後）のマウス左心室にお
いて、梗塞周辺領域で RSS の蓄積とエネルギ
ー代謝異常（ATP 蓄積）、ミトコンドリア分裂
が確認されている。この際、Drp1 は顕著に活
性化されるものの、4週間後には Drp1 のジス
ルフィド結合が亢進し、逆に Drp1 活性を低
下させることも明らかにしている。そこで、
心臓への RSS 蓄積が Drp1 のポリ硫黄化を促
進し、Drp1 のジスルフィド結合を抑制するこ
とで心筋老化を改善するかどうか検証する。
また、RSS 蓄積がマクロファージ浸潤による
ものかどうかについても検討を行う。 
 
４．研究成果 
マウスに NaHS を腹腔内投与し、心機能お
よび体温への影響を調べた。心不全を抑制す
る低濃度（300ug/kg/day）を 4週間持続的に
投与することで、体温変化なく、心拍数の有
意な低下が観察された。Ming Xian らのグル
ープが開発した Sulfane sulfur 検出蛍光指
示薬 SSP2 を用いてマウス心臓の凍結切片組
織標本に処置したところ、正常マウス心臓で
はほとんど蛍光増加が認められなかったも
のの、NaHS 投与マウス心臓では緩徐な蛍光増
加が観察された。一方、心筋梗塞モデル心臓
の梗塞周辺領域では NaHS 投与心臓よりも強
い蛍光増加が観察された。そこで、梗塞周辺
領域画分を可溶化させたタンパク抽出液を
用いて CN-biotin（Tag-switch-tag）アッセ
イを行い、RSS をもつタンパク質を網羅的に
解析した結果、非常に多くのタンパク質が高
度にポリ硫黄化されていることがわかった。
一方、摘出ラット心臓に低温（20℃）栄養液
を 3時間低容量負荷で灌流し、冬眠状態を模
倣させたところ、SSP2 陽性の蛍光増加やポリ
イオウ化タンパク質量の増加は認められな
かった。 
次に、梗塞周辺領域の心筋細胞でミトコン
ドリアの過剰分裂が観察されたに着目し、そ
のメカニズム解析に着手した。ミトコンドリ
アの分裂は dynamin-related protein 1 
(Drp1)によって厳密に制御されており、Drp1
はレドックス活性の高いGTP結合タンパク質
（G タンパク質）であることも報告されてい
る（Cho D-H et al., Science, 2009）。そこ
で、心筋 Drp1 タンパク質の活性状態を
GTP-agarose を用いたプルダウンアッセイに



より評価したところ、梗塞周辺領域の心臓に
おいて確かに Drp1 の GTP 結合活性が増加し
ていることが明らかになった。また、
Tag-switch-Tag 法を用いて内因性 Drp1 のポ
リイオウ量を調べた結果、内因性 Drp1 タン
パク質は C 末端側の redox-active システイ
ン依存的にポリイオウ鎖を形成することが
わかった。さらに、この Drp1 ポリイオウ鎖
は、低酸素ストレスや有機水銀などの環境化
学物質を与えることで枯渇すること、心筋細
胞における Drp1 のイオウ枯渇が NaHS 処置に
よってキャンセルさせることなどが明らか
になった。これまで G タンパク質の GTP/GDP
交換サイクルは基本的にグアニンヌクレオ
チド交換因子（GEF）と GTPase 活性化因子
（GAP）の２つによってのみ制御されるもの
と信じられてきたが、本研究により Drp1 の
活性化がC末端のシステインポリイオウ鎖の
長さ（枯渇と伸長）によっても調節されると
いう全く新しい概念が提唱された。 
さらに、Drp1 タンパク質にポリイオウ鎖を
供給する責任合成酵素の探索も行った。硫化
水素やシステインパースルフィドの生成酵
素として cystathionine -synthase (CBS)
や cystathionine -lyase (CSE)が過去に報
告されている（Ida T et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2014）。しかし、げっ歯類
の心臓や骨格筋組織に CBSや CSE がほとんど
発現していないことを我々はすでに確認し
ている（Nishida et al., Nat. Chem. Biol., 
2012）。東北大医学部・赤池グループとの共
同研究によりシステインを基質に用いる酵
素群に着目した解析を行った結果、心臓にお
けるシステインパースルフィドの主たる合
成 酵 素 が Cysteinyl-tRNA synthetase 2 
(CARS2)であることを明らかにした。CARS2 は
ミトコンドリア局在型の組織普遍的に発現
するタンパク質である。HEK293 細胞に内因性
に発現する CARS2 を CRISPR/Cas9 システムを
用いて欠損させた細胞を樹立し、内因性 Drp1
の活性を測定したところ、驚くべきことに
CARS2 欠損細胞において、Drp1 の著しい活性
増加とポリイオウ鎖の枯渇が観察された。以
上の結果より、CARS2 が Drp1 にポリイオウ鎖
を供給し、ミトコンドリア分裂を負に制御す
る酵素であることが明らかとなった。 
上記の知見をもとに、CARS2 を心筋細胞特
異的に発現させるアデノ随伴ウィルスを作
成し、生後 1週令のマウスに投与した。その
後 4週間にわたって経過観察を行ったが、心
筋細胞に CARS2 を過剰発現させても心機能
（収縮力と心拍数）に変化を与えないことが
わかった。これと平行して、CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いた CARS2 欠損マウスも作出し、
2017年5月に心機能解析をはじめられる状況
にまで繁殖飼育が進んでいる。 
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