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研究成果の概要（和文）：硫化水素（H2S）には細胞保護作用が認められるが、D-システインを投与することで
H2Sを産生できることがわかっている。本研究では、D-システインの脂溶性を高めたN‐アセチル‐D‐システイ
ンを投与することによりD‐システインよりも効果的に腎虚血再灌流障害を軽減できる可能性を示した。
　虚血再還流障害の軽減機構には不明点が残されているが、H2Sの産生酵素である3-メルカプトピルビン酸サル
ファトランスフェラーゼ（3MST）が再灌流障害の発生初期段階において他の産生酵素に先んじて低下することを
見出した。3MSTの低下を防ぐことができれば、腎虚血再灌流障害を従前よりも軽減できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen sulfide (H2S) modulates synaptic activity in the brain and relaxes 
vasculature.  In addition to its function as a signaling molecule, H2S has a cytoprotective effect. 
 H2S is produced from L-cysteine by three different H2S-produsing enzymes, cystathionine β-synthase
 (CBS), cystathionine γ-lyase (CSE), and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3MST) along with 
cysteine aminotransferase (CAT).  An additional pathway for the production of H2S is from D-cysteine
 by 3MST and D-amino acid oxidase (DAO).  We found that N-acetyl-D-cysteine attenuates 
ischaemia-reperfusion injury caused in the kidney more effectively than D-cysteine.  We also found 
that 3MST protein levels decreased at early-time points after the renal insult, but not CSE and CBS 
levels, suggesting that 3MST is susceptible to ischaemia-reperfusion injury.  This study presents a 
new therapeutic approach to deliver H2S to the kidney and provides novel approach to examine the 
mechanisms of ischaemia-reperfusion injury.

研究分野： 薬理学、生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　腎障害は生命を脅かす危険性があり、治療には透析療法を導入することが少なくない。しかしながら、一旦導
入すると長期間の透析を強いられるなどの負担が大きい。これに対して本研究では、D‐システインもしくはN‐
アセチル‐D‐システインを腎不全の予防や重篤化の防止に役立てることができる可能性を示した。
　虚血再還流障害の軽減機構を解明するためには、再灌流障害の発生初期段階におけるH2S産生酵素群の量的変
化の観点から解析を進める必要性があると考えられる。本研究によって、H2S産生酵素群の時系列変化という新
たな視点から腎虚血再還流障害の発症、進展、あるいは軽減機構を解明できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
硫化水素（H2S）は、古くから有毒物質として広く知られている。しかしながら、シグナル分

子としての H2S が見出されて以来、その生理作用を解明する研究が数多く行われている。その
結果、H2S の作用としては、神経伝達調節、平滑筋弛緩、細胞保護、インスリン分泌調節、血
管新生など極めて多岐におよぶことがわかっている。 
生体内には H2S の産生酵素が存在しており、ピリドキサールリン酸依存性のシスタチオニン

β-シンターゼ（CBS）とシスタチオニンγ-リアーゼ（CSE）が知られている。CBS と CSE は L-
システインから H2S を産生するが、筆者らは脳内の産生酵素を探索する過程で 3-メルカプトピ
ルビン酸サルファトランスフェラーゼ（3MST）に着目し解析を進めてきた。3MST の基質は 3-
メルカプトピルビン酸（3MP）と考えられている。光学活性をもたない 3MP は、L-システイン
とα-ケトグルタル酸からシステインアミノトランスフェラーゼ（CAT）によって供給される。
CAT-3MST は、生理的環境下では活性が低いとの理由からあまり重視されていなかった酵素であ
るが、意外なことに脳では CBS 以上に多くの H2S を産生し得る。 
その後我々は、L-システインのネガティブコントロールとして用いた D-システインからもH2S

が産生されることを見出し、D-アミノ酸酸化酵素(DAO)－3MST による経路を同定した。DAO-3MST
は、小脳と腎臓で認められ、腎臓抽出液を用いた検討では L-システイン経路の約 80 倍もの活
性を示す。D-システインは、腎虚血再還流障害を L-システインよりも効果的に減弱することか
ら、腎疾患の新規治療薬になり得ると考えられた。 
 
２． 研究の目的 
（１）D-システインは腎疾患の新規治療薬になり得ると考えられたが、マウスを用いた腎虚血
再還流障害の検討結果を体重 50 kg に換算すると、1日約 70 g の D-システインが必要となる。
現状では医療応用を指向することが難いため、投与量を低減化するための検討を試みた。 
 
（２）D-システインを投与することで腎虚血再還流障害が顕著に軽減されることが判明してい
るが、その軽減機構には不明点が残されている。本研究では、「D-システイン- H2S 産生システ
ム」の観点から産生酵素の発現量に着目し、腎虚血再還流障害の軽減機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）D-システイン投与量を低減化するための検討は以下の方法で行った。一般に D-システイ
ンは、アミノ酸トランスポーターを介して細胞内に取り込まれると考えられている。これに対
して本研究では、トランスポーター非依存的な細胞への取込みを促すため、D-システインにア
セチル基を付加することで脂溶性を高めた N-アセチル-D-システインの効果を検討した。8-10
週齢の ICR 雄性マウスに対して、食塩、D-システイン、N-アセチル-D-システインをそれぞれ経
口投与した後、左腎動脈をクレンメで 45分間閉塞した。再灌流 24時間後に腎臓を摘出し、腎
切片上でのホルマザン色素（2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride, TTC）染色による細胞活
性の測定を行った。 
 
（２）腎虚血再還流障害の軽減機構を解明するための検討は以下の方法で行った。8-12 週齢の
C57BL/6N 雄性マウスに対して、左腎動脈の閉塞時間を 25 分から 10 分間隔で段階的に 55 分ま
で増やし、再灌流 24時間後に腎臓を摘出した。その後、腎障害の指標である血清クレアチニン
値を測定するとともに産生酵素（CBS, CSE, 3MST）の発現量をウエスタンブロット法で解析し
た。 
3MST と機能的に類似すると考えられるロダネーゼ（TST）の発現量については、野生型及び

3MST ノックアウトマウスを対象とし、ウエスタンブロット法で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）D-システイン投与量を低減化するための検討 
ホルマザン色素（TTC）は、細胞内ミトコンドリアの還元酵素によって赤色を呈する色素であ

る。虚血再灌流を施していない腎臓の切片を TTC で染色すると、食塩、D‐システイン、N‐ア
セチル‐D‐システイン投与のいずれにおいても髄質および皮質が赤色を呈した。一方、虚血再
灌流を施した腎臓では、食塩投与群で皮質・髄質ともに TTC で染色されず、N‐アセチル‐D‐
システイン投与群では皮質において D‐システイン投与群よりも TTC による染色が顕著であっ
た。 
システインは水溶性であり、細胞膜の透過性は低いと考えられる。システインはアミノ酸ト

ランスポーターによって細胞内に取込まれるが、その効率は L‐システインよりも D‐システイ
ンのほうが低いと考えられている。今回の検討では、トランスポーター非依存的に D‐システ
インを取込ませるため、N‐アセチル‐D‐システインを用いた検討を行った。脂溶性を高めた
N‐アセチル‐D‐システインを投与することによって D‐システインよりも著効を示し得るこ
とがわかった。 

L‐システインは、興奮毒性を有するアミノ酸として知られている。そのため、L‐システイ
ンの大量投与には危険性を伴うことが懸念される。一方、D‐システインは比較的毒性が低いと
の報告がある。今回の結果から、N‐アセチル‐D‐システインを腎不全の予防や重篤化の防止



に役立てることができる可能性があると考えられる。 
 
（２）腎虚血再還流障害の軽減機構を解明するための検討 
左腎動脈の閉塞時間を 25分から 55分まで段階的に増やし、再灌流 24時間後に腎障害の指標

である血清クレアチニン値を測定したところ、35 分間の虚血によって障害が認められ始めた。
25 分間の虚血では、CBS、CSE、3MST のいずれのタンパク質量は変化しなかったが、障害の認め
られ始めた 35分間の虚血では、3MST のみタンパク質量が低下していた。さらに、45 分間の虚
血では、再灌流障害が悪化するとともに、3MST、CBS、CSE のいずれにおいてもタンパク質量が
低下していた。以上から、3MST は、CBS や CSE よりも虚血再灌流に対して不安定な酵素である
ことが明らかとなった。仮に、この 3MST の低下を防ぐことができれば、腎虚血再灌流障害を従
前よりも軽減できると考えられる。 
上記の検討では、腎虚血再灌流障害の発生初期段階において、3MST が CBS や CSE に先んじて

減少していた。この結果から、H2S 産生酵素群の時系列変化という新たな視点から腎虚血再還
流障害の発症、進展、あるいは軽減機構を解明できると考えられた。しかしながら、3MST と機
能的に類似すると考えられているロダネーゼ（TST）に関する動態についてはほとんど明らかに
されていない。腎虚血再還流障害の軽減機構をより幅広い観点から解明するため、TST の動態
についても以下の通り検討を行った。 
今回新たに3MSTノックアウトマウスを用いてTSTタンパク質量をウエスタンブロット法で解

析したところ、3MST と TST の両者は発現量において逆相関していることが判明した。具体的に
は、3MST がノックアウトされた臓器では TST のタンパク質量が増加する結果であった。一方、
腎臓における CBS と CSE に関しては、3MST の量的変動によらず一定であった。 
TST を過剰発現させた腎培養細胞内では H2S の貯蔵型が増加する傾向が見られたが、CBS と

CSE を過剰発現させた細胞内では変動しないことから、3MST と機能的に類似すると考えられて
いる TST が腎機能に影響している可能性が考えられる。 
これまでの検討から、3MST に加えて TST が腎虚血再灌流障害に関与している可能性が示唆さ

れた。今後は、H2S 産生酵素群の時系列変化という視点から腎虚血再還流障害の発症、進展、
あるいは軽減機構を解明できると考えられるが、その際には 3MST と TST の両者を視野に入れた
解析が必要と思われる。 
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