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研究成果の概要（和文）：硫化水素（H2S）は脳梗塞で認められる神経細胞傷害に対して保護作用を示すが、そ
の機序には不明な点も多い。一方、脳梗塞で生じる脳内金属（Zn、Cuなど）の恒常性破綻は神経細胞傷害を引き
起こすことから、これら金属は脳梗塞の増悪因子の一つに挙げられている。
本研究では、ZnおよびCuの神経毒性に対するH2Sの影響について検討した。H2Sは細胞内へのZn流入を抑制し、Zn
の神経細胞傷害を軽減した。しかし、Znの場合とは異なり、H2SはCuの細胞内蓄積を増大させ、Cuの神経細胞傷
害を増強した。以上の結果から、H2Sは神経細胞における金属の動態の制御因子としての作用を有している可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：Zinc (Zn) aggravates brain damage after cerebral ischemia, since disturbance
 of zinc homeostasis in the brain induces neurotoxicity. Therefore, improvement of zinc disturbance 
may be a therapeutic approach for cerebral ischemia. Hydrogen sulfide (H2S) is involved in the 
detoxification of heavy metals. In this study, we found that H2S protected against Zn cytotoxicity 
in neuronal cells by preventing Zn influx into cells. Copper (Cu) is an essential trace element, 
whereas excess Cu is toxic to cells. We examined the effects of H2S on Cu cytotoxicity. Cu enhanced 
its cytotoxicity in the presence of H2S. The combination of Cu and H2S increased the amount of 
intracellular Cu compared with Cu alone. Thus, we concluded that the increased intracellular Cu 
accumulation elevates Cu cytotoxicity.
These findings suggest that H2S regulates the cellular dynamics of heavy metals.

研究分野：病態生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の実施により、H2Sが神経細胞内外のZnやCu動態の制御因子として機能している可能性が示された。金属
イオンの細胞内外の恒常性の破綻は、脳梗塞などの虚血性脳血管障害による神経細胞傷害以外に、アルツハイマ
ー病やパーキンソン病などの神経変性疾患の発症とも密接に関連していることが報告されている。それゆえ、今
回明らかとなったH2Sが金属イオンの細胞内動態を制御するというH2Sの新規機能は、神経変性疾患の病態解明の
みならず、有効な治療薬が少ない神経変性疾患の新規治療薬の開発にも繋がる重要な知見となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
亜鉛（Zn）は生体内で鉄に次いで多い必須微量元素である。これまで、Znは酵素の活性や転
写因子などの構造維持に関与する分子と考えられてきたが、近年の研究から、Zn は神経系や免
疫系においてカルシウムと同様なシグナル伝達物質としてその重要性が認識されている。一方、
脳内に多く存在している Znは、脳梗塞などの虚血性神経細胞傷害やアルツハイマー病などの神
経変性疾患の病因とも密接に関与している。脳虚血時に大量に神経終末から放出される Zn は、
後シナプスの神経細胞に流入し、エネルギー産生障害を介した神経細胞死を惹起する。それゆえ、
Zn は虚血性神経細胞傷害の増悪因子の一つに挙げられており、実際、脳虚血再灌流モデルにお
いて Znキレーターが神経細胞傷害を抑制することが報告されている。申請者は、これまで、Zn
による神経細胞傷害の分子機構について研究を行い、活性酸素種（ROS）などにより惹起される
細胞内遊離 Zn の増加が神経細胞死を惹起すること、Zn 自身が脳内の免疫担当細胞であるミク
ログリアを活性化することなどを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
硫化水素（H2S）は一般に有毒ガスとして知られているが、H2S は生体内で生成されること、
多彩な薬理作用を有していることが明らかとなり、現在では、一酸化窒素や一酸化炭素に続く第
三のガス状分子として注目されている。H2Sは脳梗塞などの脳血管障害やアルツハイマー病など
の神経変性疾患で認められる神経細胞傷害に対して保護作用を示すことが報告されているが、
その機序には不明な点も多い。一方、脳内金属（Zn、Cuなど）は、虚血性脳障害や神経変性疾
患の発症や病態の進展に関与していることが明らかとなり、これら疾患時の脳内金属イオンの
インバランスの改善は、新しい治療法として期待されている。実際、Znや Cuキレート剤がこれ
ら疾患の病巣で認められる神経細胞傷害を抑制することが示されている。 

H2Sは Znや Cuなどの金属イオンと強い反応性を示すことが知られている。それゆえ、H2Sは
上述の疾患の病巣で認められる過剰な Zn や Cu イオンと反応し、これら遊離金属イオンの量を
減少させることで、神経細胞に対する金属毒性を抑制できるのではないかと考えられた。そこで
本研究では、H2Sが金属イオン動態の制御因子として機能し、脳内の金属イオンバランスをコン
トロールしている可能性について検証する。 
 
３．研究の方法 
細胞傷害性：ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞の培養は、10％FCS を含む DMEM を用いて行っ
た。96穴プレート（1.8×104細胞/well）に細胞を播種した後、一晩培養し、実験に使用した。培
地を 1％ FCS を含む DMEM に置換した後、H2S 供与体である NaHS 存在下で ZnSO4または
CuSO4を曝露し、20時間後に細胞傷害をMTT法により測定した。 
 
ウエスタンブロッティング：SH-SY5Y 細胞を処理した後、PBSで洗浄し、lysis bufferにより細
胞を可溶化した。SDS-PAGEで分離した後、PVDF膜に転写した。ブロッキング後、抗 ATP7A抗
体で一晩反応させた。その後、HRP 標識 2 次抗体と反応させ、化学発光でタンパク質を検出し
た。 
 
ATPの測定：24穴プレートに培養した SH-SY5Y細胞（細胞密度 1.5×105個/well）を NaHS存在
下 ZnSO4または CuSO4で 5時間処理した。細胞を冷 PBSで洗浄後、過塩素酸を用いて ATPを抽
出し、ENLITEN ATP Assay System（プロメガ）を用いて ATP量を測定した。 
 
ROS イメージング：3.5 cm ディッシュに培養した SH-SY5Y 細胞（細胞密度 6×105個/dish）を
NaHS 存在下 CuSO4で 4 時間処理した。その後、MitoSOX で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を
用いて蛍光を測定した。 
 
ミトコンドリア膜電位の測定：3.5 cmディッシュに培養した SH-SY5Y細胞（細胞密度 6×105個
/dish）を NaHS 存在下 CuSO4 で 4 時間処理した。その後、mitotraker で細胞を染色した後、
flowcytometryにより解析した。 
 
レポーターアッセイ：SH-SY5Y に金属応答配列 MRE を含んだレポータープラスミド（MRE-
pGL4）と pRL-CMVをトランスフェクションした。次の日、 NaHS存在下 ZnSO4または CuSO4

で 4時間処理した後、 細胞を可溶化し、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）Znによる神経細胞傷害に対する H2Sの保護効果 
初めに、Zn が SH-SY5Y 細胞の細胞死を誘導するかどうかを確かめるために、種々の濃度の

ZnSO4を細胞に曝露した後、細胞傷害をMTT法により測定した。その結果、Znは濃度依存的に
細胞死を惹起した。以降の実験では、ほとんどの細胞（70％以上）が死滅した 250 Mの ZnSO4

濃度で細胞を処理した。 
次に、Zn誘導性の細胞死が H2S により抑制されるかどうか検討した。ガス状物質である H2S
を直接投与することは困難であることから、本実験では、H2S 供与体として NaHS を使用した。



種々の濃度の NaHSを培養細胞に添加した後、ZnSO4を細胞に曝露したところ、NaHSは濃度依
存的に Zn 誘導性の細胞死を抑制した。また、NaHS の処理時間がこの保護作用に及ぼす影響を
検討したところ、NaHS の前処理の時間が長くなるにつれて、NaHS の保護効果は著しく減弱し
た。 

NaHS による保護作用が認められたことから、Zn 誘導性の細胞死を NaHS が抑制する機序に
ついて検討した。Znによる細胞死では、細胞内への Zn流入が重要なステップである。そこで、
SH-SY5Y 細胞において、Zn の曝露により細胞内で Zn が増加するかどうかを Zn の蛍光プロー
ブFluoZin-3を用いて検討した。Zn曝露によりSH-SY5Y細胞内の蛍光強度が増加したことから、
十分量の Znが細胞内に流入していることが確認できた。また、この細胞内 Znの増加は ZaHS存
在下で抑制された。細胞内の Zn の増加は、MT などの Zn 応答遺伝子の発現を亢進することか
ら、メタロチオネイン（MT）遺伝子の発現についても検討した。Zn曝露はMT遺伝子の発現を
亢進したが、NaHS存在下では Zn誘導性のMT発現は抑制された。 
これらの結果から、H2Sは Znの細胞への流入を抑制することで、Zn傷害に対する保護効果を
発揮していると考えられた。 
 
（２）Cuによる神経細胞傷害に対する H2Sの効果 

NaHSが Cu誘導性細胞傷害に及ぼす影響を検討した。NaHSが Cu誘導性神経細胞傷害に及ぼ
す影響を検討するため、NaHS存在下で、種々の濃度の CuSO4で SH-SY5Y細胞を処理した後、
細胞傷害をMTT法により測定した。その結果、Cuによる細胞傷害は、NaHSにより増強された。 
次に、Cu誘導性細胞傷害が NaHSにより増強される機序について検討した。Cuによる細胞傷
害は、Cuが細胞内に流入した後、ミトコンドリア障害が生じることで引き起こされる。そこで、
Cu 曝露がミトコンドリアの膜電位や ATP 産生に及ぼす効果を検討した。Cu 曝露によるミトコ
ンドリア膜電位の低下や ATP減少が認められたが、NaHS存在下で、これらの現象は著しく増大
した。ミトコンドリア機能低下は、ROSの産生にもつながることから、細胞内 ROSのレベルを
測定したところ、Cuと NaHSの共存下では ROSの産生も著しく亢進した。 

Cu誘導性細胞傷害では、Cuが細胞内に取り込まれることが重要である。それゆえ、NaHSに
よる Cu傷害の増強作用には、細胞内への Cu取り込み亢進が関与していると考えられた。そこ
で、Cuに応答して発現が亢進することが知られているMTの発現に及ぼす影響を検討した。Cu
単独処理に比べ、Cuと NaHSの同時処理により MTの著しい発現亢進が認められた。さらに、
MTの発現亢進には MT遺伝子のプロモーター領域に存在する MREの活性化が重要である。そ
こで、MERレポータープラスミドを用いたレポーターアッセイにより Cuや NaHSがMREの活
性化に及ぼす影響を検討した。MT発現誘導と同様に、Cuと NaHSの同時処理により、MRE活
性は著しく亢進した。これらの現象は、Cuキレーターbathocuproinedisulfonic acid（BCS）により
抑制された。 

Cu の細胞への取り込みは、Cu2+から Cu+に還元された後、Cu 流入トランスポーターCTR1 を
介して行われる。そこで、NaHSが Cu2+の還元に及ぼす影響を BCSを用いて検討した。BCSは
Cu+の検出試薬でもあり、Cu+と反応し橙黄色のキレート錯体を形成する。Cu2+のみでは色の変化
は認められなかったが、NaHSと Cu2+を共存させたとき、橙黄色を呈したことから、NaHSは Cu2+

の Cu+への還元を促進している可能性が示された。さらに、Cu排出トランスポーターATP7Aの
発現に対する Cu や NaHS の影響について検討した。Cu や NaHS 単独で細胞を処理したときに
は、そのタンパク発現に影響は認められなかったが、Cuと NaHS を同時に処理した細胞では、
ATP7Aタンパクの発現低下が認められた。 
以上の結果から、Cuは H2Sが存在する場合、H2Sは Cu流入の亢進や Cu排出の抑制により細
胞内 Cu含量を増加させることで、Cuの細胞毒性を増大させるのではないかと考えられた。 
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