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研究成果の概要（和文）： 
 
ガス状物質である一酸化炭素、硫化水素、一酸化窒素は、生体内において生理的に産生され、
様々な細胞機能の調節を担っていると考えられている。本研究では、ガス状物質産生酵素の薬
毒物や生体内因子による発現調節および病態における役割について検討を行い、酸化ストレス
誘発物質、生体内抗炎症物質、増殖因子により一酸化炭素合成酵素および硫化水素合成酵素が
発現誘導されることを見出した。また、これらの酵素が肝傷害および動脈硬化に対して抑制的
に機能する可能性を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Physiologically produced gaseous substances such as carbon monoxide, hydrogen sulfide, 
and nitric oxide have been assumed to play roles in controlling biological functions. 
In the present study, we examined up-regulation of gaseous substance-generating enzymes 
by xenobiotics and biologic factors, and its roles in disease developments. An oxidative 
stress inducer, a physiological antioxidant, and a growth factor induced carbon monoxide- 
and heydrogen sulfide-generating enzymes. Furthermore, we have uncovered possible roles 
of these enzymes in inhibiting liver injury and arteriosclerosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生理的に産生されるガス状物質として、一
酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）および硫
化水素（H2S）が明らかとなっており、それぞ
れ脳神経系、心血管系、肝臓機能、炎症反応
等の調節において重要な機能を有すること
が明らかになりつつある。NO は一酸化窒素合

成酵素(iNOS)、COはヘムオキシゲナーゼ(HO)、
H2S はシスタチオニンγリアーゼ（CSE）とシ
スタチオニンβ合成酵素（CBS）がそれぞれ
産生を触媒する。 
 申請者らは、これまで薬毒物による CO 産
生を触媒する誘導型 HO（HO-1）の誘導機構や
酸化ストレス防御に関して、多くの成果を挙
げている。また HO-1と NO産生を触媒する誘
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導型 NOS(iNOS)の相互調節の存在を解明して
きた。これら結果は、NO と CO に加え H2S の
三者のガス状物質の相互調節の可能性への
発展を示唆するものであり、各ガス状物質が
重要な機能を果たしていると考えられるマ
クロファージ、脳神経系、肝臓および心血管
系での機能調節のさらなる解明への期待に
つながる。 
 NOに関しては、これまで循環系はじめ多く
の疾患との関係、さらに医薬品としての役割
も含め、国内外で膨大な研究成果が挙げられ
ている。また、CO に関しても、申請者らの研
究も含め、国内外において、薬毒物や食品成
分などによる研究が進められ、神経変性性疾
患はじめ各種病態時での増加、サイトカイン
等 に よ る 誘 導 作 用 、 さ ら に 転 写 因 子
Nrf2/Keap1 を介した誘導調節機構など、CO
産生酵素である HO の重要性が確認されてい
る。一方、H2S 産生系に関しては、国内外で
の研究は進められているのであるが、前二者
のガス状生理的物質に比べると、その調節に
関する研究は未だ途上にあると言える。 
 本研究は、これまでの各ガス状生理物質の
個々に関して得られてきている研究成果、あ
るいは申請者らが示した COと NOの二者間で
の調節など一部得られつつある相互調節の
成果を基に、各組織における三者の相互調節
の実態を解明する。特に薬毒物による H2S 産
生系への影響に関する報告は、それほど多く
なく、さらには薬毒物により二者あるいは三
者間が、同一組織でどうなっているのかを解
析することにより、薬毒物投与時における各
臓器における生理的ガス状物質の動態に関
する有意義な情報収集が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、誘導性の生理的ガス状物質産生
を触媒する酵素への薬毒物および生体内物
質の作用を明らかにし、生体内におけるこれ
らのガス状物質の相互調節を明確にするこ
と、また病態の進展におけるガス状物質産生
酵素の役割についての解明を目指す。これら
を明らかにすることで、病態時での解析、医
薬品あるいは食品成分の有用性や問題点を
提示できると考えられる。以下に具体的な目
標を示す。 
 
(1) 酸化ストレス誘発物質、生体内抗炎症因
子、成長因子等の処置による一酸化炭素およ
び硫化水素産生酵素の発現変動 
 
(2) 血管平滑筋細胞遊走における硫化水素
の役割 
 
(3) 薬毒物により誘発される肝傷害に対す

る CO 産生酵素 HO-1の保護的役割 
 
(4) HO-1 転写因子 Nrf2 の血管内膜肥厚およ
び血管平滑筋細胞遊走における役割 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞培養 
 ラット血管平滑筋細胞（RASM細胞）は、雄
性 Sprague-Dawley ラット胸部大動脈からコ
ラゲナーゼ/エラスターゼ溶液を用いた酵素
消化法により単離した。RASM 細胞は、10%ウ
シ血清含有 DMEM 培地で培養し、薬物刺激 24
時間前に、血清非含有 DMEM培地に交換した。 
(2) 実験動物  
 実験動物は、C57BL/6 系または BALB/c系雄
性 8 週齢の野生型(Wild-type, WT)または
BALB/c系雄性 8 週齢の Nrf2 遺伝子欠損（KO）
マウスを用いた。遺伝子型は、PCR により決
定した。 
(3) Modified Boyden chamberアッセイ法 
細胞のケモタキシスは、8μｍポアサイズの
トランスウェルチャンバー用いた。チャンバ
ー上方に細胞を播種し、薬物をチャンバー下
側に処置し、8 時間後の遊走細胞数を計測し
た。 
(4) ウエスタンブロット法 
 4%SDS 溶液に可溶化した細胞サンプルを
SDS-PAGE 後、PVDF メンブランに転写した。
各タンパク質は、酵素抗体化学発光法に基づ
き検出した。 
(5) Rac1 activity assay 
 細胞可溶化液に含まれる活性型 Rac1 を、
活性型 Rac1（Rac-GTP）のみが特異的に結合
する GST結合 PAK-1タンパク質結合領域ペプ
チドを用いて、pull-down した。その後、
Western blot法により、Rac1 を検出した。  
(6) 細胞内 ROS 検出法 
 活性酸素用蛍光プローブおよび Hoechst 
33342 で細胞を処理し、一定時間後に共焦点
レーザースキャン顕微鏡を用いて観察を行
った。  
(7) 蛍光免疫染色法 
 細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固定し、
0.05%トライトン X-100 で処理した。3%ウシ
血清アルブミンでブロッキング後、1 次抗体
で一晩処置した。PBS で洗浄後、蛍光標識さ
れた 2次抗体で 1時間処理し、その後対比染
色として DAPI 溶液による核染色を行った。
細胞の観察は、共焦点レーザースキャン顕微
鏡で行った。  
(8) リアルタイム PCR 法 
 細胞から全 RNAを抽出し、RNAを逆転写後、
TaqManプローブを用いたリアルタイム PCRを
行った。なお、検出した各 mRNA は恒常的に
発現しているβ-アクチン mRNA で補正した。 



 

 

(9) 血管傷害モデルの作製  
 マウス大腿動脈の血管を切開し、0.38mmの
ストレートワイヤーを 5mm以上血管に挿入し、
内膜を傷害した。ワイヤーを取り除いた後、
傷口を糸でしばり、１，２，４週間後に傷害
された血管を摘出した。 
(10) 免疫組織化学染色 
 5μm の厚さにスライスした切片を脱パラ
フィン後、10%正常ヤギ血清でブロッキング
し、一次抗体、ビオチン標識二次抗体、ペル
オキシダーゼ基質溶液で反応させた。対比染
色として核染色を行った。  
(11) 免疫蛍光染色 
 5μm の厚さにスライスした切片を脱パラ
フィン後、10%正常ヤギ血清でブロッキング
し、一次抗体、蛍光標識二次抗体を反応させ
た。 
(12) 血清トランスアミナーゼ活性測定法 
 マウス血清中の ALT と AST 活性は、POP・
TOOS 法に基づいたトランスアミナーゼ CⅡ-
テストワコー（和光純薬工業株式会社製）を
用いて測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 薬毒物処置による一酸化炭素および硫
化水素産生酵素の発現変動 
 
 血管組織を構成するVSMCを用いてガス状物
質の発現変動を検討したところ、生体内で酸
化ストレスを引き起こす50μM ブチルヒドロ
キシアニソール処理により、2時後から16時間
後までHO-1 mRNAが有意に増加し、並行して
CSE、CBSも時間依存的な増加が見られた。し
かしながら、CBS遺伝子発現は、CSEと比較す
ると非常に低レベルであった。また、抗炎症
作用を示す生体内物質15d-プロスタグランジ
ンJ2を処理したところ、2.5μMから10μMまで
濃度依存的なHO-1 mRNAとCSE mRNAの増加が見
られた。以上のことから、VSMCにおいてHO-1
およびCSEが誘導されることが明らかになっ
た。 
 
 
(2) 血管平滑筋細胞遊走における硫化水素
の役割 
 
 心血管系に焦点をあて、動脈硬化発症と進
展に関与する血管傷害後の新生内膜肥厚とそ
の重要なステップである血管平滑筋細胞
（VSMC）遊走におけるガス状物質の機能につ
いて検討を行った。血管傷害後のVSMC遊走は、
血小板由来増殖因子（PDGF）により惹起され
る。VSMCへのPDGF刺激により、硫化水素産生
酵素CSEと一酸化炭素産生酵素HO-1が有意に
発現誘導された。そこで、硫化水素ドナーで

あるNaHSを処置したところPDGF刺激による
VSMC遊走が有意に抑制された。また、HO-1の
転写因子Nrf2をsiRNAでノックダウンしたと
ころ、同様にPDGF刺激によるVSMC遊走が抑制
された。以上の結果から、硫化水素と一酸化
炭素がVSMCの機能調節に関与していることが
示唆された。 
 
 
(3) オーラノフィンによるヘムオキシゲナ
ーゼ-1 誘導を介したコカイン誘発肝傷害防
御作用 
 
 関節リウマチ治療薬オーラノフィンは、免
疫系細胞からのサイトカイン遊離抑制作用や
酸化ストレス応答タンパク質HO-1誘導作用を
有することが報告されている。しかしながら、
その作用機序およびその他の病態に対する効
果については報告されていない。乱用薬物コ
カインは、肝障害を誘発すること知られてお
り、代謝過程で生成する活性酸素種や炎症性
サイトカインが原因であると考えられている。
本研究では、コカイン誘発肝障害に対するオ
ーラノフィンの効果とHO-1の役割について検
討を行った。マウスへのコカイン（75 mg/kg）
処置16時間後に、血清ALT活性（4,100 IU/L）、
AST活性（1,700 IU/L）の上昇および肝中心静
脈周囲の壊死と、同時に肝壊死領域周囲にお
いてHO-1の誘導が認められた。次にオーラノ
フィン処置によるHO-1の誘導を検討したとこ
ろ、マウス肝、マウスおよびヒト初代培養肝
細胞においてHO-1の誘導が認められた。そこ
で、オーラノフィンをコカイン投与12時間前
に前処置し、コカイン誘発肝傷害に及ぼす影
響を検討した結果、コカイン処置によるALT 
とAST 活性上昇が用量依存的に有意に抑制さ
れ、10 mg/kgの用量でそれぞれ190 IU/L、230 
IU/L であった。以上より、オーラノフィンは
コカインによる肝傷害に対してHO-1誘導を介
して防御的に作用することが示唆された 
 
 
(4) 血管内膜肥厚および血管平滑筋細胞遊
走における Nrf2の役割 
 
 血管傷害後の組織修復は、VSMC の遊走が重
要な役割を担っている。しかし、酸化ストレ
スにより VSMC の機能が障害されると修復段
階で過剰な血管内膜の肥厚が生じ、動脈硬化
につながると示唆されている。生体内におい
て酸化ストレス防御の中心的な役割を果た
しているのが、細胞内レドックス変化に鋭敏
に応答し、各種抗酸化酵素の遺伝子発現を統
合的に制御する転写因子 Nrf2 である。本研
究では、まだ明らかにされていない Nrf2 の
VSMC 遊走および血管傷害後の内膜肥厚にお
ける役割について検討を行った。VSMC遊走を



 

 

惹起する PDGF により NADPH オキシダーゼ活
性化を介して産生される活性酸素種（ROS）
は、セカンドメッセンジャーとして PDGF の
シグナル伝達の一端を担うが、同時に酸化ス
トレスを引き起こすと考えられる。本研究に
おいても、VSMC への PDGF（25 ng/mL）刺激
により、NADPHオキシダーゼの構成分子 Rac1
の活性（227%）と、細胞内の ROSレベル（133%）
が上昇した。また並行して、Nrf2の核移行と
その標的遺伝子である NAD(P)H:キノンオキ
シドレダクターゼ-1（287%）、HO-1（678%）、
チオレドキシン-1（213%）の誘導が観察され
た。そこで、siRNAを用いて Nrf2阻害実験を
行った結果、対照群と比較して PDGF 刺激に
よる Rac1 活性化（174%）と ROS レベル上昇
（150%）が増強し、その下流シグナル伝達因
子 ERKのリン酸化が持続した。さらに、VSMC
における Nrf2 の機能的意義について細胞遊
走アッセイにより確認したところ、Nrf2 
siRNA処置により PDGFによる細胞の遊走能が
増強（182%）した。また、マウス大腿動脈ワ
イヤー傷害モデルを用いた解析により、Nrf2
遺伝子欠損マウスにおいて新生内膜の肥厚
が亢進した。以上の結果から、Nrf2 は PDGF
刺激による ROSの産生と消去を制御すること
で、VSMC遊走と血管リモデリングを調節して
いることが示唆された。 
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