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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内消化機構であるオートファジーの誘導制御と細菌感染防御における硫化
水素関連物質の役割に関する解析を行い、イオウ含有化合物であるシステインパースルフィドとニトロ化環状ヌクレオ
チドである8-ニトロ-cGMPがオートファジーを介する細菌感染防御の制御に関与することを明らかにした。また、細菌
が産生する硫化水素は、オートファジーの抑制により感染細胞内での菌の増殖に寄与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that a sulfur-containing compound cysteine persulfide 
and a nitrated cyclic nucleotide 8-nitro-cGMP are involved in the regulation of autophagy and 
antibacterial host defense. Also, it showed that hydrogen sulfide produced by bacteria inhibits the 
autophagy induction in host cells and may contribute to the growth of bacteria in infected cells.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞内で生成される硫化水素（H2S）
関連物質が血管平滑筋弛緩作用や神経情報
伝達機能を有していることが明らかになり、
その細胞内シグナル伝達における役割が注
目されている。哺乳類の細胞においては、シ
ステインの代謝にかかわるシスタチオニン
β-シンターゼ（CBS）やシスタチオニンγ-
リアーゼ（CSE）などの酵素が硫化水素様物
質を生成することが示唆されていたが、細胞
内で内因性に生成する硫化水素関連物質が
どのような生理機能を有しているのか、また、
シグナル伝達制御にどのように関わるのか
等については不明であった。 
 研究代表者らは、活性酸素および一酸化窒
素（NO）の細胞内シグナル伝達の分子機構と
その感染防御における役割について研究を
おこなってきた（Nature Chem Biol, 2007; J 
Immunol, 2009; J Biol Chem, 2010）。その
中で、硫化水素イオン（HS-）が、活性酸素・
NO に関連する親電子シグナル分子と反応し、
そのシグナル活性を制御していること見出
した。さらに、硫化水素イオンの生理機能に
関する解析を進めたところ、ヒト肺がん A549
細胞において CBSを siRNA によりノックダウ
ンすると、細胞内硫化水素イオン濃度の低下
に伴い、細胞内消化機構であるオートファジ
ーが促進することを見出した。 
 オートファジーは、オートファゴゾームと
呼ばれる小胞の形成とリソソーム融合によ
る内容物の消化を含む一連の過程であり、蛋
白質や細胞内小器官、貪食した細菌等を分解
する細胞内処理機構である。オートファジー
は、蛋白質の品質管理や、代謝、細菌に対す
る感染防御などに働いており、細胞の恒常性
維持における重要性が明らかになってきて
いる。オートファジーの生理機能と制御機構
についての研究が急速に進んでいるが、細胞
内 H2S 産生とオートファジー誘導との関連に
ついては報告がなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、硫化水素の生理的機能の解明
を目的として、細胞の恒常性維持に重要な役
割を果たしているオートファジーに焦点を
あて、その硫化水素イオンによる制御の分子
機構を解析した。さらに、貪食された細菌の
オートファジーによる細胞内消化に対する
貪食細胞および細菌の産生する硫化水素関
連物質の役割を解析し、感染防御と細菌の病
原性の観点から、内因性硫化水素の生理的役
割の解明に向けた研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1) 哺乳類細胞内で生成する硫化水素関連
物質によるオートファジーの制御機構を明
らかにするために、各種培養細胞（A549 ヒト
肺がん細胞、RAW264.7 マウスマクロファージ
細胞など）で siRNA による CBS や CSE のノッ
クダウンをおこない、オートファジーの誘導

をオートファジーマーカー蛋白質 LC3-II の
ウエスタンブロット、および共焦点レーザー
顕微鏡による細胞内顆粒（オートファゴソー
ム）形成の観察により解析した。上記細胞に
硫化水素放出試薬である NaHS を添加し、同
様の方法にてオートファジーの解析をおこ
なった。また、質量分析装置を用いて、CBS
および CSEの酵素反応生成物を詳細に分析し、
オートファジー誘導抑制の分子メカニズム
について解析した。 
(2) 細菌感染細胞の細胞内殺菌におけるオ
ートファジーおよび硫化水素の役割を調べ
るために、マクロファージ（RAW264.7 細胞、
マウス骨髄マクロファージなど）にネズミチ
フ ス 菌 （ Salmonella enterica serovar 
Typhimurium）を感染させ、感染後のオート
ファジー誘導の解析と細胞内生菌数の定量
をおこなった。感染細胞に NaHS を添加し、
オートファジー誘導および菌の増殖に対す
る硫化水素の作用を調べた。また、細菌感染
に伴うオートファジー誘導の分子メカニズ
ムとして、活性酸素と NO から生成する２次
シグナル分子 8-ニトロ-cGMP の関与につい
ての解析をおこなった。 
(3) 細菌が産生する硫化水素がオートファ
ジーによる感染防御に与える影響を調べる
ために、ネズミチフス菌の主要な硫化水素産
生酵素である亜硫酸還元酵素（Asr）および
チオ硫酸還元酵素（Phs）をノックアウトし
た菌株を作製した。野生型および Asr/Phs ノ
ックアウトネズミチフス菌株をマクロファ
ージに感染させ、細胞内での菌の増殖とオー
トファジーの誘導を解析、比較した。 
 
４．研究成果 
(1) A549 細胞や RAW264.7 細胞において、硫
化水素関連物質の産生に関わる酵素である
CBS や CSE をノックダウンすると、LC3-II の
増加やオートファゴソーム形成の促進が観
察され、オートファジーが誘導されることが
分かった。また、これらの細胞に NaHS を添
加するとオートファジーの誘導が抑制され
た。これらのことから、CBS や CSE により産
生される硫化水素関連物質がオートファジ
ー誘導を抑制していることが示唆された。 
 オートファジー誘導抑制の分子メカニズ
ムを明らかにするために、CBS および CSE の
酵素反応生成物を質量分析装置を用いて詳
細に解析した。その結果、CBS や CSE はシス
チンを基質として、システインのチオール基
（R-SH）に過剰にイオウ原子が付加した化合
物（R-(S)n-SH）であるシステインパースルフ
ィドを生成することが分かった。さらに、シ
ステインパースルフィドは、活性酸素と NO
から生成する 2 次シグナル分子 8-ニトロ
-cGMP を代謝・分解することにより細胞内シ
グナル制御に関わることを明らかにした
（PNAS, 2014）。これらの成果は、硫化水素
関連物質の生理機能の本態を明らかにした
ものとして、PNAS 誌のコメンタリー欄をはじ



め多数の学術誌で紹介され、大きな注目を集
めた。 
(2) マクロファージにネズミチフス菌を感
染させると、活性酸素と NO の産生に伴いオ
ートファジーの誘導が観察された。NaHS で処
理をしたマクロファージではオートファジ
ーの誘導が著明に抑制され、細胞内での菌の
増殖が非処理細胞に比べて有意に増加した。
これらのことから、ネズミチフス菌の細胞内
殺菌においてオートファジーが重要な役割
を果たしており、硫化水素関連物質が細菌感
染に伴うオートファジー誘導を抑制するこ
とが示唆された。また、細菌感染によるオー
トファジー誘導の分子機構についての詳細
な解析を行い、活性酸素と NO から生成する
8-ニトロ-cGMP が、オートファジー誘導と細
胞内殺菌における細胞内メディエーターと
して機能していることを明らかにした（Mol 
Cell, 2013）。この研究成果は、新しいオー
トファジー誘導機構の発見として、Mol Cell
誌の Preview欄で紹介されるなど高い評価を
受けた。 
(3) 硫化水素産生酵素（Asr、Phs）を欠損し
たネズミチフス菌株の作製に成功した。硫化
水素産生酵素欠損ネズミチフス菌を感染さ
せたマクロファージでは、野生型ネズミチフ
ス菌を感染させた場合に比べ、オートファジ
ーの誘導が著明に亢進した。硫化水素産生酵
素欠損株の感染細胞内での増殖は、野生型菌
株に比べて有意に低下していた。これらのこ
とから、ネズミチフス菌が産生する硫化水素
は，感染した宿主細胞のオートファジーを抑
制することにより、感染細胞での菌の増殖に
寄与していることが示唆された。これは、細
菌が産生する硫化水素の新しい生理機能を
示すものとして重要な知見と考えられる。 
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