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研究成果の概要（和文）：ARDSは予後不良の肺疾患である。インフルエンザモデルを用いて解析した結果、酸化ストレ
スに応じて8-ニトロcGMPが産生され、酸化ストレス応答因子を誘導し防御能を発揮することがわかった。最近、蛋白異
化の過程で内因性に産生される硫化水素イオン（HS-）が8-ニトロcGMPを消去する現象を見いだした。本研究では、HS-
および関連化合物の生体濃度を質量分析法にて解析した。その結果、培養細胞および感染マウスの血漿や臓器において
は、HS-ではなくCysSSHやGSSHといったポリスルフィド体が産生され、これらは8-ニトロcGMPを消去し、ARDSの病態や
酸化ストレス応答に関連している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Reactive persulfides and polysulfides are formed endogenously in high amounts in 
mammalian cells and tissues. These reactive sulfur species were biosynthesized by two major 
sulfurtransferases: cystathionine beta-synthase and cystathionine gamma-lyase. Quantitation of these 
species indicates that high concentrations of glutathione persulfide and other cysteine persulfide and 
polysulfide derivatives in peptides/proteins were endogenously produced and maintained in the plasma, 
cells, and tissues of mammals. Because they quickly react with a recently described biologically 
generated electrophile 8-nitroguanosine 3',5'-cyclic monophosphate. These results indicate that 
persulfides are potentially important signaling/effector species, and because H2S can be generated from 
persulfide degradation, much of the reported biological activity associated with H2S may actually be that 
of persulfides. That is, H2S may act primarily as a marker for the biologically active of persulfide 
species.

研究分野： 呼吸器内科学
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1. 研究開始当初の背景 
 
急性呼吸窮迫症候群（acute respiratory distress 
syndrome, ARDS）は、人工呼吸管理をはじめ
とする種々の治療法の進歩にもかかわらず、
極めて死亡率の高い呼吸器症候群である。特
に近年、新型あるいは高病原性鳥インフルエ
ンザウイルス感染症に伴う致死的な ARDS
が大きな社会問題となっており、新しい診
断・治療法の開発は急務である。ARDS は、
敗血症、外傷、薬剤、輸血といった種々の要
因により発症するが、最も多い原因は、細菌
あるいはウイルス等による感染症と考えら
れている。本来病原体を除去する目的で備わ
った自然免疫の過剰な応答が ARDS の本態
であり、感染に伴って過剰に産生される活性
酸素（ROS）や一酸化窒素（NO）による酸
化ストレスが、ARDS の病態形成や重症化に
重要な役割を演じていることが示唆されて
いる。 
 
我々はこれまで、インフルエンザウイルス感
染に伴うマウス ARDS モデルを用いて ROS
や NO の役割について解析を行ってきた。そ
の結果、ROS・NO の過剰産生が宿主の細胞
や肺組織を傷害することで ARDS の増悪因
子として作用していることを明らかにした
（PNAS 93: 2448, 1996; PNAS 100: 685, 2003）。
一方我々は、ROS・NO に依存して、NO の２
次シグナル分子である cyclic GMP（cGMP）
のニトロ化体である新しい環状ヌクレオチ
ド 8-ニトロ cGMP が、cGMP 濃度に匹敵する
レベルで細胞内にて生じることを見いだし
た。この 8-ニトロ cGMP の特筆すべき化学的
特性として、細胞内蛋白質のシステイン
（Cys）残基のチオール基と反応して、cGMP
を付加する新しい蛋白質翻訳後修飾（S-グア
ニル化）をもたらすことを明らかにした。抗
酸化作用を発揮するヘムオキシゲナーゼ
（HO）-1 等の酸化ストレス応答蛋白質は、そ
の多くが転写因子 Nrf2 によって発現が制御
されている。興味あることに、Nrf2 の抑制因
子である Keap1 の S-グアニル化によって
Nrf2 経路の活性化がもたらされることがわ
かった。すなわち、8-ニトロ cGMP は、セン
サー蛋白質 Keap1 の S-グアニル化を介して、
酸化ストレス応答のシグナル分子として作
用し、ARDS 病態に対して防御的な作用を有
することが明らかとなった（Nature Chem Biol 
3: 727, 2007, J Immunol 182: 3746, 2008, J Biol 
Chem 285: 23970, 20 10）。これらの知見を踏
まえ、酸化ストレス応答シグナル分子である
8-ニトロ cGMP の産生低下をもたらす病態下
の生体内環境が、ARDS の重症化と密接に関
係しているとの着想に至った。 
 

ごく最近、単純な含硫分子である硫化水素
（H2S）が水溶液中で硫化水素イオン（HS¯）
となり、生理的な pH にて 8-ニトロ cGMP と
反応しこれを消去する現象を発見した。硫化
水素は火山ガスなどに含まれる有毒ガスと
して知られているが、ヒトの生体内でも内因
性に産生されることが知られている。例えば、
Cys 分解の過程で cystationine β-synthase
（CBS）や cystationine γ-lyase（CSE）により
産生され、また、腸管や口腔内では、常在菌、
特に嫌気性細菌によってエネルギー代謝（硫
酸還元）の過程で多量に産生される。HS¯が、
病態下においてどのような生物活性を発揮
するかについてはほとんど知られておらず、
またARDSにおいて血中の硫化水素を測定し
た報告は見られないのが現状である。しかし
ながらARDSに至る重篤な感染病態下におい
ては、蛋白異化亢進に伴って Cys 分解が促進
され、また腎機能悪化に伴う排泄低下、ある
いは感染病原体自体による産生なども相ま
って、血中の硫化水素イオン濃度が増加する
可能性が考えられる。我々は、HS¯の上昇は、
8-ニトロ cGMP を消去し、その結果、酸化ス
トレス応答が抑制され、ARDS 病態の重症化
につながるとの仮説をたて、今回の研究計画
の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題においては、8-ニトロ cGMP の生
成に影響を及ぼすと考えられる既存の各種
酸化ストレスマーカーを網羅的に解析する
とともに、血中 HS¯濃度を高感度かつ特異的
に定量分析し、ARDS の病勢や重症度との関
連性について検討する。これにより ARDS の
病態解明ならびに重症化の予測に向けた基
盤的研究を推進し、新たな治療戦略の開発を
目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
まずインフルエンザウイルス感染マウス
ARDS モデルを用いて、8-ニトロ cGMP の生
成とこれに伴う酸化ストレス応答がARDSの
病態に及ぼす影響について解析した。また、
血漿中の低分子酸化ストレス修飾分子の時
間的・量的な生成動態を LC-MS/MS 法や
HPLC-ECD 法にて網羅的に解析し、肺局所で
の8-ニトロ cGMPやS-グアニル化蛋白質の生
成との関連性を解析した。また、血漿中 HS¯
濃度を LC-MS/MS 法にて定量分析し、前述の
8-ニトロ cGMP や低分子酸化ストレス修飾
分子との相互関係を解析した。 
 
 
 



４．研究成果 
 
まず、HS¯およびその関連化合物を高感度・
特異的に定量分析する安定同位体希釈法・質
量分析法を開発した。具体的には、細胞・組
織破砕液や血漿といった生体試料にチオー
ル反応試薬である monobromobimane（MBB）
を加え、遠心分離上清中に含まれる MBB と
HS¯のアダクトである Bis-S-bimane、Cys や
GSH（還元型グルタチオン）、およびそのポ
リスルフィド体であるシステインパースル
フィド（CysSSH）やグルタチオンパースルフ
ィド（GSSH）等のMBBアダクト（CysS-bimane、
GS-bimane、CysSS-bimane、GSS-bimane）を
液 体 クロマ ト グラフ ィ ー質量 分 析 器
（LC-MS/MS）にて測定した。それぞれの安
定同位体（Bis-[34S]-bimane など）を外部標準
として添加・同時測定し定量性を確保した。
その結果、生体内においては、CBS・CSE の
酵素活性に依存して、食事中に含まれるメチ
オニンから作られるシスチン（CysSSCys）を
基質として、HS¯ではなく CysSSH が産生さ
れること、さらに CysSSH は、細胞質内に多
量に存在する GSH と反応し GSSH へと変換
されることがわかった。実際、種々の培養細
胞の細胞質内および健常マウスの血漿や主
要臓器中には非常に高い濃度（GSH の 5% 程
度に相当する 10-100 μMの GSSH レベル）の
ポリスルフィド体が存在することなどが明
らかとなった。さらに in vitro の解析にて、
GSSHは 8-ニトロ cGMPを消去し 8-SH-cGMP
を生じることがわかった。実際、マウスの臓
器内には cGMPに匹敵あるいはこれを上回る
量の 8-SH-cGMP が存在しており、また細胞
に 炎 症刺激 を 加える こ とによ っ て も
8-SH-cGMP が増加することを見いだした。イ
ンフルエンザウイルス感染マウスの解析で
は、肺組織破砕液中で Cys や GSH が減少す
るとともに CysSSH が増加し、一方血漿中の
CysSSH は減少することが予備実験にてわか
った。以上より、インフルエンザ肺炎の肺局
所でポリスルフィド体が産生され、ARDS の
病態や酸化ストレス応答に関連している可
能性が示唆された。 
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