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研究成果の概要（和文）：マウス血管内皮細胞株UV-♀2細胞を用いて、ストレスチャンバー上に播種し伸展刺激を加え
たところ、4時間後に硫化水素産生酵素(CBS)のmRNAの発現量が3倍に上昇した。また、活性酸素種産生酵素のNox2の発
現は1.8倍上昇した。一方、一酸化窒素産生酵素eNOSの発現量は変化がなかった。また、同様の実験を、ヒト軟骨芽細
胞様細胞株ATDC5細胞についても行ったところ、伸展刺激2～4時間後からCBSのmRNAの発現量が上昇した。これらのこと
から、細胞に伸展刺激を加えると内因性硫化水素の産生が誘導される可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Multiple lines of recent evidences strongly suggested that nitric monoxide, carbon
 monoxide, and hydrogen sulfide (H2S) have come to known as the gasotransmitters worked for various cellul
ar functions. Persistent extension stress induce the mRNA expression of cystathionine-b-synthase (CBS) and
 Nox2 by 3 times and 1.8 times, respectively, after 4 hours in mouse vascular endothelial cell line, UV-2 
cell cultured on stress chamber.  On the contrary, the extension stress did not induced mRAN expression of
 eNOS.  We examined the effect of the extension stress on the mRNA expression of various redox-related gen
es in human condroblastic cell line, ATDC5 cell.  The extension stress also induced Nox2, iNOS, eNOS, and 
CBS mRNA expression after 2 to 4 hours, but not cystathionine-v-lyase.  These evidences suggested that per
sistent extension stress induced production of endogenous H2S. 
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１．研究開始当初の背景 
硫化水素（H2S）は水溶性が比較的高いた
め生体に容易に取り込まれるが，鉄を奪うこ
とで呼吸鎖関連酵素の活性を阻害して窒息
性の中毒症状を誘発したり，口臭の原因物質
であったりするため，その毒性と異臭により
一般的には有害性から論じられることが多
い。この 10 年間の先駆的研究から，内因性
の H2Sは一酸化窒素（NO）や一酸化炭素（CO）
に次ぐ，第三のガス性シグナル伝達物質とし
て注目され始めている。内因性 H2Sは平滑筋
の弛緩作用を持つことから、硫化水素泉の効
用を一部説明できる。口腔環境では，細菌由
来および食物由来の外因性H2Sが比較的豊富
にあることから、環境中の H2Sが破骨細胞の
分化を促進したとする in vitro の報告はある
ものの、歯周疾患における内因性 H2Sの役割
に関する研究は、実験研究やヒト由来の臨床
的･疫学研究を通じて未だ報告がない。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、歯周病態における H2Sの
役割を解析することを目的として、H2S 合成
酵素のうち cystathionine-β-synthase（CBS）お
よび cystathionine-γ-lyase （CSE）について、
血管内皮細胞に伸展刺激を加えた際の遺伝
子発現を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞 
 マウス血管内皮様細胞株 UV♀2 細胞 
(RIKEN Cell Bank No. RBRC-RCB1994) 
を用いた。熱非働化 10%ウシ胎児血清（FBS）、
penicillin G (100 U/mL)， streptomycin (100 
µg/mL) 添 加 Dulbecco's Modified Eagle 
Mediumで 37 °C，5%CO2環境下で培養した。
マウス AT805 由来の前駆軟骨芽細胞株
ATDC5 を DMEM/Ham’s F-12 に熱非働化
5%FBS を加えた培地で培養した。細胞数を
1.5 × 105/ml に 調 整 し 、
Insulin-Transferrin-Selenite (ITS)を加えて 2 週
間培養して分化させた軟骨芽細胞を用いた。 
 
(2)細胞伸展 
 細胞の伸展は、37 °C，5%CO2 環境下で，
自動伸展装置 STB-140（ストレックス株式会
社）にて，伸展率 20%の条件で 1 分間 10 往
復の連続往復動作を行い伸展した。伸展に際
しては，細胞をストレッチチャンバー（3.2
×3.2×1.0cm）（ストレックス株式会社）に
100 μg/ml フィブロネクチンで 2 時間コート
後、細胞を 3×105個播種して付着させた。 
 
(3)リアルタイム RT-PCR 
 RNeasy® Mini Kit (Qiagen)にて 調製した
RNA を q-Script cDNA Supermix reagents 
(Quanta BioSciences) 30分、42 °Cで逆転写し
た後，StepOne™ Real-Time System (Applied 
Biosystems) にて FAST SYBR® Green Master 
Mix (Applied Biosystems) を用いてリアルタ

イム RT-PCRを行った。使用したプライマー
は表 1に示す。mRNA量は GAPDHを基準と
してΔΔCTにより算出した。 
 
表 1 使用したプライマー 

プライマー 配列 
上段：forward 
下段：reverse 

GAPDH 
GACGGCCGCATCTTCTTGA  
CACACCGACCTTCACCATTTT  

CBS 
GATGGCGGTGGCTCGTT  
GGTAGCCCAGGATAAACAACCTT  

Nox1 
CGCTCCCAGCAGAAGGTCGTGATTACCAAG  
GGAGTGACCCCAATCCCTGCCCCAACCA  

Nox2 
GTCACACCCTTCGCATCCATTCTCAAGTCAGT  
CTGAGACTCATCCCAGCCAGTGAGGTAG  

CSE 
GATGGCGGTGGCTCGTT 
GGTAGCCCAGGATAAACAACCTT 

Nox4 
CTGGAGGAGCTGGCTCGCCAACGAAG 
GTGATCATGAGGAATAGCACCACCACCATGCAG 

p22phox 
AACGAGCAGGCGCTGGCGTCCG 
CACAGTGGTATTTCGGCGCC 

p47phox 
CCAGCACTATGTGTACATGT 
AAGGAGATGTTCCCCATTGA 

p67phox 
GCCTTCTGGTAAGCACCTAA 
GAGGCCTTCAGCGAGGTGCA 

nNOS 
CATCAGGCACCCCAAGTT 
CAGCAGCATGTTGGACACA 

eNOS 
CCAGTGCCCTGCTTCATC 
GCAGGGCAAGTTAGGATCAG 

iNOS CAACCAGTATTATGGCTCCT 
GTGACAGCCCGGTCTTTCCA 

 
(4)フリーラジカルアナライザー 
 細胞が産生する H2O2、H2S、NO を同時に
検出するために、フリーラジカルアナライザ
ーApollo 1000（LSM inc.）を用い、伸展刺激
したUV♀2細胞及び ITS刺激により軟骨芽細
胞に分化させた ATDC5細胞の培地中の H2O2、
H2S、NOを測定した。 
 
(5)統計解析 
 Studentの t検定を行い，P<0.05を有意な差
とした。 
 
４．研究成果 
(1)細胞内ガス性シグナル因子関連遺伝子の
発現 
① UV♀2細胞 

UV♀2 細胞に伸展刺激を加えたところ、
2時間後には変化が確認できなかったが、4
時間後から CBSが 3.0 ± 0.7倍、Nox2が
0.8 ± 0.5倍mRNAの発現が上昇していた。
一方、Nox1に変化は認められなかった（図
1）。  
② ATDC5細胞 

ITSを添加して 2週間培養することで軟
骨芽細胞様細胞に分化させた ATDC5 細胞
に伸展刺激を加えたところ、2 時間後には
大きな変化が確認できなかったが、4 時間
後からそれぞれCBSが 3.0 ± 0.3倍、Nox2
が2.75 ± 0.5倍、p67phoxが3.48 ± 0.5倍、
p22phoxが 3.98 ± 0.4倍、NOSが 4.0 ± 0.6
倍、iNOSが 3.5 ± 0.4倍 mRNAの発現が
上昇していた。一方、CSEや Nox1に変化
は認められなかった（図 2）。  



 
図 1 UV♀2細胞に対する伸展刺激による
硫化水素産生酵素の遺伝子発現 

図 2 ATDC5細胞に対する伸展刺激による硫
化水素産生酵素の遺伝子発現 

 
今回の実験で、マウス血管内皮様細胞株

UV♀2 細胞およびマウス軟骨芽細胞様細
胞 ATDC5細胞に伸展刺激を加えると CBS
の mRNA の発現が上昇することがわかっ
た。リポ多糖（LPS）が誘導する炎症や浮
腫では、血漿中の H2Sが上昇することに加
えて、細胞内 H2S 合成酵素で CBS の下流
で作用する cystathionine-γ-lyase（CSE）を
阻害すると LPS 誘発性炎症応答は軽減す
ることが報告されていることから、炎症応
答との関連も指摘されている。また、糖尿
病モデルでの研究では、高グルコース環境
で発生する酸化ストレスを内因性H2Sが抑
制する可能性が示唆されている。 

Noxは、細胞質の NADPHから電子を受
け取り、細胞外の酸素分子に電子を与える
ことにより、活性酸素種を生成する酵素で
ある。Nox2 は食細胞で発現していること
が知られているが、血管内皮細胞内では、
NO の不活化や細胞増殖に関与しているこ
とが報告されている。H2Sと活性酸素種は
それぞれの生成過程や親電子リガンドを
通じて作用機序が複雑に関連しているこ
とが予想されており、伸展刺激においても、
それぞれの遺伝子発現が上昇していたこ

とから、機械的刺激によりガス性シグナル
物質が発生する可能性が示唆された。 
今回の実験で、短時間では Nox2 の発現
量よりも CBS の発現量の方が強かったこ
とから、活性酸素種の血管組織に対する為
害性を緩和する役割を担っている可能性
があり、その解明は今後の研究課題である。 

 
(2)伸展刺激によるガス性シグナル伝達物質
の測定 
 ITSを添加して 2週間培養することで軟
骨芽細胞様細胞に分化させた ATDC5 細胞
に伸展刺激を加えたところ、8 時間後から
H2Sは未刺激状態に比べて 6倍程度増加し、
それ以降産生量を一定に保った。一方、
H2O2とNOの産生量はには大きな変化が確
認できなかったが、それぞれ 8時間、16時
間に一過性に増加した（図 3）。 

 
図 3  ATDC5 細胞に対する伸展刺激による
各種レドックス関連ガス性因子の産生量
の時間的推移 

 
(3)生体内酸化ストレス指標と歯周疾患の関    
連 
 九州大学歯学部の山下喜久教授と連携
して、歯周疾患検診受診者の血液サンプル
を使用して、細胞内の酸化ストレス指標で
ある 8-Hydroxydeoxyguanosine（8-OHdG）
測定したが、歯周疾患との明確な関連性は
認められなかった。 
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