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研究成果の概要（和文）：大動脈瘤などの手術後の合併症のひとつである虚血性脊髄障害のマウスモデルを用い
た研究において硫化水素ガス吸入療法が遅発性対麻痺の発症を抑えることを見出したが、低体温療法との併用に
よりその効果は消失することが我々の研究で明らかとなっている。その要因を検討する目的で、プロテオーム解
析を用いた研究を行った。その結果、硫化水素ガス吸入療法と低体温を併用することにより複数の蛋白分子の発
現が抑えられ、その中の誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現抑制がその有力な要因であることが示唆され
た。さらにiNOSノックアウトマウスでは、硫化水素ガス吸入療法の効果がみられなくなることも明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：We found that hydrogen sulfide gas inhalation therapy suppressed the onset 
of delayed paraplegia in a mouse model of ischemic spinal cord injury, which is one of the 
complications after surgery such as aortic aneurysm. Our study, however, showed that this effect 
disappeared when combined with hypothermia. We conducted a study using proteomic analysis with the 
aim of investigating the factors responsible for this phenomenon. Our results suggested that the 
combined use of hydrogen sulfide gas inhalation therapy and hypothermia suppressed the expression of
 several protein molecules, among which the suppression of induced nitric oxide synthase (iNOS) was 
the most important factor. Furthermore, the iNOS knockout mice showed no effect of hydrogen sulfide 
gas inhalation therapy.

研究分野：麻酔科学

キーワード： 硫化水素ガス　脊髄虚血　遅発性対麻痺　低体温療法　誘導型一酸化窒素合成酵素
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
硫化水素ガスの生理学的意義については多様な機序が関わっていると報告されているが、我々の研究結果である
脊髄虚血後の遅発性対麻痺発症に対する抑制効果についての詳細な機序は明らかとなっていなかった。今回の研
究では、通常は神経保護効果のある低体温療法との併用で硫化水素ガスの効果が消失するという特徴を利用し、
プロテオーム解析によりiNOSが重要であることが明らかとなったことは、学術的意義が高いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脊髄虚血あるいは脊髄外傷では、その受傷からある程度時間を経過した後に病態が悪化

する、いわゆる遅発性脊髄神経障害を伴うことがあり、それにより症状がさらに悪化す

る。また、近年の臨床で盛んに行われている大動脈瘤に対する血管内治療では、従来の

外科的治療と比較して遅発性脊髄障害発症の割合が遥かに多く、その予防あるいは治療

法について世界的に注目されている。しかしながら、我々を含めて世界中の研究におい

て薬物をはじめとする可能性のある多くの治療法が試みてきたが、理論的に神経保護の

可能性が報告されてきた治療方法（例えば、NMDA 受容体遮断薬を含む興奮性アミノ

酸受容体遮断薬、プレコンディショニングなど）では虚血性脊髄障害を予防あるいはそ

の発症を抑えることはできなかった。その要因のひとつとして、この遅発性脊髄神経障

害の研究ではラットやウサギを用いた研究がほとんどで、遺伝子改変技術を利用するこ

とが困難であることから、その病態あるいは治療に関わる重要な分子を見出すことが非

常に困難であったこともこれに起因していると考えられる。近年当教室では、遺伝子改

変が容易であるマウスを用いた遅発性脊髄障害モデルの開発に取り組み、その作成に成

功し、カスパーゼ 3 ノックアウトマウスを用いアポトーシスの関与を報告した

（Kakinohana M, et al. Stroke 2011;42:2302-7）。このマウスモデルを用いることで、

虚血性脊髄障害に伴う神経細胞死の病態生理ならびに治療に関する分子生物学的検討

を進めていくことが可能となった。 

最近、一酸化窒素（NO）や一酸化炭素（CO）と同様に、生体内で産生および作用す

るガス分子の一種である H2S の生理学的役割やその細胞保護効果（心、肝、腎、肺な

ど）に関する報告がみられる。また、H2Sのドナー投与やH2Sガス吸入療法によって

様々な病態への治療効果を示すことも証明されてきており、H2S 関連の創薬も進めら

れている。我々の研究室では本邦唯一のH2Sガス吸入装置を有しており、これまでH2S

ガス吸入の生物学的意義について様々な疾患モデルで検討をしてきた。特に、マウス遅

発性神経細胞死モデルや一過性全脳虚血モデルを用いた H2S ガス吸入療法の効果につ

いて検討した結果、神経細胞死を強力に抑えることを見出し、神経学的、組織学的そし

て分子生物学的にその機序解明に挑戦している。H2S ガスによる脊髄保護効果の最大

の特徴は、一過性脊髄虚血後 24時間に治療開始してもその神経保護効果を強力に発揮

することであり、これは臨床的にも意義ある結果である。 
 
２．研究の目的 

先述したが、これまで理論的に神経保護の可能性のある治療法を試みてきたが、虚血性

脊髄障害を予防あるいはその発症を抑えることはできなかった。このようなことから、

“これまで考えられなかった治療法の模索”が今後の研究には必要であるということを

示している。このような状況の中、我々は H2S ガス吸入療法によってマウス遅発性脊

髄神経細胞障害を抑制することを見出した。さらにこの現象における特筆すべきことは、

この神経細胞保護効果は低体温療法と併用することで消失するという、これまでの常

識に反する結果を示したことである。つまり、低体温により H2S の神経保護効果が消

失するということは、H2S により刺激される代謝経路とその合成蛋白質が神経保護効

果に強く関わっていることを示唆するものである。これらの研究結果から、我々はH2S

ガス吸入療法による神経細胞保護効果は、「H2S分子により合成を促された蛋白質」に



よるものであると仮説をたてた。つまり“本研究課題の核心をなす学術的「問い」”は、

「H2S ガス吸入により合成される神経保護効果に関わる蛋白質の正体は？」というこ

とである。当教室では、約 20年にわたり虚血性神経障害モデル、特に大動脈遮断によ

る脊髄虚血モデル（ラット、マウス）を用い、脊髄神経保護に関する基礎研究を積極的

に行ってきた。上述したように生体内ガス分子である H2S 吸入が脊髄神経保護効果を

示したことで、この研究分野に新たな可能性が生まれた。本研究の目的は、「H2S吸入

による脊髄神経保護効果の機序解明」の一環として“脊髄神経保護に関わる蛋白質の検

索（プロテオーム解析）”である。 
 
 
３．研究の方法 

＜脊髄虚血モデル作成＞ 

C57/BL6 マウスを用い、イソフルラン全身麻酔下に気管挿管し人工呼吸とした。頸

部ならびに胸骨頭側部を切開し、左総頸動脈と左鎖骨下動脈の起始部で弓部大動脈一過

性（５分間）に遮断し、一過性脊髄虚血モデルを作成した。その後、閉創し麻酔から覚

醒させた。（Stroke 2011;42:2302-7 

＜H2S吸入療法＞ 

脊髄虚血 24 時間後にアクリル製吸入装置で、H2S 吸入療法（80ppmx5 時間）を

行った。尚、H2S吸入療法中の体温調節は、アクリル製吸入装置の外気温を変化させ

ることで行った。H2S 吸入終了後 1 時間目にペントバルビタール腹腔内投与による

深麻酔下に犠殺し脊髄サンプル採取を行った。 

＜脊髄サンプル採取＞ 

① 組織学的検討サンプル：犠殺後、4％パラフォルムアルデヒドで経心的に潅流固定

し脊髄を採取し、脊髄膨大部の凍結切片あるいはパラフィン切片を作成。同定蛋

白質について免疫組織染色し、その局在を検討した。 

② 分子生物学的検討サンプル：犠殺後、仙骨部脊柱管から冷生理食塩水（4℃）を注入

し脊髄を圧出さ、直ちに液体窒素で凍結し、－80℃で保存した。 

＜二次元電気泳動によるH2S特異的蛋白質の抽出・同定＞ 

  凍結脊髄サンプルをホモジナイズし上清を SDS ゲルで二次元電気泳動した後に、

銀染色により分離された蛋白をマーキングした。対照群と比較し H2S 群で発現して

いる複数の蛋白質を SDS から個別にくり抜き、質量分析でそれぞれの蛋白質を同定

した。 

<qRT-PCRによる同定蛋白質m-RNA検出＞ 

  凍結脊髄サンプルから RNA を抽出し、プライマーDNA 作成、逆転写酵素による

c-DNA 合成を行い、cDNA をテンプレートとして標的蛋白質の蛍光プローべを用い

て PCRを行った。 

＜蛋白阻害薬あるいは遺伝子改変マウスを用いた標的蛋白の確認＞ 

  プロテオーム解析ならびに m-RNA 検出実験により絞り込んだ標的蛋白質の阻害

薬あるいは遺伝子欠損マウスを用い、脊髄虚血ならびにH2S吸入療法実験を行った。 

  脊髄虚血（5分間）侵襲を与えた 24時間後に Prdx阻害薬である Conoidin A（細

胞膜通過可能）を腹腔内投与し、対照群では生理食塩水を腹腔内投与した。その 1時

間後にH2S吸入療法（80ppmｘ4時間、目標体温 35℃）を行い、神経学的所見を検

討した。また、iNOSノックアウトマウスを用い脊髄虚血（5分間）の侵襲を与えた。



その 24時間後に H2S吸入療法（80ppmｘ4時間、目標体温 35℃）を行い、神経学

的所見を検討した。 

４．研究成果 

（１）遅発性脊髄障害マウスモデルに対するH2S吸入療法と温度依存性 

  マウスに対する H2S 吸入療法（80ppm）

によって、急激に代謝が低下し低体温を誘導

できることが知られているが、H2S吸入療法

中の外気温を変化させることによる体温変化

と遅発性脊髄障害抑制効果について確認実験

をおこなった。その結果（図１）、H2S 吸入

療法中に体温を 34－35 度に維持した場合に

は、遅発性脊髄障害の発症を約 70％の確率で

抑えることができるが、それより以下の体温

では低体温になるほどその効果は減弱した。 

（２）脊髄虚血後のH2S吸入療法による脊髄プロテオーム解析（23-24℃（C群）と 34-

35℃（H群）の比較） 

  脊髄虚血後 H2S 吸入療法における低体温の影響

を検討する目的で二次元電気泳動を行った。その結

果、C群と比較してH群で 11個の蛋白質の発現増

強が認められ、質量分析解析により表のように同定

された。この中で、硫化水素関連蛋白ならびに生体

内ガス関連蛋白として Peroxiredoxin6（Prdx6）、

Mercaptopyruvate sulfurtransuferase (MPS)、

Inducible nitric oxide synthase(iNOS)を候補蛋白として選択した。 

（３）候補蛋白質の脊髄内発現 

  上記のプロテオーム解析により選択された蛋白

質について PCR あるいはウエスタンブロッティン

グ法（WB）さらに免疫組織学的検討によりその生

体内での発現を検討した。Prdx6についてはWBを

行った結果、C群と比較してH群で有意に増強して

いた。Prdx6の下方のバンドはリン酸化 Prdx6（p-

Prdx6）の可能性があるがその確認はできていな

い。免疫組織学的検討において、Prdx6蛋白が脊

髄神経細胞で発現していることも確認できた（図

３） 

  MPSについては PCRにてm-RNAの検討を行

ったが、H群と C群で発現の有意な差は認められ

なかった。iNOSに関しては、C群と比較して H

群で iNOS m-RNA 発現が約 2.5 倍に増加していた

（図４）。 

 （４）Prdx6阻害ならびに iNOSノックアウトマウ

スにおけるH2S吸入療法の効果検討 



  Prdxの阻害薬 Conoidin Aを前処置後にH2S吸入療法（ConA群：n=４）では、

吸入療法 24 時間後（脊髄虚血後 48 時間）に 2 匹で遅発性対麻痺となったが残りの

2匹は遅発性対麻痺に至らなかった。対照群（Control群：n=5）でもH2S吸入療法

の24時間後に2匹が遅発性対麻痺を発症したが、残りの3匹では認められなかった。 

  一方、野生型マウス（Wild群：n=5）では 1匹が遅発性対麻痺を発症し、4匹はそ

れを発症しなかったが、iNOS ノックアウトマウス（NOSKO 群 n=6）では H2S 吸

入療法後に全てのマウスで遅発性対麻痺を発症した。 

 

総括 

  本事業の目的は、「H2S吸入による脊髄神経保護効果の機序解明」として低体温療

法との併用によりその効果が消失するという特徴を利用し、プロテオーム解析におい

て H2S 吸入療法による遅発性脊髄障害を抑える重要蛋白質を明らかとするものであ

った。今回のプロテオーム解析では、11個の蛋白質が抽出され、その中から硫化水素

関連蛋白ならびに生体内ガス関連蛋白として Prdx6、MPS、そして iNOS が候補蛋

白質として挙げられた。WB、PCRならびに免疫組織学的検討により、Prdx6と iNOS

が脊髄組織内で発現増加していたことから、前者に対しては阻害薬である Conoidin 

Aそして後者では遺伝子改変マウス（iNOSノックアウトマウス）を用いた実験を行

った。その結果、H2S吸入療法の重要蛋白質としては、これまで我々が指摘してきた

iNOSがやはり重要因子であることが明らかとなった。これまで、NOとH2Sによる

遅発性対麻痺抑制効果には、抗アポトーシス蛋白である Bcl-XLの発現の関与が指摘

されていたが、BcL-XLは今回のプロテオーム解析では抽出できなかった。今後、NO

とH2Sに相互作用の新たなターゲット蛋白の解明に望みたいと考えている。 
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