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研究成果の概要（和文）：生体の機能調節機構に関わる新しいガス分子 Hydrogen	
 sulfide（H2S）
の微小循環系に対する作用を検討した。L-システイン（H2S の基質）は、抵抗血管平滑筋の
Cystathionineγ-lyase(CSE)活性化を介して、抵抗血管に対して内皮細胞非依存性拡張反応を
惹起した。L-システインは、集合リンパ管の自発性収縮頻度を有意に減少させ、この L-システ
インによる負の変時作用は、DL-propargylglycine	
 （PAG；選択的 CSE 阻害薬）処置によって正
の変時作用へと転じた。抵抗血管や集合リンパ管における内因性 L-システイン-CSE-H2S 経路は、
微小循環調節機構に重要な働きを果たしていることが判明した。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：We	
 investigated	
 roles	
 of	
 hydrogen	
 sulfide	
 (H2S)	
 in	
 the	
 regulation	
 
of	
 the	
 microcirculatory	
 system.	
 L-cysteine	
 (a	
 substrate	
 of	
 H2S)	
 caused	
 
endothelium-independent	
 dilations	
 of	
 the	
 arterioles	
 through	
 an	
 activation	
 of	
 
cystathionineγ-lyase	
 (CSE)	
 located	
 on	
 the	
 arteriolar	
 smooth	
 muscles.	
 L-cysteine	
 reduced	
 
frequency	
 of	
 pumping	
 activity	
 in	
 isolated	
 rat	
 collecting	
 lymphatics.	
 The	
 
L-cysteine-mediated	
 negative	
 chronotropic	
 effects	
 of	
 the	
 lymphatics	
 were	
 converted	
 into	
 
positive	
 chronotropism	
 in	
 the	
 presence	
 of	
 DL-propargylglycine（PAG;	
 a	
 selective	
 inhibitor	
 
of	
 CSE.	
 These	
 results	
 indicate	
 that	
 L-cysteine-CSE-H2S	
 pathway	
 plays	
 significant	
 roles	
 
in	
 the	
 regulation	
 of	
 the	
 microcirculatory	
 system	
 including	
 arterioles	
 and	
 collecting	
 
lymphatics.	
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１．研究開始当初の背景	
 
（1）血管内皮細胞は、血管平滑筋の緊張性
制御に関与する様々な生理活性物質を局所
産生•分泌している。内皮細胞由来生理活性

物質のうち血管拡張に作用する分子として
一酸化窒素（NO）、プロスタグランジン
I2(PGI2)および内皮由来過分極因子（EDHF；
H2O2や CYP450 代謝産物等）が生理学的に重要
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であることが知られている。また、内皮細胞
機能障害は、これら血管拡張性物質の産生•
反応性の低下によって様々な循環器疾患を
引き起こす。近年、内皮細胞からは新規の
EDHF である Hydrogen	
 sulfide(H2S)が産生さ
れることが報告されてきている。	
 
	
 
（2）血管内皮細胞は、生理活性物質や機械
的刺激によって L-アルギニンから NO、L-シ
ステインから H2S そしてアラキドン酸から
PGI2を産生する。これらの生理活性物質は、
血管平滑筋内のセカンドメッセンジャー
(cAMP,	
 cGMP)やイオンチャネル(Kca,KATP)を
活性化することによって血管平滑筋弛緩反
応を誘起する。NO と H2S は、以下の相同性を
有する。アミノ酸を基質とするガス分子であ
る、合成酵素活性にカルシウム•カルモジュ
リン複合体が関与する。	
 
	
 
（3）全身の血圧や各臓器における局所血流
は、実質臓器内を走行する血管径 300μm 以
下の抵抗血管-細動脈の収縮•拡張によって
調節されている。すなわち、各臓器内の微小
循環系の入り口である抵抗血管-細動脈が、
形態学•機能学的に極めて重要な調節制御部
位である。2008 年 Science 誌に H2S 合成酵素
ノックアウトマウスは野生型と比べて高血
圧を示し、循環調節機構における L-システイ
ン-Cystathionineγ-lyase(CSE)-H2S 経路の
意義と重要性が報告された（Science,	
 322:	
 
587-590,	
 2008）。しかしながら H2S による循
環調節機構は、主に大血管を中心とした解析
であり、微小循環に対する直接的詳細な検討
は、国内外において十分に行われていない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 

本研究の目的は、新規のガストランスミッタ

ーである H2S の微小循環系に対する作用とそ

の機序解析を行い、さらに得られた知見から

エビデンスに基づいて設計デザインされた

末梢循環改善方法を開発することである。そ

のために、大血管（大動脈）、抵抗血管（腹

壁骨格筋細動脈）そして集合リンパ管におけ

る L-システイン-CSE-H2S 経路を明らかにす

る。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（1）C57BL/6J マウス（雄、9-10 週令）を屠
殺後、胸部大動脈を摘出し実験に用いた。摘
出した大動脈（幅 2mm）をリング状標本とし、
大動脈内腔に直径 100μm のタングステンワ
イヤーフックを 2本通し臓器槽内に懸垂固定
した。臓器内を 5%CO2-95%O2で通気したクレ
ブス液（37℃、pH7.4）で満たした。標本の
発生張力をトランスデューサー-アンプ-レ
コーダーを介して記録した。L-システインや

H2S ドナーを投与して反応性を検討し、種々
の阻害薬を用いてその作用機序を解明した。	
 
	
 
（2）C57BL/6J マウス（雄、9-10 週令）の腹
壁筋層内に走行する抵抗血管（~180μm、図
1）および SD ラット（雄、7 週令）の腸骨リ
ンパ節輸入リンパ管（~300μm）をマイクロ
サージェリーの手法を用いて摘出し実験に
用いた。臓器槽内において細動脈および集合
リンパ管の両端をガラスピペットにカニュ
レーションし、摘出微小脈管還流標本を作製
した。臓器内 5%CO2-10%O2-85%N2で通気したク
レブス液（37℃、pH7.4）を持続的に還流し
た。標本の流入路のガラスピペットにチュー
ブ-圧カラムを接続し標本内腔に内圧を負荷
し流出路は閉鎖した。標本の内径変化をビデ
オマイクロスコピーとビデオキャリパーを
用いて測定した。L-システインや H2S ドナー
を投与して反応性を検討し、種々の阻害薬を
用いてその作用機序を解明した。	
 

図 1：腹壁筋層内に走行する抵抗血管（1a お
よび 2a）を摘出し実験に用いた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）マウス大動脈	
 
①H2S の基質である L-システインによって、
大動脈は、収縮反応を示した。この L-システ
インによる収縮反応は、内皮細胞剥離処置、
PAG（選択的 CSE 阻害薬）処置、L-NAME（NO
合成阻害薬）処置、TEMPOL（活性酸素種除去
剤）処置によって有意に抑制した。	
 
②大動脈は、H2S のドナーである NaHS によっ
て二相性の反応（低濃度における収縮と高濃
度における弛緩反応）を示した。H2S による
収縮反応は、内皮細胞剥離処置、L-NAME 処置、
TEMPOL 処置によって有意に抑制した。H2S に
よる弛緩反応は、ODQ（グアニレートシクラ
ーゼ阻害薬）処置によって有意に抑制したが、
TEA（非選択的 K+チャネル阻害薬）処置およ
びグリベンクラミド（選択的 ATP 感受性 K+チ
ャネル阻害薬）処置の影響を受けなかった。	
 
③大動脈の L-システインによる収縮反応は、
内皮細胞における CSE-NOS-活性酸素種(O2

-)
のクロストークを介して発現し、高濃度のH2S

 



による大動脈弛緩反応は、大動脈平滑筋のグ
アニレートシクラーゼ（GC）活性化に依存す
る事が判明した（図 2）。	
 

図 2：大動脈における CSE-NOS-O2
-のクロスト

ーク。	
 
	
 
（2）マウス腹壁骨格筋細動脈	
 
①腹壁骨格筋細動脈（最大径~180μm）は、
外液 Ca2+依存性の筋原性収縮を有する事が判
明した。	
 
②腹壁骨格筋細動脈は、L-システインによっ
て拡張反応を示した。この L-システインによ
る拡張反応は、内皮細胞剥離処置の影響を受
けなかったが、PAG 処置によって有意に抑制
した。また、Tempol 処置は、L-システインの
拡張反応を有意に増強した（図 3）。	
 

図 3：L-システインの抵抗血管拡張反応
（Control）に対する、内皮剥離[EC	
 (-)]、
PAG（ 3mM）および Tempol(0.3mM)の影響
(n=4-7)	
 *:	
 p	
 <	
 0.05	
 from	
 Control。	
 
③腹壁骨格筋細動脈は、NaHS によって用量依
存的な拡張反応を示した。	
 
④腹壁骨格筋細動脈の L-システインによる
拡張反応は、内皮細胞非依存性すなわち平滑
筋 CSE 活性化を介する事が判明した。	
 
⑦これら大動脈と抵抗血管の結果から、L-シ

ステイン-CSE-H2S 経路を介する血管反応性
は、血管の形態学・機能学的特性に対応して
著しい相違の存在することが明らかとなっ
た。また、これらの基盤研究結果はアミノ酸
を応用した循環器疾患治療の橋渡し研究に
重要な知見を提示できた。 
	
 
（3）腸骨リンパ節輸入リンパ管（集合リン
パ管）	
 
①PAG（選択的 CSE 阻害薬）は、集合リンパ
管の自発性収縮頻度を有意に増加した。従っ
て、集合リンパ管からの H2S の基礎的分泌は、
集合リンパ管の自発性収縮の周期性を有意
に調節していることが判明した。	
 
②H2S の基質である L-システインは、集合リ
ンパ管の自発性収縮頻度を有意に減少させ
た（負の変時作用）。この L-システインによ
る集合リンパ管の負の変時作用は、PAG 処置
によって正の変時作用へと転じた。	
 
③H2S のドナーである Na2S は、集合リンパ管
自発性収縮に対して負の変時作用を惹起し
た。特に、高濃度の Na2S（10µM）は、リンパ
管の自発性収縮を完全に停止させた（図 3）。
グリベンクラミド（選択的 ATP 感受性 K+チャ
ネル阻害薬）は、この Na2S による負の変時作
用を有意に解除した。	
 

図 3：集合リンパ管自発性収縮に対する Na2S
の反応。	
 
④SD ラットのリンパ系組織（腸骨リンパ節と
その輸入リンパ管）における CSE の発現とそ
の分布を免疫組織科学によって検討した。
CSE は、集合リンパ管壁に（平滑筋や細胞外
マトリックス）分布していることが判明した。
さらに興味深いことに、CSE はリンパ節辺縁
洞床面の内皮細胞に限局して強発現してい
ることが判明した。これらの結果は、リンパ
系組織における CSE 分布の多様性を示す。	
 
⑤集合リンパ管の L-システインによる負の
変時作用は、集合リンパ管壁に存在する CSE
による内因性 H2S 産生を介して発現し、その
反応性の一部に ATP感受性 K+チャネルの関与
する事が判明した。	
 
⑥H2S や含硫アミノ酸による集合リンパ管の
生理学および病態生理学のメカニズムの解
明やその関連するリンパ管系疾患の治療に
対する橋渡し研究として重要な知見を提示
できた。 
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