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研究成果の概要（和文）：硫化水素関連物質として、システインのSH基にイオウが過剰に付加したシステインパーサル
ファイドを同定し、生体内に多量に存在することを明らかにし、反応性の高さから「活性イオウ分子」と命名した。活
性イオウ分子は、高い抗酸化活性とレドックスシグナル調節活性を有し、レドックスシグナルの二次メッセンジャーで
ある8-ニトロ-cGMPを8-メルカプト-cGMPへと変換する。8-メルカプト-cGMPが脳や培養神経細胞で生成されることを質
量分析法、免疫染色法で明らかにした。また、環境中親電子毒物であるメチル水銀による活性イオウ分子/レドックス
シグナル調節機構の破綻による新奇の毒性発現メカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：It is found that reactive persulfides and polysulfides are formed endogenously 
from both small molecule species and proteins in high amounts in mammalian cells and tissues. 
Quantitation of these species indicates that high　concentrations of glutathione persulfide 
(perhydropersulfide >100 μM) and other cysteine persulfide and polysulfide derivatives in 
peptides/proteins were endogenously produced and maintained in the　plasma, cells, and tissues of mammals 
(rodent and human). It is expected that persulfides are especially nucleophilic and reducing.　This view 
was found to be the case, because they quickly react with　H2O2 and a recently described biologically 
generated electrophile 8-nitro-cGMP to form 8-mercapt-cGMP. Indeed, 8-mercapt-cGMP formation in nervous 
system was confirmed by LC-MSMS and immunocytochemistry. Furthermore, a novel mechanism of 
methylmercury-induced cytotoxicity, that is disruption of redox signaling regulated reactive sulfur 
species, was also revealed.

研究分野： 神経化学

キーワード： 8-メルカプト-cGMP　8-ニトロ-cGMP　システインパーサルファイド　活性イオウ分子　メチル水銀　レ
ドックスシグナル
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１．研究開始当初の背景 
近年、硫化水素（H2S） が、一酸化窒素（NO）

一酸化炭素（CO）に次ぐ第 3 のガス状メデ
ィエーターとして機能することが示され、神
経伝達、神経保護などに関与していることが
明らかとなってきた。また、活性酸素（ROS）
も単なる毒性因子ではなくメディエーター
としても機能し、これらガス状メディエータ
ーが脳神経系の様々な生理・病理機能に関与
していることが明らかになって来ている。 
ガス状メディエーターによるシグナル伝

達機構は不明な点が多かったが、近年の申請
者らの研究により、cGMP およびその誘導体
を介した経路の全貌が明らかとなってきた。
これらの経路は、これまでに知られていない
まったく新規なものある。 
従来から NO が可溶性グアニル酸サイク

ラーゼに作用し二次メッセンジャーとして
cGMP を産生し（NO-cGMP 経路；図 1 点線
枠）、下流シグナルを活性化して細胞シグナ
ル伝達を行うことが知られていたが、申請者
らは、2007 年に、NO と ROS の二次メッセ
ンジャーとして 8-ニトロ-cGMP を世界に先
駆けて発見し、その産生メカニズム、作用機
構を解明してきた（図 1 実線枠）。実際に、
脳神経系においてグリア細胞、神経細胞など
で 8-ニトロ-cGMP の産生が明らかにされ、
酸化ストレス応答機構、細胞死誘導機構、神
経伝達物質の放出調節機構を明らかにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
一方近年、システイン関連代謝経路におい

て生成するH2Sの生理機能が注目されている。
しかしH2Sのシグナル制御機構は不明な点が
多かった。興味あることに、我々は 8-ニトロ
-cGMP のシグナルが H2S により制御されて
いることを見出した。H2S が 8-ニトロ-cGMP 
と反応し SH 基を付加することで、新規の環
状ヌクレオチドである 8-SH-cGMP が生成さ
れる。また 8-SH-cGMP が ROS と反応する
と SH 基が脱離し cGMP になることが分か
った（Nature Chem.Biol. 2012、図１ 網掛け）。
さらに、8-SH-cGMP が、8-ニトロ-cGMP や
cGMP には認められないユニークな化学的

反応性や薬理活性を発揮することが分かっ
てきた。以上の知見は、「8-SH-cGMP が、H2S
シグナル伝達機能を担う二次メッセンジャ
ーである」ことを示唆している。 
しかしながら、これまでの 8-SH-cGMP に

関する研究成果は、主として、H2S と 8-ニト
ロ-cGMP との試験管内での再構成モデルに
より得られた解析結果をもとに演繹された
ものであった。このため、細胞、組織から個
体での高次レベルのシグナル制御の実体を
見極めるには至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、 (1) 脳神経系における
8-SH-cGMP の産生機構、(2) 8-SH-cGMP の
生理・病理作用を明らかにすることを目的と
する。 
(1)  8-SH-cGMP の産生機構；8-SH-cGMP 
の検出方法を確立し、脳神経系の細胞および
組織を用いて解析する。検出方法としては、
液体クロマトグラフタンデム質量分析装置
（LC-MS/MS）を用いた定量的検出法、また
抗体を作製し蛍光免疫染色による細胞、組織
における産生部位の解析を行う。各種ガス状
メディエーターのシグナル関連試薬（阻害剤、
活性化剤、発生剤）などで処理し、8-SH-cGMP 
の産生メカニズムを解明する。 
（２）   8-SH-cGMP の生理・病理作用；
8-SH-cGMP は膜を透過できないので、膜透
過性誘導体を作製する。脳神経系の細胞、組
織を膜透過性 8-SH-cGMP で処理し、細胞毒
性、保護効果、伝達物質放出に及ぼす効果な
どを解析する。また、従来から知られている
MAP キナーゼ、NFκB などの様々なシグナ
ル経路との関連性を解析する。 
 
３．研究の方法 

 (1) 脳神経系における 8-SH-cGMP の産生； 
① LC-MS/MS を行いた定量的検出法の確立 

内 部 標 準 と な る 安 定 同 位 体 標 識
8-SH-cGMP（+10 mass）の作製、多重反応モ
ニタリング法の条件設定を行い、8-SH-cGMP
の検出条件を確立している。予備的検討で、
グリオーマ細胞を大腸菌リポ多糖とサイト
カインで処理した時に内在性 8-SH-cGMP が
産生されることを確認している。他の脳神経
系の細胞（PC12 細胞、初代培養神経細胞や
アストロサイトなど）でも、同様に定量的検
出を行い内因性に 8-SH-cGMP が産生してい
ることを明らかにする。 
② 特異的抗体の作製、蛍光免疫染色法の確
立 

8-SH-cGMP のSH 基は反応性が高いので、
SH 基と反応する試薬であらかじめ SH 基を
誘導体化し安定化させる。さらにスクシニル
化した後、タンパク質に共有結合し、抗原と
する。予備的検討により、抗原の調製に成功
している。ウサギ、ラットまたはマウスに免
疫し、抗体を作製し実験に使用する。免疫染
色用に固定化した細胞、組織に関しても誘導

図１ グアニンヌクレオチドによる細胞応答シグナ
ル機構の模式図 



体化処理を行い、蛍光免疫染色を行う。 
（２） 8-SH-cGMP の生理・病理作用； 
①膜透過性 8-SH-cGMP の作製 

8-SH-cGMP は細胞膜を通過できないので、
疎 水 性 を 高 め 細 胞 膜 を 通 過 で き る
8-SH-cGMP を作製する。この化合物は、細
胞膜を通過して細胞内に移行すると、細胞内
エステラーゼによりブチリル基が切り離さ
れ 8-SH-cGMP となるため、機能解析をする
のに適していると考えられる。実際に細胞膜
を通過し、細胞内で 8-SH-cGMP に変換して
いるかを上述の LC-MS/MS、蛍光免疫染色法
で確認する。 
②メチル水銀毒性 
 環境中に存在する神経毒素であるメチル
水銀（MeHg）をモデル化合物として、MeHg
神経毒性の発現機構を、硫化水素関連分子種、
一酸化窒素、ROS、 8-ニトロ -cGMP 、
8-SH-cGMP の観点から解析した。 
 
４．研究成果 
(1)活性イオウ分子種の発見 
 研究開始当初は、H2S が、脳神経系におい
て様々な生理・病理機能を発揮すると考えら
れていたが、LC-MS/MS 法などを用いた詳細
な解析の結果、 H2S ではなく、L-システイ
ンのチオール基に過剰にイオウ分子が付加
したシステインパーサルファイド（CysSSH）
が、機能していることが明らかとなってきた
（図２）。このパーサルファイド関連物質は、
イオウ分子の反応性が高まって活性化され
た状態にあるため、活性イオウ分子種
（reactive sulfur species；RSS）と呼ばれてい
る。RSS には、システインやグルタチオンの
ような低分子型と、タンパク質中のシステイ
ンチオール基に硫黄が付加した高分子型が
存在する。また、低分子型、高分子型ともに、
酸化型と還元型が存在することを明らかに
している（図２、発表論文①、②、⑧、⑨）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 RSS は、非常に高い抗酸化活性を示し、ま
た、興味深いことに、8-ニトロ -cGMP を
8-SH-cGMP へと変換する（図 3）。 
 
 
 
 

 実際に、マウスの脳において 8-SH-cGMP
が、8-ニトロ-cGMP、cGMP と同程度存在す
ることを、LC-MS/MS を用いた多重藩のモニ
タリング法、安定導体希釈法で確認している
（発表論文⑤） 
（２）メチル水銀毒性 
 メチル水銀毒性を病理モデルとして、毒性
の発現機構を、RSS、一酸化窒素、ROS、8-
ニトロ-cGMP 、8-SH-cGMP の観点から解析
した。様々な培養細胞を用いてメチル水銀細
胞毒性と細胞内神経型 NO 合成酵素（nNOS）
の発現量を検討したところ、nNOS 発現がメ
チル水銀毒性の増悪に関与していることが
示された。nNOS は、NO 産生と共にアンカッ
プリング反応により ROS も産生するので、メ
チル水銀毒性の増悪にレドクスシグナルが
関与することが示唆された。実際、ラット小
脳顆粒神経（CGN）細胞でメチル水銀処理に
よる ROS 産生、8-ニトロ-cGMP 産生の増加
が確認された。一方で、CGN をメチル水銀処
理すると活性イオウ分子、8-SH-cGMP は減少
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
細胞に外因性の活性イオウ分子を処理す

ると、メチル水銀毒性が軽減されたことから、
メチル水銀毒性発現制御に、活性イオウ分子
が重要な役割を果たしていることが示され
た。活性イオウ分子種の減少による 8-ニトロ
-cGMP の増加は、H-Ras/Erk 経路を活性化し、
細胞死を誘導していた。以上より MeHg の毒
性発現機構として、活性イオウ分子によるレ
ドックスシグナル制御を破綻させる新規な
機構を明らかにした（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 様々な活性イオウ分子種の構造 

図３ RSS による 8-ニトロ-cGMP から 8-SH-cGMP へ
の変換 
 

図４ メチル水銀処理による細胞内 RSS（上段）、
8-SH-cGMP（下段）の減少 
 

図５ 神経細胞におけるメチル水銀毒性の発現機構 
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