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研究成果の概要（和文）：我々は硫化水素（H2S/HS-）が心筋梗塞後に生成される親電子物質を求核置換反応により直
接消去し，慢性心不全を抑制する可能性を明らかにした．しかし，H2S/HS-が求核シグナルとして働く分子実体かどう
かについては不明であった．本研究では、内因性活性硫黄の分子実体を明らかにし，硫黄蓄積を主眼とした慢性心不全
治療法の有効性を確立させることを目的とした.その結果，タンパク質などに含まれるシステインのポリ硫黄鎖が活性
硫黄の分子実体として働くことが明らかとなった.さらに，ポリ硫黄を多く含む食品をマウスに摂取させることで，H2S
/HS-よりもはるかに強い心筋保護効果が得られることを確認した.

研究成果の概要（英文）：We have reported the possibility that hydrogen sulfide anion (H2S/HS-) protects 
against chronic heart failure via nucleophilic elimination of endogenous electrophiles in mouse hearts 
after myocardial infarction. However, it is still obscure whether H2S/HS- acts as a molecular entity of 
reactive nucleophile in hearts. In this study, we aim to identify the molecular entity of nucleophilic 
reactive sulfur species (RSS) in hearts and establish an innovative strategy based on the to treat 
chronic heart failure. We found that proteins containing cysteine persulfide or polysulfide acts as RSS, 
and accumulation of RSS by taking a polysulfur (garlic)-containing diet dramatically suppresses cardiac 
risk after myocardial infarction in mice. These results strongly suggest that preservation of RSS in 
heart will be a novel strategy to reduce cardiac risk.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
高血圧や虚血などの負荷が慢性的に心臓

に加わった際に生じる活性酸素は，細胞内の
核酸や脂質と反応し，親電子性の高い２次生
成物（親電子物質）を形成する．申請者は心
筋梗塞モデルマウスを用いて，親電子物質が
心臓の老化（筋力の低下や間質結合組織の脆
弱化）を誘発する原因物質であること，外因
性の硫化水素（H2S/HS－）が親電子物質を消
去することで，早期老化を伴う慢性心不全を
改善させることを見出した（Nature Chem 
Biol, 8, 714-724, 2012）．その過程で，H2S/HS
－は高い求核性をもつにもかかわらず親電子
物質とは直接反応せず，重金属などの触媒が
必須であること，H2S 生成酵素を発現しない
心臓に SH 求核置換された親電子物質が数
M 存在することなどが SH 感受性色素を用
いた質量分析から新たに発見され，H2S/HS－

が心臓の酸化還元（レドックス）バランスを
維持する直接の制御因子とは考えにくい知
見が集まってきている．これに加えて，正常
マウスの心臓にグルタチオン（GSH）の硫黄
化物（GSSH）が数十M 存在すること，お
よび試験管レベルで GSSH が親電子物質を
直接消去することも明らかにされ，循環血液
中に存在する GSSH がレドックスバランス
を制御する実体である可能性が見えてきた． 

 
２．研究の目的 
本研究では，心臓が GSH を硫黄取り込み

のキャリアとして利用すること，心臓に蓄積
されたポリ硫黄が親電子物質を直接消去す
ることを示すことで，硫黄循環による心筋レ
ドックス恒常性の新たな制御基盤を構築す
ることを目的とする．さらに，硫黄含有食品
を用いて心臓でのポリ硫黄含量を増加させ
た際に，酸化ストレスを基盤病態とする慢性
心疾患が改善されうることを動物レベルで
実証する．これにより，心臓の硫黄リザーブ
を主眼とした慢性心不全治療法の有効性を
確立させる． 

 
３．研究の方法 
細胞内のポリ硫黄鎖をもつ活性イオウ分

子実体の同定は，東北大医学部・赤池孝章教
授らが開発したビオチン付加させたシアン
（CN-biotin）を利用した Tag-switch-tag 法
およびポリ硫黄蛍光検出指示薬（SSP2）を
用いて探索する．活性イオウ分子の細胞内外
輸送については，SSP2 を用いて細胞内ポリ
硫黄量を増やす化合物のスクリーニングア
ッセイを行う．得られた化合物の情報をもと
に標的輸送体（アニオンチャンルまたはトラ
ンスポーター）を予測し，まずはこれらが心
臓特異的に発現するものか否か確認する．心
臓特異的に発現していそうな輸送体遺伝子
に対する siRNA オリゴを作成し，これをノ
ックダウンさせた際のポリ硫黄量の変動お
よび細胞応答を解析する． 
一方，これまでに親電子物質の標的分子が

低分子量 G 蛋白質 H-Ras であり，H-Ras の
Cys184 残基が親電子修飾をうけることで
H-Ras の細胞内局在が変化し，下流のエフェ
クター分子との相互作用が増大することを
見出している．そこで，H-Ras の Cys184 の
チオール基についても GSH と同様にポリ硫
黄化されるかどうか検討する．ポリ硫黄化は，
不可逆的な親電子修飾が機能性食品の摂取
により可逆的になる（還元剤で親電子修飾が
消える）かどうかによって評価討する．３つ
以上の硫黄を含むポリ硫黄化物あるいは
GSSSG そのものを食餌に含ませ，心筋梗塞
モデルマウスや拡張型心不全モデルに経口
投与し，酸化ストレスに起因する心筋老化
（心臓リモデリング）や心機能不全が改善さ
れるかどうか検討する．また，心臓組織中に
蓄積する親電子物質（ 8-NO2-cGMP や
4-hydroxy-2-nonenal など）を定量評価し，
酸化ストレスの軽減率と心機能の維持こと
を確認する．慢性心不全に対する有効性が確
認できた機能性素材については速やかに特
許を取得し，機能性食品の開発を展開する． 
 
４．研究成果 
SSP2 試薬を試験管に入れ、様々な試薬との

反応性を確認した.SSP2 は Na2S4 により蛍光
増加するものの，NaHS とは全く反応しないこ
とを確認した.さらに，SSP2 はヒト組み換え
H-Ras タンパク質と混ぜるだけで蛍光増強す
ることもわかった.H-Ras タンパク質に
8-nitro-cGMP を反応させると不可逆的な親
電子修飾（S-グアニル化）が起こると予想さ
れる.しかし，S-グアニル化された H-Ras タ
ンパク質の約半分がメルカプトエタノール
などの還元剤によって切断されることがわ
かった.以上の結果から，タンパク分子レベ
ルで親電子修飾にかかわるシステインチオ
ール基がポリ硫黄鎖を形成していることが
明らかとなった. 
次に，SSP2 試薬を用いた細胞内ポリ硫黄蓄

積のスクリーニングを行った.約 1000種類の
既承認薬を心筋細胞に処置し，SSP2 蛍光増加
させる薬を探索したところ，NaHS 処置した細
胞では顕著な SSP2 蛍光増加が観察できたも
のの，蛍光値を顕著に増加させる薬は残念な
がら得られなかった.そこで次に，食品成分
に含まれる含流物質に着目した.ニンニク成
分のアリシンや，アブラナ科野菜に含まれる
イソチオシアネートは細胞内ポリ硫黄量を
わずかながら増加させることがわかった.そ
こでマウスにニンニク成分を含めた食餌を 1
週間摂取し，冠動脈結紮による心筋梗塞を誘
導したところ，心筋梗塞後の突然死および新
機能低下が有意に抑制されることがわかっ
た.さらに，内因性親電子物質である
8-nitro-cGMP 量もニンニク摂取により劇的
に減少することが明らかとなった. 
ところで，親電子性の高い環境汚染物質と

してメチル水銀（MeHg）が知られている.水
俣病の主症状である神経毒性を起こさない



MeHg 用量をマウスに 1 週間曝露したところ，
マウスの循環機能に全く影響を及ぼさなか
ったものの，大動脈狭窄誘発性の圧負荷によ
る心不全が著しく悪化することがわかった.
通常，圧負荷による心不全は内膜肥厚（肥大）
した心臓に圧負荷が持続的にかかり，結果的
に心拡張を起こすことで心不全に至るとさ
れている.しかし，MeHg 曝露マウスの心不全
は心拡張を伴わない肥大したままの機能不
全を呈することが明らかとなった.また，
MeHgの標的タンパク分子がdynamin-related 
protein 1 (Drp1)であり，Drp1 の Cys-624 が
S-水銀化修飾を受けることでミトコンドリ
ア分裂が誘導されること，ミトコンドリア分
裂により，心筋細胞が機械的伸展に対して脆
弱性を示すことなどがわかってきた.さらに，
心筋細胞に NaHS を処置することで Drp1 の
Cys-624 チオール基のポリ硫黄化が亢進し，
MeHg による修飾が有意に抑制されることが
明らかとなった. 
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