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研究成果の概要（和文）：申請者らは世界で初めて硫化水素(H2S)とポリサルファイド(H2Sn、n≧2)が内在性シ
グナル分子であることを報告した。本研究ではH2Snによるtransient receptor potential ankyrin1(TRPA1)チャ
ネルの活性化機構を検討した。H2SnはTRPA1のシステイン残基を過硫化してジスルフィド結合を形成させて、構
造変化を誘発してチャネルを活性化すること、H2Snは3－メルカプトピルビン酸硫黄転移酵素(3MST)により産生
されること、生成したH2Snは細胞内抗酸化物質システインとGSHと反応して、酸化還元調節物質Cys-SSHやGSSHを
産生すること等を報告した。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that hydrogen sulfide(H2S) and polysulfide (H2Sn、n≧2)are 
endogenous signaling molecules. In the present study, we have elucidated the mechanism of activation
 of transient receptor potential ankyrin1 (TRPA1) channels; 1) Sulfhydration of cysteine residues in
 TRPA1 by H2Sn and the subsequent formation of a disulfide bond, induce conformational change to 
activate the channels, 2) H2Sn is produced by 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase, 3) H2Sn react 
with cysteine and glutathione to produce Cys-SSH and GSSH, potential regulators of cellular redox 
state.

研究分野：神経科学、薬理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 1989 年及び 1990 年にヒト、ウシ、ラッ
トの脳に硫化水素(H2S)が存在することが報
告され、H2S が生理機能を持つことが予想さ
れた（Kimura, Antioxid. Red. Signal. 12, 
1111-1123, 2010）。 
 
(2) 本研究室では、世界で初めて H2S の生産
酵素の存在、生理機能を発見し報告した。
1996 年には哺乳類の脳で cystathionine β
–synthase (CBS)が H2S を生産し、海馬長期増
強(LTP)の誘導を促進する神経伝達修飾物質
として働くこと(Abe & Kimura, J. Neurosci. 
16, 1066-1071, 1996)、翌年には、第２の生
産酵素 cystathionine γ–lyase(CSE)が胸部
大動脈で H2S を生産し、一酸化窒素(NO)との
相乗効果で血管弛緩を起こす平滑筋弛緩因
子として機能することを提案した(Hosoki et 
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 237, 
527-531, 1997)。 
 
(3) このようなシグナル分子としての役割
に加え、毒ガスとしての印象が強く、それま
で見逃されていた細胞保護因子としての働
き、即ち H2S が酸化ストレスから神経細胞を
保護する機能を申請者らが発見した(Kimura 
& Kimura, FASEB J. 18, 1165-1167, 2004)。
この発見は、Emory University の David 
Lefer との共同研究による、虚血再還流障害
からの心筋保護作用の解明につながった
（Elrod et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
104, 11560-11565, 2007）。その後、肝臓、
肺、腎臓等の多くの臓器で保護作用が明らか
となった。 
 
(4) H2S による細胞保護のメカニズムとして、
申請者らはH2Sによる内因性抗酸化物質グル
タチオンの増加による抗酸化活性の増強を
報告したが(Kimura & Kimura, FASEB J. 18, 
1165―1167, 2004)）、これ以外にも NF-kB 制
御による抗アポトーシス効果及び、小胞体ス
トレス応答の調節などが報告されている
(Sen et al., Mol. Cell 45, 13―24, 2012; 
Krishnan et al., Sci. Sig. 4:ra86, 2011)。
H2S がバクテリアで抗生物質抵抗性を制御し
ていることも報告され、細胞保護作用が哺乳
類のみならずバクテリアでも認められる、種
を超えたユニバーサルな防御機構であると
認識されるようになった（Science 334, 
986-990, 2011）。 
 
(5) H2S 研究における申請者らの大きな貢献
として、H2S 合成酵素 CBS、CSE に加えて、第
３ の 酵 素 3-mercaptopyruvate 
sulfur-transferase (3MST) も世界に先駆け
て発表したことを追記しておきたい(Abe & 
Kimura, 1996; Hosoki et al., 1997; Shibuya 
et al., Antioxid. Red. Signal. 11, 703-714, 
2009)。 
  

(6) 最近申請者らは、D-amino acid oxidase 
(DAO)と 3MSTを介するD-cysteineからの H2S
合成経路を発見した(Shibuya et al., Nature 
Commun. 4:1366, 2013)。この経路は脳と腎
臓に局在し、腎臓では L-cysteine の８０倍
の効率で H2S を合成し、L-cysteine よりも効
果的に腎臓を虚血再還流障害から保護する。
この効果は腎疾患や腎移植への応用が期待
さ れ て お り (Transplantation: Hydrogen 
sulfide reduces warm Renal ischemic injury. 
Razzak, Nature Review Urology 9, 670, 
2012) 、 国 際 特 許 出 願 済 で あ る 
(PCT/JP2013/004428)「Ｄ－システインを有
効成分として含有する硫化水素産生誘導剤」。 
 
(7) 申請者らは H2S がグリア調節因子として
働くことも報告した。アストロサイトではH2S
により細胞内カルシウム濃度が上昇し、それ
が近隣細胞に伝播する(Nagai et al., FASEB 
J 18,557-9,2004)。ところが、H2S が酸化さ
れてできるポリサルファイド H2Sn (n=3～7)
は H2S よりも３００倍以上強力にアストロサ
イ ト の transient receptor potential 
ankyrin 1(TRPA1) channel を活性化し、細胞
内カルシウム濃度を上昇させることを発見
した。マウス脳でのポリサルファイドの存在
も確認しこの現象が in vivo で起こりうるこ
とも報告した(Kimura et al., FASEB J. 27, 
2451-2457, 2013) 。 こ の 後
phosphoinositide-3-kinase (PI3K)-Aktパス
ウェイ抑制剤として働く lipid phosphatase 
and tensin homolog (PTEN)が、腫瘍抑制活
性をもち、ポリサルファイドがこの PTEN の
働きを制御していることが報告された
(Greiner et al., Antioxid. Redox 
Signal.19,1749-65、2013)。 
 
２．研究の目的 
(1) ポリサルファイド感受性分子TRPA1チャ
ネルの活性化機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 申請者らは、H2S が酸化されてできるポ
リサルファイドがアストロサイトのTRPA1チ
ャネルを活性化し、細胞内 Ca2+濃度上昇を誘
起することを発見した(Kimura et al., FASEB 
J. 2013)。本研究ではポリサルファイドによ
るTRPA1活性化メカニズムを解明する。TRPA1
のアミノ末端のシステイン残基は様々な刺
激性物質に対して感受性を示す。このシステ
イン残基はポリサルファイドの良い標的で、
これを過硫化して活性化する可能性が高い。
そこでこのシステインをセリンなどの他の
アミノ酸に置換した変異体を作成し、アスト
ロサイトやHEK293細胞等に過剰発現させて、
ポリサルファイド誘発性 Ca2+応答がどう変わ
るかを検討する。過硫化によりチャネルの活
性化は、還元剤ＤＴＴによる過硫化除去によ
り解消すると予想されるので、これについて
も検討を行う。HPLC による検討から、脳内に



内在性のポリサルファイドが存在すること
が分かっている(Kimura et al., FASEB J. 
2013)、脳各部サンプルを HPLC で解析し脳内
での局在について検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 申請者らはポリサルファイド(H2Sn)が脳
に存在し、H2S が誘発すると考えられてきた
生物作用を、H2S よりもずっと強力に引き起
こすことを報告したが(Kimura et al., 2013)、
n数がいくつのH2Snが生物活性を発揮するか、
H2Snの産生酵素についてはわかっていなかっ
た。本研究ではポリサルファイドが
3-mercaptopyruvate（3MP）を基質として、
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 
(3MST)から合成されることを明らかにした
（明治薬科大学との共同研究、Kimura et al., 
2015）。即ち、バクテリアで生成した精製 3MST
および、3MST を発現した培養細胞に 3MP をか
けると、H2S2や H2S3が合成されることを示し
た。これらポリサルファイドは野生型マウス
脳では産生されるが、3MST ノックアウトマウ
スでは産生されないことから、3MST がポリサ
ルファイド合成を担うことを示した。また
3MST の活性中心や活性に関わるアミノ酸の
変異体を作成して検討したところ、3MST の活
性中心変異体でポリサルファイド合成能が
消失し、3MST がポリサルファイド合成能をも
つことを示唆した。また蛍光プローブを用い
て産生されたH2S3が細胞質に存在することを
示した。この成果は科学新聞に掲載された。 
 
(2)申請者らは、H2S による血管平滑筋弛緩作
用が一酸化窒素(NO)によって増強されるこ
とから、H2S と NO との間には相乗効果がある
ことを 1997 年に世界で初めて報告したが
(Hosoki et al., 2017)、そのメカニズムは
よくわかっていなかった。本研究では H2S と
NO からポリサルファイドが産生することで
相乗効果が生まれることを明らかにした(明
治薬科大との LC-MS/MS を使った共同研究)。
H2S と NO の相互作用により、この他 HNO や
HSSNO ができるとの報告がある。H2S と NO の
産物及び H2Snは TRPA1 を活性化し、シアン及
び還元剤で不活性化されるのに対して、HNO
はシアンで不活性化されない、HSSNO は還元
剤で不活性化されないことから、H2Snが活性
を持つ産物であることを示した（Miyamoto et 
al., 2017)。本研究では、東大薬学部との共
同研究で開発したポリサルファイド特異的
蛍光プローブを使用した(Takano et al., 
2017)。 
 
(3) cysteine persulfide(Cys-SSH) や
glutathione persulfide(GSSH)は細胞内の酸
化還元環境維持に寄与すると考えられてい
るが、その合成経路はよくわかっていなかっ
た。3MST ノックアウトマウスと LC-MS/MS を
使った本研究により、3MST によって 3MP から
生合成されたH2S2やH2S3などのポリサルファ

イドが cysteine や glutathione と反応して
Cys-SSHやGSSHが産生することが明らかとな
った(Kimura et al., 2017)。また、明治薬
科大学との共同研究で脳内在性ポリサルフ
ァイドの同定及び定量にも成功した(Koike 
et al., 2017)。さらに、thiosulfate を基質
とする 3MST からのポリサルファイドの合成
を証明した(Nagahara et al., 2018)。これ
らの結果から 3MST により産生するポリサル
ファイドが、生体内物質と反応して新たな活
性物質を産生するメカニズムがあることが
わかった。 
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