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研究成果の概要（和文）：本研究は、『HSA による生理活性ガスの内因的な輸送システムの全容解明とその臨床
応用』を二大柱とし、NO による修飾（Cys-SNO）やH2S による修飾（Cys－SSH）の生成メカニズムの解明を行っ
てきた。その結果、NOとH2Sの間に、生理活性ガス分子間のクロストークが存在することが推察された。また、
Cys-SSHを測定する中で、新規に開発した測定方法により、HSAには多量にCys-SSS-Cysが存在すること、さらに
は、このCys-SSS-Cysは酸化ストレスに鋭敏に反応し、病態初期から変動することも明らかにすることができ
た。

研究成果の概要（英文）：This research is based on "the complete elucidation of the endogenous 
transport system of physiologically active gases by HSA and its clinical application", and the 
generation mechanism of modifications with NO or H2S  have been clarified. As a result, it was 
inferred that crosstalk  between NO and H2S. Also, in the measurement of Cysteine persulfide, it was
 confirmed that an oxidized form of polysulfide was abundantly present in HSA by the newly developed
 measurement method, and this oxidized form of polysulfide reacts sensitively to oxidative stress It
 was also possible to clarify that it changes from the early stage of the disease state.

研究分野： 薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
一酸化窒素（NO）や一酸化炭素（CO）は、
生理活性ガス分子としてすでに同定されて
いる昨今、これに続く第３のガス分子として、
硫化水素（H2S）が注目を浴びている。これ
ら生理活性ガス分子には、循環血中を安定に
輸送する内因的なシステムが構築されてお
り、ヒト血清中の HSA や赤血球中のヘモグ
ロビンが NO や CO のそれにあたる。ただ、
H2Sの輸送システムに関しては、不明な点が
多い。そのH2S研究を複雑化する要因の１つ
に、硫黄の酸化度に由来する遊離硫化水素や
酸揮発性硫化物の多様性が挙げられる。これ
に 関 し 、 2014 年 に 赤 池 ら に よ っ て
cystathionine-b-synthase (CBE) や
cystathionine-g-lyase (CSE)といった硫化水
素合成酵素と思われていたものが、実は、シ
ステインパースルフィド（Cys-SSH）やグル
タチオンパースルフィド（G-SSH）を直接的
に産生することが見出され、これらパースル
フィド化合物は強力な抗酸化作用を有する
という興味深い報告がなされた。加えて、
Snyder らにより、2013 年にタンパク質の
パースルフィド（SSH-Protein）の存在とそ
のパースルフィド修飾による活性制御が明
らかにされた。これらの知見は、H2Sの研究
の上で、極めて重要なブレイクスルーとなっ
た。 
こうした背景のもと、我々はまず、NOのデ
リバリーシステムを構築し臨床応用すべく、
NOを付加させたHSA (SNO-HSA)の研究を
通して、『ガス分子を循環血中において安定
かつ適材適所に供給するには、1 から担体を
作るのではなく、内因的な輸送システムを利
用・活用するほうが効率的である』ことや『N 
Oなどの多機能性ガス分子は、非常に広域な
疾患への応用が期待できる』ことを実証して
きた。次に、H2Sのデリバリーシステムの構
築に着手し、NOと同様に、HSAをまずキャ
リアとして利用したところ、HSAには、非常
に多くの過イオウ化が内因的に起こってい
る事実を突き止めた。このことは、NO のみ
ならず、H2Sもまた HSA の輸送タンパクと
して機能している可能性を示唆するもので
あった。 
 
２．研究の目的 
以上の研究結果ならびに研究背景から、
『HSAを基盤とした NOやH2Sの輸送シス
テムの解明とその臨床応用』を本研究の目的
として、『NO運搬型HSA研究』の基盤を用
いて、まずは、『H2S運搬型HSA研究』へ展
開させて行くものである。具体的には、①生
理活性ガスの内因的な輸送システムの全容
解明と②それら輸送システムを生かした酸
化ストレス疾患治療法の開発を二大柱とし、
唯一の遊離型システイン 34Cys へのNOによ
る修飾（Cys-SNO）から、H2S による修飾
（Cys-SSH）の生成メカニズムの解明、
34Cys-SSH の定量法の開発ならびに病態と

の関連性、34Cys-SSH 化作製を行い、生物
活性の解析や酸化ストレス疾患への応用や
さらに薬物を結合させたポリサルファイド
リンカー型 DDS キャリアの開発を３年間の
研究期間で明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)遊離型システイン 34Cys への NO や H2S に
よる修飾の生成メカニズムの解明	
まず、HSA に存在する遊離システイン 34Cys
を NO 供与剤（NOC7 や GSNO）ならびに H2S 供
与剤（NaHS や Na2Sx）を用いて、in	vitro で
修飾する。その際、34Cys が還元や酸化状態
である条件で検討し、どのような条件下で効
率的にそれぞれの修飾を受けるかを検討す
る。その際、生成した SNO 基の定量は、既設
してある Griess 試薬を用いた Flow-reactor	
system の HPLC 解析法を使用する。一方、SSH
基の定量は、Dr.Xian が開発した SSH 検出蛍
光プローブを用いた検討に加え、すでに当研
究室で HSA の SSH 基の検出系として確立させ
た図２に示す蛍光検出法、さらには、同仁化
学との共同研究で行っているDDTを用いた変
法メチレンブルー法の３種の検出系によっ
て、総合的に SSH 基の定量を行っていく。こ
れらの結果から、HSA への NOならびに H2S の
反応特性を探る。	
(2)酸化ストレス病態時の生体サンプルにお
ける 34Cys−SSH の定量	
まずは、動物モデルにおける慢性腎不全ラッ
トモデルや肝炎モデル、大腸癌モデルマウス
などにおいて、血清中の 34Cys−SSH の定量を
試みる。これらモデルに関しては、すでに当
研究室にておいて構築可能な体制である。
34Cys−SSH の定量は、１.で述べた評価系を使
用する予定である。動物実験におけるデータ
が蓄積した後に、慢性腎臓病患者や肝炎患者、
糖尿病の患者等の血清サンプルや唾液サン
プルを使用し、34Cys−SSH の定量ができれば
と考えている。	
(3)34Cys−SSH 化 HSA や Poly−SSH 化 HSA の作
製とその生物活性の解析	
34Cys−SSH 化 HSA の作製に関しては、1.のデ
ータに基づいて行う。Poly−SSH 化 HSA の作製
に関しては、これまでに報告してきた
Poly-SNO-HSA の作製方法（HSA に、Lys 残基
のアミノ基に SH を導入する目的でイミノチ
オランを添加し、その後亜硝酸イソペンチル
にて SNO 化を行うもの）に H2S 供与剤を加え
る方法が使用できると考えている。また、こ
れらの生物活性解析は、HSA の元来有するリ
ガンド結合能や抗酸化活性、エステラーゼ様
活性における 34Cys−SSH 化の影響などから着
手し、酸化ストレス疾患（慢性腎臓病や慢性
肝疾患、敗血症など）モデルマウスへの 34Cys
−SSH化HSAやPoly−SSH化HSA投与実験にて、
その有用性を評価する。評価項目は、血清 LDH
評価をはじめ、肝臓や腎臓の機能評価（AST、
ALT、BUN など）、細胞死（アポトーシス、ネ
クローシス）の形態や各種抗体による免疫染



色やウエスタンブロット等の評価を行い、関
連するシグナル分子を同定する予定である。
加えて近年、癌幹様細胞において、多選択性
アミノ酸トランスポーター(xCT)が高発現し、
シスチン（Cys-SS-Cys）の取り込みにより、
抗酸化能を高めていることが明らかにされ
た。Poly−SSH 化 HSA は、このシスチンを補足
することで、このシグナルを止めることが予
想されるため、癌幹様細胞系の動物モデルも
検討に含めている。それらの結果、どのよう
な疾患に対し有効性があるかを精査し、治療
薬としての開発を目指す。	
(4)ポリサルファイドリンカー型 DDS キャリ
アの開発	
この計画は、上記研究における発展的な部分
ではあるが、今後のポリサルファイド研究へ
の大きな架け橋となる可能性が高く、上記計
画に目処がつき次第、着手する予定である。
例えば、Poly−SSH 化 HSA に対して、SH-SS 交
換反応を利用し、シスチン（Cys-SS-Cys）を
反応させる。その生成物には、多分子の Cys
が HSA にトリスルフィド（S-S-S）を介して
結合しており、トリスルフィドの開裂に伴い
放出される Cys-SH が細胞内の抗酸化剤とし
て働き、一方の Cys-SH	放出後のPoly−SSH 化
HSA は、循環血中の抗酸化剤として働く。こ
のようなそれぞれの環境に応じた抗酸化剤
を必要な部位で開裂・放出させることが可能
となる。また、シスチンを抗癌剤などの薬物
に置き換えれば、トリスルフィドによるコン
トコールド・リリースが可能になる。S-S 結
合を介したコントコールド・リリースと比較
し、還元反応のみならず酸化反応によっても
開裂可能であることが大きな違いとなる。つ
まり、酸化ストレスが高まった部位にて容易
に開裂することができうるリンカーである。	
	
４．研究成果	
まず、遊離型システイン 34Cys	への NO	によ
る修飾（Cys-SNO）から、H2S	による修飾
（Cys-SSH）の生成メカニズムの解明、
34Cys-SSH	の定量法の開発ならびに酸化スト
レス病態との関連性を in	vitro	や生体サン
プルを用いた解析を行ってきた。その結果、
Cys-SSH の修飾には、一部 Cys-SNO から生成
することが示唆されたことから、NOと H2S の
間に、生理活性ガス分子間のクロストークが
存在することが推察された。つまり、NOもし
くは H2S によって、SH基に修飾が入り、反応
性が向上することで、さらなる修飾を引き起
こすといった正のスパイラルが生まれるこ
とを示唆している。また、Cys-SSH を測定す
る中で、新規に開発した測定方法である
Elimination	 Method	 for	 Sulfide	 from	
Polysulfide（EMSP）により、HSA には多量に
Cys-SSS-Cys が非常に多く存在することを明
らかにすることができた（図１）。本発見は、
血清中イオウのリザーバーとしてHSAが機能
しているという新しい知見である。興味深い
ことに、ヒトにおいて、この Cys-SSS-Cys は	

図１	 ヒト血清における活性イオウ分布	
	
酸化ストレスに鋭敏に反応し、病態初期か
ら変動することも明らかにすることができ
た。その一方で、34Cys－SSH	化 HSA	や Poly
－SSH	化 HSA	の作製を行い、生物活性の解析
や酸化ストレス疾患への治療薬としての応
用を病態モデルにて検討した。まず取り組ん
だこととして、34Cys－SSH	化 HSA の美白作用
に関して、メラノーマ細胞を用いてその美白
効果を実証した。具体的には、UV由来の活性
酸素種や一酸化窒素の産生に対して、34Cys－
SSH	化 HSA は強力に抑制すること、加えて、
メラニンの生成に寄与しているチロシナー
ゼの活性を抑制することが明らかになった
（図２）。本知見は、すでに論文化並びに特
許として公表するに至っている。	

図２	 SSH 化 HSA の美白作用メカニズム	
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