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研究成果の概要（和文）：MPSTは硫化水素(H2S)およびポリサルファイド(H2Sn)を生合成する。できたH2S、H2Sn
は蛋白質のシステイン残基を過硫化(硫黄付加)して結合型硫黄を増やす。結合型硫黄の産生にMPST活性が必要な
ことをMPST-KOマウスを使って証明した。またMPSTが生体内のシステインやグルタチオン(GSH)を過硫化してレド
ックス調節分子Cys-SSH、GSSHを産生すること、H2S、H2Snの酸化物亜硫酸(H2SO3)が酸化的ストレスから神経細
胞を保護すること、H2Sと一酸化窒素(NO)からH2Snが産生し相乗作用によりTRPA1チャネルを活性化してカルシウ
ム応答を惹起すること等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：3-Mercaptopyruvate sulfurtransferase (MPST) biosynthesizes hydrogen sulfide 
(H2S) and polysulfides (H2Sn), which sulfurate (addition of sulfur) cysteine residues of proteins to
 increase amount of bound sulfane sulfur. We made clear that MPST is required to produce bound 
sulfane sulfur by using MPST knock out mice. In addition, we demonstrated that 1) MPST sulfurates 
endogenous cysteine or glutathione (GSH) to produce redox regulators, cysteine persulfide (Cys-SSH) 
or glutathione persulfide (GSSH), 2) Sulfite (H2SO3), an oxidative product of H2S and H2Sn, protects
 neuronal cells from oxidative stress, 3) H2Sn produced from interaction between H2S and nitric 
oxide (NO), activate TRPA1 channel to synergically induce calcium response. 

研究分野： 神経科学・薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
H2S、H2Snはシグナル分子として確立してきたが、そのターゲットやシグナル経路については不明な点が多い。
本研究からH2S、H2Snに加えて、Cys-SSH、GSSH、過硫化蛋白質などが生体内に存在し、シグナル分子としてレド
ックス制御に関わることがわかってきた。H2S、H2Snは不安定だが、その酸化物亜硫酸(H2SO3)に強力な酸化スト
レス防御作用があることがわかり、H2S、H2Snの下流の分子が生物作用を担う可能性も見えてきた。この知見が
既に始まっているH2S、H2Snの創薬に生かされことを期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1)1989 年の哺乳類の脳に硫化水素(H2S)が存在するとの報告にヒントを得て、本研究室は H2S
の生理作用探索に着手し、世界で初めて H2S の存在と生理機能を報告した。即ち 1996 年には哺
乳類の脳で cystathionine β-synthase(CBS)により生産された H2S が海馬長期増強(LTP)の誘
導を促進して神経伝達調節物質として働くこと、1997 年には第 2の生産酵素 cystathionine γ
-lyase(CSE)により産生された H2S が平滑筋弛緩作用を惹起することを世界に先駆けて報告した。 
(2)毒ガスとのイメージから見逃されていたが、H2S には細胞保護作用がある。申請者らは H2S
が内在性抗酸化物質グルタチオン(GSH)を増やして神経細胞を酸化ストレスから保護することを
報告した。この保護効果は、胎児脳、心臓をはじめとする各種組織の虚血再灌流障害モデルでも
再現され、H2S が多様な組織で細胞保護因子として働くことが示された。H2S による GSH レベル
上昇効果は創薬開発に生かされ、既存薬剤に H2S を結合させた合剤が開発され、GSH 増加による
副作用低減、新規シグナル経路付加による薬剤の作用増強を目指した臨床応用が進んでいる。 
(3)H2S の合成酵素として CBS、CSE が知られていたが、申請者らはこれに加えて、第 3の合成酵
素系 L-システインを基質とする 3-mercaptopyruvate sulfur-transferase(MPST)/cysteine 
aminotransferase(CAT)と、D-システインを基質とする第 4 の合成酵素系 MPST/D-amino acid 
oxidase(DAO)を報告した。 
(4)申請者らは、H2S に複数の硫黄が直鎖状に結合したポリサルファイド(H2Sn, n≧2)がアスト
ロサイトでカルシウムウェーブを誘発し、その効力が H2S の 300 倍であること、transient 
receptor potential ankyrin 1(TRPA1)チャネルを活性化することを見出した。また H2Sn が脳
に存在し、H2S を産生する MPST により産生される内在性物質であることも見出した。以上より
H2Sn は、それまで内在性リガンドが見つかってはいなかった TRPA1 チャネルを活性化させる新
規シグナル分子であることが明らかとなった。H2Sn の作用機構として蛋白質のシステイン残基
の過硫化(硫黄付加)が提唱されているが、その詳細については不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、H2S と最近申請者らが新規シグナル分子として提唱した H2Sn のシグナル伝達機構
を検討する。 
(1)還元力と酸化力を併せ持つ H2Sn と、還元力しかもたない H2S の細胞保護作用を比較する。 
(2)培地(細胞外液)からの消失が早い H2S が、長時間にわたって細胞保護作用を示す機構に、H2S
の代謝物が関わるかを検討する。 
(3) LC-MS/MS による H2S と H2Sn 測定法の開発と内在性 H2S と H2Sn の測定 
(4)H2S と一酸化窒素(NO)のクロストーク 
(5)酸化還元調節因子である Cys-SSH、GSSH の産生酵素の同定 
(6)統合失調症における H2S、H2Sn の役割 
 
３．研究の方法 
(1,2)ラット大脳皮質初代培養細胞に酸化ストレスを誘発し、H2Sn(H2S2、H2S3)またはその代謝
物(亜硫酸(H2SO3)、硫酸、チオ硫酸)の細胞保護作用を WST-1 アッセイにより検討する。HPLC に
より細胞内システイン、GSH レベルおよびラット脳の内在性亜硫酸量を定量する。 
(3)H2S を蛍光物質モノブロモビマンで誘導化して HPLC により定量解析する方法が報告されて
いる。この方法を改良して LC-MS/MS による H2S、H2Sn などの同時測定法を開発する。マウス脳
内の H2S、H2Sn などを定量する。 
(4)ラット脊髄後根神経節(DRG)神経培養で H2S、H2S＋一酸化窒素(NO)ドナー、H2S2、H2S3 の効
果を検討する カルシウムイメージングにより細胞内カルシウム流入測定、SSip-1 蛍光プロー
ブにより細胞内 H2Sn の可視化、LC-MS/MS 測定により H2S2, H2S3 レベル測定。 
(5)MPST を過剰発現させた COS 細胞、マウス脳から調製した全細胞、リコンビナント MPST を用
いて、MPST による CysSSnH、GSSnH の産生を LC-MS/MS、HPLC により検討する。 
(6)統合失調症における MPST 役割を、行動実験、遺伝子発現、遺伝子オントロジーエンリッチメ
ント解析による生物機能変化より検討する。 
 
４．研究成果 
(1)大脳皮質神経初代培養細胞にグルタミン酸をかけると酸化的ストレスにより細胞死が誘発さ
れる。H2S2、H2S3 は、H2S と同程度または低い濃度で細胞死を低下させた。また、酸化的ストレ
スによって減った細胞内システインおよびGSHもH2S2、H2S3により回復した(引用文献①)。H2S、
H2Sn はいずれも細胞内 GSH レベルを増やして細胞保護作用を発揮するが、以前報告したように
そのメカニズムは異なっている。H2S は細胞内にシスチンを取り込むグルタミン酸シスチン輸送
体(xc-)、システイン輸送体等の活性を上げて、GSH 合成の律速基質システインレベルを上昇させ
る。一方 H2Sn は Keap1-Nrf2 系を活性化させて GSH 合成酵素γ-GCS を増やして GSH を増やすと
考えられている。 



 
(2) H2S は培地(細胞外液)添加 1時間で濃度が 10分の１に減るが、GSH 上昇効果は 8時間以上、
細胞保護効果は 16 時間以上継続し、H2S 存在時間と作用継続時間が大きく乖離する。そこで H2S
代謝物/酸化物にも細胞保護作用があるかを検討した。酸化ストレスに対する亜硫酸、硫酸、チ
オ硫酸の作用を検討したところ、亜硫酸は 1μM という低濃度で細胞を酸化的ストレスから完全
に保護した。 亜硫酸は H2S、H2Sn と比べて、細胞外液のシスチンをシステインへと還元する力
が強いことがわかった。細胞外システインは細胞内に迅速に取り込まれて GSH 合成に供される
ため、亜硫酸が低濃度で強力な細胞保護効果を発揮することがわかった。一方、硫酸には細胞保
護効果がなく、チオ硫酸の保護効果はわずかだった。HPLC 測定よりラット脳に亜硫酸が約 2μM
存在すること、培地に加えた H2S が亜硫酸に変化することもわかった。以上より亜硫酸が生体内
で抗酸化物質として働き細胞保護効果をもつことがわかった。また短時間で消失する H2S の細
胞保護効果が長時間継続する一因として、H2S からできた亜硫酸が寄与することが明らかとなっ
た(引用文献①)。 
 
(3) 明治薬科大学との共同研究：LC-MS/MS による各種 H2Sn 分子種の測定法を改良し、生理的条
件下(pH7.0)で H2S、H2S2、H2S3 を測定する方法を開発した。改良法を用いて、生理的 pHでマウ
ス脳内の H2S、H2S2、H2S3 を測定したところ、マウス脳には H2S と H2S2 が同程度(各 0.030、
0.026μmol/g protein)存在すること、検出限界以下であるが H2S3 も存在することがわかり、哺
乳類脳に内在性 H2S2 と H2S3 が存在することを初めて証明した。その後この方法を用いて脳ホ
モジネートや細胞ライセートの H2Sn 等を測定している(引用文献②)。 
 
(4) 平滑筋において H2S と NO は相乗的に弛緩作用を現わす。この相乗作用には H2S と NO の化
学反応により生じる物質が関与すると考えられている。そこで H2S と NO の化学反応により生じ
る H2Sn が DRG 神経の TRPA1 チャネルを活性化するかを検討した。なお H2Sn がアストロサイト
の TRPA1 チャネルを活性化することはすでに報告した。まず LC-MS/MS 解析より H2S と NO を混
ぜると H2Sn が産生することがわかった。次に DRG に H2S＋NO をかけると TRPA1 チャネル活性化
により細胞内カルシウム濃度が上昇した。このとき H2Sn を特異的に検出する蛍光試薬 SSip-1 の
蛍光強度が上昇し、DRG 細胞内の H2Sn が増えていることがわかった。また H2S＋NO ドナーを混
ぜると速やかに H2Sn が産生されてカルシウム応答を惹起することもわかった。H2S と NO を混ぜ
ると、H2Sn だけでなく HNO や SSNO-も生じる可能性がある。HNO や SSNO はシアノリシスや還元
剤により分解されないが、H2Sn は分解されてしまう。H2S＋NO 誘発性のカルシウム応答はシアノ
リシスや還元剤により抑制されたため、この応答には、HNO や SSNO-ではなく、H2Sn が関わるこ
とが判明した。今回の結果は、1997 年に申請者らが見つけた平滑筋での H2S と NO の相乗作用を
DRG で再確認し、その本体が H2Sn であることを示した(引用文献③)。 
 
(5) 細胞内には還元状態で H2S を発生させる硫黄分子が存在し、結合型硫黄を呼ばれている。結
合型硫黄はシグナル分子である H2S の保存型であり、酸化還元恒常性に寄与すると考えられて
いる。マウス脳で、結合型硫黄(H2S3、Cys-SSnH、GSSnH、過硫化蛋白質等)を測定したところ、
MPST ノックアウトマウスでは結合型硫黄が野生型の半分以下に減少しており、MPST により結合
型硫黄が産生されることがわかった。この結果は我々が in vitro(結合型硫黄レベルが MPST 過
剰発現により上昇、活性を消失した変異型 MPST 発現で変化なし)で得た結果と一致した。本研究
では特に Cys-SSnH、GSSnH に注目して検討したところ、Cys-SSnH、GSSnH はシステイン(Cys-SH)、
GSH が MPST により過硫化（硫黄付加）されてできることがわかった。組換え MPST および MPST
を過剰発現する COS 細胞ライセートでの実験から、生理的濃度のシステイン、GSH 存在下では主
として Cys-SSH と GSSH が産生され、生理的濃度以下のシステイン、GSH 存在下では、より硫黄
鎖が長い Cys-SSnH、GSSnH が産生されやすくなることがわかった。このようにレドックス調節因
子として知られている Cys-SSH、GSSH が、MPST により産生されることを初めて明らかにした(引
用文献④)。 
 
(6)理化学研究所吉川先生との共同研究；マウスのプロテオミクス解析より、統合失調症では
MPST の発現が上昇していた。ヒト由来サンプルでも統合失調症で MPST 発現が上昇し、MPST の産
物である H2S、H2Sn 産生が過多となっていた。産生過多によりチトクローム C オキシダーゼが
阻害されてミトコンドリアでのエネルギー代謝が低下していた(引用文献⑤)。 
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