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研究成果の概要（和文）：NaHSは活性イオウ分子種(RSS)の前駆物質である。NaHSは、器官培養マウス胎児脛骨
の伸長を促進した。組織解析によりNaHSは成長板の増殖軟骨細胞層の幅を広げることが分かった。NaHSは初代培
養軟骨細胞の増殖を促進した。一方、NaHSはII型コラーゲンやX型コラーゲンなど軟骨細胞の分化マーカーの発
現には影響を及ぼさなかった。RSS産生酵素の一つと考えられているシスタチオニン－γ-リアーゼの阻害は軟骨
細胞の増殖を抑制した。以上より、硫化水素やそれ由来のRSSは軟骨細胞増殖を促進すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Sodium hydrogen sulfide (NaHS), a persulfide generator, accelerated 
elongation of mouse embryonic tibias in ex-vivo cultures. Histochemical analyses revealed that NaHS 
expanded width of the proliferating zone in growth plates. While NaHS facilitated proliferation of 
mouse primary chondrocytes, it did not affect the expression of mRNAs for type II and type X 
collagens and aggrecan in chondrocytes. In addition, propargylglycine, an inhibitor for 
cystathionine gamma-lyase, a persulfide-producing enzyme, suppressed both elongation of the tibias 
and proliferation of chondrocytes. These observations indicate that persulfides promote elongation 
of bones as a consequence of enhanced proliferation of growth plate chondrocytes.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨は血管がなく、酸素の供給に乏しい組織である。酸素呼吸以外の方法で増殖に要するエネルギーを獲得して
いると考えられる。最近、ミトコンドリアにおけるイオウ呼吸の存在が示唆されている。電子供与体として活性
イオウ分子分子種を、電子供与体として硫化水素を利用するものである。今回、硫化水素が軟骨細胞の増殖を促
進することが明らかとなったことから、酸素の供給に乏しい環境下にある軟骨細胞は、イオウ呼吸を利用してい
る可能性が示唆される。また、今回の成果は、骨伸長の新しい制御方法開発の基礎となるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 一酸化窒素（NO）や一酸化炭素（CO）に加え、硫化水素（H2S）がガス状シグナル分子して同
定された。骨や軟骨に対する硫化水素の作用については、ほとんど報告がない。硫化水素は、
より反応性の高い活性イオウ分子種の前駆体であることが知られている。活性イオウ分子種は、
イオウ原子が複数結合した分子で、NOと活性酸素の下流シグナル分子である 8-ニトロ-cGMP を
始めとして、種々の求電子化合物と反応し、その生物活性を消失させることが報告されている
(1)。また、タンパク質のシステイン-SH 基と反応しポリサルファー化することで、タンパク質
の機能を変化させることが示唆されている(2, 3)。一方、上記の様に活性イオウ分子種と反応
することで分解・不活性化することが知られている新規シグナル分子 8-ニトロ-cGMP も種々の
タンパク質のシステイン-SH 基と反応し、これに cGMP が付加される S-グアニル化と呼ばれる翻
訳後修飾をすることで、様々な生物活性を発揮することが知られているが(4)、骨・軟骨組織で
の 8-ニトロ-cGMP の動態や生理・病理学的機能は報告がなく、重要な研究課題として残されて
いた。NOや活性酸素が骨・軟骨の発生、成長、種々の病態発現に関与することが示唆されてい
ることから、NOや活性酸素の下流シグナルおよびその調節因子である 8-ニトロ-cGMP および硫
化水素や活性イオウ分子種などが骨・軟骨組織でどの様な役割を持っているかは非常に興味深
い問題である。本研究では、これらの分子が骨伸長にどの様な役割を果たしているか、さらに、
骨伸長を司る成長板の形態や成長板を構成する軟骨細胞の増殖にどの様な影響を及ぼすかを検
討することとした。また、我々は、軟骨細胞様 ATDC5 細胞をインターロイキン-1β刺激するこ
とで細胞死および基質分解が進行することを報告しており(5-7)、この in vitro 軟骨変性モデ
ルを用いて 8-ニトロ-cGMP および硫化水素や活性イオウ分子種の保護作用も合わせて解析する
こととした。また、本研究を始める段階で、我々は、予備的検討において、マウス胎児脛骨の
器官培養系に硫化水素ドナーである硫化水素ナトリウム（NaHS）を添加することで脛骨の長軸
方向への伸長が促進されることを見出していた。 
 
２．研究の目的 
 硫化水素ドナーである NaHS および Na2S2、Na2S3、Na2S4などの活性イオウ分子種ドナーを倍地
中に添加し、軟骨細胞の増殖に及ぼす影響を解析した。軟骨細胞の分化マーカー遺伝子の発現
に及ぼすこれらのイオウ化合物の影響を解析した。また、NaHS、Na2S2、Na2S3、Na2S4を器官培養
マウス胎児脛骨の培養液に添加し、脛骨の伸長を計測した。成長板軟骨の組織染色を行い成長
板の形態を解析した。また、上記のように硫化水素や活性イオウ分子種が 8-ニトロ-cGMP の分
解不活性化の開始因子であることから、8-ニトロ-cGMP は軟細胞あるいは培養脛骨に対して硫
化水素や活性イオウ分子種と逆の効果をもたらすと予想した。そこで、軟骨細胞の増殖および
培養脛骨の伸長に対する 8-ニトロ-cGMP の影響を調べた。さらに、我々は IL-1βによって誘導
される軟骨細胞死が NOおよび活性酸素依存的に起こることを見出していることから、IL-1βに
よって誘導される軟骨細胞死に対する NaHS および Na2S2、Na2S3、Na2S4の保護作用を ATDC5 細胞
を用いて検討した。 
 
３．研究の方法 
 哺乳 1日齢の ddY マウスの肋骨をコラゲナーゼ消化することで肋軟骨細胞を回収し、培養し
た。また、胎生 16日の ICR マウスから脛骨を採取し、器官培養を行った。それぞれの培養系に
NaHS および Na2S2、Na2S3、Na2S4あるいは 8-ニトロ-cGMP を添加した。細胞増殖は細胞数の計測
により評価した。脛骨の伸長は、実体顕微鏡下に長軸方向の長さを生息することで評価した。
軟骨細胞の分化マーカーとして、II 型コラーゲン遺伝子、X型コラーゲン遺伝子の発現を定量
的 RT-PCR により解析した。マウス軟骨様細胞株 ATDC5 を IL-1β存在下に培養し、細胞死を誘
導する際に、NaHS および Na2S2、Na2S3、Na2S4を IL-1βと同時に加え、72 時間培養後に細胞死を
評価した。 
 
４．研究成果 
 NaHS は活性イオウ分子種の前駆物質である。NaHS は、器官培養マウス胎児脛骨の伸長を促進
した。組織解析により NaHS は成長板の増殖軟骨細胞層の幅を広げることが分かった。NaHS は
初代培養軟骨細胞の増殖を促進した。一方、II 型コラーゲンや X型コラーゲンなど軟骨細胞の
分化マーカーの発現には影響を及ぼさなかった。RSS 産生酵素の一つと考えられているシスタ
チオニン−γ-リアーゼの阻害は軟骨細胞の増殖を抑制した。以上より、硫化水素やそれ由来の
RSS は軟骨細胞増殖を促進すると考えられた。一方、活性イオウ分子種ドナーの Na2S2、Na2S3
あるいは Na2S4にはその様な作用が認められなかった。 
8-ニトロ-cGMP は軟骨細胞の増殖および培養脛骨の伸長を促進した。8-ニトロ-cGMP は、培養
脛骨の成長板軟骨の増殖軟骨細胞層で生成していることを見出した。さらに 8-ニトロ-cGMP は、
増殖軟骨細胞の増殖を促進することを明らかにした。IL-1βにより誘導される ATDC5 細胞の細
胞死は、NaHS あるいは活性イオウ分子種ドナーにより抑制されなかった。 
軟骨は血管がなく、酸素の供給に乏しい組織である。酸素呼吸以外の方法で増殖に要するエネ
ルギーを獲得していると考えられる。最近、ミトコンドリアにおけるイオウ呼吸の存在が示唆
されている。電子供与体として活性イオウ分子種を、電子供与体として硫化水素を利用するも
のである。今回、硫化水素が軟骨細胞の増殖を促進することが明らかとなったことから、酸素



の供給に乏しい環境下にある軟骨細胞は、イオウ呼吸を利用している可能性が示唆される。ま
た、今回の成果は、骨伸長の新しい制御方法開発の基礎となるものである。 
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