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研究成果の概要：  

ガス分子を生成する酵素系や受容系の多くは、他のガス生成反応と拮抗あるいは共役して

いる例が多数存在するにもかかわらず、その生物学的・病態生理学的意義の探究はほとんどな

されていない。本研究の目的は、中枢神経系(CNS)で産生される低分子ガス状メディエータの
生成・受容機構を探究し、ガス分子による脳局所血流調節のメカニズムを解明することである。

最近 NOや COのみならず、生体内で cysteineの分解にともなって生成される硫化水素(H2S)が
神経伝達や血管弛緩に関わる新しい分子として注目されている。そこで sGCや NOS以外の CO
の標的分子の候補蛋白として H2S産生酵素である cystathionine E-synthase (CBS)に着目し、ガス
状メディエータを介した情報伝達制御機構の解明を目指した。第一に、肝組織のメタボローム

解析の結果から一酸化炭素(CO)が transsulfuration pathwayを抑制することに着目し、この代謝系
の律速酵素である CBSの活性が COにより阻害され、NOでは阻害されない CO特異的な受容
体であることを見出した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,900,000 570,000 2,470,000 
2008年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,700,000 810,000 3,510,000 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経化学・神経薬理学 
キーワード：脳血流代謝カップリング、一酸化炭素、硫化水素、ガスバイオロジー 
 
１．研究開始当初の背景 

ガス状メディエータは生体内で生成さ

れる低分子で、酵素分子の構造内に比較的容

易に浸透し、金属原子や硫黄原子を有する補

欠分子族に結合することによって酵素反応

速度を変化させその生物活性を発揮する。こ

のような分子群のうち一酸化窒素(NO)や一

酸化炭素(CO)は神経伝達や血管弛緩など生

体恒常性維持に不可欠なガス状メディエー

タである。これまでに、少なくともNOに関

してはその標的分子の同定及び分子レベル

での活性化制御のメカニズムが明らかにさ

れた。一方、COに関しては還元型ヘム鉄を補
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欠分子族とするsoluble guanylate cyclase 

(sGC)、NO synthase (NOS)、cystathionine 

E-synthase (CBS)、cytochrome P450、
hemoglobinなどのヘム蛋白質への強い結合

性を有することが知られているが、その生体

内での主要標的分子は未だ同定されていな

い。 

我々はこれまでにCOがNOとの共通の受

容体であるsGCとの相互作用によりNO濃度

に依存して2面性に細胞機能を制御すること

を報告した。またラット脳をモデルとした脳

微小循環実験系において内因性のCO生成を

抑制すると細動脈の拡張が起こることを見

出しCOがNOによる血管拡張反応の抑制機構

として働いていることを明らかにした。 

 

脳は全組織重量の僅か2%を占めるに過

ぎないながらも、全組織の20%に達する非常

に高い酸素消費を賄うためcardiac output

の14%を受容しており、特にgrey matterで

は100ml blood min-1 100g tissue-1という他

組織平均の約10倍もの血流量を維持してい

る。この驚異的に高い血流量を非常に

complianceの低い頭蓋骨という狭い空間に

納め、しかも正常なintracranial pressure

を保つためには厳格な血流制御が必須とな

る。興味深いことに、血流制御の中心的な役

割を担う細動脈（抵抗血管）への自律神経支

配は他組織に比べ極めて乏しいことが知ら

れている。この見地よりCOがneuro- 

modulatorとしての役割に加えて、アドレナ

リン、コリン非依存性（NANC）のvascular 

regulatorとして作用している可能性を探究

する。本研究では、CO、NO、H2S産生酵素欠

損マウスの動物実験モデルとin vitroでの

ガス分子と精製レセプタ蛋白質の相互作用

を検証すること、さらにメタボローム技術を

駆使することにより、COのセンサー蛋白の同

定を目指す。 

 

２．研究の目的 

近年COやNOに加えて、生体内で

cysteineの分解にともなって生成される硫

化水素(H2S)が血管弛緩に関わる第3のガス

状メディエータとして注目され始めた。しか

しながら、これらのガス分子が生体内で統合

的にどのように生理活性調節を行っている

かのメカニズムは未解決である。本研究の目

的はCO、NO、H2Sのガス分子が高レベルで存

在する脳及び肝臓組織をモデルに、複数のガ

ス分子が生物活性を発揮するメカニズム及

び神経・血管系におけるエネルギー代謝とリ

ンクしたガス分子の生成・受容及び情報伝達

機構を包括的に解明することである。 

本研究期間は、COの標的分子としてH2S

の生成酵素であるCBSに着目した。H2Sは血

管平滑筋に存在するATP依存型のカリウム

(KATP)チャンネルの開口確率を上昇させ細胞

膜の過分極を起こすことによって血管平滑

筋を弛緩させるvascular regulatorである

ことが報告された（Zhao et al., EMBO J., 

2001）。H2S生成酵素であるCBSはN末端にヘ

ム結合モチーフを有する pyridoxal 5’ 

phosphate  (PLP)酵素である。結合するヘムの

役割は最近まで不明であったが、その構造が

明らかにされ、oxidoreductase活性中心を形

成するPLPに近接してN末端付近のヘムが存

在すること、このヘムにCOが結合すること

によって引き起こされる構造変化が活性中

心であるPLP付近の立体構造に影響して酵素

反応の阻害剤として働く可能性が示された。

興味深いことにin vitroではCOのCBSに対

するKiは5-6 PMであり生理的に誘導された
HO由来のCOで十分抑制効果が発揮されるの

に対し、NOでは320 PMであり阻害効果を発
揮しない(Taoka et al., Biochemistry, 

1999)。これら2つのガス分子の推定される

生理的濃度を考慮するとCOがCBSの生理的

阻害物質である可能性が示唆される。そこで

CBSが高発現している肝臓・脳をモデルとし

てCOによるCBS活性の抑制により惹起され

  
図1.脳組織におけるCOの標的酵素候補分子と血管

作動性物質。 



 

 

るenergy metabolism のremodeling作用を

最新の代謝解析技術を用いて解析した。 

 

３．研究の方法 

(１)メタボローム解析 

マウスから肝臓を摘出し、液体窒素にて

凍結した。内部標準としてL-Methionine 

sulfone (Wako 502 -76641) and 

2-Morpholinoethane sulfonic acid (MES, 

Dojindo 349- 01623) 各300 PMを含んだ
methanol溶液2 mLに約300 mgの組織を入れ、

超音波破砕器で2分間破砕した。十分攪拌し

た後、水を500 PL加え再攪拌した。300 PL
－aliqoutに200 PLのクロロホルムを添加し、
これを遠心した(15,000 rpm, 4℃, 15 min)。

上層の水-methanol層から200 PLを限外濾過
フィルター（分画分子量5,000, Amicon 

Ultrafree MC 5,000, Millipore）に移し、

90分間遠心した(10,000 rpm, 4ºC)。ろ液を

遠心濃縮しcapillary electrophoresis 

(CE)-Mass spectrometry(MS) (Agilent)解析

試料とした。 

 

（２）ガス分子とヘム酵素の相互作用の物理

化学的解析 

COがCBSと相互作用して酵素活性を調節

する機構を解明する目的で、蛋白質の分子構

造とCOやNOのガス分子の相互作用を原子レ

ベルで解析するため、可視分光スペクトルに

よるヘム軸配位子の解析および電子スピン

共鳴 (ESR)などの物理化学的分光分析技術

を駆使した。 

 

（３）免疫組織化学 

マウスから脳組織を採取後、Periodate 

/Lysine/ Paraformaldehyde液で浸漬固定を

行った（4℃、4時間）。固定後、10％、15％、

20％ショ糖溶液で段階的に洗浄を行い、OCT 

compound（Miles Laboratories, Elkhart, IN）

で包埋した。クライオスタットにて、厚さ60 

micronの切片を作成した。1次抗体として、

抗CBSポリクローナル抗体を、astrocyteを

認識する抗GFAPポリクローナル抗体を使用

した。凍結切片は0.3％TritonX-100を含む

PBS（PBST）に正常ヤギ血清5％を加えた溶液

中で1時間インキュベートした後に、抗体と

反応させた。これらの抗体は5％ウシ血清ア

ルブミンを含むPBSTで溶解し４℃で一晩反

応させた。１次抗体を洗浄後、切片を2次抗

体Alexa Fluor  488標識抗体、Alexa Fluor  
555標識抗体、及びTO-PRO-3 (Invitrogen, 

Basle, Switzerland）で4時間、室温にてイ

ンキュベートした。2次抗体を洗浄後、4% 

Paraformaldehyde /PBSで10分間再固定した。

レーザー共焦点顕微鏡Radiance2100 MP 

(BioRad, Hercules, CA)を用いて撮像した。 

 

４．研究成果 

（１）CO -cystathionine E synthase 
(CBS)/H2S系による臓器機能制御機構の解明 

CO産生をup-regulateするためhemin

を投与したマウスの肝臓では、誘導型の

hemeoxygenase１の発現量の上昇が認められ、

ガスクロマトグラフィーで肝臓組織内のCO

を定量したところhemin投与12時間後のCO

量は、controlの約2.5倍と確かに増加した。

このストレス誘導性のCOは、胆汁分泌機能

を亢進させることが明らかになった。同時に、

胆汁のpHを上昇させorganic anionの溶解

性を高める作用のある重炭酸もパラレルに

増加することから、胆汁分泌亢進を惹起した

のは、COによるvasodilatory effect以外の

因子であると予想し、機能的変化のおこる

time pointで採取した肝臓組織を用い、分子

量1,000以下の生体構成成分の代謝変動を

CE-MSによるメタボローム・質量分析技術を

駆使して包括的に解析した。 

その結果、CO overloadingによってアミ

ノ酸は相対的に減少し、AcetylCoAが増加す

ることを確認した。Glutamateは無変化であ

ったのに対しglutamineは有意に増加し、高

エネルギーリン酸化合物も増加しているこ

とから、アミノ酸プールがエネルギー基質と

して利用されたことを示唆する結果である

と解釈した。さらにmethionine、tryptophan、

histidine、serineが維持される一方、

cystathionine、cysteine、hypotaurineなど

のtranssulfuration経路の代謝物の減少が

認められた。これらの結果から、

methionine-cysteineの代謝系のいずれかに

COの作用点があると考えた。 

本動物モデルを用いたメタボローム解



 

 

析からは、COの生物作用にはストレス時の胆

汁分泌増加作用など明らかにsGC調節機構で

は説明できない現象が存在することが判明

し、CBS欠損マウスではCO感受性を失うこと

を証明した。以上のことから、CBSがCO感受

性の代謝調節スイッチとなっている可能性

が示唆された。 

 

（２）COによるcystathionine E-synthase 
(CBS)活性の抑制 

前述の結果に従い、COの標的分子として、

H2Sの生成酵素でありこの代謝経路に存在す

る唯一のヘム含有酵素であるCBSに着目した。

「ヘム過剰投与は、CBS活性を抑制すること

によってtranssulfuration経路の

metabolitesの産生を抑制している」という

仮説を検証した。まず肝臓組織中のH2S量を

測定したところ、ヘム過剰投与によるCO生

成増加条件下では、H2S生成が抑制されるこ

とが判明した。一方CBS heterozygous 

(+/-)KOマウスでは、COの生成増加は起きる

にもかかわらずwild typeでみられたような

H2S生成抑制はおこらず、CBS(+/-)ではCOへ

の感受性が消失することを見出した。 

さらにCOの生体内作用点がCBSである

ことを支持するこの結果に基づき、CBSの分

離精製標品でさらなる解析を行ったところ、 

COは数PMレベルでCBS活性の阻害剤として
作用した。さらに可視分光スペクトルによる

ヘム軸配位子の解析から、ヘムの２つの軸配

位子のうちcysteine残基がCOと置換するこ

とが酵素反応を阻害することが作用メカニ

ズムであることが判明した。CBSはNOでは阻

害がかからないことから、CBSがCOの特異的

なレセプタであると考えた。このことから、

CBSがCO感受性の代謝調節スイッチとなって

いる可能性が示唆された。 

さらに、可視分光スペクトルによるヘム

軸配位子の解析を行ったところ、ヘムの2つ

の軸配位子のうちcysteine残基がCOと置換

することが酵素反応を阻害するメカニズム

であることを突き止めた。またCBSのN末端

のヘム鉄のredox stateをH2Sが還元型にシ

フトさせることにより 、COによる当該酵素

の阻害効果を増強するしくみがあることの

証左を得た(Shintani et al., Hepatology, 

2009)。 

興味深いことに、小脳組織ではCBSがグ

リア細胞に、またCO産生酵素であるheme 

oxygenase(HO)-2がニューロンに、いずれも

高発現していることが確認できた。今後は、

COによる血流調節機能の修飾作用をマウス

脳微小循環床をモデルとして検証したい。前

述したように、H2Sが脳血管の拡張因子とし

て作用しており、COがその生成を抑制すると

いう仮説が正しいとすると、定常状態で産生

されるCOは脳血管が不必要に拡張するのを

防ぐtonic regulatorの役割を担っていると

言える。この仮説を検証するために、現在CBS

の欠損マウス(CBS-KO)を用い、ガスによる血

管作動性の挙動を解析中である。 
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