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研究成果の概要（和文）： 

 システイン生合成の最終酵素であるシスタチオニンγリアーゼ(CTH)の遺伝子欠損マウスを

作成し、本マウスにシステイン(シスチン)欠乏食を与えると急性の筋萎縮症が発症することを

見出した。病理学的・免疫組織学的・生化学的解析により、本病態がシステイン不足による筋

タンパク質の過度の自食(Autophagy)による筋原性(神経原性ではない)筋萎縮症であることを

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 We have developed mice lacking cystathionine gamma-lyase (CTH), the final step enzyme 
for cysteine biosynthesis, and observed acute muscle atrophy when fed a cyst(e)ine 
-deficient diet. Our pathological, immunohistochemical, and biochemical analyses 
revealed that this is myopathy (not neuropathy) caused by excessive autophagy of muscular 
protein due to severe cysteine deficiency. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 哺乳動物において、必須アミノ酸である
メチオニンから生合成されるシステインは
非必須アミノ酸と呼ばれる。その生合成過
程はメチオニンサイクルとトランススフレ
−ションから成り、生体にとって有毒なホモ
システインの産生・蓄積・代謝、各種メチ
ル化反応へのメチル基の供給、「主要抗酸化

物質であるグルタチオンやタウリンの生合
成前駆体」あるいは「生理活性ガスである
硫化水素 H2S

 の発生源」としての生合成シ
ステインの供給などに必須の役割を担って
いる。そして、その破綻は血栓塞栓症、脂
質代謝異常、精神発達遅延、貧血など重篤
な病態に繋がることが知られており、中で
も中間代謝産物ホモシステインの血中濃度
上昇は心血管病の独立のリスクファクター
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として認識され、正常濃度(〜10 µM)のわず
か 5 µM 上昇が冠動脈疾患発症リスクを 1.6
倍にすると報告されている。また加齢に伴
う血中ホモシステイン濃度上昇と腎臓病・
アルツハイマー症などの神経変性疾患の発
症との相関も示唆されている。しかし、ホ
モシステイン蓄積による病態発症の分子メ
カニズムには諸説あるものの、その実体は
不明のままである。またトランススフレ−シ
ョンを担う二つの酵素シスタチオニンβシ
ンターゼ(CBS)と CTH はともに生体内 H2S産
生酵素としても注目されている。H2Sは血管
平滑筋弛緩や神経機能調節に関わる生理活
性ガスと考えられているが、その果たす生
理的役割・重要性は不明である。我々は上
記課題を明らかにするため、ホモシステイ
ン代謝と H2S産生に必須のトランススフレ−
ション酵素である CBS と CTH に注目し、そ
の遺伝子欠損マウスの解析を進めている。 

 
２．研究の目的 
 遺伝病シスタチオニン尿症のモデルとし
て我々が新規に作成した CTH 欠損マウスは、
見かけ上は正常ながらも CBS 欠損マウス(血
栓塞栓症など重篤な病態を示す遺伝病ホモ
シスチン尿症のモデル動物で 4 週齢以前に
95%が死亡)に匹敵する高ホモシステイン血
症を示す。我々は最近、CTH 欠損マウスをシ
ステイン欠乏餌で飼育すると急性の筋萎縮
症が発症することを見出した。極めて珍しい
食餌誘導型の筋萎縮症として、その発症の分
子メカニズムを明らかにすること、そしてさ
らにはその制御法を見出すことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)CTH欠損マウスの解析 
 研究代表者らが新規に作成した CTH欠損マ
ウスは見かけ上正常な発育を示すが、3 週齢
離乳期よりシステイン(シスチン)含有量が
45%の特別な餌(KR 餌)を投与すると、即時に
体重増加を停止し、骨格筋萎縮を主徴とする
全身性の発達障害を示して約 2週間後に死亡
する。本餌に通常餌相当になるようにシスチ
ン補充すると本病態は完全に消失すること
から、システイン生合成の破綻によるシステ
イン欠乏による病態が考えられる。 
 この骨格筋萎縮が神経原性か筋原性か明
らかにするため、1)障害筋部位を細かく調べ、
遠位筋中心の萎縮か近位筋中心の萎縮かを
調べた。レントゲンや小動物用 PET などを用
いて、マウス個体のどの部分の筋肉がおちて
いるか検討した。四肢の麻痺を起こす原因の
萎縮部位を中心に調べた 2)各部位の筋切片
を作成・染色後、顕微鏡観察した 3)線維束性
攣縮の有無を調べた。ビデオ撮影によりマウ
スの細かな動きを連続監視した 4)CK、LDH、

CRE などの血清生化学値を測定し筋細胞壊死
が起こっているか調べた 5)脊髄の横断切片
を作成して、ALS など神経原性萎縮でよく見
られる脊髄前角細胞の脱落などの異常があ
るか調べた。 
 次にこの急性筋萎縮がシステイン欠乏に
特徴的な変化かどうか調べるために、他の標
準アミノ酸のそれぞれを含まない無タンパ
ク質アミノ酸配合餌を作成して野生型マウ
スに投与し、筋萎縮などの表現型の変化を調
べた。 
 
(2)硫化水素イメージング 
 筋萎縮発症における H2S の役割は不明であ
る。それを考える上で、H2S 定量と分布イメ
ージングマップの作成は極めて重要な情報
を与えるはずであるが、いずれも満足の出来
る報告はない。そこで本研究課題では、銀蒸
着板と TOF-SIMS (Time of flight-secondary 
ion mass spectrometry)を用いた H2S の分子
イメージングを試みた。比較対照としては、
CBS 欠損マウスおよび CTH 欠損マウスの各種
臓器を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)筋原性筋萎縮の証明 
 CTH欠損マウスに KR餌を与えたときに見ら
れる急性致死性の骨格筋萎縮について詳細
解析した。レントゲン撮影や解剖により僧帽
筋や大腿直筋など体幹に近い近位筋中心の
筋萎縮が観察された。しかし、それらを支配
する脊髄部位には ALSで特徴的な前角細胞の
脱落などの所見は観察されなかった。また、
大腿直筋の横断切片を作成して筋線維細胞
の横断面積を計算した所、ほぼ均等に減じて
おり、群性萎縮やそれに伴う小角化線維の出
現は観察されなかった。その横断切片を
Autophagyのマーカーである LC3bと p62に免
疫染色した所、萎縮した筋線維細胞において
LC3bあるいは p62の蓄積が確認された。つま
り LC3b が蓄積する細胞には p62 の蓄積は見
られず、p62が蓄積する細胞には LC3b の蓄積
が 見 ら れ な か っ た が 、 こ れ は 活 発 に
Autophagyを行っている細胞が LC3bに染まり、
その結果として Autophagyの component が枯
渇して p62 を処理できなくなった細胞に p62
が蓄積すると考えられた。血中 LDH 値の上昇
は見られず、CRE 値の減少が観察された。マ
ウスの詳細な動きを観察したが、線維束性攣
縮らしき動きは観察されなかった。以上の結
果より、本筋萎縮症は神経原性ではなく筋原
性の筋萎縮によるものと結論した。 
 
(2)他の必須アミノ酸欠乏餌の投与実験 
 上記の病態が、システイン欠乏に特徴的か
どうかを調べるため、新規に無タンパク質ア
ミノ酸配合餌 18 種を作成し、マウスに投与



した。通常のマウス飼育餌は、魚粉などの動
物性タンパク質や大豆・酵母などの植物性タ
ンパク質を配合しているが、本餌は全くタン
パク質を含まず各種標準アミノ酸を配合し
たものである。まず通常マウス餌のアミノ酸
組成をベースとした完全アミノ酸餌を野生
型マウスに投与したところ順調な発育を示
したが、システイン不含の餌でもそれは同じ
であった。完全アミノ酸餌とシステイン不含
餌を CTH 欠損マウスに投与した所、前者では
順調な発育を示すのに対し後者では全く成
長しなかったが、KR 餌投与時に見られた顕著
な筋萎縮症は発症せず、かわりに全身的痩身
が観察された。次に KR 餌のアミノ酸組成を
ベースにした完全アミノ酸餌からシステイ
ンを同程度に除いた KR ベースのアミノ酸餌
を作成・投与したが、やはり CTH欠損マウス
への投与時と同様の筋萎縮症は見られなか
った。理由は不明であるが、この特別なアミ
ノ酸配合餌では筋萎縮症を再現することは
出来ないと考えられた（他の 10 種それぞれ
の必須アミノ酸欠乏時も同様）。したがって、
ただシステインが足りなければ起こる病態
ではないと思われる。 
 
(3)H2S イメージング 
 富士フィルムと ULVAC-PHI両社の協力を得
て、H2S の組織イメージング法を開発した。
シリコンプレートに 20 nmの厚さでクロムを
蒸着後、200 nmの厚さで銀を蒸着した銀板は、
富士フィルム社より得た。極めて均一な銀蒸
着は、長年の写真フィルム生産の中で富士フ
ィルム社が確立した高度な加工技術と生産
管理により可能となっている。本品作成後、
酸化から守るため窒素封入下にすぐに保管
後、クライオスタットにより切り出した 40 µm
のマウス組織切片と接触させたものをガラ
ス板で挟み込み、Agと親和性を持つガス(H2S)
を含む生体分子を-10℃下 1 時間かけてトラ
ップした。その後サンプルは液体窒素下に保
管したのち、組織切片部分を水・アセトンで
洗い去り、その後の銀板を ULVAC-PHI 社の
TOF-SIMS によりスキャン解析した。 
 本法により世界で初めて H2S、及び I-、Br-

そして SCN-などの(偽)ハロゲンイオンの組織
イメージングが可能となった。H2S は、免疫
組織学的解析より明らかとなったマウス腎
臓における CBS及び CTHタンパク質の発現分
布と一致し、髄質部よりも皮質部に強く発現
していた。一方 I-、Br-、SCN-は髄質部に強く
発現していた。しかし本手法の大きな問題点
として、定量性に乏しいこと、操作が大変複
雑で高額蒸着・測定機器を要すること、CBS
欠損マウスや CTH欠損マウスなど高ホモシス
テイン血症を呈するマウスでは H2S レベルを
示す S2-のシグナルにホモシステインのシグ
ナルも重なること、などの課題が残った。 
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