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研究成果の概要（和文）：本研究は、ガス性メッセンジャーである硫化水素が持つインスリン分

泌細胞に対する保護作用の特性、およびその分子的な作用機序の解明を目的とした。研究の結

果、硫化水素が、その産生酵素の発現調節を介して細胞内で誘導性に作られ、細胞内還元物質

の産生増加、活性酸素種の産生抑制などにより酸化ストレスを抑制して、糖尿病状態において

誘発されるさまざまな細胞障害から、インスリン分泌細胞を保護することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to characterize the cytoprotective effects of 
a gasotransmitter hydrogen sulfide (H2S) and to elucidate its molecular mechanism on 
insulin-secreting cells. H2S, which is endogenously produced in an inducible manner by 
H2S-producing enzyme CSE, protects insulin-secreting cells against oxidative stress (occur 
under diabetic condition) via an anti-oxidative mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病では、長期にわたり血中グルコースお
よび遊離脂肪酸濃度の高い状態が続き、細胞
障害性サイトカイン、持続的な細胞内 Ca2+

濃度の上昇、酸化ストレス、小胞体ストレス
の誘発が起こる。インスリンを分泌する膵 B
細胞は、これらの原因により機能の低下ある
いは量の減少をきたす。 
硫化水素は、有毒ガスとして知られる一方で、
生物の細胞内でも L-システインを基質とし

て cystathionine-γ-lyase (CSE) と
cystathionine-β-synthase (CBS)により産生
される。産生された硫化水素は、アポトーシ
スおよび炎症反応の抑制、神経伝達の調節な
ど、細胞の生存やシグナル伝達に重要な働き
を有することが明らかになり、一酸化窒素
(NO)、一酸化炭素(CO)に次ぐ第 3 のガス性
メッセンジャーと呼ばれるようになった。 
私たちは、世界に先駆けて、硫化水素が高濃
度グルコースにより誘発された膵 B 細胞死
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を抑制すること、膵 B細胞の主要な硫化水素
産生酵素 CSE の発現が高濃度グルコースに
より誘導されることを報告した(Kaneko et 
al., FEBS Lett., 2009)。そこで、今回、硫化
水素がどのような細胞障害から、どのような
機序で膵 B細胞を保護するのか、また、CSE
を介する誘導性の硫化水素産生の意義は何
かを明らかにする研究を思いついた。 
 
２．研究の目的 
ガス性メッセンジャーである硫化水素が持
つ膵 B細胞保護作用の特性を検討し、その分
子的な作用機序を解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞に障害を与えた際の膵 B細胞死に対
する硫化水素の作用の検討 
遊離脂肪酸(パルミチン酸)、細胞障害性サイ
トカイン(TNF-α、IFN-γ、IL-1βの混液)、酸
化ストレス誘発物質(過酸化水素)、小胞体ス
トレス誘発物質(サプシガルジンおよびツニ
カマイシン)を用いて誘導した細胞死に対す
る硫化水素の作用を調べる。単離マウス膵島
およびマウスインスリノーマ MIN6 細胞を、
遊離脂肪酸、サイトカイン、酸化ストレス誘
発物質または小胞体ストレス誘発物質を含
む培養液中で培養する。この条件における硫
化水素ドナーNaHSの影響を調べる。 
① 細胞死を、DNA断片化および caspase活
性の測定により検出する。 
② マウス膵島の凍結切片を作製し、どの細
胞(A、B、D、PP 細胞)の細胞死が抑制され
るのかを、TUNEL染色により検出する。 
③ 活性酸素種の産生を、蛍光指示薬を用い
て検出する。 
④ アポトーシス抑制分子である Akt の活性
化を、リン酸化抗体を用いて検出する。 
 
(2)マウス膵B細胞におけるCSE発現調節機
序の解析 
阻害薬を用いた薬理学的実験、siRNAを用い
た遺伝子ノックダウン実験、ルシフェラーゼ
レポーターシステムを用いたプロモーター
アッセイにより、マウス膵島およびMIN6細
胞における CSE発現調節機序を調べる。 
① CSE発現の増加または抑制条件を調べ、
発現調節に必要なシグナルを探索する。 
② 阻害薬(プロテインキナーゼ阻害薬)を用
いたシグナル経路の遮断、または、プロテイ
ンキナーゼおよび転写因子の siRNAによる
遺伝子ノックダウンを行い、CSE発現調節シ
グナル経路および転写因子を同定する。 
③ ルシフェラーゼレポーターシステムを用
いたプロモーターアッセイにより、予想した
転写因子による CSE発現誘導を確認する。 
④ CSE発現の誘導条件および抑制条件、さ

らに活性を阻害した条件で培養し、硫化水素
の産生が CSE発現および活性依存的に調節
されていることを調べる。 
 
(3)硫化水素産生酵素CSE遺伝子欠損マウス
の表現型解析 
CSE遺伝子欠損マウスについて、耐糖能と膵
島機能の解析を行う。CSE遺伝子欠損マウス
は、慶應義塾大学 石井功準教授より譲与い
ただいた。 
① 普通食を与えて飼育したマウス(CSE ホ
モ欠損、CSE へテロ欠損、野生型マウス)に
経口糖負荷を行い、負荷前と負荷後 30、60、
90分の血糖値を測定する。 
② 通常飼育状態で耐糖能異常が見られない
場合は、8週齢から 2週間高脂肪食を与え、
その後経口糖負荷試験を行う。 
③ 若齢(8週齢)マウスへの高脂肪食負荷で耐
糖能異常が見られない場合は、6 ヶ月齢以上
のマウスに高脂肪食負荷を行い、経口糖負荷
試験により耐糖能を調べる。 
④ 耐糖能に差の見られた実験群について、
経口糖負荷を行い、負荷前と負荷 30、60 分
後の血中インスリン値を測定する。 
 
４．研究成果 
(1)硫化水素による酸化ストレス抑制と膵 B
細胞死抑制機序 
硫化水素の膵 B 細胞死に対する影響につい
ては、ラットインスリノーマ INS-1Eを用い
た実験で、硫化水素が小胞体ストレスを増強
して細胞死を誘発するという報告がある
(Yang et al., J. Biol. Chem., 2007)。これに
対し、私たちは、硫化水素が、高濃度グルコ
ースが原因となるマウス膵島の細胞死を抑
制することを見出した(Kaneko et al., FEBS 
Lett., 2009)。さらに本研究から、硫化水素が、
パルミチン酸、細胞障害性サイトカインで増
加したマウス膵島、MIN6 細胞の DNA 断片
化を抑制することも明らかになった(図 1) 
(Taniguchi et al., Br. J. Pharmacol., 2011)。
このように 2つの研究グループ間で異なる結
果が得られた原因は、いくつか考えられる。
私たちが、マウスから単離した正常膵島を、
10%血清を含む培養液を用いて培養したのに
対し、もう一方のグループでは、ラット膵 B
細胞由来のがん細胞 INS-1Eを、一度血清な
しで培養後、血清を含む培養液に切り換えて
硫化水素処理を行っていた。つまり、用いた
細胞の動物種および硫化水素の影響を調べ
る実験条件に、違いが見られた。私たちは、
正常膵島を用い、常に血清を含む培養液(血清
なしでは細胞が弱ってしまう)中で培養して
いる点で、硫化水素の影響を評価するにあた
り、より生体に近い、適切な実験系を用いて
いると考える。 



 
次に、高濃度グルコース、遊離脂肪酸、サイ
トカインにより誘発される細胞死は酸化ス
トレスおよび小胞体ストレスなどが原因と
なるので、硫化水素がどのような要因に対し
て抑制作用を示すのかを調べた。その結果、
硫化水素が、酸化ストレスを抑制しているこ
とがわかった(図 2)。さらに、TUNEL染色に
よる細胞死検出の結果、硫化水素が膵 B細胞
を特異的に保護することが明らかになった。
そこで、硫化水素が、どのような機序により
膵 B細胞を保護しているのかを調べた。硫化
水素は、caspase 3/7 の活性化および活性酸
素種の産生を抑制し、また、細胞内還元物質
グルタチオンの産生およびAktのリン酸化を
増加させて膵 B 細胞死を抑制していること
が わ か っ た (Taniguchi et al., Br. J. 
Pharmacol., 2011)。 

 
(2)CSE 発現調節を介した誘導性硫化水素産
生機序 
マウス膵島の CSE 発現は、グルコースと同
様にインスリン分泌を増加させるスルホニ
ル尿素薬によっても増加した。これに対し、
インスリン分泌を抑制する電位依存性カル
シウムチャネルブロッカー(ニトレンジピン)、
ATP 感受性カリウムチャネルオープナー(ジ
アゾキシド)、解糖系律速酵素 glucokinase阻
害薬(マンノヘプツロース)により、CSE発現
は減少した。上記、いずれの条件においても、
CBS の発現に有意な変化は見られなかった。
このような結果から、私たちは、インスリン
分泌に重要なカルシウムが CSE 発現に関与
していると予想し、カルシウムによる遺伝子
発現調節に関わるシグナル伝達経路につい

て検討を行った。プロテインキナーゼ阻害薬
および Ca2+／カルモジュリン依存性プロテ
インキナーゼ(CaMK)IIの siRNAによるノッ
クダウンにより、マウス膵島、MIN6細胞の
CSE 発現調節に CaMKII および MAP 
kinaseカスケードのうちのMEK‒ERK経路
が関わることを見出した。さらに、ERK1/2
によりリン酸化される転写因子 Sp1、Elk1
について、siRNAによるノックダウンおよび
レポーターアッセイを行った。その結果、両
転写因子とも、CSEの発現調節に関与するこ
とが明らかとなり、さらに、Sp1 は CSE 発
現調節領域に直接結合することがわかった
( 図 3) (Taniguchi et al., Mol. Cell. 
Endocrinol., 2012)。また、MIN6細胞を用い
て硫化水素産生を調べたところ、CSE発現を
誘導する条件では硫化水素の産生量が増え、
MEK̶ERK阻害薬および CSE活性阻害薬に
より産生量が減少した。したがって、膵 B細
胞において硫化水素は、CSEの発現を介して
誘導性の産生調節を受けていることが明ら
かになった。 

 
以上、(1)、(2)の研究成果から、高濃度グル
コース状態において、上記機序を介して発現
誘導を受けた CSE により産生される硫化水
素が、酸化ストレスを抑制して膵 B細胞を保
護することが明らかになった(図 4)。このよ
うな現象を見出した私たちは、硫化水素が膵
B 細胞に備わった内因性のブレーキ
「intrinsic brake」であるという説を世界に
向けて提唱した  (Taniguchi et al., J. 
Pharmacol. Sci., 2011)。 

 
 



(3)CSE遺伝子欠損マウスの耐糖能解析 
CSE遺伝子欠損マウスは、通常の飼育状態で
は、30週齢を過ぎても耐糖能異常にはならな
かった。次に、8週齢マウスに 2 週間高脂肪
食を与えた後、経口糖負荷試験を行った。し
かし、若齢マウスに対する高脂肪食負荷では、
野生型と CSE 遺伝子欠損マウスの間に、大
きな血糖値の違いが見られなかった。そこで、
6ヶ月齢以上のマウスに 2 週間高脂肪食を与
えて、経口糖負荷試験を行った。その結果、
CSE遺伝子ホモ欠損マウスに、明らかな耐糖
能異常が見られた。さらに、経口糖負荷後の
血中インスリン濃度を測定したところ、CSE
ホモ欠損マウスは野生型マウスに比べて低
い値となった。 
以上の研究成果から、CSE遺伝子欠損マウス
は、遺伝的背景に加齢、食生活といった環境
的要因が加わって発症するヒトの 2型糖尿病
のモデルとして、非常に有用であると考えら
れた。 
 
今後は、本研究により明らかになった硫化水
素の細胞保護作用が、糖尿病状態における膵
B細胞の機能的、量的な低下に対する防御機
構として応用できないかを検討するととも
に、CSE遺伝子欠損マウスが耐糖能異常を呈
する原因を究明し、将来的には、ヒト糖尿病
の発症、進展機序の解明、新規治療法の開発
へとつなげたい。 
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