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研究成果の概要（和文）：硫化水素（H2S）が生理活性物質として認識され、その生理機能の研究と医療への応用が進
んでいる。本研究ではH2Sについて、１、生産酵素の活性制御、特に、補酵素及び補因子の同定、２、強い光刺激障害
から網膜を保護する働きの解明、３、H2S感受性分子の同定、４、血管内皮由来平滑筋弛緩因子機能の解明、５、H2Sイ
メージングプローブの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Hydrogen sulfide (H2S) is recognized as a physiological mediator, and its roles an
d therapeutic applications have been studied.  In the present study we examined 1. the regulation of produ
cing enzymes, especially focusing on their co-enzymes and co-factors, 2. the protection of the retina from
 intensive light-induced degeneration, 3. the idenfitication of H2S-sensitive molecules, 4. a role as an e
ndothelium-derived relaxing factor, 5. the development of H2S imaging probes.
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１．研究開始当初の背景 
1989及び 90年にヒト、ウシ、ラットの脳に
H2Sが存在し、生理機能を持つことが予想さ
れた（Kimura, Hydrogen sulfide: from brain 
to gut. Antioxid. Red. Signal. 12, 1111-1123, 
2010）。 
申請者は、H2S生産酵素の存在と H2Sの機
能を世界で初めて明らかにした。脳では
cystathionine –synthase (CBS)がH2Sを生
産し、海馬長期増強（LTP）を促進すること
から、H2Sが神経伝達修飾物質であることを
示唆した（Abe & Kimura, J. Neurosci. 16, 
1066-1071, 1996 ）。 胸 部 大 動 脈 で は
cystathionine –lyase (CSE)がH2Sを生産し
平滑筋弛緩因子として機能していることを
世界で初めて提案した (Hosoki et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 237, 
527-531, 1997)。この研究が基となり、H2S
が血圧調節因子であることが提案されるに
至っている（Yang et al., Science 322, 
587-590, 2008）。 
 H2S の細胞保護因子としての働きも世界
で初めて報告した。申請者は、H2Sが神経細
胞を保護すること（Kimura & Kimura, 
FASEB J. 18, 1165-1167, 2004）、続いて、
Emory Universityの David Leferとの共同
研究により、心筋を保護することを明らかに
した（Elrod et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 104, 11560-11565, 2007）。 
 
２．研究の目的 
硫化水素（H2S）が生理活性物質として認識さ
れ、その生理機能の研究と医療への応用が進
んでいる（Kimura, Antioxid. Red. Signal. 
12, 1111-1123, 2010; 日経サイエンス、2010, 
06 p92-98 、 救 命 毒ガス  硫 化 水素 ; 
NewsFocus, Science 320, 1155-1157, 2008）。
本研究では H2S について、１、生産酵素の活
性制御、特に、補酵素及び補因子の同定、２、
強い光刺激障害から網膜を保護する働きの
解明、３、H2S 感受性分子の同定、４、血管
内皮由来平滑筋弛緩因子機能の解明、５、H2S
イメージングプローブの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
１．H2S 合成における 3MST の補酵素及び補因
子を同定する。分子内に disulfide をもつ内
因性還元物質であるチオレドキシンとジヒ
ドロリポ酸（DHLA）に的を絞って検討する。 
 3MST の H2S 生産には、還元物質を必要とす
る（Shibuya et al., Antioxid. Red. Signal. 
11, 703-714, 2009)。申請者らは、さまざま
な生体内還元物質を検討し、DTT と同様なジ
チオールがこの反応の補酵素あるいは補因
子として働くことを突き止めた。特に、アル 
ファリポ酸の還元型であるジヒドロリポ酸
（DHLA）及びチオレドキシンは、DTT と同等

以上の H2S 生産を可能にする。この２内因性
還元物質について、3MST の H2S 生産時におけ
る、補酵素、補因子としての働きを調べる。
具体的には、１．濃度依存性、２．3MST の活
性中心にある 247 番システイン残基、187 番
及び 196番アルギニン残基と基質 3MP及び補
酵素・補因子との相互作用について、これら
のミュータント酵素を作成し、生化学的に検
討する。 
２．強い光刺激から網膜を保護する H2S の働
き 
 網膜には 3MST と CAT が局在しており、網
膜ホモジネートにシステインとアルファケ
トグルタル酸を加えると H2S が発生すること
を確認した。H2S は神経細胞を酸化ストレス
から保護する働きがあり（Kimura & Kimura, 
FASEB J. 2004）、光による神経細胞の障害を
軽減している可能性が考えられる。強い光刺
激で網膜神経細胞に障害を起こすモデルが
すでに報告されており（Grimm et al., Nature 
25, 63-66, 2000）、このモデルにおいて H2S
の改善効果を検討する。 
３． H2S 感受性分子の同定 
 アストロサイトは、H2S に反応し、細胞内
カルシウム濃度が上昇する（Nagai et al., 
FASEB J. 2004）。この反応は、細胞外カルシ
ウムを取り除くと抑制され、transmembrane 
receptor potential (TRP) チャネルのブロ
ッカーによって抑制される。また、排尿筋で
は H2S が TRP チャネルを活性化し、細胞内カ
ルシウム濃度を上昇させることが報告され
て い る （ Patacchini et al., Eur. J. 
Pharmacol. 509, 171-177, 2005）。アストロ
サイトが、TRPV4 が発現していることを確認
している。これらの結果から、H2S はアスト
ロサイトの TRPV4 に働き、細胞内カルシウム
濃度を上昇させると予想される。TRPV4 の H2S
に対する反応性を HEK293 細胞に発現させて
検討し、アストロサイトの H2S 反応性に対す
る TRPV4-RNAi の抑制効果を調べる。 
４．H2S イメージングプローブの開発 
東京大学薬学部の長野等は現在まで光誘起
電子移動などの原理に基づいて 50 種類以上
の蛍光イメージプローブを開発してきた。本
プロジェクトにおいては H2S の反応特性に基
づいた分子設計を行うことで、蛍光発光を基
盤とした H2S プローブの開発研究を行う。 
 
４．研究成果 
１．H2S 合成における 3MST の補酵素及び補因
子の同定。 
 3MST の H2S 生産には、還元物質を必要とす
る（Shibuya et al., Antioxid. Red. Signal. 
11, 703-714, 2009)。申請者らは、さまざま
な生体内還元物質を検討し、アルファリポ酸
の還元型であるジヒドロリポ酸（DHLA）及び



チオレドキシンは、DTT と同等以上の H2S 生
産を可能にする。チオレドキシンは生理的濃
度 20M で、DTT の３倍、DHLA は 40M で DTT
と同等の作用を持つことが分かった。3MST の
活性中心にある 247 番システイン残基、187
番及び 196番アルギニン残基のミュータント
では、247 番システイン残基が最も重要であ
ることが分かった。これら２つの生体内還元
物質と DTT はジチオールであり、それ以外の
生体内還元性物質グルタチオン、システイン、
NADHP, NADH, CoA などにはその作用がなく、
ジチオールが重要な因子であることが分か
り、論文発表を行った(Mikami et al., 
Biochem. J., 2011)。 
２．強い光刺激から網膜を保護する H2S の働
き 
 網膜における細胞内カルシウム濃度は他
の神経細胞に比較して濃度は低く保たれて
いる。本研究において、視神経細胞において
は、3MST と CAT が局在しており、CAT の活性
がカルシウムによって制御されていること
が明らかとなった。光照射によって、cGMP 依
存性チャネルが閉鎖し、3MST と CAT によって
H2S が合成される。H2S は vacuolar 型プロト
ン ATPase を活性化し、放出したプロトンに
よって電位依存性カルシウムチャネルが閉
鎖し、細胞内カルシウムが低濃度に保たれる
ことが明らかになった。また、光による神経
細胞の障害を H2S が軽減していることが分か
った。強い光刺激で網膜神経細胞に障害を起
こすモデル（Grimm et al., Nature 25, 63-66, 
2000）に、H2S を投与すると、障害が抑えら
れる。このとき、光障害で増加した TUNEL 陽
性細胞数が H2S により、減少し、DNA 障害マ
ーカ―である８－ヒドロキシデオキシグア
ノシンのレベルも低下することから、H2S が
視神経を光障害から保護することが分かり、
論文報告した（Mikami et al. J. Biol. Chem. 
286, 39379-39386, 2011）。 
３．H2S 感受性分子の同定 
 排尿筋では H2S が TRPA1 チャネルを活性化
し、細胞内カルシウム濃度を上昇させること
が報告されている（Patacchini et al., Eur. 
J. Pharmacol. 509, 171-177, 2005）。ただ
ここでは、非常に高濃度 1-10 mM NaHS を投
与している。H2S は酸化されるとポリサルフ
ァイドを生じるが、これがアストロサイトの
TRPA1 チャネルを活性化し、カルシウム流入
を増加することが明らかとなった。TRPA1 チ
ャネルの特異的アゴニストでアストロサイ
トにカルシウム流入が誘導され、ポリサルフ
ァイドに対する反応が、TRPA1 チャネル特異
的インヒビターによって抑制され、さらに
TRPA1 チャネル特異的 siRNA によって抑制さ
れることが分かり、ポリサルファイドが
TRPA1 チャネルを活性化していることが明ら

かとなった。また、脳内にポリサルファイド
が存在していることも確認し、論文報告した
(Kimura et al., FASEB J. 27, 2451-2457, 
2013)。当初、予想していた TRPV4 は、関与
していないことが分かった。 
４．H2S イメージングプローブの開発 
東京大学薬学部の長野研との共同研究で、H2S
特異的な傾向プローブを開発した。当プロー
ブは、細胞内主要チオールであるグルタチオ
ンやシステインに対してはほとんど反応せ
ず、H2S を特異的にリアルタイムで検出でき
る。論文発表を行った（Sasakura et al., J. 
Am. Chem. Soc. 133, 18003-18005, 2012）。 
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