
硫化水素アニオンによるレドックス恒常性
制御とその臨床応用

１． は じ め に

酸素毒の原因物質である活性酸素（reactive oxygen spe-

cies：ROS）が，細胞の恒常性の維持に関わるシグナル仲

介分子として働くことが次々と明らかにされてきてい

る１，２）．一方，ROSと生体内の脂質や核酸との反応から生

成する親電子性をもった二次代謝物（親電子物質）は，ROS

とは異なるシグナル伝達様式を示す．すなわち，分子内に

存在する ROSや親電子物質と反応しやすい，レドックス

感受性の高いシステイン残基（チオール基）をもつタンパ

ク質（センサータンパク質）に対し，親電子物質が求核置

換あるいはMichael付加によって反応（S-アルキル化／S-

アリル化）することで，センサータンパク質の構造や機能

（例えば酵素活性など）が変化し，それがシグナルとなっ

て伝達される３）．このような ROSシグナルに関わる内因性

の親電子物質として，ニトロ化環状ヌクレオチドである

８-ニトログアノシン３′，５′-環状一リン酸（８-nitro-cGMP），

ニトロ化脂肪酸，プロスタグランジン J２，ヒドロキシノネ

ナールなどが報告されている１，３）．好気性生物は ROSによ

る酸化ストレスから身を守るために，様々な ROS消去酵

素システムや低分子の抗酸化物質を持っている．一方，

ROSから生成する親電子物質によるシグナル活性や毒性

に対しては，システイン含有ペプチドであるグルタチオン

を除いてはこれまで明らかにされていない．

硫化水素（H２S）は火山から噴き出る卵の腐ったような

臭いをもつ，生体にとって極めて有毒なガスとして知られ

ている．その一方で，哺乳動物の脳内スルフィド量が報告

され，H２S投与が血管拡張や長期記憶増強など様々な薬理

作用を発揮することが示されたことから，H２Sが一酸化窒

素（NO）や一酸化炭素（CO）に続く第３のガス状シグナ

ル分子として考えられるようになってきている４）．しかし，

血中硫化物の濃度が約１００～３００μM存在するにもかかわ

らず，血中 H２S濃度が１μMにも満たないことが最近明ら

かにされ５），H２Sガスが本当に主要なシグナル分子として

働くのかどうか疑問視する声もある．我々は，H２Sから派

生する硫化水素イオン（HS－）が内因性の親電子物質のス

ルヒドリル化（SH基付加）というユニークなメカニズム

によってその代謝とシグナル活性を制御することを新たに

見いだした６）．本稿では，HS－による慢性心不全抑制効果

のメカニズムを化学の原理から読み解く．

２． HS－による親電子物質のスルフヒドリル化と代謝

親電子物質が細胞内でどのように代謝されるのかを明ら

かにするために，RNAiを用いたスクリーニングアッセイ

を行った．特に，システイン代謝とレドックス関連代謝経

路に焦点を当てた RNAiライブラリーを用い，親電子物質

として８-nitro-cGMPの代謝を解析した．８-nitro-cGMPは

タンパク質システインチオール基に求核置換反応し，

cGMP構造を付加する（S-グアニル化修飾）．システイン

代謝酵素であるシスタチオニン β-シンターゼ（CBS）やシ

スタチオニン γ-リアーゼ（CSE）はともに H２S産生酵素で

ある．これら酵素をノックダウンすると，A５４９細胞，

HepG２細胞，C６細胞などの培養細胞において，８-nitro-

cGMPによるタンパク質 S -グアニル化が著しく増強した．

H２Sは水溶液中で弱酸として働き，以下の平衡反応を示す．

H２S→←HS－＋H＋→←S２－＋H＋

H２S→←HS－＋H＋

の酸解離定数（pKa）は３７℃で６．７６と低く，pH７．４の水

溶液中では約８０％が HS－として存在している．一方，

HS－→←S２－の pKaは１１以上と高いため，S２－は生理的に存在

しにくいと考えられる７）．より直接的に H２Sと８-nitro-

cGMPの反応を試験管内で検討したところ，H２Sそのもの

ではなく，H２Sから派生した HS－が８-nitro-cGMPに求核的

に反応して全く新規な化合物である８-SH-cGMPを生成し

ていることがわかった．この反応にはシステインと遷移金

属が共存する必要があることから，金属錯体を形成するタ

ンパク質群との相互作用の関与も示唆された．興味深いこ

とに，８-SH-cGMPは過酸化水素などの ROSと反応し，SH

基が外れて cGMPへと変換することもわかった．以上か

ら，８-nitro-cGMPは，細胞内に H２Sが生成すると，HS－の

作用によってスルヒドリル化されて８-SH-cGMPを生成

し，さらに ROSの作用によって cGMPへと代謝されるこ

とが示唆された．
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HS－によるスルヒドリル化は８-nitro-cGMP以外の様々な

親電子物質に対しても起こる．具体的には，内因性親電子

物質であるプロスタグランジン J２，ヒドロキシノネナー

ル，ニトロ脂肪酸や，環境中・外因性の親電子物質である

アクロレイン，ナフトキノンなどが HS－と反応する．し

かし，スルヒドリル化された親電子物質の分解・代謝経路

は，親電子物質そのものの特性に大きく関わっていた．例

えば，８-nitro-cGMPは比較的安定な SH付加体である８-

SH-cGMPを生成するが，さらに ROSがあると脱 SH基反

応というユニークな反応によって cGMPへと変換される．

プロスタグランジン J２の場合，まず SH化プロスタグラン

ジンが生成されるが，共存する酸素によって SH基が酸化

され，硫酸化（-SO３H）プロスタグランジン J２が生成する．

ニトロ脂肪酸やナフトキノンは SH化された後，その SH

付加体に対してもう１分子の親電子物質が反応して，S原

子を架橋とする二量体を形成することが明らかになった

（図１）．

３． 生体 HS－量の新たな検出法の確立

血中 H２S濃度は，メチレンブルー分光光度法や S２－イオ

ン選択的電極法を用いた間接的な測定結果から，１００～

３００μM近く存在すると考えられていた．我々は，生体内

の HS－量を高感度かつ特異的に検出するため，親電子性

の蛍光試薬であるモノブロモビマンを用いて，これと

HS－との反応産物である S-ビマン二量体を液体クロマトグ

ラフィータンデム質量分析法によって検出する新しい分析

法を構築した．この分析法を用いて，種々の培養細胞から

作られる HS－を定量した結果，A５４９細胞，HepG２細胞，

C６細胞などのがん細胞株では活発に HS－を産生しており，

これらは CBSや CSEをノックダウンさせることで著しく

減少することが確認できた．この方法の長所は，他の低分

子チオール化合物（グルタチオン，システイン，ホモシス

テイン）の定量も同時に行えることにある．例えば，CBS

をノックダウンすると HS－量は著しく減少するが，グル

タチオンやシステインの細胞内量は CBSノックダウンの

影響を受けない．一方，CBSの基質であるホモシステイ

ン量は CBSノックダウンによりわずかに増加する．こう

した分析手法の構築により，CBSや CSEによる親電子物

質の代謝が，グルタチオンやシステインなどのチオール化

合物ではなく，HS－によって制御されることが明らかにさ

れてきた．

４． HS－の心筋保護作用のメカニズム

心筋梗塞後の慢性心不全は世界的にも主要な死因であ

図１ HS－による親電子物質（E）のスルヒドリル化とその後の代謝経路
HS－は Eと求核置換反応し，タンパク質の酸化的機能修飾を抑制することで心筋老化や
心機能不全を抑制すると考えられる．
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り，その病態メカニズムの理解と治療法の開発は重要であ

る８）．心不全の進展において炎症反応に基づく酸化ストレ

スの関与が示唆されている．面白いことに，マウス心臓や

ラット初代培養心筋細胞における HS－生成量は，がん細

胞と比べると極めて少ないことがわかった．これと相関し

て，心臓組織中では CBSおよび CSEがほとんど発現して

いなかった．すなわち，心臓組織は内因性に作られる

HS－が少ない分，親電子物質に対する応答性が高い臓器で

あると考えられる．実際，心筋梗塞および圧負荷による心

不全モデルマウスを作製して酸化ストレスを誘発したとこ

ろ，誘導型の NO合成酵素の発現増加に伴って著しい８-

nitro-cGMPの蓄積が観察された．

慢性心不全の病態・成因には，心筋細胞の早期老化（細

胞毒性により老化が短期間のうちに誘導される現象）が関

与している．細胞老化を誘導する要因として，酸化・ニト

ロ化ストレス，ヌクレオチド損傷，がん遺伝子産物の活性

化などがあげられる．ヒト心不全患者の心臓では，がん遺

伝子産物である低分子量 GTP結合タンパク質（Gタンパ

ク質）や酸化ヌクレオチド，ニトロチロシンなどの発現増

加が報告されている．Gタンパク質がレドックスセンサー

タンパク質として機能することは我々を含めた複数のグ

ループが報告している９，１０）．ROSによる Gタンパク質の活

性化については，Gタンパク質に共通して保存されている

ヌクレオチド結合配列（NKCD）にあるシステイン（Cys１１８）

のチオール基が酸化あるいは S-ニトロソ化されることで

GDPの解離が促進するという考えで説明されている９）．実

際に，我々は心筋梗塞後のマウス心臓において H-Rasが

強く活性化されていることを見いだした．しかしながら，

H-Rasの S-ニトロソ化や S-グルタチオン化の程度と H-Ras

活性化の程度はほとんど相関していなかった．そこで８-

nitro-cGMPが H-Rasを活性化するかどうかを検討した結

果，心筋梗塞マウスの心臓組織において H-Rasが顕著に

活性化されており，活性化 H-Rasタンパク質が S -グアニ

ル化修飾されていた．ヒト組換え H-Rasタンパク質を用

いた質量分析の結果，１８４番目のシステイン残基（Cys１８４）

が８-nitro-cGMPによって特異的に S-グアニル化されてい

ることが明らかとなった．さらに，心筋梗塞マウスに対し

て HS－ドナーである硫化水素ナトリウム（NaHS）を冠動

脈結紮１日後から持続投与することにより，心臓組織にお

ける８-nitro-cGMPの蓄積，H-Rasの活性化，H-Rasの S -グ

アニル化はいずれも著明に減少し，これらに相関して心機

能不全も有意に改善された．すなわち，心筋梗塞後の心臓

組織において過剰に生成した ROSは，８-nitro-cGMPの生

成を介して H-Rasを活性化し，心筋細胞の早期老化を誘

発すること，さらに HS－は親電子物質をスルヒドリル化

することで，H-Rasの親電子修飾を介した心筋老化を効率

よく抑制していることが示唆された．

H-Rasの C末端側には１８１，１８４，１８６の三つのシステイ

ン残基があり，それらへの脂質修飾により細胞膜への局在

が制御されている１１）．特に Cys１８４は膜脂質ラフトへの移

行による H-Ras・GDPの安定化にも関わっている．ラッ

ト成熟心臓の細胞膜成分を密度勾配によってラフトと非ラ

フトに分画し，ラフト画分に８-nitro-cGMPを処置したと

ころ，H-Rasの非ラフト画分への移行が観察された．さら

に，移行した H-Rasの多くは S-グアニル化修飾を受け活

性化されていた．一方，ラフト画分に残っている H-Ras

は S-グアニル化されていなかった．活性化型 H-Rasは，

そのエフェクター分子である Rafと結合する．GFP融合

H-Rasタンパク質と DsRed融合 cRafを共発現したラット

心線維芽細胞を８-nitro-cGMPで処理したところ，細胞膜

上に H-Rasと Rafが共局在することが明らかとなった．さ

らに Cys１８４をセリンに置換した変異体を発現させた場合

では，８-nitro-cGMPによる Rasの細胞膜移行および Rafと

の共局在は全く見られなかった．以上の結果から，H-Ras

の Cys１８４が内因性の親電子物質の機能的なセンサーとし

て働くことで，H-Rasの細胞膜移行および脂質ラフトから

の解離を促進し，下流のリン酸化シグナル伝達経路を活性

化することが初めて示された．

５． H２S／HS－によるタンパク質のスルフヒドリル化

H２S／HS－もまた ROSや NOと同様に，タンパク質のシ

ステインチオール基と反応し，タンパク質に機能修飾を与

えることが報告されている５）．最近，H２S／HS－が ATP感受

性 Kチャネル（KATP）の開口活性化を介して血管を弛緩さ

せる内皮細胞由来過分極因子（endothelium-derived hyperpo-

larizing factor：EDHF）であることが報告された１２）．KATPは

細胞内 ATPにより負に制御される一方で，ホスファチジ

ルイノシトール４，５-ビスリン酸（PIP２）との結合により開

口活性化されるチャネルである．Snyderのグループは，

H２S／HS－による KATPの Cys４３のスルフヒドリル化（-S-SH）

が KATPの PIP２結合親和性を増大させることを示している．

しかし，求核性の高いシステインチオール基と HS－が直

接反応するとは考えにくく，スルフヒドリル化を起こすた

めには，Cys４３があらかじめ親電子修飾（酸化または S-ニ

トロソ化）を受ける必要がある．したがって，H２S／HS－に

よる血管弛緩作用は ROSや NO依存的に起こる応答かも
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しれない．

６． お わ り に

H２Sの生理機能については，H２Sガスそのものがシグナ

ル伝達分子だと信じられ，薬理学的知見に基づいて議論さ

れてきた．しかし，我々は HS－の化学特性（求核性）に

着目することで，親電子物質のスルフヒドリル化というユ

ニークなレドックス制御機構を見いだした．今後は，

H２S／HS－そのものが生体内のレドックス恒常性を制御する

分子実体かどうか解明することで，レドックスシグナルの

統合的理解がいっそう進展すると期待される．また，ROS

シグナルの異常による慢性心不全の予防，治療という観点

からも，親電子物質のスルヒドリル化は興味深い．H２Sそ

のものは毒性や安定性に問題があることから，今後は H２S

と同様の求核性をもち，安全で取り扱いの容易な薬または

機能性食品の開発が期待される．
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活動電位依存性の髄鞘化制御機構

１． は じ め に

髄鞘は軸索周囲を何層にもシート状に巻くことにより，

跳躍伝導によって５０倍まで神経伝道速度を速めることが

知られている．髄鞘化によって神経伝導速度が調節される

ことにより神経回路における情報処理を効率よく行うこと

ができ，また神経回路の情報処理のパターンを変化させる

ことができると考えられる．このように神経回路における

情報処理が髄鞘化によって効率化されるためには個々の軸

索が神経活動のフィードバックを受けて，適切に髄鞘化さ

れる必要がある．このため軸索における神経活動の情報が
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みにれびゆう


