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略語表 

 

5-HT 5-hydroxytryptamine 

ADP adenosine diphosphate 

ATP adenosine triphosphate 

AUC area under the curve (曲線下面積) 

[Ca
2+

]i intracellular Ca
2+

 concentration (細胞内 Ca
2+濃度) 

DMSO dimethyl sulfoxide 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS fetal bovine serum (牛胎仔血清) 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

H2S hydrogen sulfide (硫化水素) 

HBSS Hanks' balanced salt solution  

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane sulfonic acid 

HIF-1α hypoxia-induced factor-1α 

IFN-γ interferon-γ 

IL interleukin 

KATP ATP-sensitive potassium ion (ATP感受性 K
+
) 

Kir inward-rectifier potassium ion (内向き整流性 K
+
) 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MO mustard oil 

Na2S sodium sulfide 

Na2S3 sodium trisulfide 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 



 

 

NaHS sodium hydrosulfide 

NF-κB nuclear factor-κB 

NO nitric oxide (一酸化窒素) 

ODS octa decyl silyl (オクタデシル基結合シリカゲル) 

PCA perchloric acid 

PCR polymerase chain reaction 

RT reverse transcription 

SUR sulfonyl urea receptor 

TBE tris-borate-EDTA 

TNF-α tumor necrosis factor-α 

TPH1 tryptophan hydroxylase 1 

TRPA1 transient receptor potential ankyrin 1 
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Ⅰ 緒論 

 

 硫化水素(H2S)はガス状伝達物質の一つであり、生体内では腸管における腸内細菌からの

産生に加え(Carbonero et al., 2012)、哺乳類細胞においても中枢神経系や肝臓、膵臓など様々

な組織で、システインを基質とした酵素反応によって産生されている(Kamoun, 2004)。産生

された H2Sはタンパク質と結合して貯蔵され、細胞内の pHの低下や還元剤によって再び放

出される(Ishigami et al., 2009)。ミトコンドリアでは、sulfide:quinine oxidoreductaseなどの酵

素によってチオ硫酸へと代謝される(Hilderbrandt and Grieshaber, 2008)。H2Sの生理的作用は

様々な組織で報告されており、脳では N-methyl-D-aspartate 受容体を介した神経活動を増強

すること(Abe and Kimura, 1996)、血管や腸管では平滑筋収縮を調節すること(Hosoki et al., 

1997; Zhao et al., 2001; Lu et al., 2014)、膵 β細胞や神経細胞では細胞保護作用を示すことな

どが報告されている(Kaneko et al., 2009; Lu et al., 2012)。 

本研究室では以前に、ラット知覚ニューロンにおいて H2S が非選択的陽イオンチャネル

の transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)を活性化して細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)を増加さ

せることを報告した(Miyamoto et al., 2011)。また、ラット膵 δ細胞由来セルライン RIN14B

細胞では、H2Sにより TRPA1 を介した[Ca
2+

]i増加と 5-HT放出の増加が起こることを報告し

た(氏家絢子卒業論文、平成 24 年度)。TRPA1 は主に知覚神経に発現し侵害受容に関与して

いるチャネルである(Story et al., 2003; Jordt et al., 2004; Obata et al., 2005; Bautista et al., 2006)。

TRPA1は膵 β細胞や腸内分泌細胞などにも発現しており(Purhonen et al., 2008; Nozawa et al., 

2009; Cao et al., 2012; Cho et al., 2014)、TRPA1の活性化を介した Ca
2+動員はホルモンやオー

タコイドの開口放出を引き起こすのに重要であると考えられる。一方で、ラット膵 β 細胞

やそのセルラインでは、H2Sは ATP感受性 K
+
 (KATP)チャネルを活性化して Ca

2+動員を減少

させ、インスリン放出を抑制することが報告されている(Yang et al., 2005; Ali et al., 2007; Wu 

et al., 2009)。KATP チャネルは様々な細胞に幅広く発現しているため、H2S の標的である



2 

 

TRPA1 と KATP チャネルの両方が同じ細胞に発現するケースは珍しくないと考えられるが、

そのような場合 Ca
2+動員や伝達物質放出に対する H2S の増強作用と抑制作用がどのように

現れてくるかは不明である。RIN14B細胞は TRPA1を発現しており(Nozawa et al., 2009)、

KATPチャネルの存在も電気生理学的手法で示唆されている(Bränström et al.,1997)。このよう

な両チャネルを発現しているセルラインを用いて H2Sに対する細胞反応を解析することで、

H2S による伝達物質放出機構調節のより詳細なメカニズムを明らかにすることができるは

ずである。 

 H2S は病態との関連も注目されている。炎症時には H2S 産生量や H2S 合成酵素の発現量

が増加し、この H2S 産生の増加が炎症病態を増悪させているという報告もあれば(Li et al., 

2005)、反対に炎症からの回復を促進しているという報告もある (Wallace et al., 2009; 

Flannigan et al., 2011)。また、炎症条件では、H2S産生に限らず H2Sの標的分子にも影響が

生じる。モルモットの大腸炎モデルでは、KATP チャネルの発現が増加してリンパ管の拡張

が起こることが報告されている(Mathias and Weid, 2013)。炎症性サイトカイン interleukin-1 

(IL-1)や tumor necrosis factor-α (TNF-α)の処置では、滑膜細胞や象牙芽様細胞の TRPA1チャ

ネルの発現が誘導されること、またラット三叉神経節ニューロンでは、TRPA1 の形質膜へ

の移行が増強されて[Ca
2+

]i反応が増大することが示されている(Hatano et al., 2012; El Karim 

et al., 2015; Meng et al., 2016)。H2Sの作用メカニズムとして、標的分子のシステイン残基を

修飾する S-sulfhydration が提唱されていたが(Mustafa et al., 2009)、H2Sの硫黄原子は安定し

た還元状態にあり、システイン残基の硫黄原子と直接反応することは理論上起こらない

(Mishanina et al., 2015)。一方、近年になって、H2Sの酸化で生じる反応性の高いポリサルフ

ァイドが H2S の作用を媒介している可能性が示唆されている(Toohey, 2011; Greiner et al., 

2013)。炎症条件で増加する活性酸素種や一酸化窒素は、H2S からのポリサルファイド生成

を促進する(Nagy and Winterbourn, 2010; Cortese-Krott et al., 2015)。そのため、炎症時の H2S

の働きについて明らかにするには、標的分子や細胞内環境の変化の影響を調べる必要があ
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る。 

本研究では、RIN14B 細胞を用いて、H2S の[Ca
2+

]i反応に対する作用及び炎症性サイトカ

イン処置による H2S 作用の変化について調べた。チャネル阻害薬や作動薬を用いた薬理学

的な解析から、H2S が TRPA1 を介した[Ca
2+

]i増加に加えて、KATPチャネルを介して Ca
2+シ

グナルを抑制することを明らかにした。また、炎症条件下では H2S からポリサルファイド

が生成されることにより[Ca
2+

]i増加反応を増強していることを示した。 

なお、本論文の一部は誌上公表されている(Ujike et al., 2015)。 
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Ⅱ 実験方法 

 

A RIN14B細胞の継代培養法 

 

RIN14B 細胞を DS ファーマバイオメディカル(大阪、日本)より購入し、10%牛胎子血清 

(FBS、Gibco/Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA)、100 U/ml penicillin及び 100 µg/ml 

streptomycin (Gibco/Thermo Fisher Scientific)を添加した RPMI1640培地(Gibco/Thermo Fisher 

Scientific)で継代・培養した。継代は週に 1回の頻度で行った。培地を除去し、Hanks’ balanced 

salt solution (HBSS、Ca
2+、Mg

2+不含、Sigma-Aldrich/Merck、Darmstadt、Germany)で一度細胞

を洗い、0.25% trypsin、0.1% EDTA (Sigma-Aldrich/Merck)を含む HBSS を 2分間、37°Cで処

置し、接着している細胞を剥がした。10 倍量の培地(FBS 含)を加えて trypsin 活性を止め、

細胞を分散して 10-20%コンフルエント程度の密度になるように培養フラスコに播き、37°C、

5% CO2下で培養した。継代数 2-20の細胞を実験に用いた。 

サイトカイン処置は、細胞を 24時間培養した後に行った。培地に recombinant rat IL-1βま

たは recombinant rat TNF-αを目的の終濃度となるように加え、一定時間、37°C、5% CO2下

で処置した。 

 

B 細胞内 Ca
2+濃度測定法 

 

Trypsin 処置後、RPMI1640 培地に分散した RIN14B 細胞を poly-D-lysine (4-5 µg/cm
2、 

Sigma-Aldrich/Merck)でコーティングしたカバーガラスに播き、37°C、5% CO2下で 24-48 時

間培養した。その細胞に、栄養液(140 mM NaCl、3.3 mM KH2PO4、0.8 mM K2HPO4、1.2 mM 

CaCl2、1.2 mM MgCl2、10 mM Glucose、20 mM HEPES、NaOHにより pHを 7.4に調整)で希

釈し界面活性剤の 0.002% cremophor EL (Sigma-Aldrich/Merck)を添加した 10 µM fura-2 
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acetoxymethyl ester (同仁化学、熊本、日本)を 1時間、室温(22-26°C)で処置し、細胞内へ fura-2

を負荷した。 

Fura-2 の蛍光をレーザー光源・波長切り替え装置(C7773、浜松ホトニクス、静岡、日本)、

CCDカメラ(C6790、浜松ホトニクス)及びコンピュータから構成される蛍光画像解析装置を

取り付けた倒立顕微鏡(Eclipse Ti-U、ニコン、東京、日本)で検出した。実験は全て室温で行

った。細胞を播いたカバーガラスを顕微鏡のステージ上の実験槽に固定し、細胞近傍に設

置したチューブから栄養液を常に灌流し、同じチューブから薬物投与を行った。細胞に 340 

nmと 380 nmの励起光を交互に 92ミリ秒間ずつ照射し、それぞれの波長により励起された

510 nm の蛍光を 5 秒間隔で CCD カメラにより検出した。各励起光による蛍光強度の比

(F340/F380)を画像解析ソフトウェア AquaCosmos (浜松ホトニクス)で解析した。細胞内 Ca
2+濃

度([Ca
2+

]i)を Grynkiewiczら(1985)の式: [Ca
2+

]i = Kd・β×(R-Rmin)/(Rmax-R)を用いて計算した。

この式において Rは F340/F380であり、Rminは Ca
2+非存在下での蛍光比、Rmaxは Ca

2+飽和状態

での蛍光比である。Kd・β は fura-2 の見かけの解離定数を表す。本実験では、Calcium 

Calibration Buffer Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific)を用いて、Rmin、Rmaxを測定、Kd・β

を算出した。それぞれの値として 0.28、7.2、2634を用いた。 

 

C RT-PCR法 

 

RNA抽出を TRI reagent (Sigma-Aldrich/Merck)を用い、添付の使用説明書の手順に従って

行った。細胞を TRI reagentで溶解し、4°C、12,000 ×gで 10分間遠心した。上清を回収し室

温で 5 分間静置した後、クロロホルムを加えて 15 秒間激しく振盪した。室温で 10 分間静

置し、4°C、12,000 ×g で 15 分間遠心し、3 相に分かれたサンプルから水相を回収した。水

相にイソプロパノールを加えて混合し、室温で 10分間静置した。4°C、12,000 ×gで 10分間

遠心し、上清を除去した。沈澱した白色ペレットを 75%エタノールで洗浄し、4°C、7,500 ×g
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で 5 分間遠心してエタノールを除去した後、10 分間程度乾燥させ、ペレットが半透明にな

ったところで RNase free の蒸留水で溶解した。RNA 濃度は分光光度計(NanoDrop 2000c、

Thermo Fisher Scientific)により 260 nmにおける吸光度を測定して算出した。RNAサンプル

は-80°Cで保存した。 

RNA サンプルにDNase I (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific)を室温、15分間処置した。

EDTAの添加及び65°Cの加熱により酵素反応を止めた。サンプルについてcDNA合成キット

のReverTra Ace (東洋紡、大阪、日本)を用いてOligo dT primerにより逆転写反応を行った。 

得られたcDNA (75 ng/reaction)を200 µM dNTP、0.5 µM プライマーと混合して、Taqポリ

メラーゼ(Roche、Basel、Switzerland)により増幅した。用いたプライマーを次表に示す。 

遺伝子    (product size) 
Forward 

Reverse 

Kcnj8 (Kir6.1) (212 bp) 
5′-AAGCGCAACTCTATGAGAAG-3′  

5′-ACCAGAACTCAGCAAACTGT-3′ 

Kcnj11 (Kir6.2) (297 bp) 
5′-CGCATGGTGACAGAGGCAATG-3′ 

5′-GTGGAGAGGCACAACTTCGC-3′ 

Abcc8 (SUR1) (558 bp) 
5′-TGCCAGCTCTTTGAGCATTG-3′ 

5′-AGGATGATACGGTTGAGCAGG-3′ 

Abcc9 (SUR2A) (155 bp) 
5′-TTGTTCGAAAGAGCAGCATAC-3′ 

5′-GCCCGCATCCATAATAGAGG-3′ 

Abcc9 (SUR2B) (152 bp) 
5′-TTGTTCGAAAGAGCAGCATAC-3′ 

5′-AGCAGTCAGAATGGTGTGAACC-3′ 

Actb (β-actin) (280 bp) 
5′-TGTCACCAACTGGGACGATA-3′ 

5′-ACCCTCATAGATGGGCACAG-3′ 

サーマルサイクラー(PC320、ASTEC、福岡、日本)を用いて、94°C、1分(initial denaturation)

の後、94°C、30秒(denaturation)、55°C (Kir6.1、SUR2A)、58°C (Kir6.2、SUR2B)又は60°C (SUR1、

β-actin)、30秒(annealing)、72°C、30秒(elongation)を1サイクルとした30サイクル、続いて72°C、

4分(final elongation)という反応条件でPCRを行った。 

PCR産物を0.1 µg/mlエチジウムブロマイド(同仁化学)を含んだTBE緩衝液で作製した1.5% 
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agarose gelにアプライして、100 Vで約30分間電気泳動を行った。泳動後のゲルを紫外線下で

観察し、PCR産物のバンドを検出した。 

 

D リアルタイム PCR法 

 

RT-PCR 法と同様の手順で RNA 抽出及び逆転写反応を行って cDNA を合成した。得られ

た cDNA (50 ng/reaction)に 0.5 µMプライマーと Thunderbird SYBR qPCR Mix (東洋紡)を混合

してリアルタイム PCRを行った。用いたプライマーを次表に示す。 

遺伝子    (product size) 
Forward 

Reverse 

Trpa1 (TRPA1) (193 bp) 
5′-TGCTGAGATCGACGGGAGTG-3′ 

5′-GGGTATGCCAACTCATTCCTGAAC-3′ 

Gapdh (GAPDH) (218 bp) 
5′-GTCGGTGTGAACGGATTTG-3′ 

5′-TGGAAGATGGTGATGGGTTT-3′ 

Eco Real Time PCR System (Illumina、San Diego、CA、USA)を用いて、95°C、1 分(initial 

denaturation)の後、95°C、15 秒(denaturation)、60°C、30 秒(annealing)を 1 サイクルとした 40

サイクルという反応条件で PCR を行った。融解曲線分析により PCR 産物の確認を行った。

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)をリファレンス遺伝子として、サイトカ

イン無処置細胞群の発現量を基準として ΔΔCt法で相対定量解析を行った。 

 

E 5-HT放出測定法 

 

Trypsin 処理後 RPMI1640 培地に分散した RIN14B 細胞を 60 mm のシャーレに 2-5×10
5
 

cells/ml の密度で播き、37°C、5% CO2下で 80-100%コンフルエントになるまで(約 48 時間)

培養した。培地を除去し、5-HT 取込み阻害薬 fluoxetine (2 µM)を含んだ栄養液に置換して
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37°C で 30 分間前処置した。H2S 放出剤を含む栄養液に交換して 37°C、15-30 分間処置し、

氷上に置くことで反応を止めた後、上清と細胞をそれぞれ回収した。上清を 800 ×gで 2分

間遠心して細胞の混入を除いた後、終濃度 0.4 Nになるようにperchloric acid (PCA)を加えた。

細胞の付着したシャーレにも 0.4 N PCAを含んだ栄養液を加え、スクレイパーで細胞を剥が

してエッペンチューブに回収した。それぞれ 12,000 ×gで 2分間遠心し、その上清に K2HPO4

を終濃度 0.29 Mになるように加え中和した。再び 12,000 ×gで 2分間遠心して得られた上清

をサンプルとした。 

サンプル中の 5-HTを高速液体クロマトグラフィーによって分離し、電気化学検出器を用

いて検出した。移動相としてクエン酸バッファー(0.1 M酢酸ナトリウム、0.1 Mクエン酸、

pH 3.5)とメタノールを 81 : 19 で混和し、5 mg/L EDTA-2Na (同仁化学)と 190 mg/L 1-オクタ

スルホン酸ナトリウムを加えた。移動相をデガッサ(DG-350、エイコム、京都、日本)で脱気

し、ポンプ(Dual Pump KP-12、フロム、東京、日本)により流速 0.5 ml/minで流した。オート

サンプラー(Autosampler Model 33、システム・インスツルメンツ、東京、日本)を用いて、サ

ンプルを 100 µlずつ適用した。分離カラムにオクタデシル基結合シリカゲル(ODS)を充填剤

としたカラム(EICOMPAK SC-5ODS、3.0×150 mm、エイコム)を用い、分離条件を一定にす

るためにカラムオーブン(ATC-10、エイコム)でカラムを 30°C に保温した。分離能を保持す

るため、分離カラムの前にプレカラム(AC-ODS、4×30 mm、エイコム)を取り付けた。電気

化学検出器(ECD-300、エイコム)の電極電位は+450 mVに設定した。検出結果をクロマトデ

ータ解析装置(Power Chrom EPC-500、エイコム)を用いて解析した。5-HT の保持時間は約

15-16 分であり、そのピーク下面積を測定した。5-HT 溶液を用いて検量線を作成し、サン

プル中の 5-HT 量を算出した。上清サンプルの 5-HT 量と細胞サンプルの 5-HT 量の合計を

細胞内 5-HTの全体量とし、全体量に対する上清サンプルの 5-HT量の割合を 5-HT放出率(% 

of content)とした。 
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F 細胞内サルフェン硫黄量測定法 

 

細胞を poly-D-lysine でコーティングしたカバーガラスに播き、37°C、5% CO2下で 24 時

間培養した。無血清 RPMI1640 培地で 1 回洗浄し、無血清培地で希釈し界面活性剤 0.003% 

cremophor ELを添加した 50 µM SSP4 (同仁化学)を 20分間、37°Cで処置した。無血清培地

で 2-3 回洗浄した後、SSP4蛍光を測定した。 

SSP4の蛍光をレーザー光源(C6979、浜松ホトニクス)、波長切り替え装置(C8214、浜松ホ

トニクス)、CCDカメラ(ORCA-ER、浜松ホトニクス)を取り付けた倒立顕微鏡(Diaphot 300、

ニコン)で検出した。細胞内 Ca
2+濃度測定法と同様に、実験は全て室温で、栄養液を常に灌

流しながら行った。細胞に 482 nmの励起光を 183ミリ秒間照射し、励起された 515 nmの

蛍光を CCDカメラで 5 秒間隔で検出し、画像解析ソフトウェア AquaCosmos で蛍光強度を

測定した。蛍光強度からバックグラウンドを差し引き、薬物適用直前の値を 1.0として標準

化した値を示した。 

 

G 使用試薬 

 

使用した薬物は以下の通りである。Sodium hydrosulfide (NaHS、Strem Chemicals、

Newburyport、MA、USA)、glibenclamide (Research Biochemicals Incorporated、Natick、MA、

USA)、allyl isothiocyanate (mustard oil)、diazoxide、diltiazem hydrochloride (和光純薬、大阪、

日本)、fluoxetine hydrochloride、HC-030031 (Tocris bioscience、Bristol、UK)、sodium sulfide (Na2S)

及び tolbutamide (Sigma-Aldrich/Merck)、sodium trisulfide (Na2S3、同仁化学)、recombinant rat 

IL-1β (Pepro Tech、Rocky Hill、NJ、USA)、recombinant rat TNF-α (Merck Millipore、Darmstadt、

Germany)。その他の試薬については和光純薬またはナカライテスクの特級を用いた。栄養

液の NaCl濃度を 120 mMとし、そこに KCl 20 mMを加えたものを高濃度 K
+溶液とした。 
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H 統計処理 

 

平均値±標準誤差(n=例数)でデータを示した。Dunnett’s testまたは unpaired Student’s t-testで

有意差検定を行い、P < 0.05を有意水準とした。[Ca
2+

]i増加反応の曲線下面積(AUC)の算出

及び濃度反応関係の Sigmoid 曲線の作成をデータ解析・図表作成ソフトウェア OriginLab 

(Northampton、MA、USA)を用いて行った。 

 

  



11 

 

Ⅲ 実験成績 

 

A 細胞内 Ca
2+シグナルに対する H2Sの作用 

 

 H2Sの放出剤である NaHSを用いて、RIN14B細胞の細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)に対する H2S

の作用を調べた。RIN14B 細胞は非刺激時においてもほとんどの細胞が自発的な[Ca
2+

]iの変

動を示したが(図 1A)、一部の細胞では変動が小さい(図 1B)、あるいは全く見られなかった(図

1C)。細胞に NaHS (300 µM)を 10分間適用すると、ベースラインの[Ca
2+

]iの変化に加えて、

この自発的な Ca
2+変動が抑制されるなど複数の反応パターンが見られた。そこで、図 1Aの

ように変化量 25 nM以上の自発的な[Ca
2+

]i変動を 5分間当たり 2回以上示した細胞(全体の

80-90%)を対象に、NaHSに対する反応を以下の 3つのパターンに分類した; 1) NaHS適用中

に自発反応の頻度と振幅の減少のみを示した(Inhibition、図 1D)、2)自発反応の抑制に続いて

[Ca
2+

]iのベースラインの増加を示した(Inhibition + Increase、図 1E)、3) NaHS適用後自発反応

の抑制なく[Ca
2+

]i 増加のみを示した(Increase、図 1F)。各反応パターンを示す細胞の割合は

Inhibitionが 37% (19/51細胞)、Inhibition + Increase が 24% (12/51細胞)、Increaseが 25% (13/51

細胞)だった(図 1G)。NaHS (1 µM-3 mM)の適用によって[Ca
2+

]i増加を示した細胞の割合は

NaHS濃度依存性に増加した。一方、自発反応の抑制を示した細胞の割合も 300 µMをピー

クとしてNaHS濃度依存性に増加したが、高濃度のNaHS (≧ 1 mM)では減少し、NaHS (3 mM)

ではほとんどの細胞が[Ca
2+

]i増加反応のみを示した(図 1H)。 

 

B H2Sの Ca
2+シグナル抑制作用 

 

H2Sが RIN14B細胞に発現する transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)チャネルを活性

化し、細胞外からの Ca
2+流入を引き起こすことによって[Ca

2+
]i増加反応を生じることを以前 



12 

 

 

図 1 H2Sによる[Ca
2+

]i反応  

(A-C) RIN14B細胞で見られる自発的 Ca
2+シグナルの典型例(A及び B: 自発反応を示した

例、C: 自発反応を示さなかった例)。(D-F) NaHS (300 µM)を 10分間適用した時の[Ca
2+

]i

反応の典型例。(D)自発的な[Ca
2+

]i 変動が抑制される場合(Inhibition)。(E)抑制の後[Ca
2+

]i

が増加する場合(Inhibition + Increase)。(F) [Ca
2+

]iが適用後すぐ増加する場合(Increase)。(G)

各反応パターンを示した細胞数の割合(n=51)。(H)反応パターン(○: Inhibition、■: Increase)

の割合の NaHS 濃度依存性(n=28-66)。(E)のような抑制・増加の両方を示した細胞は両カ

テゴリーにカウントした。  

A C 

D 

G 

F E 

H 

B 
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卒業論文(氏家絢子、平成 24 年度)で報告した。これに加えて、本研究では H2S によって自

発的な Ca
2+シグナルの抑制反応が観察された。H2Sは ATP感受性 K

+
 (KATP)チャネルの開口

を介した細胞膜の過分極によって、膵臓 β 細胞のインスリン分泌の抑制や血管平滑筋の弛

緩を引き起こすことが報告されている(Zhao et al., 2001, Yang et al., 2005)。そこで、RIN14B

細胞で観察された H2Sの自発的 Ca
2+シグナルの抑制作用に対する KATPチャネルの関与につ

いて検討した。 

 

1. RIN14B細胞に発現する KATPチャネルサブユニットの同定 

 

 KATPチャネルは、ポアを構成する内向き整流性 K
+チャネルサブユニットの Kir と補助タ

ンパク質の sulfonyl urea receptor (SUR)がそれぞれ 4つずつ集まって構成されている(Hibino 

et al., 2010)。Kirは Kir6.1及び Kir6.2の 2種類、SURは SUR1及び SUR2A、SUR2Bの 3種

類のサブタイプがあり、細胞によってその構成が異なる。RIN14B細胞に発現しているサブ

タイプを RT-PCR 法によって検討したところ、Kir6.2 及び SUR1 の mRNA の発現が認めら

れたが、Kir6.1、SUR2A及び SUR2B mRNA は検出されなかった(図 2)。以上の結果から、

RIN14B細胞に KATPチャネルが発現していることが示され、このチャネルは Kir6.2と SUR1

で構成されていると考えられた。 

 

2. H2Sによる Ca
2+シグナルに対する KATPチャネル阻害薬の効果 

 

 次に、H2S の Ca
2+シグナル抑制作用に対する Kir6.2/SUR1 に特異的な KATPチャネル阻害

薬glibenclamide及び tolbutamideの効果を調べた。Glibenclamideの10 µM以上の適用により、

自発的 Ca
2+シグナルの増強とベースラインの[Ca

2+
]i 増加が生じた(図 3)。そのため、

glibenclamide存在下での H2Sの作用を評価するために、単独では[Ca
2+

]iに影響を与えなかっ 
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図 2 RIN14B細胞における KATPチャネルサブユニットの発現  

RIN14B 細胞及びラット心臓(陽性対照)における KATPチャネルサブユニットの mRNA 発

現。RT +/-は逆転写反応の有無を示す。  
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図 3 Glibenclamideの[Ca
2+

]iに対する作用  

(A-D) Glibenclamide (1-100 µM、10分間)を適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例。  

 

A B 

C D 



16 

 

た 1 µMの glibenclamideを用いて、H2S作用への効果を検討した。Glibenclamide (1 µM)存在

下でNaHS (300 µM)を適用すると、適用後すぐに[Ca
2+

]i増加が見られた(図 4A)。Glibenclamide

存在下での反応パターンとしては、NaHS による[Ca
2+

]i 増加(Increase)は 87%の細胞で起き、

抑制作用(Inhibition)は見られなくなった(図 4B)。Glibenclamideは[Ca
2+

]i増加を示す細胞の割

合だけでなく[Ca
2+

]i増加反応の大きさも増強した(図 4C、D)。Glibenclamide 非存在下では、

NaHS (1 µM-1 mM)適用 2 分間では[Ca
2+

]i 増加が見られず、より長く(10 分間)適用すると

NaHS濃度依存性の[Ca
2+

]i増加が見られた。一方 glibenclamide存在下では、適用 2分間でも

NaHS 濃度依存性の[Ca
2+

]i増加が起きたことから、NaHS による[Ca
2+

]i増加反応の立ち上が

りが早くなっていることが示された。また、NaHS 適用 10 分間の[Ca
2+

]i増加反応の大きさ

も glibenclamideによって顕著に増強された。 

TRPA1 発現 HEK293T 細胞やマウス背根神経節細胞では、glibenclamide (1-200 µM)は

TRPA1を活性化すると報告されており(Babes et al., 2013)、RIN14B細胞での glibenclamide (≧

10 µM)による[Ca
2+

]i増加は TRPA1活性化が原因で生じた可能性がある。そこで、TRPA1に

は作用しないより選択的な KATPチャネル阻害薬として(Babes et al., 2013)、tolbutamideの効

果を検討した。Tolbutamide (400 µM)は単独では[Ca
2+

]i に影響を与えなかった(図 5A)。

Glibenclamide (1 µM)存在下と同様に、tolbutamide (400 µM)存在下では NaHS (300 µM)適用に

よる自発的 Ca
2+シグナルの抑制はなく、ほとんどの細胞で[Ca

2+
]i増加反応が見られ、[Ca

2+
]i

増加反応の大きさも増強された(図 5B-D)。 

H2Sは[Ca
2+

]i増加によりRIN14B細胞から 5-HT放出を引き起こすことを以前に報告した。

そこで、glibenclamide存在下でNaHSを 15分間適用し 5-HT放出を測定したが、NaHS (10-100 

µM)による濃度依存性の 5-HT放出反応に glibenclamide (1 µM)は影響しなかった(図 6)。 

 

C 炎症条件下における H2Sの作用 
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図 4 H2S惹起[Ca
2+

]i反応に対する glibenclamideの効果  

(A) Glibenclamide (1 µM、Glib)存在下での NaHSに対する[Ca
2+

]i反応の典型例。阻害薬は

NaHS 適用 5 分前から処置した。(B) Glibenclamide 存在下での反応パターンの割合

(n=49-56)。(C、D) Glibenclamide 存在下での[Ca
2+

]i反応の曲線下面積(AUC)の NaHS 濃度

依存性(NaHS適用後 2分間(C)及び 10分間(D))。○: Glib 非存在下(n=11-37)、●: Glib 存在

下(n=41-49)。  

A B 

D C 
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図 5 H2S惹起[Ca
2+

]i反応に対する tolbutamideの効果  

(A) Tolbutamide (400 µM、10分間)を適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例。(B) Tolbutamide (400 

µM、Tol)存在下での NaHSに対する[Ca
2+

]i反応の典型例。阻害薬は NaHS適用 5分前から

処置した。(C) Tolbutamide存在下での反応パターンの割合(n=43-60)。(D) Tolbutamide存在

下での[Ca
2+

]i反応の曲線下面積(AUC)を NaHS (300 µM)適用後 2、5及び 10分間で測定し

た。**P < 0.01 vs. NaHS (unpaired Student’s t-test) 

A 

B C 

D 



19 

 

 

図 6  H2S惹起 5-HT放出反応に対する KATPチャネル阻害薬の効果  

Glibenclamide (1 µM)存在下における NaHS (10-100 µM、15分間)による 5-HT放出率(n=8)。  
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ここまでの結果から、H2S が TRPA1 チャネルを介して[Ca
2+

]i増加を引き起こすことに加

えて、KATPチャネルを介して[Ca
2+

]i反応を抑制するという双方向性の作用を示すことが明ら

かになった。TRPA1 を介した反応は炎症性サイトカインの処置によって増強されることが

報告されている(Hatano et al., 2012; El Karim et al., 2015; Meng et al., 2016)。そこで、炎症性サ

イトカインの処置により H2Sの双方向性作用がどのような影響を受けるか検討した。 

 

1.  H2S による Ca
2+シグナルに対する炎症性サイトカインの効果 

 

以下の実験からは、H2Sの放出剤としてより純度の高い Na2Sを用いた(Greiner et al., 2013)。

Na2S (100 µM)を細胞に 10分間適用すると、NaHSと同様に Ca
2+シグナルに対する抑制と増

加による複数の反応パターンが見られた(図 7A-C)。細胞に炎症性サイトカイン IL-1β (1-10 

ng/ml、24 h)を処置すると、IL-1β濃度依存性に増加反応を示す細胞の割合が増えた。IL-1β (3 

ng/ml)処置によって、Inhibition又は Inhibition + Increase を示す細胞の割合はそれぞれ 50%か

ら 12%、22%から 9%に減少し、Increase を示す細胞は 17%から 60%に増加した(図 7D)。ま

た、増加反応の大きさも 3 ng/ml をピークとして IL-1β濃度依存性に大きくなった(図 7F)。 

別のサイトカインとして TNF-α (0.05-0.5 ng/ml、48 h)の効果についても検討した(図 7E、

G)。TNF-αは、Na2S (100 µM)による[Ca
2+

]i反応パターンの割合及び反応の大きさに有意な

影響を与えなかった。 

 

2. IL-1β処置細胞における H2Sの作用 

 

a) KATPチャネル開口薬の効果 

 Na2S で生じる Ca
2+増加反応に対する IL-1β の増強効果に、H2S の抑制作用の標的分子で

ある KATPチャネルが関与しているか調べるため、IL-1β 処置細胞に対する KATPチャネル開
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図 7 H2S惹起[Ca
2+

]i反応への炎症性サイトカインの効果 

(A-C) Na2S (100 µM)を 10分間適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例。(A)自発的な[Ca
2+

]i変動

が抑制される場合(Inhibition)。(B)抑制の後[Ca
2+

]iが増加する場合(Inhibition + Increase)。(C) 

[Ca
2+

]iが適用後すぐ増加する場合(Increase)。(D、E) IL-1β (1-10 ng/ml、24 h、n=32-57、D)

または TNF-α (0.05-0.5 ng/ml、48 h、n=16-43、E)処置細胞における各反応パターンを示し

た細胞数の割合。(F、G) IL-1β (1-10 ng/ml、24 h、n=8-34、F)または TNF-α (0.05-0.5 ng/ml、

48 h、n=5-25、G)処置での Na2Sによる[Ca
2+

]i増加反応の曲線下面積(AUC)。 

*P < 0.05 vs. non-treated (Dunnett’s test) 

D E 

C 

G F 

A B 
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口薬の効果を検討した(図 8)。KATPチャネル開口薬 diazoxide (100 µM)を 10分間細胞に適用

すると、自発反応の抑制が見られた。この抑制作用に IL-1β (3 ng/ml)処置と無処置群間で有

意な差は見られなかった。 

 

b) TRPA1 及び電位依存性 Ca
2+チャネル阻害薬の効果 

次に、IL-1β処置細胞での H2Sによる[Ca
2+

]i増加反応に対する TRPA1の関与について検討

した。また、以前の研究(氏家絢子卒業論文、平成 24年度)で RIN14B細胞が電位依存性 L-type 

Ca
2+チャネルを発現している可能性が示されたため、L-type Ca

2+チャネルの関与についても、

その阻害薬を用いて検討した。 

選択的 TRPA1阻害薬 HC030031 (30 µM)は、IL-1β無処置群・処置群どちらにおいても Na2S 

(100 µM)による[Ca
2+

]i増加を完全に抑制した(図 9)。一方、電位依存性 L-type Ca
2+チャネル

阻害薬 diltiazem (50 µM)は、IL-1β無処置細胞では Na2Sによる[Ca
2+

]i増加に影響しなかった

が、IL-1β (3-10 ng/ml)処置群では[Ca
2+

]i増加を部分的に抑制した。この結果から、IL-1β処置・

無処置どちらにおいても[Ca
2+

]i増加に TRPA1が必要であること、また IL-1β処置下では H2S

による[Ca
2+

]i増加に L-type Ca
2+チャネルが関与していることが示された。 

次に、TRPA1 作動薬 mustard oil の作用に対する IL-1βの効果を検討した。Mustard oil (10 

µM)の適用により[Ca
2+

]i増加が起こったが、この反応の大きさに IL-1β 無処置・処置群の間

で有意な差は見られなかった(図 10A-C)。さらに、TRPA1 mRNA発現量は IL-1β処置によっ

て変化はしなかった(図 10D)。また、細胞膜を脱分極させ電位依存性 Ca
2+チャネルを活性化

させる高濃度 KCl (20 mM)による[Ca
2+

]i増加反応も、IL-1β無処置・処置群の間でその大き

さに有意な差は見られなかった(図 11)。これらの結果から、IL-1βによる H2S作用の増強効

果は、[Ca
2+

]i反応に関与しているチャネルの活性や発現の調整とは異なるメカニズムを介し

ている可能性が示唆された。 
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図 8 IL-1β処置細胞での KATPチャネル開口薬の作用 

(A-D)溶媒(0.1% DMSO、A、B)または KATPチャネル開口薬 diazoxide (100 µM、C、D)を

10分間適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例(A、C: IL-1β無処置、B、D: IL-1β (3 ng/ml、24 h)

処置)。(E) DMSOまたは diazoxide適用時の[Ca
2+

]i反応の曲線下面積(AUC) (n=12-19)。**P 

< 0.01 vs. DMSO (unpaired Student’s t-test) 

A B 

C D 

E 
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図 9 IL-1β処置細胞でのH2S惹起[Ca
2+

]i反応に対する TRPA1及び電位依存性 L-type Ca
2+

チャネル阻害薬の効果 

(A、B) HC030031 (30 µM、HC、赤)または diltiazem (50 µM、Dilti、緑)存在下での Na2S (100 

µM、10分間)に対する[Ca
2+

]i反応の典型例。青線は阻害薬非存在下での反応例(control)。

阻害薬は Na2S適用の 2分前から処置した(A: IL-1β無処置、B: IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置)。

(C) 阻害薬存在下での Na2S (100 µM、10 分間)に対する[Ca
2+

]i 反応の曲線下面積(AUC) 

(n=7-21)。*P < 0.05、**P < 0.01 vs. control (Dunnett’s test) 

A B 

C 
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図 10 IL-1β処置細胞での TRPA1作動薬の作用及び TRPA1発現量 

(A、B) TRPA1 作動薬 mustard oil (MO、10 µM)を 5分間適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例

(A: IL-1β無処置、B: IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置)。(C) MOによる[Ca
2+

]i増加反応の曲線下

面積(AUC)(n=27-31)。(D) IL-1β (1-10 ng/ml、24 h)処置細胞における TRPA1の相対発現量

(n=3)。 

A B C 

D 
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図 11 IL-1β処置細胞での高濃度 KClの作用 

(A、B)高濃度 KCl (20 mM)を 1分間適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例(A: IL-1β無処置、

B: IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置)。(C)高濃度 KClによる[Ca
2+

]i増加反応の曲線下面積(AUC) 

(n=26-31)。 

A B C 
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c) ポリサルファイドの関与 

H2S の作用メカニズムとして、反応性の高い酸化数 0 価の硫黄原子 S
0
 (サルフェン硫黄)

を多数持つポリサルファイドに変換されることでターゲット分子に作用することが提唱さ

れている(Toohey, 2011; Greiner et al., 2013)。ポリサルファイドは H2S よりも高い力価で

TRPA1に作用することも報告されている(Kimura et al., 2013, Hatakeyama et al., 2015)。そこで、

IL-1βによる H2S作用の増強に対するポリサルファイドの関与について検討した。 

まず、RIN14B細胞の[Ca
2+

]iに対するポリサルファイド Na2S3の効果を検討した。Na2S3 (1 

nM-100 µM)を細胞に 5分間適用すると[Ca
2+

]iの増加が起こった。この[Ca
2+

]i増加反応の立ち

上がりまでの時間は濃度依存性に短くなる傾向が見られた(図 12A-F)。Na2S適用時と同様に、

Na2S3により[Ca
2+

]i増加反応だけでなく自発反応の抑制も見られ、Na2S3 (1 nM)では Inhibition

又は Inhibition + Increase、Increase を示す細胞の割合はそれぞれが 31%、8%、46%だった。

Na2S3濃度依存性に抑制を示す割合は減少、[Ca
2+

]i増加を示す割合は増加し、Na2S3 (100 µM)

適用では Inhibition又は Inhibition + Increase、Increaseを示す細胞の割合はそれぞれ 3%、9%、

80%となった(図 12G)。[Ca
2+

]i増加反応の大きさも Na2S3濃度依存性に増加した(図 12H)。こ

れらのポリサルファイドによる[Ca
2+

]i 反応の大きさ及び反応パターンの割合に対して、

IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置は有意な影響を与えなかった(図 12H、I)。 

次に、サルフェン硫黄に特異的な蛍光プローブ SSP4を用いて、細胞内ポリサルファイド

の変動を調べた(図 13)。細胞に Na2S (100 µM)を適用すると SSP4の蛍光強度が増加し、適

用後 2-10分間その蛍光強度は維持された。IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置細胞では、SSP4蛍光強

度の増加が有意に大きくなった。以上の結果から、IL-1β処置によって H2Sからポリサルフ

ァイドへの変換が促進されることにより H2S作用が増強されていることが示唆された。 

 

3. H2Sによる 5-HT放出反応に対する炎症性サイトカインの効果 
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図 12 RIN14B細胞におけるポリサルファイドの作用と IL-1β処置の効果 

(A-F) Na2S3 (1 nM-100 µM)を 5分間適用した時の[Ca
2+

]i反応の典型例。(G) Na2S3 (1 nM-100 

µM)による反応パターンの割合(n=22-53)。(H) Na2S3 (1 nM-100 µM)を 5分間適用した時の

[Ca
2+

]i反応の曲線下面積(AUC) (◇: IL-1β無処置、n=22-53、■: IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置、

n=20-40)。(I) 反応パターン(○●: Inhibiton、□■: Increase)の割合の Na2S3 濃度依存性 (○□: 

IL-1β無処置、n=22-53、●■: IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置、n=28-66)。抑制・増加の両方を示

した細胞は両カテゴリーにカウントした。 

H I 
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図 13 IL-1β処置細胞での細胞内ポリサルファイドの変動 

(A) Na2S (100 µM)を 10分間適用した時の SSP4蛍光変化の典型例(黒: IL-1β無処置、赤: 

IL-1β (3 ng/ml、24 h)処置)。SSP4蛍光は Na2S適用前の値を 1.0として標準化した。(B) Na2S 

(100 µM)適用 2分後及び 10分後の SSP4蛍光強度(黒: IL-1β無処置、n=278、赤: IL-1β (3 

ng/ml、24 h)処置、n=240)。**P < 0.01 vs. non-treated (unpaired Student’s t-test) 

A B 
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最後に、5-HT放出反応に対する IL-1βの効果を検討した。IL-1β (1-10 ng/ml、24 h)処置は

Na2S (100 µM)を 30分間適用した時の 5-HT放出率には影響しなかった(図 14A)。一方で、

5-HT放出量は増加の傾向を示し、細胞全体の 5-HT量は IL-1β濃度依存性に有意に増加した

(図 14B)。また、5-HT合成酵素の tryptophan hydroxylase 1 (TPH1)発現量も増加の傾向が見ら

れた(図 14C)。 

 

 

 

  



32 

 

 

図 14 H2S惹起 5-HT放出反応に対する IL-1βの効果及び TPH1発現量 

(A) IL-1β (1-10 ng/ml、24 h)処置細胞における Na2S (100 µM、30分間)適用時の 5-HT放出

率(n=6)。(B) 5-HT放出量(release、n=6)または細胞内全体の 5-HT含量(total、n=6)。IL-1β

無処置群を 1.0として標準化した。*P < 0.05 vs. non-treated (Dunnett’s test) (C) TPH1相対発

現量(n=3)。 

A B 

C 
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Ⅳ 考察 

 

 本研究では、ラット膵 δ 細胞由来 RIN14B 細胞において、H2S が細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)

を TRPA1 活性化によって増加することに加えて、ATP 感受性 K
+
 (KATP)チャネルを介して

Ca
2+シグナルを抑制する双方向性の作用を有することが明らかになった。また、炎症性サイ

トカインの IL-1β 処置で H2S による[Ca
2+

]i 増加反応が増強され、その[Ca
2+

]i 増加反応には

TRPA1と電位依存性 L-type Ca
2+チャネルが関わっていることが示された。IL-1β処置により

H2Sからのポリサルファイド生成が促進されており、IL-1βによる H2S作用の増強に関与し

ている可能性がある。 

 

H2Sの自発的 Ca
2+シグナルに対する抑制作用 

 以前の研究(氏家絢子卒業論文、平成 24 年度)で、RIN14B 細胞において H2S が TRPA1 を

介して[Ca
2+

]i増加及び 5-HT放出を引き起こすことを報告した。本実験では、H2Sが RIN14B

細胞の自発的な Ca
2+シグナルを抑制することが示された。膵 β 細胞では Ca

2+オシレーショ

ンが KATPチャネルと電位依存性 Ca
2+チャネルを介して発生することが報告されており、グ

ルコース代謝によって細胞内 ATP/ADP比が大きくなると、KATPチャネルが閉じて細胞膜が

脱分極し、電位依存性 Ca
2+チャネルを介した Ca

2+流入が起こる(Kanno et al., 2002; Liu et al., 

2004)。本研究では、RIN14B細胞に KATPチャネル(サブタイプ Kir6.2/SUR1)が発現している

こと、さらに非刺激時の自発的な Ca
2+シグナルは KATP開口薬によって抑制されることが示

された。また以前の研究で、RIN14B 細胞の高濃度 KCl に対する[Ca
2+

]i 反応に電位依存性

L-type Ca
2+チャネルが関与していることを示唆している。そのため、RIN14B細胞において

も、KATPチャネルと電位依存性 L-type Ca
2+チャネルを介した膵 β 細胞と同様のメカニズム

による自発的な Ca
2+シグナルが起きている可能性が考えられる。H2S は KATPチャネルを開

口することがこれまでに報告されている(Zhao et al., 2001; Yang et al., 2005)。H2Sは KATPチャ
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ネルサブユニット SUR1 の細胞外ドメインのシステイン残基を修飾して KATPチャネルを活

性化することが示唆されている(Jiang et al., 2010)。本研究において、H2Sの Ca
2+シグナル抑

制作用は KATPチャネル阻害薬存在下では消失した。以上のことから、H2S の抑制作用は、

H2S によって KATPチャネルが開口して細胞膜の過分極が起こり、電位依存性 Ca
2+チャネル

の活性化が抑えられることで Ca
2+シグナルが抑制されたためと考えられる。 

KATPチャネル阻害薬によって、H2Sによる[Ca
2+

]i増加反応の立ち上がりまでの時間は短く

なり、反応の大きさも増加した。KATPチャネル阻害薬存在下では、H2S の KATPチャネルの

開口による過分極が起こらず、TRPA1 の開口による脱分極がより生じやすい条件になって

いると考えられる。TRPA1 の電位依存性では膜電位が過分極した方が電流反応が大きくな

るので(Story et al., 2003; Jordt et al., 2004)、KATPチャネル阻害によって TRPA1 を介した Ca
2+

流入が直接増強されているとは考えづらく、脱分極によって開口する電位依存性 Ca
2+チャ

ネルの関与が示唆される。よって、KATP チャネル阻害薬存在下での H2S による[Ca
2+

]i増加

反応には、TRPA1 に加えて電位依存性 Ca
2+チャネルを介した Ca

2+流入が関与している可能

性が考えられる。 

H2Sによる 5-HT放出反応は、KATPチャネル阻害薬による影響を受けなかった。本実験で

行った 15 分間の NaHS の適用による細胞集団からの 5-HT 放出反応では、数分レベルで生

じる単一細胞での[Ca
2+

]i の増減を反映しづらいのかもしれない。[Ca
2+

]i シグナルの増強は

5-HT の開口放出頻度を増加させると考えられるため、本実験で観察されたような短時間で

生じる[Ca
2+

]i動態変化に対応した放出反応の変化は、アンペロメトリー法のようなリアルタ

イムで単一細胞の放出反応を解析できる測定手法で検討する必要がある。 

 

炎症性サイトカインの効果 

自発反応の抑制や[Ca
2+

]i増加などの H2S に対する反応性は、個々の細胞ごとに異なった。

H2Sの標的分子である KATPや TRPA1チャネルの発現バランスが細胞ごとに異なっていたの
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かもしれない。病態などの条件下ではこの発現バランスが変化し、H2Sの双方向性作用が変

化する可能性がある。 

炎症性サイトカインの IL-1β を処置すると、H2S の抑制作用を示す細胞の割合が減少し、

[Ca
2+

]i増加反応を示す細胞の割合と[Ca
2+

]i増加反応の大きさが IL-1β 濃度依存性に増加した。

IL-1β処置での[Ca
2+

]i増加は TRPA1及び電位依存性 L-type Ca
2+チャネル阻害薬で抑制された

ことから、両チャネルが関与していることが示された。IL-1βは細胞膜表面に発現している

IL-1 受容体を介して、nuclear factor-κB (NF-κB)や p38/mitogen-activated protein kinase (MAPK)

経路など様々なセカンドシグナル経路を活性化し、IL-6 や IL-8 などの炎症関連因子の遺伝

子発現を調節する(Weber et al., 2010)。サイトカインによって活性化される NF-κB は、

hypoxia-induced factor-1α (HIF-1α)の発現増加を介して TRPA1の発現を誘導することが報告

されている(Hatano et al., 2012)。TRPA1 は p38/MAPK経路でも発現が増加することが報告さ

れている(Obata et al., 2005)。また、IL-1βによって protein kinase Cが活性化し L-type Ca
2+チ

ャネル活性が抑制されるという報告もある(El Khoury et al., 2014)。本研究では、TRPA1 及び

L-type Ca
2+チャネル作動薬の作用は IL-1β によって増強されず、TRPA1 については mRNA

発現の増加も見られなかった。IL-1β は、チャネルの発現や活性には直接影響を与えずに、

別のメカニズムを介して H2Sの作用を増強したと考えられる。 

H2Sの標的分子との反応は、ポリサルファイドを介していることが提唱されている(Toohey, 

2011; Greiner et al., 2013)。ポリサルファイドは酸化数 0の不安定な硫黄原子サルフェン硫黄

(S
0
)を多数持つ分子であり、タンパク質のシステイン残基を修飾することができる。TRPA1

に対する力価も H2Sより高いことが報告されている(Kimura et al., 2013, Hatakeyama et al., 

2015)。そこで、IL-1β処置下における H2S作用へのポリサルファイドの関与を検討したとこ

ろ、IL-1β処置では H2Sからのポリサルファイド生成が増加した。また、ポリサルファイド

による[Ca
2+

]i増加反応は増強されなかったことから、IL-1βは H2Sからのポリサルファイド

生成を促進することで TRPA1 を介した[Ca
2+

]i反応を増強していると考えられる。ポリサル
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ファイドは酸化剤や一酸化窒素(NO)と H2Sの化学的な反応で生じる(Nagy and Winterbourn, 

2010; Cortese-Krott et al., 2015)。IL-1β は IL-1 受容体を介して、NADPH oxidase の活性化に

よって活性酸素種を生成したり(Brigelius-Flohé et al., 2004)、NO合成酵素の発現を誘導する

(Corbett et al., 1992; Larsen et al., 1998; Cardozo et al., 2001)。IL-1β処置によって増加した活性

酸素種や NOが H2Sと反応してより力価の高いポリサルファイドが生じ、TRPA1を介した

増加反応が増強されたと考えられる。 

一方、TNF-α は今回使用した濃度範囲では H2S の作用に影響しなかった。TNF-α は TNF

受容体を介して、IL-1β同様にNF-κBなどのシグナル経路を活性化する(Cabal-Hierro and Lazo, 

2012)。TNF-αによる活性酸素種の生成やNO合成酵素の誘導も報告されている(Sundaresan et 

al., 1996; Heneka et al., 1998; Tolando et al., 2000)。TNF-αによる増強効果が見られなかったの

は今回の濃度が効果を示すのに不十分であった可能性が考えられるが、高濃度の TNF-α で

は細胞傷害作用が見られたため検討ができなかった。IL-1β による NO合成酵素の活性化が

IFN-γで増強されるというようなサイトカイン間の相互作用も報告されているため(Burke et 

al., 2013)、TNF-α の効果については、低濃度 TNF-α と他サイトカインの同時適用などで検

討する必要がある。 

H2Sによる 5-HT放出率は IL-1β処置群・無処置群間で有意な差が見られなかったが、5-HT

合成は増加する傾向が見られた。クローン病の腸管粘膜では IL-1βが増加し、腸内分泌細胞

の TPH1発現及び 5-HT放出量も増加するという報告があり(Kidd et al., 2009)、IL-1βによる

5-HT 合成の促進、それに伴う放出量の増加を支持するものである。[Ca
2+

]i 反応で見られた

増強効果が放出率に反映されなかったことについては、KATPチャネル阻害薬存在下と同様、

より精密に放出反応を解析する必要があるだろう。 

 

RIN14B 細胞における H2Sの Ca
2+シグナル調節作用について 

RIN14B 細胞において、H2S は TRPA1 を介した[Ca
2+

]i増加と KATPチャネルを介した自発
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反応の抑制という双方向性の Ca
2+調節作用を示した。RIN14B細胞は膵 δ細胞由来のセルラ

インであるが、5-HT 合成及び放出能を持つことから腸上皮に存在する腸管クロマフィン細

胞のモデルとしても考えられている(Nozawa et al., 2009)。H2S合成酵素の発現や H2S産生は

膵臓及び腸上皮で報告されている(Kaneko et al., 2009; Hennig and Diener, 2009; Gil et al., 

2011)。膵 δ細胞では KATPチャネルの活性化によってソマトスタチン放出が抑制されること

が、腸管クロマフィン細胞では TRPA1 の活性化が 5-HT 放出を引き起こすことが報告され

ているが(Braun et al., 2009; Nozawa et al., 2009)、H2Sによるこれらの細胞に対する作用はま

だ明らかにされていない。これら生体内の分泌細胞における KATPチャネルや TRPA1などの

H2S標的分子の発現パターンは RIN14B細胞とは全く同じではないかもしれないが、H2Sが

これらのチャネルに作用することで分泌機能の調節の一端を担っている可能性がある。今

回の RIN14B 細胞における H2S の作用に関する成果は、内因性 H2S の膵 δ 細胞や腸管クロ

マフィン細胞に対する作用を検討する際に重要な知見になると思われる。 

 

炎症時の H2Sとポリサルファイドの作用 

本研究により炎症条件で H2Sからポリサルファイドの生成が促進され、[Ca
2+

]i増加反応が

増強されることが明らかになった。ポリサルファイドは近年シグナル分子として注目され

ており、ラットアストロサイトやマウス知覚神経において TRPA1 を活性化して Ca
2+流入を

起こしたり(Kimura et al., 2013; Hatakeyama et al., 2015)、ラット腹腔肥満細胞の[Ca
2+

]iを NO

産生を介して調節したり(Moustafa and Habara, 2016)、神経芽細胞において細胞内のグルタチ

オンを増加させて細胞保護作用を示すことが報告されている(Koike et al., 2013; 2016)。ラッ

ト脳では内因性のポリサルファイドが検出されており、3-mercaptopyruvate を基質として

3-mercaptopyruvate sulfurtransferase により合成されることも報告されている(Kimura et al., 

2013; 2015)。H2Sは酸化剤や NOと反応して無機のポリサルファイド(H2Sn)に変換されるだ

けでなく、タンパク質のジスルフィド結合(RSSR)やスルフェン酸(RSOH)と反応して、
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persulfide (RSSH)を形成する(Mishanina et al., 2015)。Persulfideは貯蔵型の硫黄と考えられて

いるが、より強力な抗酸化作用を示すことも報告されている(Ida et al., 2014; Cuevasanta et al., 

2015)。H2Sは酸化されてポリサルファイドや persulfideになるが、細胞内が還元状態になれ

ば再び H2S として放出される。このような H2S とポリサルファイド間のバランスは、炎症

時には活性酸素種や NOの増加によってポリサルファイドが増加するため、細胞保護作用や

今回見られたような[Ca
2+

]i シグナルの変動に影響することで炎症病態の形成に関与してい

るかもしれない。 
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Ⅴ 総括 

 

硫化水素(H2S)はガス状伝達物質として、平滑筋弛緩や細胞保護などの様々な生理的作用

を示す。本研究では、ラット膵 δ細胞由来セルライン RIN14B細胞の細胞内 Ca
2+動態に対す

る H2Sの作用を検討した。H2Sは炎症病態での働きも注目されている。炎症時に生じる H2S

の標的分子や細胞内環境の変化が H2S の作用に影響する可能性を検討するために、炎症性

サイトカイン処置下での H2Sの作用を解析した。 

 

1. RIN14B細胞の細胞内Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)に対するH2Sの作用をCa

2+蛍光指示薬 fura-2を用

いた[Ca
2+

]i測定法で検討した。NaHS (H2S 放出剤)を細胞に適用すると、自発的な Ca
2+シ

グナルが抑制される場合、自発反応の抑制に続いて[Ca
2+

]iが増加する場合、抑制なく[Ca
2+

]i

が増加する場合の 3つの反応パターンを示した。 

 

2. RT-PCR 法により、RIN14B 細胞には ATP 感受性 K
+
 (KATP)チャネル(サブユニット

Kir6.2/SUR1)が発現していることが示された。KATP チャネル阻害薬 glibenclamide 及び

tolbutamide 存在下では、NaHS による自発的 Ca
2+シグナル反応の抑制が見られなくなり、

NaHSによる[Ca
2+

]i増加反応が増強された。 

 

3. NaHSによる 5-HT放出は、glibenclamide存在下で有意な変化を示さなかった。 

 

4. 炎症性サイトカイン interleukin-1β (IL-1β)を細胞に処置すると、Na2S (H2S放出剤)によっ

て[Ca
2+

]i増加反応を示す細胞の割合と反応の大きさが IL-1β濃度依存性に増加した。 

 

5. 炎症性サイトカイン tumor necrosis factor-α (TNF-α)の処置は Na2Sの作用に影響を与えな
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かった。 

 

6. KATPチャネル開口薬 diazoxide による自発反応の抑制は IL-1β 処置群と無処置群で有意

な変化を示さなかった。 

 

7. IL-1β 処置細胞での Na2S による[Ca
2+

]i増加反応は、非選択的陽イオンチャネル transient 

receptor potential ankyrin 1 (TRPA1)及び電位依存性 L-type Ca
2+チャネル阻害薬によって抑

制された。 

 

8. TRPA1チャネル作動薬mustard oil及び高濃度 KClによる[Ca
2+

]i増加は IL-1β処置群と無

処置群で有意な変化を示さなかった。TRPA1の mRNA発現量も IL-1β処置による変化は

見られなかった。 

 

9. 細胞にポリサルファイド Na2S3を適用すると[Ca
2+

]i増加が起こったが、増加反応を示す

細胞の割合や反応の大きさに IL-1β処置群と無処置群で有意な差は見られなかった。 

 

10. サルフェン硫黄に特異的な蛍光指示薬 SSP4 を用いて細胞内ポリサルファイド量の変

化を測定した。Na2S を細胞に適用すると細胞内ポリサルファイド量の増加が起こった。

IL-1β処置細胞では、Na2Sによる細胞内ポリサルファイドの増加が大きくなった。 

 

11. Na2Sによる 5-HT放出反応の放出率に対して、IL-1β処置は有意な影響を示さなかった。

細胞全体の 5-HT 量は IL-1β 濃度依存性に有意に増加し、5-HT 放出量及び 5-HT 合成酵

素 tryptophan hydroxylase 1 発現量は増加する傾向を示した。 
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以上の結果から、RIN14B細胞において、H2Sが TRPA1 を介した[Ca
2+

]i増加に加えて、KATP

チャネルを介した Ca
2+シグナルの抑制という Ca

2+動態に対する双方向性作用を示すことが

明らかになった。また、炎症性サイトカイン IL-1β処置下では、H2Sからのポリサルファイ

ド生成が促進されて[Ca
2+

]i増加反応を増強することが示唆された。炎症時には活性酸素種や

一酸化窒素が増加する。これらの炎症性因子は H2S を酸化してポリサルファイドに変換す

ることが報告されている。H2Sとポリサルファイド間のバランスの変化が炎症病態における

H2Sの作用に影響している可能性がある。 
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The effects of hydrogen sulfide on Ca
2+

 signals in RIN14B cells 
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Hydrogen sulfide (H2S) is enzymatically synthesized from cysteine in the mammalian cells and 

acts as a gasotransmitter. I have previously reported that H2S activates transient receptor potential 

ankyrin 1 (TRPA1) channels and causes the increase of intracellular Ca
2+

 concentration ([Ca
2+

]i) in 

RIN14B cells, the cell line derived from rat pancreatic δ cells. On the other hand, H2S is reported to 

inhibit Ca
2+

 influx through the activation of ATP-sensitive K
+
 (KATP) channels in rat pancreatic β 

cells. There are no reports how the effects of H2S on Ca
2+

 signal appear in the cells expressing both 

TRPA1 and KATP channels. Furthermore, H2S is reported to be involved in pathogenesis of 

inflammation. Under inflammatory conditions, the changes in the expressions and activities of target 

channels for H2S and/or intracellular environment may affect the effects of H2S. In this study, the 

effects of H2S donors, NaHS or Na2S, on Ca
2+

 signals in RIN14B cells which express both TRPA1 

and KATP channels were examined under normal and inflammatory conditions. 

The [Ca
2+

]i was measured using fura-2, a fluorescent Ca
2+

 indicator. NaHS caused three types of 

[Ca
2+

]i responses; 1) spontaneous Ca
2+

 signals were inhibited, 2) after inhibition, the [Ca
2+

]i 

increased, 3) the [Ca
2+

]i rapidly increased without inhibition. The percentage of cells showing each 

patterns were 37% (19/51 cells), 24% (12/51 cells) and 25% (13/51 cells), respectively. The 

expressions of Kir6.2/SUR1 subunits of KATP channels were detected in RIN14B cells. In the 
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presence of glibenclamide and tolbutamide, KATP channel blockers, the inhibitory effect by NaHS 

was abolished, and NaHS induced [Ca
2+

]i increases in almost cells (87%). Areas under the curves of 

[Ca
2+

] responses to NaHS were increased by KATP channel blockers. These results suggest that H2S 

shows bidirectional effects on Ca
2+

 signals: excitatory and inhibitory effects through TRPA1 and 

KATP channels, respectively.  

Next, the effects of proinflammatory cytokines on Na2S-evoked [Ca
2+

]i responses were examined. 

The excitatory effects of Na2S on Ca
2+

 signals were enhanced by the treatment of IL-1β, not by that 

of TNF-α. IL-1β failed to affect the inhibitory effect of diazoxide, a KATP channel opener, on Ca
2+

 

signals, suggesting that KATP channels were not involved in the effect of IL-1β. [Ca
2+

]i increases by 

Na2S were inhibited by TRPA1 and voltage-dependent L-type Ca
2+

 channel blocker in IL-1β-treated 

cells. However, [Ca
2+

]i increases by a TRPA1 agonist and a high concentration of KCl were not 

affected by IL-1β treatment. The effect of polysulfides, the molecules with varying number of 

sulfane sulfur and more potency against TRPA1, was next examined. Polysulfide Na2S3 increased 

the [Ca
2+

]i. Unlike Na2S, the Na2S3-induced [Ca
2+

]i increases were not enhanced by IL-1β. 

Intracellular polysulfide was measured using SSP4, a fluorescence indicator of sulfane sulfur. 

Intracellular polysulfide was increased by Na2S, which was enhanced by IL-1β treatment. These 

results suggest that IL-1β enhanced the oxidative reaction from H2S to polysulfide, which result in 

the enhancement of excitatory effect of H2S. The change of balance between H2S and polysulfide by 

inflammatory factors may affect the role of H2S in inflammation. 

 

 


