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序文 

 

硫化水素（H2S）は環境中に存在する特有の腐卵臭をもつ有毒ガスとして知られてき

た。しかし H2S は、哺乳動物の組織でも腸内細菌によって産生される他に、含硫アミノ

酸代謝の過程で酵素反応によって生成される（Stipanuk and Beck, 1982; Blachier et al., 

2010）。1996 年、Abe と Kimura は H2S が N-methyl-D-aspartate（NMDA）型グルタミン

酸受容体の活性を増強することをラット海馬で示した（Abe and Kimura, 1996）。これ以

後、H2S の生体内機能について多くの研究がなされ、現在、H2S は一酸化窒素（NO）の

ような気体状生理活性物質として生体内で機能する可能性が指摘されている（Szabó, 

2007; Paul and Snyder, 2012; Kimura, 2014）。 

H2S は、図 1 に示すように L-cysteine から 3 種類の酵素反応を介して産生されること

が知られており、これらはすべてビタミン B6 活性型の pyridoxal 5’-phosphate（PLP）依

存性の反応である（Paul and Snyder, 2012）。Cystathionine γ-lyase（CSE）は L-cysteine か

ら H2S を産生するが、cystathionine β-synthase（CBS）は S-adenocyl-L-methionine（SAMe）

存在下で L-cysteine と L-homocysteine の縮合反応を介して H2S を産生する。Cysteine 

aminotransferase（CAT）と mercaptopyruvate sulfurtransferase（MPST）は共役して H2S を

産生する。CAT は-ketoglutarate 存在下で L-cysteine を 3-mercaptopyruvate（3MP）に変

換し、さらに MPST が還元剤存在下で 3MP から H2S を生成する。CAT は aspartate 

aminotransferase（AST）／glutamate oxaloacetate transaminase（GOT）と同一の酵素であ

り、細胞質型とミトコンドリア型が見つかっている（Ubuka et al., 1978; Akagi, 1982）。

これらの酵素の分布は組織により異なっており、それぞれの組織における H2S 産生機構

やその作用については依然不明な点が多い。 

 本研究では、神経系における H2S 産生メカニズムについて検討を行った。まず第一章で

は、末梢神経系における H2S 合成酵素の発現と 3 種類の H2S 合成経路の活性を比較検討し 
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図 1 H2S合成経路 

H2S は L-cysteine から cystathionine γ-lyase（CSE）、cystathionine β-synthase（CBS）、およ

び cysteine aminotransferase（CAT）と mercaptopyruvate sulfurtransferase（MPST）によっ

て生成される。これらの反応は全て補因子である pyridoxal 5’-phosphate（PLP）に依存

する。CBS は S-adenocyl-L-methionine（SAMe）存在下で L-cysteine と L-homocysteine を

縮合して H2S を生成する。CAT は-ketoglutarate（-KG）存在下で 3-mercaptopyruvate

（3MP）を生じ、さらに還元剤（reductant）存在下で MPST が 3MP から H2S を生成す

る。 
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た。末梢神経系では CAT/MPST 経路が H2S 産生に強く寄与することを報告する。第二章で

は中枢神経系における H2S 産生メカニズムを検討し、特にアストロサイトに発現し、中枢

神経系の主要な H2S 合成酵素として機能する CBS に着目した。ここではニューロンの有無

がアストロサイト CBS 発現に与える影響を調べ、アストロサイトの生理的な CBS 発現がニ

ューロン性因子により維持されていることを明らかにした。 

 なお本論文の一部は誌上公表されている（Miyamoto et al., 2014）。 
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第 1 章 末梢神経系における H2S 産生機序 

 

I．緒論 

 

 末梢神経系において、筆者らは以前の報告で H2S が知覚ニューロンの痛み受容体

transient receptor potential ankyrin 1（TRPA1）を活性化することを示した（Miyamoto et al., 

2011）。また H2S の酸化産物であるポリスルフィドも H2S より高い力価で TRPA1 を活性

化することが報告されている（Kimura et al., 2013）。さらに H2S が知覚ニューロンに発

現するCa
2+チャネルやNa

+チャネルを感作することによって痛覚過敏を起こすことも報

告された（Takahashi et al., 2010; Okubo et al., 2011; Wang et al., 2012; Hu et al., 2013）。そ

のため H2S は痛みや神経性炎症のメディエーターと考えられており（Andersson et al., 

2012; Ogawa et al., 2012）、H2S 合成酵素が知覚ニューロンを含む末梢神経系の生理・病

態生理において重要な役割を果たしている可能性がある。 

ラットでは知覚ニューロンの細胞体が存在する脊髄後根神経節（dorsal root ganglion、

DRG）に CSE 発現が認められており、神経因性疼痛による痛覚過敏が CSE 阻害薬

DL-propargylglycine（PAG）により抑制されることから、CSE 由来の H2S が痛覚過敏に

関与すると報告されている（Takahashi et al., 2010; Okubo et al., 2011）。またラット DRG

ニューロンでは CBS の発現も確認されており、ストレス誘発性の腹部痛覚過敏が H2S

合成酵素阻害薬 aminooxyacetic acid（AOAA）により抑制されるため、CBS 経路の関与

も示唆されている（Wang et al., 2012; Hu et al., 2013）。しかし PAG は高濃度では CAT 活

性を阻害する（Tanase and Morino, 1976）。また AOAA は非特異な H2S 合成酵素阻害薬

であり、どの酵素が H2S 産生に関与するかを同定することはできない（Asimakopoulou et 

al., 2013）。さらに、現在まで DRG ニューロンが CSE または CBS を介して H2S を産生

することを直接示した報告はない。 
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 一方、CAT/MPST 経路は末梢神経系だけでなく他種臓器、細胞においても H2S 産生に

対しての関与は小さいと考えられていた（Paul and Snyder, 2012）。これはラット肝臓で、

CAT/MPST による H2S 産生がアルカリ環境下（pH 9.7）では高いが、中性環境下（pH 7.4）

ではごくわずかでしかないという知見に起因する（Stipanuk and Beck, 1982）。しかし

Shibuya ら（2009）はラット脳組織において、中性 pHでも還元条件下であれば CAT/MPST

を介して効率よく H2S が産生されることを示した。また MPST は細胞質だけでなくミ

トコンドリアにも存在する（Nagahara et al., 1998）。重要なのは、通常ミトコンドリアは

細胞質に比べてよりアルカリかつ還元的状態下におかれていることである（Hanson et 

al., 2004; Casey et al., 2010）。さらに CAT の基質である L-cysteine のミトコンドリア内濃

度は、細胞質内濃度に比べ 3 倍から 4 倍高いと報告されている（Yao et al., 1994; Fu et al., 

2012）。また最近、MPST ノックアウトマウスが作出され、高架式十字迷路などの行動

実験で不安様行動の増加が認められたことから、MPST が神経系の生理機能に重要な役

割を果たしていることが考えられる（Nagahara et al., 2013）。以上の知見を考慮すると、

神経系を含め、哺乳動物の体内における CAT/MPST の役割は大きく見過ごされてきた

可能性がある。したがって末梢神経系における 3 種類の酵素経路（CSE、CBS、CAT/MPST）

の寄与について、それぞれの酵素反応に適切な条件下で評価し、比較検討する必要があ

る。 

 本研究ではラット DRG とラット副腎髄質由来の褐色細胞腫であり末梢神経のモデル

として広く用いられる PC12 細胞を用い、これらの組織、細胞における各酵素の発現量

とその H2S 産生活性を調べた。本章では CAT/MPST が末梢神経系の主要な H2S 産生経

路であることを示す。 
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II．実験方法 

 

本研究は、北海道大学の動物実験に関するガイドラインに従って行った（実験計画書

番号：13-0029）。実験には自家繁殖した Wistar 系新生ラット(雌雄、生後 6–10 日齢)を

用いた。繁殖に用いた親ラットは日本クレアより購入した。 

 

A．材料 

 

L-Cysteine、DL-homocysteine、L-aspartate、oxaloacetate、α-ketoglutarate（α-KG）、

dithiothreitol（DTT）、aminooxyacetic acid（AOAA）、N,N-dimethyl-p-phenylene diamine sulfate

（DPD）、iron（III）chrolide（FeCl3）、trichloroacetic acid（TCA）は和光純薬から購入し

た。S-Adenocyl-L-methionine（SAMe）、pyridoxal 5’-phosphate（PLP）、DL-propargylglycine

（PAG）、3-mercaptopyruvate（3MP）、dihydrolipoic acid（DHLA）は Sigma Aldrich から

購入した。Sodium hydrosulfide（NaHS）は Strem Chemicals から購入した。NaHS（0.1 M）、

DL-homocysteine（0.5 M）、DTT（1 M）、SAMe（0.1 M）、3MP（0.1 M）のストック溶液

は 30 分間窒素バブリングした蒸留水に各粉末を溶解して作製した。またこれらを含む

保存用チューブは酸化を防ぐために窒素充填し、SAMe を含むチューブのみ−80°C、そ

の他は−20°C で保存した。DHLA（0.25 M）は dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解し、

PLP（0.01 M）と α-KG（1 M）は蒸留水に溶解してストック溶液とし、−20°C で保存し

た。L-Cysteine は蒸留水で用時調整した。 

 

B．細胞培養 

 

PC12細胞は理研バイオリソースセンターより購入し、10% horse serum、5% fetal bovine 
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serum（FBS）、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin 含有 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium（DMEM）中で培養した。PC12 細胞は poly-L-lysine（PLL）コートした培養用

フラスコまたはカバーガラス上に播種し、継代数 3–15 で実験に用いた。培養液は 3 日

に 1 回交換し、細胞は 1 週間に 1 回継代した。Nerve growth factor（NGF）による分化誘

導は、まず細胞を無血清 DMEM 中で一晩培養し、1% horse serum 含有 DMEM 中で 50 

ng/ml の NGF（Life Technologies）を３日間処置することにより行った。培養液は毎日

NGF を含む培養液と全液交換した。未分化および NGF 分化 PC12 細胞を同一の実験で

使用する際は、未分化 PC12 細胞を NGF 不含、1% horse serum 含有 DMEM 中で培養し

た。 

培養 DRG ニューロンは以下のようにして得た。生後 6–10 日齢（P 6–10）のラットを

断頭により安楽殺した後、背側より皮膚を切開、剥離し、脊椎両側の肋骨を切断、胸腔

内および腹腔内の諸臓器を除去した。胸椎から仙椎までの脊椎を標本作製用シャーレに

移して 2 価陽イオン不含の Hanks’ balanced salt solution（HBSS、Sigma）に浸し、ピンで

背位に保定した。双眼実体顕微鏡下で眼科用ピンセットと眼科用ハサミを用いて腹側椎

体を切り取り、脊髄腹側部を露出した。胸髄から仙髄までの背根神経節を摘出し、周囲

組織を除去後、2 ml の HBSS を満たした 5 ml チューブに移した。Collagenase（1 mg/ml、

Worthington）と DNase（0.1 mg/ml、Roche）を添加して 37°C、5% CO2 in air 下で 30 分

間静置した。酵素含有液を除去して新たに trypsin（1 mg/ml、Worthington）と DNase（0.1 

mg/ml）を含む 2 ml の HBSS を加え、さらに 37°C、5% CO2 in air 下で 15 分間静置した。

酵素含有液を除去し、10% FBS、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin を含む Medium 

199（M199、Sigma）を 2 ml 加え、パスツールピペットで 30–60 回撹拌した。さらによ

り先端の細いパスツールピペットを用いて同様に撹拌した後、15 ml ポリプロピレンチ

ューブに移して 100 × g で 2 分間遠心した。上清を除去し、細胞を含む沈殿に上述した

培養液を加えて細胞を懸濁し、PLLコートしたカバーガラス上に播種した。細胞は 37°C、
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5% CO2 in air 下で培養し、1–2 日後に免疫蛍光解析に用いた。 

 

C．H2S 産生量測定法（メチレンブルー法） 

 

新生ラットを断頭により安楽殺後、肝臓、脳、DRG を摘出し、氷冷した 50 mM Tris-HCl

中でホモゲナイザーおよび超音波破砕装置を用いて破砕した。酵素活性の pH 依存性測

定時には、目的の pH に調整した 50 mM HEPES-KOH、または 50 mM Borate-KOH 緩衝

液を用いた。PC12 細胞はトリプシン処置した後、血清を含む培養液で 1 回、PBS で 3

回洗浄し、氷冷した 50 mM Tris-HCl 中で超音波（10 秒を 5 回、2 分間隔）により破砕

した。破砕物は 10,000 × g、4°C で 10 分間遠心し、上清を実験に用いた。タンパク質濃

度は Quick Start Protein Assay Kit (Bio-Rad)を用いて測定した。 

H2S の定量はメチレンブルー生成反応を利用した分光光度法（Siegal, 1965; Huang et 

al., 2010）により行った。ホモジネート（0.5 mg/ml）を 1.5 ml チューブに 125 µl 分取し、

氷上に静置した。ブランク用サンプルは 95°C、5 分間の熱処理によりタンパク質を失活

させた。チューブに 2 倍濃度の基質を含む反応液を 125 µl 加え、よく混合した後、37°C

の恒温槽に移した。1 時間後、メチレンブルー生成用試薬 100 µl（7 M HCl に溶解した

20 mM DPD 30 µl、1 M HCl に溶解した 30 mM FeCl3 30 µl および 25% TCA 40 µl）を加

え、30 分後に 10,000 × g で 2 分間遠心した。上清 300 µl を 96 well プレートに移し、670 

nm の吸光度をマイクロプレートリーダー（Corona）を用いて測定した。 

CSE、CBS、CAT/MPST および MPST に特異的な H2S 産生量は Stipanuk と Beck の方

法（1982）に従い、次表の 4 種類の反応液を用いて測定した。特に記述しない限りそれ

ぞれの反応液は 50 mM Tris-HCl を用いて調整した。 
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反応液 (酵素) L-cys PLP DL-hcys SAMe -KG DTT 3MP pH 

I (CSE) 10 0.05      8.0 

II (CBS) 10 0.05 10 0.2    8.5 

III (CAT/MPST) 10 0.05   0.3 1.0  8.5 

IV (MPST)      1.0 0.1 8.5 

L-cys: L-cysteine、 PLP: pyridoxal 5’-phosphate、DL-hcys: DL-homocysteine、 SAMe: 

S-adenocyl-L-methionine 、 -KG: -ketoglutarate 、 DTT: dithiothreitol 、 3MP: 

3-mercaptopyruvate。単位は mM。 

 

L-Cysteineなどの硫黄化合物はH2Sによるメチレンブルー生成に影響を与える可能性

がある（Siegal, 1965; Haddad and Heckenberg, 1988）。そこで本研究の酵素活性測定に用

いる化合物のメチレンブルー法への影響を評価した。L-Cysteine（1、5、10 mM）、

DL-homocysteine（1 mM）、DTT（1 mM）、3MP（0.1 mM）は 670 nm の吸光度を上昇さ

せた（表 1）。また Siegal（1965）の報告に一致して、L-cysteine は H2S ドナーの NaHS

存在下における 670 nm の吸光度を濃度依存性に減少させた。DL-Homocysteine と DTT

も高濃度（10 mM）で NaHS 存在下の吸光度を減少させた。なお、硫黄を含まない化合

物は本実験で用いた濃度では影響を示さなかった。これらのことを考慮し、本研究では

組織や細胞の H2S 産生量は、ブランクサンプルの吸光度で修正した後、使用した反応液

でそれぞれ検量線を作成して算出した。 

 

D．ウエスタンブロット解析 

 

細胞または組織をプロテアーゼインヒビターカクテル（Sigma）を含む radio immuno 

precipitation assay（RIPA）buffer（20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5% sodium deoxycholate、

0.1% sodium dodecyl sulfate、1% Triton X-100、pH 7.5）で懸濁した。ホモゲナイザーお

よび超音波装置を用いて破砕後、10,000 × g、4°C で 10 分間遠心し、上清をサンプルと 
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表 1．硫黄化合物によるメチレンブルー法への影響 

硫黄化合物 

 

濃度（mM） 吸光度 

（20 nmol NaHS 存在下） 

吸光度 

（NaHS 非存在下） 

Tris-HCl 50 0.640 ± 0.14 (100) 0.033 ± 0.001 

L-cysteine 1 0.550 ± 0.10 (86 ± 2.6) 0.096 ± 0.003 

 5 0.256 ± 0.04 (40 ± 1.9) 0.060 ± 0.001 

 10 0.151 ± 0.03 (24 ± 0.8) 0.049 ± 0.001 

DL-homocysteine 1 0.652 ± 0.11 (103 ± 7.2) 0.047 ± 0.003 

 10 0.477 ± 0.07 (75 ± 5.6) 0.033 ± 0.001 

DTT 1 0.687 ± 0.07 (107 ± 14.7) 0.039 ± 0.001 

 10 0.310 ± 0.06 (48 ± 4.1) 0.032 ± 0.001 

SAMe 0.1 0.659 ± 0.10 (103 ± 10.3) 0.033 ± 0.002 

 1 0.585 ± 0.01 (91 ± 5.3) 0.034 ± 0.001 

3MP 0.01 0.661 ± 0.07 (103 ± 14.0) 0.036 ± 0.005 

 0.1 0.608 ± 0.09 (95 ± 7.3) 0.055 ± 0.010 

メチレンブルーによる 670 nm の吸光度を NaHS（20 nmol）存在下または非存在下で

Tris-HCl（50 mM、pH 8.0、total 250 µl）中で測定した。（）内は硫黄化合物不含時に対

する相対値。値は平均値±標準偏差（n = 3）。NaHS 存在下の吸光度は NaHS 非存在下

の吸光度を差し引いた値を示す。 
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して用いた。 

細胞質およびミトコンドリア画分は以下のようにして得た。PC12 細胞および DRG を

1.5 ml チューブ内の分画用緩衝液（250 mM sucrose、20 mM HEPES-KOH、1 mM EGTA、

1 mM EDTA、プロテアーゼインヒビター阻害薬、pH 7.4）500 µl に懸濁した。細胞およ

び組織をプラスチックすりこぎで破砕した後、25G 注射針に 20 回通し、続いて 30G 注

射針に 20 回通して破砕した。チューブを 720 × g で 5 分間遠心し、上清を別のチューブ

に移して 10,000 × g で 10 分間遠心した。得られた上清を細胞質分画とした。沈殿物を

再度 500 µl の分画用緩衝液に懸濁してピペッティングにより撹拌し、10,000 × g で 10

分間遠心した。沈殿物をもう一度洗浄し、上清を丁寧に取り除いた後、沈殿物を 100 µl

の RIPA buffer に懸濁し、超音波で破砕したものをミトコンドリア分画として得た。 

タンパク質濃度は RC DC Protein Assay Kit （Bio-Rad Laboratories）を用いてマイクロ

プレートリーダーで測定した。このサンプルをローディングバッファー（50 mM 

Tris-HCl、2% SDS、12.5% glycerol、0.01% bromophenol blue、100 mM DTT、pH 6.8）で

溶解し、95°C で 5 分間処理してタンパク質を失活させた。等量のサンプルをポリアク

リルアミドゲルにアプライし、電気泳動により分離後、PVDF メンブレンに転写した。

抗原抗体反応では Tris buffered saline（137 mM NaCl、20 mM Tris-HCl、pH 7.6）に Tween-20

を 0.1%溶解したもの（TBST）を緩衝液として用いた。メンブレンを 5%スキムミルク

含有 TBST 中で室温で 30 分間ゆるやかに振盪し、さらに 1%スキムミルクと一次抗体を

含む TBST 中で 4°C で一晩ゆるやかに振盪した。メンブレンを TBST で 5 分間×3 回洗

浄後、1%スキムミルクと horseradish peroxidase 結合二次抗体（GE Healthcare）を含む

TBST 中で室温で 1 時間ゆるやかに振盪した。メンブレンを TBST で洗浄後（5 分間×3

回）、抗体は ECL Prime（GE Healthcare）を用いて発光させ、デジタルカメラ（Liponics）

を用いて発光画像を取得した。用いた一次抗体を次表に示した。 
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標的蛋白 

（由来） 

一次抗体 

希釈倍率 

二次抗体 

希釈倍率 
製品番号 （製造元） 

CSE（R） 3,000 3,000 12217-1-AP （Protein Tech） 

CBS（M） 5,000 5,000 H00000875-M01 （Abnova） 

CBS（R） 4,000 3,000 14787-1-AP （Protein Tech） 

cCAT（R） 2,000 2,000 NBP1-54778 （Novus Biologicals） 

mCAT（M） 2,000 2,000 LS-B3906 （Lifespan Biosciences） 

MPST（R） 5,000 3,000 HPA001240 （Atlas Antibodies） 

GAPDH（M） 100,000 – G9295 （Abnova） 

COX IV（R） 1,000 2,000 4850 （Cell Signaling） 

R：rabbit、M：mouse。 

抗 GAPDH 抗体は horseradish peroxidase 結合型の一次抗体を用いた。 

 

E．RNA 干渉 

 

RNA 導入 1 日前に PC12 細胞を PLL コートした培養用プレートおよびディッシュに

2–3 × 10
4
 cells/cm

2の割合で播種し、5 ml 培養液中で一晩培養した。Opti-MEM Reduced 

Serum Medium （Life Technologies）500 µl に Small interfering RNA (siRNA、10 µM、Life 

Technologies)を6 µl加えた。ネガティブコントロール siRNA（Life Technologies、#4390843）

と２種類の MPST 特異的 siRNA（#4390771、ID：s140339 および s140340）を用いた。

同様に Opti-MEM Reduced Serum Medium 500 µl に Lipofectamine RNAiMAX（Life 

Technologies）を 10 µl 加え、これら 2 液を混合して室温に 20 分間静置した。この混合

液を培養液に添加し（計 6 ml）、さらに 72 時間培養し、実験に供した。 

 

F．免疫蛍光解析 
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PC12細胞およびDRG細胞はそれぞれ 200 nM、50 nMのMitoTracker Red CMXRos（Life 

Technologies）を含む培養液中で 30 分間、37°C でインキュベーションし、4%パラホル

ムアルデヒド含有 PBS 中で 30 分間、37°C 下に静置して固定した。細胞をブロッキング

バッファー（0.1% Triton X-100 および 3%牛血清アルブミン含有 PBS）中で室温で 30 分

間静置し、続いて一次抗体を含むブロッキングバッファー中で 4°C で一晩静置した。一

次抗体として抗 MPST 抗体（1:50）、抗 PGP 9.5 抗体（1:500、#ab63497、Abcam）を用

いた。細胞を 0.1% Triton X-100 含有 PBS で 5 分間×3 回洗浄後、Alexa Fluor 結合 2 次抗

体を含むブロッキングバッファー中に室温で 2 時間静置した。細胞を 0.1% Triton X-100

含有 PBS で 5 分間×3 回洗浄後、封入し、共焦点顕微鏡により蛍光画像を取得した。 

 

G．統計解析 

 

統計解析は分散分析に続いて Dunnett’s test により行った。P < 0.05 を統計的有意とした。 
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III．実験成績 

 

A．肝臓と脳における CSE と CBS を介した H2S 産生 

 

哺乳類の細胞ではCSEとCBSがH2S産生に関与する主な酵素と考えられていた（Paul 

and Snyder, 2012）。これらはビタミン B6 の活性型である pyridoxal 5’-phosphate（PLP）

依存性の酵素であり、PLP 存在下で H2S を産生するために、CSE は L-cysteine を、CBS

は L-cysteine の他に L-homocysteine や S-adenocyl-L-methionine（SAMe）などのチオール

を必要とする（図 1、Chen et al., 2004; Kabil et al., 2011）。マウス肝臓は CSE を、脳は

CBS を発現している（Ishii et al., 2004; Enokido et al., 2005）。そこでまず CSE と CBS に

よる H2S 産生活性を確認するために反応液 I（for CSE: 50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、

0.05 mM PLP、pH 8.0）と反応液 II（for CBS: 50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、10 mM 

DL-homocysteine、0.05 mM PLP、0.2 mM SAMe、pH 8.5）を用いてラット肝臓と脳の H2S

産生を測定した。肝臓タンパク質を反応液 I で処置すると H2S が生じ、この H2S 産生は

L-cysteine 濃度、PLP 濃度および pH に依存した（図 2A–C）。L-Cysteine に対する Km 値

は 2.5 mM、Vmax 値は 3.9 nmol/mg/min であり、至適 pH は 7.5–8.0 であった。この H2S

産生は CSE 阻害薬 DL-propargylglycine（PAG）を反応の 15 分前から処置することで PAG

濃度依存性（0–1 mM）に抑制された（図 2D）。一方前処置をせずに PAG を同時処置し

た時は有意な抑制効果が認められなかった。PAG は時間依存性に CSE に結合してその

酵素活性を阻害するが、その結合は L-cysteine と競合する（Abeles and Walsh, 1973）。こ

れらのことがPAGがL-cysteineと同時処置時に阻害効果を示さなかった原因と考えられ

る。 

 脳タンパク質を反応液 II で処置すると H2S が生じ、この H2S 産生は L-cysteine、

DL-homocysteine、PLP、SAMe 濃度および pH に依存した（図 3A–E）。L-Cysteine と  
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図 2 肝臓における CSEによる H2S産生 

肝臓タンパク質を反応液 I で 30 分間（A）または 1 時間（B–D）インキュベーションし

た。反応液 I の組成は（mM）50 Tris-HCl、10 L-cysteine、0.05 PLP、pH 8.0 であり、H2S

産生量は被検試薬の濃度または pH のみを変えて測定した。（A）反応液 I における H2S

産生の L-cysteine（0–50 mM）依存性。挿入図は基質濃度[S]の逆数に対する反応速度[V]

の逆数の二重逆数プロット。L-Cysteine に対する Km 値は 2.5 mM、Vmax 値は 3.9 

nmol/mg/min であった。（B、C）CSE による H2S 産生の PLP（0–100 µM、B）および pH

（6.5–9.0、C）依存性。（D）反応液 Iにおける H2S産生への CSE阻害薬 DL-propargylglycine

（PAG、1 µM–1 mM）の効果。PAG は反応開始から（w/o pre）、または反応 15 分前か

ら処置した（with pre）。データは平均値±標準誤差。n = 3。**P < 0.01 v.s. control（Dunnett’s 

test）。 
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図 3 脳における CBSによる H2S産生 

脳タンパク質を反応液 II 中で 30 分間（A、B）または 1 時間（C–F）インキュベーショ

ンした。反応液 II の組成は（mM）50 Tris-HCl、10 L-cysteine、10 DL-homocysteine、0.05 

PLP、0.2 SAMe、pH 8.5 であり、H2S 産生量は被検試薬の濃度または pH のみを変えて

測定した。（A、B）CBS による H2S 産生の L-cysteine（0–50 mM、A）および DL-homocysteine

（0–50 mM、B）依存性。挿入図は基質濃度[S]の逆数に対する反応速度[V]の逆数の二

重逆数プロット。L-Cysteine に対する見かけの Km 値、Vmax 値は 13.1 mM、18.2 

nmol/mg/min、DL-homocysteine に対する見かけの Km 値、Vmax 値は 4.4 mM、10.1 

nmol/mg/min であった。（C–E）反応液 II における H2S 産生の PLP（0–100 µM、C）、SAMe

（0–1000 µM、D）および pH（7.5–9.0、E）依存性。（F）反応液 II における H2S 産生に

対する CSE 阻害薬 PAG（1 µM–1 mM）、CAT 阻害薬 L-aspartate（Asp、10 µM–10 mM）、

非選択的 H2S 合成酵素阻害薬 aminooxyacetic acid（AOAA、0.1–100 µM）の効果。PAG

は反応 15 分前から処置し、L-aspartate と AOAA は反応中のみ処置した。データは平均

値±標準誤差。n = 3。*P < 0.05、**P < 0.01 v.s. control（Dunnett’s test）。  
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DL-homocysteineに対する見かけのKm値はそれぞれ 13.1 mMと 4.4 mM、Vmax値は 18.2 

nmol/mg/min と 10.1 nmol/mg/min であり、至適 pH は 8.5 であった。この H2S 産生は非

特異的 H2S 合成酵素阻害薬 aminooxyacetic acid（AOAA）により抑制されたが、PAG を

前処置しても抑制されず、高濃度（10 mM）の CAT 競合基質 L-aspartate によってもお

よそ 30%程度しか抑制されなかった（図 3F）。L-Aspartate は L-cysteine と同濃度用いた

場合は CAT を介した H2S 産生をおよそ 80%抑制すると報告されていることから

（Shibuya et al., 2009）、本実験で認められた L-aspartate による弱い抑制は非選択的な効

果と考えられる。 

 

B．末梢神経系の H2S 産生に対する CSE と CBS の関与 

 

末梢一次知覚ニューロンの細胞体は脊髄の後根神経節（DRG）に存在する。また副腎

髄質由来細胞株である PC12 細胞は、NGF 処置により神経様突起伸長を示し、末梢神経

細胞モデルとして用いられている。そこで本研究では DRG と未分化および NGF 分化

PC12 細胞を用い、末梢神経系における H2S 産生機序について検討した。まず PC12 細

胞と DRG の H2S 産生に対する CSE と CBS の寄与について検討した。ウエスタンブロ

ット解析のデータが示すように、CSE は肝臓に発現していたが、脳、PC12 細胞、DRG

には発現していなかった（図 4A）。これらの組織や細胞の CSE による H2S 産生を調べ

たところ、顕著な H2S 産生が肝臓で認められたが、脳、PC12 細胞、DRG の H2S 産生は

わずかであった（図 4B）。一方、CBS は用いたすべての細胞、組織で発現しており、PC12

細胞と DRG の CBS 発現量は脳のおよそ 3 分の 1 であった（図 4C）。しかし、CBS を介

した H2S 産生を測定したところ、CSE 活性が認められなかった脳からは H2S が生じた

が、PC12 細胞と DRG はほとんど H2S を産生しなかった（図 4D）。高濃度（20 mM）の

L-cysteine と DL-homocysteine を用いても PC12 細胞と DRG では顕著な H2S 産生は認め 
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図 4 PC12細胞と DRGの CSEと CBS活性 

肝臓、脳、未分化 PC12 細胞（−）、NGF 分化 PC12 細胞（+）および DRG における CSE

と CBS の発現量と H2S 産生活性。（A、C：上図）CSE（43 kDa）、CBS（63 kDA）およ

び GAPDH（37 kDa）のウエスタンブロット解析。（A、C：下図）CSE または CBS のバ

ンドの GAPDH のバンド濃度に対する相対的濃度。（B、D）反応液 I（B）および II（D）

における H2S 産生量。反応液 I の組成は（mM）50 Tris-HCl、10 L-cysteine、0.05 PLP、

pH 8.0 であり、反応液 II は 10 L-cysteine、10 DL-homocysteine、0.05 PLP、0.2 SAMe、

pH 8.5 であった。データは平均値±標準誤差。n = 3。 
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られなかった（データは示さない）。以上の結果から、末梢神経系の H2S 産生に対する

CSE と CBS の関与は極めて低いことが示唆された。 

 

C．末梢神経系の H2S 産生に対する CAT/MPST の関与 

 

続いて CAT と MPST を介した第 3 の H2S 産生経路について検討した。ウエスタンブ

ロットの結果が示すように cytosolic（c）CAT、mitochondrial（m）CAT および MPST の

全てが脳、PC12 細胞および DRG に発現していた（図 5A）。脳と比較すると cCAT の発

現量は PC12 細胞と DRG で低かったが、mCAT の発現量は PC12 細胞は脳と同程度であ

り、DRG は比較的高かった（図 5B）。また本実験で用いた抗 MPST 抗体は、ラット MPST

の分子量（33 kDa）と同程度の大きさの、２つの異なるタンパク質を認識した（図 5A）。

脳と比較すると、高分子量タンパク質の発現レベルは PC12 細胞の方が比較的高かった

が、低分子量タンパク質については逆に低かった（図 5B）。DRG では両タンパク質の

発現レベルは脳でのそれと同程度であった。 

CAT は α-ketoglutarate（α-KG）存在下で L-cysteine を 3-mercaptopyruvate（3MP）に変

換し、さらに還元剤存在下で MPST が 3MP から H2S を合成する（図 1）。そこで反応液

I に α-KG（0.3 mM）と還元剤 dithiothreitol（DTT、1 mM）を加え（反応液 III）、H2S 産

生を測定した。その結果、脳だけでなく PC12 細胞と DRG でも相当量の H2S 産生が認

められた（図 5C）。PC12 細胞と DRG の H2S 産生量は肝臓の CSE または脳の CBS によ

る H2S 産生量と同程度であった（図 4、5）。これらの結果から、PC12 細胞と DRG では

CAT/MPST が CSE や CBS に比べはるかに高い H2S 産生活性をもつと考えられた。 

そこで PC12 細胞と DRG で認められた顕著な H2S 産生が、CAT/MPST を介したもの

であるかさらなる検討を行った。ここまでの実験から未分化 PC12 細胞、NGF 分化 PC12

細胞および DRG の、酵素発現および H2S 産生活性がほぼ同じであったため、この実験 
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図 5 PC12細胞と DRGの CAT/MPST活性 

脳、未分化 PC12 細胞（−）、NGF 分化 PC12 細胞（+）および DRG における cytosolic（c）

CAT、mitochondrial（m）CAT、MPST の発現量と CAT/MPST を介した H2S 産生活性。（A）

cCAT（46 kDa）、mCAT（46 kDa）、MPST（33 kDa）および GAPDH（37 kDa）のウエス

タンブロット解析。（B）各酵素のバンドの、GAPDH のバンド濃度に対する相対的濃度。

MPST は 2 つのバンド（large と small）が認められた。（B）反応液 III における H2S 産

生量。反応液 III の組成は（mM）50 Tris-HCl、10 L-cysteine、0.05 PLP、0.3 -KG、1 DTT、

pH 8.5 であった。データは平均値±標準誤差。n = 3。 
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では、未分化型の PC12 細胞のみを用いた。DTT 存在下における PC12 細胞の H2S 産生

は α-KG 無しでは極めてわずかであったが、α-KG（0.01–1 mM）の濃度依存性に大きく

増加した（図 6A）。同様に、H2S 産生は DTT（0.1–10 mM）および内因性還元剤の

dihydrolipoic acid（DHLA、0.1–3 mM）の濃度依存性に増加したが、これらの還元剤が

無くてもある一定の H2S 産生は認められた（図 6B、C）。また PC12 細胞の H2S 産生は

PLP 濃度にも依存し、30 µM で最大活性を示した（図 6D）。 

CATはAST／GOTと同一の酵素であり、L-aspartateやoxaloacetateにも親和性をもつ。

そこで PC12 細胞の H2S 産生に対する L-aspartate、oxaloacetate、AOAA（非特異的 H2S

合成酵素阻害薬）および PAG（CSE阻害薬）の効果を調べたところ、H2S産生は L-aspartate

（0.1–10 mM）、oxaloacetate（10 µM–10 mM）および AOAA（0.1–100 µM）の濃度依存

性に抑制された（図 7）。一方、PAGは肝臓のCSE依存性H2S産生を抑制した濃度（1 µM–1 

mM）では PC12 細胞の H2S 産生に効果を示さなかった（図 7）。以上の結果から PC12

細胞の顕著な H2S 産生は CAT を介していることが示唆された。 

次に末梢神経系の H2S 産生における MPST の関与を調べた。現在、有効な MPST 特

異的阻害薬が無いことから、RNA 干渉による MPST mRNA 発現抑制の効果について検

討した。前述したように、抗 MPST 抗体は 2 つの異なるサイズのタンパク質を認識した

（図8A）。高分子タンパク質の発現は2種類のMPST特異的 siRNAのうち一方（siMPST-1）

には抑制されなかったが、他方（siMPST-2）では抑制された（図 8A、B）。低分子タン

パク質の発現はどちらの siRNA によっても大きく抑制され、その抑制の程度は 2 つの

siRNA で同程度であった（図 8A、B）。L-Cysteine または 3MP からの H2S 産生は、どち

らの siRNA の導入によっても有意に抑制された（図 8C、D）。以上を総括すると、末梢

神経系では CAT と MPST を介して H2S が産生されることが明らかとなった。 
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図 6 PC12細胞の H2S産生に対する CATとMPSTの関与 

PC12 細胞の H2S 産生の-KG（0.01–1 mM、A）、DTT（0.1–10 mM、B）、dihydrolipoic acid

（DHLA、0.1–3 mM、C）および PLP（0–100 µM、D）依存性。PC12 細胞の溶解タンパ

ク質を、被検物質の濃度のみ変えた反応液 III（50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、0.05 

mM PLP、0.3 mM -KG、1 mM DTT、pH 8.5）でインキュベーションした。DHLA の効

果の検討では DTT を除いた反応液を除いた。各ポイントは平均値±標準誤差。n = 3。 
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図 7 PC12細胞の H2S産生に対する H2S合成酵素阻害薬と競合基質の効果 

PC12 細胞の H2S 産生に対する CSE 阻害薬 PAG（1 µM–1 mM）、非特異的 H2S 合成酵素

阻害薬 AOAA（0.1–100 µM）、CAT 競合基質 L-aspartate（0.1–10 mM）および oxaloacetate

（10 µM–10 mM）の効果。PC12 細胞の溶解タンパク質を各物質を含む反応液 III（50 mM 

Tris-HCl、10 mM L-cysteine、0.05 mM PLP、0.3 mM -KG、1 mM DTT、pH 8.5）でイン

キュベーションした。H2S 産生量は各物質非存在下での産生量に対する割合（%）で示

した。PAG のみ反応 15 分前から前処置した。各ポイントは平均値±標準誤差。n = 3。

**P < 0.01 v.s. control（Dunnett’s test） 
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図 8 PC12細胞の H2S産生に対するMPSTノックダウンの効果 

PC12 細胞にネガティブコントロール siRNA（siControl）または MPST 特異的 siRNA

（siMPST-1 または siMPST-2）を遺伝子導入し、72 時間後に酵素発現量と H2S 産生量を

測定した。（A）siRNA 導入後の MPST と GAPDH のウエスタンブロット解析。（B）MPST

の 2 つのバンド（a と b）の GAPDH のバンド濃度に対する相対的濃度。数値はコント

ロール比。（C、D）RNA 干渉による、L-cysteine（C）または 3MP（D）を基質とした時

の H2S 産生に対する効果。PC12 細胞の溶解タンパク質をそれぞれ反応液 III（50 mM 

Tris-HCl、10 mM L-cysteine、0.05 mM PLP、0.3 mM -KG、1 mM DTT、pH 8.5）および

IV（50 mM Tris-HCl、0.1 mM 3MP、1 mM DTT、pH 8.5）でインキュベーションした。

データは平均値±標準誤差。n = 3。**P < 0.01 v.s. control（Dunnett’s test）。 
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D．MPST の細胞内局在 

 

H2S が末梢神経細胞においてどの細胞内小器官で産生されるかを特定するため、PC12

細胞と培養 DRG ニューロンにおける MPST の細胞内局在を共焦点免疫蛍光解析により

調べた。MPST は、未分化、NGF 分化 PC12 細胞および DRG ニューロンのいずれにお

いても点状の染色像を示し、その分布様式はミトコンドリアマーカーである Mito 

Tracker Red CMXRos の染色像と一致した（図 9A）。DRG 細胞のうち神経マーカーであ

る抗 PGP 9.5 抗体で染色されたものをニューロンと同定した（図 9A）。 

さらに MPST の局在を細胞分画を用いたウエスタンブロット解析によって調べた（図

9B）。PC12 細胞と DRG では、抗 MPST 抗体で認識された 2 つのタンパク質のうち高分

子量タンパク質はミトコンドリアに限局していた。一方、低分子量タンパク質は細胞質

とミトコンドリアの両方に発現していたが、ミトコンドリアにより高度に発現していた。 

 

E．CAT/MPST による H2S 産生の特性 

 

さらに、PC12 細胞の CAT/MPST による H2S 産生の特性について調べた。CAT/MPST

による H2S 産生は至適 pH を 9.0 とする bell-shape 状の pH 依存性を示した（図 10）。ミ

トコンドリアの生理的 pH とされる 8.0 付近での H2S 産生量は、肝臓の CSE や脳の CBS

による H2S 産生量と同程度であり、pH 8.0 から 9.0 へのアルカリ化によりさらに増加し

た。 

CAT/MPST による H2S 産生量は反応開始から少なくとも 30 分間は、反応時間と直線

的比例関係にあった（図 11A）。30 分間での反応でカイネティクス解析したところ、PC12

細胞における、L-cysteine に対する見かけの Km 値は 9.2 mM であり、Vmax 値は 9.6 

nmol/mg/min であった（図 11B）。 
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図 9 PC12細胞と DRGニューロンにおけるMPSTの局在 

（A）未分化、NGF 分化 PC12 細胞および DRG ニューロンにおける MPST（グリーン）

とミトコンドリア（マゼンタ）の分布を示す典型的な二重染色画像。各細胞を抗 MPST

抗体とミトコンドリアマーカーMitoTracker Red CMXRos を用いて蛍光染色し、共焦点

顕微鏡で解析した。DRG ニューロンは神経マーカーの抗 PGP 9.5 抗体を用いて特定し

た（シアン）。（B）PC12 細胞と DRG の、細胞質とミトコンドリア画分のウエスタンブ

ロット解析。GAPDH（37 kDa）と COX IV（15 kDa）をそれぞれ細胞質とミトコンドリ

アマーカーとした。 
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図 10 CAT/MPSTによる H2S産生の pH依存性 

PC12 細胞を pH を変えた反応液 III（50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、0.05 mM PLP、

0.3 mM -KG、1 mM DTT）でインキュベーションした。pH 7.5–8.5 は Tris-HCl 緩衝液

を用い、pH 9.0–10.0 は Borate-KOH 緩衝液を用いて調整した。 
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図 11 CAT/MPSTによる H2S産生の L-cysteine依存性 

（A）PC12 細胞の CAT/MPST を介した H2S 産生の経時変化。CAT/MPST を介した H2S

産生量は反応液 III（50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、0.05 mM PLP、0.3 mM -KG、

1 mM DTT、pH 8.5）を用いて測定した。（B）PC12 細胞の CAT/MPST を介した H2S 産

生の L-cysteine 依存性。PC12 細胞の溶解タンパク質を任意の L-cysteine 濃度を含んだ反

応液 III で 30 分間インキュベーションした。挿入図は基質濃度[S]の逆数に対する反応

速度[V]の逆数の二重逆数プロット。L-Cysteineに関する見かけのKm値は 9.2 mM、Vmax

値は 9.6 nmol/mg/min であった。各ポイントは平均値±標準誤差。n = 3。 
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IV．考察 

 

本研究では末梢神経系のH2S産生に対する3種類の反応経路の寄与について比較検討

を行った。PC12 細胞と DRG では CSE は検出されず、CBS の発現量は脳に比べて低か

った。また CSE と CBS を介した H2S 産生もほとんど認められなかった。一方、PC12

細胞と DRG では CAT と MPST が発現しており、これらの酵素による H2S 産生活性は

顕著で、アルカリ化でさらに H2S 産生量が増加した。MPST はミトコンドリアに局在し

ており、ミトコンドリア内の代謝や pH 変化が末梢神経系の H2S 産生に影響を与えるこ

とが示唆された。 

 

末梢神経系の H2S産生に対する CAT とMPSTの寄与 

CAT/MPST が末梢神経系の主要な H2S 産生経路であることが、以下に述べる実験結果

により示された。まずウエスタンブロット解析によって PC12 細胞と DRG に cCAT、

mCAT および MPST の全てが発現することがわかった。さらに L-cysteine からの H2S 産

生は CAT の共基質である-KG非存在下ではほとんど見られず、CAT阻害薬の AOAA、

L-cysteine の CAT への結合に拮抗する L-aspartate と oxaloacetate、および MPST の RNA

干渉により抑制された。カイネティクス解析では、PC12 細胞の CAT/MPST による H2S

産生は、肝臓の CSE や脳の CBS による H2S 産生と同等の Vmax 値を示した。これらの

知見は、末梢神経系では CAT/MPST が他組織の CSE と CBS に代わって主要な H2S 産生

経路として機能していることを示唆している。MPST は H2S の生成に還元剤を必要とす

るが、PC12 細胞では DTT 等の還元剤非存在下でも相当量の H2S が生じた。細胞内に存

在する還元性タンパク質チオレドキシンや還元剤 DHLA、さらに L-cysteine などは還元

的にMPSTによるH2S生成を促進すると考えられており（Mikami et al., 2011; Yadav et al., 

2013）、これら内因性物質や添加した L-cysteine が DTT 非存在下の H2S 産生に寄与して
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いたのかもしれない。 

 PC12 細胞と DRG のウエスタンブロット解析では、今回使用した抗 MPST 抗体は 35 

kDa 付近に 2 種類の異なるタンパク質を認識した。RNA 干渉により低分子側のタンパ

ク質発現が 80%減少した時、高分子側のタンパク質発現が減少していなくても 3MP か

らの H2S 産生は 50%以上低下した。DNA Databank of Japan（DDBJ）ではラット MPST

として登録されているのは分子量 33 kDa の転写産物だけであり、低分子側の MPST が

これと一致すると思われる。しかし Flannigan ら（2013）は、別の会社の抗 MPST 抗体

を用いて、ラット結腸で同様に二重のバンドを検出しており、炎症条件で高分子側のバ

ンドと H2S 産生が共に増加することも報告している。そのため、今回認められた高分子

側のバンドは、これまで登録されていない MPST のスプライスバリアントや、あるいは

MPST の何らかの修飾型の可能性もある。 

 

末梢神経系の H2S産生に対する CSE と CBSの関与 

PC12 細胞と DRG では CSE 発現は検出されず、H2S 産生活性は低かった。一方、CBS

は発現が検出されたが、その活性化に最適な反応液を用いたにも関わらず、H2S 産生は

極めてわずかであった。そのため CSE と CBS は末梢神経系の H2S 産生に関与していな

いと結論付けた。PC12 細胞と DRG で CBS の H2S 産生活性が低いのは発現量が低いた

めと考えられる。次章で詳しく述べるが、脳ではアストロサイトに CBS が発現してお

り（Enokido et al., 2005）、本実験で見られた脳の高い CBS 発現量と H2S 産生量は、神経

ではなくアストロサイトによるものと考えられる。PC12 細胞において、L-cysteine 単独

からでも H2S が生じ、さらにこの反応が AOAA で抑制されることから、CBS を介して

H2S が産生されるとの報告もある（Tang et al., 2011）。しかし、CBS は homocysteine や

SAMe が欠如した条件下では効率的に H2S を生成しない（Chen et al., 2004; Kabil et al., 

2011）。また AOAA はしばしば CBS 特異的阻害薬として使用されているが、CBS 以外
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の PLP 依存性酵素に対しても非特異的な抑制効果を示し、CSE や CAT の他に GABA ア

ミノ基転移酵素、DOPA 脱炭酸酵素への抑制効果が報告されている（John and Charteris, 

1978; Asimakopoulou et al., 2013）。それゆえ、CBS が PC12 細胞の H2S 産生に関与してい

るという以前の報告は懐疑的である。本研究の方法の項で記述したように、H2S 量測定

時に L-cysteine を添加する場合、適切な補正を行わないと H2S 産生を過大評価する可能

性がある。これが本研究結果と以前の報告（Tang et al., 2011）との相違の理由の一つと

思われる。ストレス誘発性の痛覚過敏では、CBS を介して生じた H2S が DRG ニューロ

ンの Na
+チャネルを感作しているという報告もあるが、これもチャネルの感作が AOAA

により抑制されるという事実のみに基づいている（Wang et al., 2012; Hu et al., 2013）。さ

らに現在、DRG ニューロンが CBS を介して H2S を産生することも示されていない。 

 

末梢神経系における CAT/MPSTの生理学的・病態生理学的役割 

免疫蛍光法と細胞分画を用いたウエスタンブロット解析から、PC12 細胞と DRG ニュ

ーロンでは MPST は主にミトコンドリアに分布することが明らかとなった。これらの細

胞では、H2S は多くがミトコンドリアで産生されると考えられる。CAT は AST／GOT

と同一の酵素で、ミトコンドリアでは malate-aspartate shuttle の構成要素として

oxaloacetate から aspartate への変換を行っている（Mckenna et al., 2006）。ミトコンドリ

ア内の aspartate と oxaloacetate の濃度はそれぞれ 0.2–0.3 mM と 0.002–0.005 mM と報告

されているが（Siess et al., 1984）、cysteine は 0.1–1.0 mM（Yao et al., 1994; Fu et al., 2012）、

α-KG は 1.1–1.6 mM（Siess et al., 1984）であることを考慮すると、ミトコンドリア型 CAT

は生理的環境下の H2S 生成に寄与していることが示唆される。近年、Módis ら（2013）

は MPST により生じた H2S が、電子をミトコンドリア呼吸鎖に供与することで、µM 以

下の低濃度で ATP 合成を促進することを示した。ゆえに CAT と MPST は H2S 産生を介

して ATP 合成調節に関与しているのかもしれない。H2S はまた酸化的リン酸化の副生成
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物でもある活性酸素種を直接不活化させることも報告されている（Whiteman et al., 

2004; 2005）。さらに神経細胞株 Neuro2a 細胞における mCAT と MPST の過剰発現はグ

ルタミン酸の興奮毒性を抑制する（Kimura et al., 2010）。そのため CAT/MPST により産

生された H2S は神経細胞を保護する分子として働いている可能性がある。PC12 細胞の

H2S産生は pH 8.0で十分に高く、さらに pH 8.0から 9.0への上昇に伴い顕著に増加した。

ミトコンドリアマトリックスの pH は通常 8.0 付近で、膜を介したプロトン勾配により

細胞質より高く維持されており、またミトコンドリア呼吸に応じ律動的な上昇も示す

（Casey et al., 2010; Santo-Domingo et al., 2013）。さらにグルタミン酸やアポトーシス惹

起性刺激（紫外線照射など）はミトコンドリア pH を 8.5 またはそれ以上に上昇させる

（Llopis et al., 1998; Matsuyama et al., 2000; Abad et al., 2004）。そのため CAT/MPST を介

した H2S 産生は、ミトコンドリア内の生理的および病態生理的な pH 変化によって調節

されているのかもしれない。 

末梢神経系の H2S 産生は基質アミノ酸濃度変化によっても調節されうる。細胞内

cAMP 濃度が上昇すると glutathione の分解が促進され cysteine 濃度が増加する（Higashi 

et al., 1976）。また飢餓や虚血といった代謝ストレスは oxaloacetate と aspartate レベルを

減少させる（Williamson et al., 1967; Hems and Brosnan, 1971）。Aspartate 濃度の減少はミ

トコンドリアのアスパラギン酸グルタミン酸輸送体の機能不全によっても生じること

が報告されている（Jalil et al., 2005）。生体内ではこれらの多岐にわたる生理的、病態生

理的刺激が末梢神経系の CAT/MPST を介した H2S 産生を増加させる可能性がある。H2S

は脂溶性が高く自由に細胞膜を透過する（Mathai et al., 2009）。そのため知覚神経で過剰

量に産生された H2S が、自己分泌または傍分泌的に TRPA1（Miyamoto et al., 2011）や

T-type Ca
2+チャネル（Takahashi et al., 2010; Okubo et al., 2011）を活性化し、痛みや知覚

過敏を誘発しているのかもしれない。
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第 2 章 中枢神経系における H2S 産生機序 

 

I．緒論 

 

H2S は哺乳動物の体内で CSE、CBS または CAT と MPST の共役により L-cysteine か

ら生成される。筆者らは、H2S が知覚ニューロンに発現する痛み受容体 TRPA1 を活性

化すること、また知覚ニューロンなどの末梢神経系では CAT/MPST を介して H2S が産

生されることを示し（前章）、過剰な H2S 産生が末梢神経系で痛みの発生に関与する可

能性を提示してきた（Miyamoto et al., 2011; 2014）。一方、中枢神経系では内因性に生じ

た低濃度の H2S が、抗酸化物質や抗炎症物質として機能することが多くの研究で示唆さ

れている（Szabó, 2007; Kimura, 2014）。さらに、投与した外因性 H2S が治療効果を示す

ことも脊髄損傷、アルツハイマー病、パーキンソン病等の神経疾患の動物モデルで報告

されており（Kida et al., 2011; Xuan et al., 2012; Campolo et al., 2013）、H2S 徐放作用をも

つ物質を抗酸化薬や抗炎症薬として臨床応用しようとする試みも行われている

（Caliendo et al., 2010; Barr and Calvert, 2014）。 

 前章で示したように、末梢神経系とは異なり中枢神経系では CBS が H2S 産生に寄与

していた。CBS は L-cysteine と L-homocysteine を縮合して L-cystathionine を合成する過

程で H2S を産生するため（Kimura, 2014）、CBS の活性化により体内の L-homocysteine

量は減少する。CBS の先天異常患者では高ホモシステイン血症と重度の神経機能不全が

認められる。そのため CBS は H2S 合成酵素としてよりもホモシステイン代謝酵素とし

て以前より多くの研究の対象となってきた（Mudd et al., 1964; Beard and Bearden, 2011）。

また高ホモシステイン血症は、脊髄損傷、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病など、

偶発的、遅発的神経疾患の共通の症状でもある（Seshadri et al., 2002; Lee et al., 2006; 

Valentino et al., 2010）。近年 homocysteine の神経毒性に加え、H2S の神経保護作用が明ら
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かにされつつあり（Mattson and Shea, 2003; Kimura, 2014）、後天的な CBS 欠損による

homocysteine 濃度の増加と H2S 産生量の低下の両者が、これら疾患の進行や増悪に深く

関わっている可能性がある。 

 Enokido ら（2005）はマウス脳では CBS がアストロサイトに発現し、カイニン酸誘発

性のてんかんで発現量が増加することを示した。また epidermal growth factor や膜透過

性 cAMP 類似体が培養アストロサイトの CBS 発現を増加させることを示し、成長因子

や cAMP が病態時の CBS 発現増加のメディエーターであることを示唆した。しかしな

がら、生理的な CBS 発現がどのように維持されているか、またどのような条件下でそ

れが損なわれるかについては全くわかっていない。 

興味深いことに、アストロサイトの形態やいくつかの機能的タンパク質の発現はニュ

ーロンにより調節される。例えば、アストロサイトの形態は単独培養時には多角形状で

あるが、ニューロンとの共培養により星状へと変化する（Hatten, 1985）。またアストロ

サイトのグルタミン酸トランスポーターGLT-1 の発現は、アストロサイト単独培養下で

消失し、ニューロンとの共培養により回復する（Swanson et al., 1997; Schlag et al., 1998）。

さらに Rouach ら（2000）は、ニューロン存在下におけるアストロサイトのコネキシン

発現が、Na
+チャネルやグルタミン酸受容体阻害により低下することから、その発現が

神経活動依存的に調節されることを示した。注目すべきは、脊髄損傷や筋萎縮性側索硬

化症、アルツハイマー病などの神経疾患では病変部位において神経死が起こっており、

高ホモシステイン血症を伴うことである（Mattson, 2000; Oyinbo, 2011）。しかし、これ

までホモシステイン蓄積がニューロンに及ぼす影響については研究が行われてきたが、

ニューロンの喪失がホモシステイン蓄積をもたらす可能性については調べられていな

い。 

 本研究では、ニューロンによるアストロサイト CBS への生理的寄与を明らかにする

ため、ニューロンとアストロサイトの構成比が異なる共培養系を作製し、CBS 発現量と
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H2S 産生活性を評価した。本章ではアストロサイトの CBS 発現量とその活性がニュー

ロンの欠失により減少し、またそれらの減少がニューロンとの共培養や膜透過性 cAMP

類似体の処置により回復することを示す。 
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II．実験方法 

 

本研究は、北海道大学の動物実験に関するガイドラインに従って行った（実験計画書

番号：13-0029、14-0111）。実験には妊娠ラット（妊娠 16 日、日本クレア）と自家繁殖

した Wistar 系新生ラット(雌雄、P0–7 日齢)を用いた。繁殖に用いた親ラットは日本クレ

アより購入した。 

 

A．細胞培養 

 

A—1）脊髄アストロサイト培養系の作製 

 

アストロサイトは McCarthy と deVellis（1980）が確立した方法に従って得た。断頭に

より安楽殺後、脊髄を P0–3 ラットより摘出し、髄膜を丁寧に除去した。脊髄組織をパ

パイン（10 U/ml、Worthington）と DNase（0.1 mg/ml）を含む HBSS で 37°C で 20 分間

インキュベーションし、緩やかにピペッティングして細胞を分離した。得られた細胞を

10% FBS、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin を含む DMEM/Ham’s F12 中に懸濁

し PLL コートした培養フラスコに 5 × 10
4
 cells/cm

2の密度で播種した。細胞がコンフル

エンスに達したところで（播種 7–8 日後）、フラスコを 37°C 、250 rpm で一晩振盪し、

アストロサイト以外の細胞（ミクログリア、オリゴデンドロサイト）を剥離した。接着

したまま残った細胞をトリプシン処置で剥がした後、PLL コートしたフラスコまたはカ

バーガラスに 2 × 10
4
 cells/cm

2の密度で再度播種した。さらに 3–10 日間細胞を培養し、

これを培養アストロサイトとして用いた。アストロサイトマーカーの glial fibrillary 

acidic protein（GFAP）に対する抗体を用いた免疫蛍光解析により、およそ 90%の細胞が

GFAP陽性アストロサイトであることを確かめた。培養液は1週間に2回半量交換した。
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Dibutyryl cAMP（dbcAMP、Sigma Aldrich）と epidermal growth factor（EGF、Life Technologies）

を処置する場合は 80–90%コンフルエンスのアストロサイトに添加し、培養液は 2 日に

1 回これらを含む新鮮な培養液と全量交換した。 

 

A—2）脊髄ニューロン培養系および脊髄細胞混合培養系の作製 

 

イソフルラン過剰吸入により妊娠ラットを安楽殺後、胚齢 16 日（E16）の胎児ラット

を取り出した。上述のように脊髄を胎児ラットより摘出し、パパインと DNase でイン

キュベーションした。脊髄組織を 1 × B-27 supplement（Life Technologies）、2 mM 

L-glutamine、2% horse serum、100 U/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin を含む Neurobasal 

medium（Life Technologies）中に懸濁した。ピペッティングにより細胞を分離し、PLL/

ラミニンコートした培養フラスコまたはカバーガラスに 5 × 10
4
 cells/cm

2の密度で播種

した。脊髄ニューロン培養系、脊髄細胞混合培養系を得るため、それぞれ播種 2 日また

は 7日後に、DNA複製を阻害してグリア細胞の増殖を抑制する cytosine arabinoside（AraC、

1 µM、Sigma Aldrich）を培養液に添加した。培養液は 1 週間に 2 回、AraC（1 µM）を

含む新鮮な培養液と半量交換した。14 日目の各培養系の細胞構成はアストロサイトマ

ーカーの GFAP と神経マーカーの microtubule-associated protein 2（MAP-2）に対する抗

体を用いて免疫蛍光法により調べた。脊髄ニューロン培養系では GFAP 陽性細胞と

MAP-2 陽性細胞はそれぞれ 11 ± 7%、62 ± 9%であり、脊髄細胞混合培養系ではそれぞ

れ 28 ± 2%、36 ± 10%であった（平均±標準偏差、3 度の顕微鏡観察による）。 

 

A—3）脊髄ニューロン／アストロサイト共培養系の作製 

 

ニューロンとアストロサイトの共培養系は先行研究（Koulakoff et al., 2008）に一部修
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正を加えた方法に従って作製した。胎児（E16）ラットの脊髄細胞を上述したように酵

素を用いて分離し、予め用意した 70–80%コンフルエンスの新生ラット由来培養アスト

ロサイトに 5 × 10
4
 cells/cm

2の密度で直接播種した。播種 1 日前にアストロサイトの培

養液はニューロン用培養液に替えた。アストロサイトの増殖を抑制するため、胎児脊髄

細胞の播種 2 日後に AraC（1 µM）を培養液に添加した。培養液は 1 週間に 2 回、AraC

（1 µM）を含む新鮮な培養液と半量交換した。 

 

B．CBS 活性測定 

 

CBS の H2S 産生活性測定は１章で記述した方法に準じて行った。細胞および組織溶

解タンパクを反応液 II（50 mM Tris-HCl、10 mM L-cysteine、10 mM DL-homocysteine、

0.05 mM PLP、0.2 mM SAMe、pH 8.5）で 1 時間 37°C でインキュベーションし、メチレ

ンブルー法により、生じた H2S 量を測定した。 

 

C．ウエスタンブロット法 

 

１章に準じる。先述したものの他に以下の一次抗体を用いた。 

 

標的蛋白 

（由来） 

一次抗体 

希釈倍率 

二次抗体 

希釈倍率 
製品番号 （製造元） 

CBS（R） 4,000 3,000 14787-1-AP （Protein Tech） 

PGP 9.5（C） 50,000 50,000 Ab63497 （Abcam） 

GFAP（M） 4,000 3,000 11051 
（Immuno-Biological 

Laboratories） 

Vimentin（R） 20,000 10,000 5741 （Cell Signaling） 

R：rabbit、C：chicken、M：mouse。 
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D．免疫蛍光解析 

 

脊髄を P5–7 ラットより摘出し、4%パラホルムアルデヒド含有 PBS 中で一晩、4°C 下

で振盪して固定した。さらにパラフィン包埋した後、3 µm 厚の切片にスライスし、

Tris-HCl buffer（20 mM、pH 9.0）中で 15 分間 105°C でオートクレーブ処理することに

より抗原賦活化を行った。培養細胞は−20°C のメタノールに 1 分間浸して固定し、その

後 PBS で洗浄した（5 分間 × 3 回）。次いで 10%ヤギ血清を加えた 0.1% Triton X-100 含

有 PBS（PBST）中で室温、30 分間静置し、続いて一次抗体を加えた 1%ヤギ血清含有

PBST 中で 4°C、一晩静置した。細胞または組織を PBS で洗浄した後（5 分間 × 3 回）、

AlexaFluor 結合二次抗体（1:500）を加えた 1%ヤギ血清含有 PBST 中で室温、30 分間静

置した。PBS で洗浄後、細胞と組織を封入し、共焦点顕微鏡で蛍光解析した。脊髄切片

には抗 CBS（1:500）、抗 GFAP（1:100）、抗 β-III tubulin（Tuj-1、1:10,000、mouse、Abcam、

#ab14545）抗体を、培養細胞には抗 CBS（1:200）、抗 GFAP（1:50）、抗 MAP-2（1:2,000、

chicken、Abcam、#ab5392）抗体を一次抗体として用いた。AlexaFluor 488、555、647

をそれぞれ rabbit、mouse、chicken 由来一次抗体に対して使用した。 

 

E．RT-PCR 法 

 

培養細胞と脊髄からの全 RNA 抽出は TRI reagent（Sigma）を用い、添付の使用説明

書の手順に従って行った。RNA サンプルを cDNA 合成キット（ReverTra Ace、東洋紡）

を用いて逆転写し、得られた cDNA は Taq ポリメラーゼ（Takara Ex Taq、Takara）を用

いて増幅した。用いたプライマーは次表の通りである。PCR の行程は 98°C10 秒、55°C 

30 秒、72°C 30 秒を 35 サイクルで行った。 
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遺伝子 forward reverse 

CBS 5’-ATGCTGCAGAAAGGCTTCAT-3’ 3’-GGTAGTCTGCTTCAGACGTT-5’ 

β-actin 5’-TGTCACCAACTGGGACGATA-3’ 3’-ACCCTCATAGATGGGCACAG-5’ 

 

F．統計解析 

 

二群間の統計解析は unpaired Student’s t-test により行った。多群間の統計解析は分散

分析に続いて Dunnett’s test または Tukey’s test により行った。P < 0.05 を統計的有意とし

た。 
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III．実験成績 

 

A．培養脊髄アストロサイトにおける CBS 発現と H2S 産生活性 

 

中枢神経系のCBSはアストロサイトに局在することが報告されている（Enokido et al., 

2005）。そこでまず CBS 活性測定用反応液 II を用い、新生ラットの脊髄組織とそこから

分離した培養アストロサイトにおける CBS の H2S 産生活性を調べた。ラット脊髄では

CBS による顕著な H2S 産生が認められたが、培養アストロサイトの H2S 産生量はごく

わずかであった（図 12A）。そこで新生ラット脊髄とアストロサイトの分離培養過程に

おける CBS、PGP 9.5（神経マーカー）および GFAP（アストロサイトマーカー）の発

現を比較検討した。脊髄では明瞭な CBS の発現が認められた（図 12B、C）。一方、脊

髄組織から分離した培養脊髄細胞（アストロサイトとそれ以外の細胞の混合）では酵素

処理後の 7 日間で PGP 9.5 の発現レベル低下と並行して CBS 発現量が低下した。ニュ

ーロンはアストロサイト培養系作製の過程で死滅しやすく（McCarthy and deVellis, 

1980）、PGP 9.5 の減少はニューロン数の減少を反映していると考えられる。 

対照的に、アストロサイトは酵素処理後に増殖していることが顕微鏡観察により確認

された。この増殖に一致して、新生ラット脊髄組織では比較的少なかった GFAP 発現量

は、脊髄細胞では 7 日間の培養で顕著に増加した（図 12B、C）。この GFAP の発現変化

は培養脳アストロサイトにおける以前の報告に一致している（Tardy et al., 1989）。培養

7–8 日後、アストロサイト以外の細胞（ミクログリアやオリゴデンドロサイト）を除去

するため、培養細胞を含むフラスコを一晩激しく振蘯した。フラスコ底面に残った細胞

をさらに 3 日間以上培養したものを本実験では培養アストロサイトとして用いた。培養

10 日目と 14 日目、GFAP は培養アストロサイトに強く発現していたが、CBS と PGP 9.5

の発現量は低いままであった（図 12B、C）。PGP 9.5 はグリオーマ細胞にもわずかに発 
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図 12 脊髄アストロサイトにおける CBS発現と H2S産生 

（A）新生ラット（P3–7）脊髄（SC）および培養アストロサイト（AC）の CBS による

H2S 産生。H2S 産生量は組織と細胞の溶解タンパク質を CBS 活性測定用反応液 II で 1

時間インキュベーションして測定した。（B、C）新生ラット（P3–7）脊髄と培養アスト

ロサイトの分離培養過程における CBS、PGP 9.5、GFAP、GAPDH の発現変化。新生ラ

ット（P0–3）脊髄を酵素処理して脊髄細胞（mixed cells）を得た（B、C の左側矢印）。

培養 7 または 8 日目にコンフルエンスに達した後、培養アストロサイトを得るため培養

フラスコを一晩激しく振盪した（B、C の右側矢印）。（B）CBS（63 kDa、矢頭）、PGP 9.5

（25 kDa）、GFAP（50 kDa）、GAPDH（37 kDa）のウエスタンブロット解析。脊髄と培

養細胞の溶解タンパク質は同一個体から得た。（C）CBS、PGP 9.5、GFAP の発現量。各

バンド濃度を GAPDH のバンド濃度で標準化した。各棒グラフは平均値±標準誤差。n = 

3。**P < 0.01（unpaired Student’s t-test）。  
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現しており（Giambanco et al., 1991）、振盪後にも検出された PGP 9.5 はアストロサイト

が発現していた可能性がある。 

 

B．新生ラット脊髄における CBS の分布 

 

CBSのアストロサイトへの局在はマウス脳で報告されていたが（Enokido et al., 2005）、

本実験では CBS と PGP 9.5 の発現が並行して減少したことから、ラット脊髄の CBS は

アストロサイトではなくニューロンに発現している可能性が生じた。そこで新生ラット

脊髄における CBS 発現を免疫蛍光染色で解析した。脊髄において CBS 染色は繊維状に

点在しており、GFAP の染色像と一致した（図 13A）。また CBS 染色は神経マーカーの

Tuj-1 陰性細胞に限局していた（図 13B）。この結果は、脊髄の CBS がニューロンでは

なくアストロサイトに発現していることを示している。 

 

C．胎児ラット由来脊髄細胞混合培養における CBS 発現と H2S 産生活性 

 

ここまでの結果から、ニューロンの消失に伴ってアストロサイトの CBS 発現が減少

することが示された。そこで、ニューロンによるアストロサイトの CBS 発現への影響

を評価するため、培養下でもニューロンが生存可能である胎児（E16）ラットの分離脊

髄細胞を用いた。グリア細胞の増殖を抑制する cytosine arabinoside（AraC）を培養 2 日

目または 7 日目から処置し、脊髄ニューロン培養系と脊髄細胞混合培養系をそれぞれ作

製した。新生ラット由来の培養脊髄細胞とは異なり、胎児由来細胞では PGP 9.5 はどち

らの培養系でも安定して発現しており、神経の持続的な生存が確認された（図 14A）。

E16 では P0–3 と異なり、脊髄組織の CBS 発現量はわずかだった（図 14A、B）。ニュー

ロンとアストロサイトが混在している脊髄細胞混合培養系では CBS と GFAP の発現量 
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図 13 ラット脊髄における CBSの分布 

（A、B）パラフィン包埋した脊髄切片（P5–7 ラット）に抗原賦活化処置を施し、CBS、

GFAP（アストロサイトマーカー）および Tuj-1（神経マーカー）に対する抗体を用いて

免疫蛍光染色した。最下段は（A）CBS（グリーン）と GFAP（マゼンタ）および（B）

CBS（グリーン）と Tuj-1（マゼンタ）の典型的な二重染色像。ブルーカラーは DAPI

染色を示す。A と B の右図は対応する左図枠内の拡大画像である。矢印は CBS 陽性細

胞を示す。低倍率像、高倍率像のスケールバーはそれぞれ 100 µm、10 µm を示す。 

 

  



45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 脊髄細胞混合培養系と脊髄ニューロン培養系における CBS発現と H2S産生 

（A）CBS（63 kDa、矢頭）、GFAP（50 kDa）、PGP 9.5（25 kDa）、GAPDH（37 kDa）の

ウエスタンブロット解析。E16 ラットの脊髄と、図で示された期間培養した細胞を解析

に用いた。これらは同一個体から得た。Neuron & Astrocyte：脊髄細胞混合培養。

Neuron-enriched：脊髄ニューロン培養。（B）脊髄細胞混合培養系と脊髄ニューロン培養

系の CBS 発現量の経時変化。CBS 発現量はバンド濃度を GAPDH のバンド濃度で標準

化して表わした。各ポイントは平均値±標準誤差。n = 3。*P < 0.05、**P < 0.01 v.s. E16 

SC（Dunnett’s test）。（C）脊髄細胞混合培養系と脊髄ニューロン培養系の培養 3 日と 14

日の CBS による H2S 産生量。各棒グラフは平均値±標準誤差。n = 3。**P < 0.01（Tukey’s 

test）。  
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が並行して増加した（図 14A、B）。一方、脊髄ニューロン培養系では CBS はほとんど

変化せず、GFAP もわずかな増加しか示さなかった。これらの実験結果は、CBS 発現の

増加にはアストロサイトの増殖が必要であることを示している。酵素発現レベルと一致

して、CBS を介した H2S 産生量は脊髄細胞混合培養系において培養 3 日目では低かっ

たが、14 日目で顕著に高くなった（図 14C）。しかし脊髄ニューロン培養系ではそのよ

うな H2S 産生量の増加は認められなかった。 

 脊髄細胞混合培養系では、大きな細胞体を持ち星状の形態を示す細胞に CBS が発現

しており、これら細胞の突起の多くが GFAP と共染色された（図 15、105 細胞中 83 細

胞、6 度の観察による）。CBS 発現細胞は神経マーカーの MAP-2 に対して陰性だった。

GFAP 陰性の CBS 陽性細胞もまたアストロサイト様の形態を示したため、これらの細胞

は GFAP の発現レベルが低いアストロサイトと推測される。以上の結果は、CBS はアス

トロサイトに発現しており、その発現量と H2S 産生活性の増加にはニューロンが必要で

あることを示している。 

 

D．ニューロン／アストロサイト共培養系における CBS 発現 

 

E16 では中枢神経系細胞の大部分はニューロンであり、分化したグリア細胞はほとん

どない（Qian et al., 2000）。そこでさらに、ニューロンによるアストロサイトの CBS 発

現への影響を検討するため、E16 ラット脊髄から分離した細胞を CBS がほとんど発現

しない新生ラット脊髄由来の培養アストロサイト上に直接播種し、ニューロン／アスト

ロサイト共培養系を作製した。播種 2 日後に AraC を培養液に添加してアストロサイト

の増殖を阻害した。アストロサイトと胎児脊髄細胞を共培養すると CBS 発現量が培養

日数に伴って徐々に増加し（図 16）、有意な発現量増加は培養 3 日目から認められた。

GFAP の発現量は全培養期間を通じて変化しなかったことから、アストロサイトの増殖 
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図 15 脊髄細胞混合培養系における免疫蛍光解析 

脊髄細胞混合培養 14 日の免疫蛍光解析の典型画像。上図は CBS、GFAP、MAP-2 の染

色像を、下図は左から、CBS（グリーン）と GFAP（マゼンタ）、CBS（グリーン）と

MAP-2（マゼンタ）、さらに CBS（グリーン）、GFAP（レッド）、MAP-2（マゼンタ）お

よび DAPI（ブルー）の多重染色像を示す。スケールバーは 50 µm を示す。 
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図 16 ニューロン／アストロサイト共培養系の CBS発現 

E16 ラットから分離した脊髄細胞（embryonic cells）を、70–80%コンフルエンスの新生

ラット由来培養アストロサイトに直接播種した。アストロサイトの増殖を防ぐため

AraC（1 µM）を播種 2 日後から処置した。（A）CBS（63 kDa、矢頭）、GFAP（50 kDa）、

PGP 9.5（25 kDa）、GAPDH（37 kDa）のウエスタンブロット解析。（B）共培養系の CBS

発現量の経時変化。発現量は CBS のバンド濃度を GAPDH のバンド濃度で標準化して

表わした。各ポイントは平均値±標準誤差。n = 3。**P < 0.01 v.s. 0 d（Dunnett’s test）。 
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はほとんどないことが示唆された。AraC（1 µM）を含んだ新鮮ニューロン用培養液そ

れ自体は培養アストロサイトのCBS発現量に影響を与えなかった（データは示さない）。

以上の結果は培養アストロサイトにおいて減少した CBS 発現レベルが、後から加えた

ニューロンによって回復したことを示唆している。単独で培養したアストロサイトは

CBS 陰性で多角形状を示したが（図 17A）、ニューロンと共培養したアストロサイトは

CBS 陽性であり、かつ図 15 で認められたような星状の形態を示した（図 17B）。この形

態変化は報告されているニューロンによるアストロサイト形態への効果に一致してお

り（Hatten, 1985）、ニューロンがアストロサイト CBS 発現を調節することを支持するも

のである。 

 

E．アストロサイト CBS 発現と H2S 産生活性への膜透過性 cAMP の効果 

 

膜透過性 cAMP 類似体で処置するとアストロサイトの CBS 発現量が増加することが

報告されている（Enokido et al., 2005）。また膜透過性 cAMP 類似体はニューロンによる

アストロサイトの形態やタンパク合成への影響を模倣することも示唆されている

（Swanson et al., 1997; Hertz et al., 1998; Schlag et al., 1998）。そこで次に膜透過性 cAMP

類似体 dibutyryl cAMP（dbcAMP）による培養アストロサイトの CBS 発現量と H2S 産生

活性に対する効果を調べた。dbcAMP は処置時間と濃度に依存してアストロサイト CBS

の発現量と活性を顕著に増加させた（図 18）。dbcAMP（1 mM）の 4 日間の処置により

培養アストロサイトの CBS の発現量と活性は脊髄組織のそれと同等のレベルにまで戻

った（図 19A）。dbcAMP 処置したアストロサイトは抗 CBS 抗体で明瞭に染色され、ニ

ューロンと共培養したアストロサイトと同様、星状の形態を示した（図 19B）。活性型

アストロサイトマーカーである vimentin（Robel et al., 2011）の発現量は dbcAMP 処置の

影響を受けず、dbcAMP による CBS の発現誘導はアストロサイトの活性化反応を反 
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図 17 ニューロン／アストロサイト共培養系の免疫蛍光解析 

（A）培養アストロサイトの免疫蛍光解析の CBS と GFAP の典型的な染色像とそのマー

ジ像（CBS：グリーン、GFAP：マゼンタ）。（B）ニューロン／アストロサイト共培養系

14 日目の免疫蛍光解析の典型的な染色像。上図は CBS、GFAP、MAP-2 の染色像を、下

図は左から、CBS（グリーン）と GFAP（マゼンタ）、CBS（グリーン）と MAP-2（マ

ゼンタ）、さらに CBS（グリーン）、GFAP（レッド）、MAP-2（マゼンタ）の多重染色像

を示す。ブルーカラーは DAPI 染色を示す。各スケールバーは 50 µm を示す。 
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図 18 膜透過性 cAMPのアストロサイト CBS発現への効果 

（A–C）培養アストロサイトにおける膜透過性 dibutyryl cAMP（dbcAMP）による CBS

発現誘導の時間依存性。培養アストロサイトを dbcAMP（1 mM）含有⁄不含培養液中で

一定期間（0–8 日間）培養した。（D–F）培養アストロサイトにおける dbcAMP による

CBS 発現誘導の濃度依存性。培養アストロサイトを一定濃度の dbcAMP（0–3 mM）を

含む培養液中で 4 日間培養した。（A、D）CBS（63 kDa）と GAPDH（37 kDa）のウエ

スタンブロット解析。（B、E）CBS 発現量の dbcAMP 処置時間（B）と濃度（E）依存

性。（C、F）CBS を介した H2S 産生の dbcAMP 処置時間（C）と濃度（F）依存性。各

データは平均値±標準誤差。n = 3。 
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図 19 膜透過性 cAMPのアストロサイト H2S産生と形態への効果 

（A）新生ラット脊髄（SC）と、dbcAMP 未処置（—）および処置（+、1 mM、4 日間）

アストロサイト（AC）の CBS 発現量と H2S 産生量。（上図）CBS（63 kDa）と GAPDH

（37 kDa）のウエスタンブロット解析。（下図）CBS による H2S 産生。（B）dbcAMP 処

置アストロサイトの CBS と GFAP の免疫蛍光解析。最下図は CBS（グリーン）と GFAP

（マゼンタ）二重染色の典型例。ブルーカラーは DAPI 染色を示す。スケールバーは 50 

µm を示す。（C）dbcAMP 未処置（—）と処置（+、1 mM、4 日間）アストロサイト（AC）

および肝臓（L）における vimentin（37 kDa）、H2S 合成酵素、GAPDH（37 kDa）のウエ

スタンブロット解析。MPST（33 kDa）、cytosolic（c）CAT（46 kDa）、mitochondrial（m）

CAT（46 kDa）、CSE（43 kDa）を解析した。  
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映したものではないことが示唆された（図 19C）。また、アストロサイトの活性化を誘

発する EGF（Liu et al., 2006）の処置（50 ng/ml、4 日間）も CBS の発現誘導を起こさな

かった（データは示さない）。CBS 以外の H2S 産生酵素への dbcAMP の効果も調べた。

培養アストロサイトでは CSE と CAT は検出されなかったが、一定量の MPST の発現は

認められた（図 19C）。dbcAMP のアストロサイトへの処置はこれらの酵素の発現に影

響を与えなかった。 

 

F．アストロサイト CBS mRNA 発現への膜透過性 cAMP とニューロンの効果 

 

CBS 発現の調節メカニズムを調べるため mRNA 量を RT-PCR により半定量的に調べ

た。新生ラット脊髄と比較して、培養アストロサイトの mRNA 量は検出できないくら

い少なかった（図 20）。一方、dbcAMP 処置したアストロサイトと胎児ラットから得た

脊髄細胞混合培養（培養 14 日目）では脊髄組織と同程度の mRNA 発現が認められた。 
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図 20 膜透過性 cAMPとニューロンによるアストロサイト CBSのmRNAへの効果 

CBS（生成物サイズ：269 bp）と β-actin（生成物サイズ：282 bp）の典型的 RT-PCR デ

ータ。新生ラット（P3–7）脊髄、dbcAMP 未処置または処置アストロサイト、および

E16 ラット由来脊髄細胞混合培養から全 RNA を抽出し、解析に用いた。 
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IV．考察 

 

本研究ではラット脊髄から得た培養細胞の CBS 発現量と H2S 産生量を調べ、アスト

ロサイト CBS の発現量がニューロンの減少に伴って低下すること、またその発現低下

がニューロンとの共培養や dbcAMP の処置により回復することを示した。本研究結果は

ニューロン・アストロサイト相互作用が CBS の発現と H2S 産生活性維持に必要不可欠

であることを示唆している。 

 

中枢神経系における H2S 産生酵素 

本研究ではラット脊髄アストロサイトにおいて、CBS の発現が認められた。一方、脊

髄アストロサイトには他の H2S 産生酵素 CSE、cCAT、mCAT は検出されなかった。脳

では CSE は発現しておらず、また CAT はニューロンに局在することが示されている

（Donoghue et al., 1985; Ishii et al., 2004）。そのため、脊髄アストロサイトは主に CBS

を介して H2S を産生すると推測される。前章で脳組織は CBS と CAT/MPST の両方の活

性を示した。脊髄においてもアストロサイトの CBS とニューロンの CAT/MPST の両方

が H2S 産生源であると考えられる。 

また本研究で使用した抗 CBS 抗体は、一般的な CBS（63 kDa）以外におよそ 50 kDa

の別のサイズのタンパク質を認識した。これは転写後修飾により酵素タンパクが一部切

断された CBS（48 kDa）とほぼ同サイズであり、さらにこの切断型 CBS は活性を有す

ると報告されている（Skovby et al., 1984）。しかし、以下の理由から、本研究で検出さ

れたおよそ 50 kDa のタンパク質は、その切断型の CBS ではなく、主にニューロンに発

現する、CBS とは無関係のタンパク質と見なした。まず、このタンパク質の発現は胎児

脊髄から作製した混合培養系、ニューロン培養系の両方で認められたが、H2S 産生活性

は高分子（63 kDa）CBS の発現量のみに相関し、低分子（およそ 50 kDa）タンパク質
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は H2S 産生活性をもたなかった。また、この低分子タンパク質発現量は培養アストロサ

イトでは極めてわずかだったが、ニューロンを含む培養系では PGP 9.5 の発現量に相関

して増減を示した。 

 

ニューロンによるアストロサイト CBS発現の誘導 

これまで中枢神経系ではアストロサイトに CBS が局在すると報告されていたが、脊

髄培養アストロサイトの CBS 活性は極めて低いものであった。本研究では以下の結果

から、アストロサイトの CBS 発現はニューロンにより維持されており、アストロサイ

ト単独培養により CBS 発現が減少すると結論付けた。まず新生ラット（P03）脊髄で

は細胞培養の過程で CBS 発現量が顕著に減少したが、培養下でもニューロンが生存可

能な胎児ラット（E16）脊髄を用いると、培養により CBS 発現量が増加した。胎児ラッ

ト脊髄そのものでは CBS 発現量が低かったが、これは E16 ではグリア細胞の分化が進

んでいないためと推測される（Qian et al., 2000）。培養細胞で CBS 発現量が増加したの

はニューロンの存在下で分化アストロサイトの数が増加したためであろう。 

また新生ラット培養アストロサイトの減少した CBS は、胎児（E16）ラット脊髄細胞

との共培養で回復した。この共培養系では胎児ラットアストロサイトの増殖を AraC で

抑制していたため、先に播種したアストロサイトの CBS 発現が、胎児脊髄細胞に含ま

れていたニューロンにより誘導されたと考えられる。有意な CBS 誘導は胎児の脊髄細

胞混合培養では培養 7 日目に初めて認められたのに対し、新生ラットアストロサイトと

胎児ニューロンから成る共培養系では 3 日目から認められた。GFAP の発現レベルから

も明らかにされたように、培養初期には前者（混合培養系）は分化したアストロサイト

をほとんど含まないが、後者（共培養系）はすでに多くのアストロサイトを含んでいた

ため、培養後すぐに発現誘導が生じたと考えられる。 

 CBS は海馬や側頭葉から分離したアストロサイトの単独培養系でも発現していると
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報告されている（Enokido et al., 2005; Lee et al., 2009; Garg et al., 2011）。しかしこれら先

行研究では培養アストロサイトの CBS発現量を組織での CBS発現量と比較していない。

本研究において、脊髄から分離した培養アストロサイトでもCBS発現は検出されたが、

その発現量は脊髄組織と比べて極めて低かったことから、報告された CBS の培養脳ア

ストロサイトにおける発現量も、生体内でのそれよりはるかに低い可能性がある。 

 

CBS発現を調節する神経性ファクターの候補物質 

本実験結果から、アストロサイト CBS 発現の誘導にニューロン由来のメディエータ

ーが関与している可能性が示唆される。Enokido ら（2005）は様々な化合物による培養

脳アストロサイトの CBS 発現への効果を調べ、膜透過性 cAMP 類似体が最も効率的に

CBS 発現量を増加させることを示した。本研究では dbcAMP による脊髄アストロサイ

トの CBS 発現量、H2S 産生活性および形態への効果を検討し、cAMP がニューロンによ

るアストロサイト CBS 調節の細胞内シグナル分子である可能性を提示した。dbcAMP

はアストロサイトの生理的な成長や分化を模倣するために広く用いられている（Lange 

et al., 2012）。細胞内 cAMP は Gs タンパク質を介したアデニル酸シクラーゼの活性化に

より増加し、実際アストロサイトには β アドレナリン受容体、セロトニン受容体、ドパ

ミン受容体など多くのGsタンパク質共役型受容体が機能的に発現している（Hirst et al., 

1997; Zanassi et al., 1997; Laureys et al., 2010）。ゆえにアストロサイトの cAMP 濃度を上

昇させる物質、例えば Gsタンパク質共役型受容体のリガンドは、アストロサイトの CBS

発現維持に関わる神経性ファクターの候補となる。 

CBS と同様、アストロサイトに発現するグルタミン酸トランスポーターGLT-1 の発現

はニューロンにより維持され、さらに dbcAMP がその作用を模倣する（Swanson et al., 

1997; Schlag et al., 1998）。またアストロサイトに発現し、細胞間ギャップジャンクショ

ンを構成するコネキシンタンパクの発現もニューロンにより維持されていると報告さ
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れている（Rouach et al., 2000; Koulakoff et al., 2008）。しかしながら、これらアストロサ

イトタンパク質の発現を調節するニューロン性因子は依然同定されていない。細胞内

Ca
2+濃度変化など、アストロサイトの活動はニューロン由来の多くの物質、例えばグル

タミン酸や GABA などの神経伝達物質、成長因子、サイトカイン、一酸化窒素、さら

に活性酸素種などによりコントロールされている（Fellin and Carmignoto, 2004; Agulhon 

et al., 2008）。CBS の発現も、Gs タンパク質共役型受容体のリガンド以外のこれらの物

質により調節されている可能性があり、その神経性ファクターを同定することが今後の

検討課題である。 

RT-PCR 解析により、ニューロンと dbcAMP は CBS 発現量を転写レベルで調節するこ

とがわかった。Ge ら（2002）は CBS 遺伝子の転写は転写因子 nuclear factor Y（NF-Y）

や specificity protein 1（Sp1）によって共同的に調節されることを報告している。cAMP

は NF-Y や Sp-1 を介して matrix metalloproteinase や tryptophan hydroxylase などの酵素を

転写誘導するため（Zhong et al., 2000; Côté et al., 2002）、dbcAMP による CBS 調節にも

これらの転写因子が関与しているのかもしれない。 

 

CBSの中枢神経系における H2S産生への寄与とその生理・病態生理的役割 

CBS は H2S 合成の過程で L-homocysteine を代謝する。高ホモシステイン血症は脊髄

損傷や筋萎縮性側索硬化症などの脊髄疾患患者で認められる症状であり（Lee et al., 

2006; Valentino et al., 2010）、アルツハイマー病や認知症、統合失調症においても共通し

た所見でもある（Regland et al., 1995; Seshadri et al., 2002）。本研究から、ホモシステイ

ンレベルの上昇は先行するニューロン・アストロサイト連関不全に起因するとの仮説も

立てられる。これまでホモシステイン蓄積が神経に及ぼす影響について多くの研究が行

われており、ホモシステインは酸化ストレス誘導や DNA 傷害を惹起するなど、神経毒

性を示すことが知られている（Mattson and Shea, 2003）。しかしながらホモシステイン
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蓄積が神経疾患の原因であるか結果であるかについては未だ議論が続いている。一方、

近年の研究から、H2S が酸化ストレスから神経を保護するほか、DNA 修復酵素を誘導

するなど、ホモシステインと逆の作用をもつことも明らかになってきた（Kimura and 

Kimura, 2004; Whiteman et al., 2004; Zhao et al., 2014）。さらに、H2S 処置がホモシステイ

ンに誘発される神経変性や記憶障害を緩和することも報告されている（Tang et al., 2010; 

Kamat et al., 2013）。したがって、CBS の減少とそれに伴う H2S 合成の低下は偶発性およ

び遅発性神経疾患の結果ではなく、病態の進行や増悪に関与している可能性がある。 
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総括 

 

硫化水素（H2S）は哺乳動物の組織でも L-cysteine を基質として cystathionine γ-lyase

（CSE）、cystathionine β-synthase（CBS）、および cysteine aminotransferase（CAT）と 

mercaptopyruvate sulfurtransferase（MPST）の共役による 3 種類の酵素反応経路により産

生される。本研究では神経系における H2S 産生機序についてラットを用いて検討した。

まず知覚ニューロンの細胞体が存在する脊髄後根神経節（DRG）および末梢神経モデル

の細胞株である PC12 細胞を用い、3 種類の酵素反応経路による末梢神経系の H2S 産生

への寄与を調べた。中枢神経系ではアストロサイトに発現する CBS が主な H2S 産生源

と考えられている。そこで次に、ニューロンとアストロサイトの構成が異なる脊髄細胞

培養系を用い、ニューロンによるアストロサイト CBS の発現とその H2S 産生活性への

影響について評価した。 

 

1. CSE と CBS は陽性コントロールであるラット肝臓と脳には発現していた。一方、

PC12 細胞と DRG では CSE は発現しておらず、CBS 発現量は脳組織に比べて著し

く低かった。 

 

2. PC12 細胞と DRG には細胞質型 CAT、ミトコンドリア型 CAT さらに MPST の全て

が発現しており、その発現量は陽性コントロールの脳と同程度であった。 

 

3. PC12 細胞と DRG は、CAT の共基質である-ketoglutarate 存在下においてのみ

L-cysteine から相当量の H2S を産生し、この H2S 産生は還元剤 dithiothreitol や

dihydrolipoic acid 依存性に増加した。 
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4. PC12細胞とDRGの顕著なH2S産生は、非特異的H2S産生酵素阻害薬（aminooxyacetic 

acid）、CAT 競合基質（L-aspartate と oxaloacetate）および MPST の RNA 干渉により

抑制された。 

 

5. 免疫蛍光解析により、MPST が PC12 細胞と DRG ニューロンでは細胞質とミトコン

ドリアに発現していることがわかった。また細胞分画を用いたウエスタンブロット

解析により、PC12 細胞と DRG では、MPST は細胞質よりミトコンドリアに多く発

現することが示された。 

 

6. PC12 細胞の CAT と MPST を介した H2S 産生は至適 pH 9.0 の bell-shape 状の pH 依

存性を示し、ミトコンドリア pH とされる pH 8.0 付近では肝臓の CSE や脳の CBS

と同程度の H2S 産生活性を示した。 

 

7. 中枢神経系組織である新生ラット脊髄では CBS による顕著な H2S 産生が認められ

たが、この組織から分離した培養アストロサイトでは H2S 産生量はごくわずかであ

った。 

 

8. 新生ラット脊髄からアストロサイトを分離培養する過程で、GFAP（アストロサイ

トマーカー）の発現量は増加したが、PGP 9.5（ニューロンマーカー）の発現量は

低下し、これと並行して CBS の発現量が顕著に減少した。 

 

9. 新生ラットの脊髄切片を用いた免疫蛍光解析により、CBS はニューロンではなくア

ストロサイトに発現することが示された。 
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10. 胎児ラットから分離培養した脊髄細胞では PGP 9.5 の発現は維持されており、培養

日数増加に従い CBS の発現量と H2S 産生活性が増加した。 

 

11. 新生ラット培養脊髄アストロサイトの CBS 発現は胎児ラット脊髄細胞との共培養

により回復した。 

 

12. 新生ラットの培養脊髄アストロサイトに膜透過性 cAMP 類似体 dibutyryl cAMP

（dbcAMP）を処置すると、CBS 発現量と H2S 産生活性は脊髄組織と同程度まで回

復した。 

 

13. 新生ラット脊髄組織と比較すると、新生ラット培養脊髄アストロサイトの CBS 

mRNA 量は極めて低かった。一方、dbcAMP 処置アストロサイトおよび胎児から分

離培養した脊髄細胞の CBS mRNA量は新生ラット脊髄組織のmRNA量と同程度で

あった。 

 

以上の結果から、末梢神経系では CSE や CBS ではなく主に CAT と MPST を介して

H2S が生じること、またその H2S 産生がミトコンドリア内の環境変化により調節されう

ることが示された。さらに中枢神経系では、アストロサイトの CBS が重要な H2S 産生

酵素であり、その発現が神経によって調節されることが明らかとなった。アストロサイ

トの cAMP 上昇を起こす神経性因子が CBS の発現調節に寄与していることが示唆され

る。本研究は神経系の内因性 H2S 産生が、内的または外的因子に影響されることを示し

た。H2S は高濃度では細胞毒性を示すが、低濃度では抗酸化作用、抗炎症作用を示すこ

とが報告されている。H2S 産生効率の変化が、末梢または中枢神経系の神経疾患の病因

に関わっている可能性がある。 
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In mammals, hydrogen sulfide (H2S) is produced from L-cysteine through three enzymatic 

reactions mediated by cystathionine γ-lyase (CSE), cystathionine β-synthase (CBS), and 

mercaptopyruvate sulfurtransferase (MPST) coupled with cysteine aminotransferase (CAT). In 

this study, the mechanisms of H2S production in the rat nervous systems were investigated. 

Contribution of three enzymatic pathways to H2S production in the peripheral nervous system 

(PNS) was first examined, employing dorsal root ganglion (DRG), where cell bodies of sensory 

neurons are located, and PC12 cells, which are model cells of peripheral neuron. In the central 

nervous system (CNS), CBS is expressed in astrocytes, and is an important source of H2S. The 

influence of neurons on CBS expression and its H2S-producing activity in astrocytes were next 

evaluated, employing multiple culture systems with different compositions of neurons and 

astrocytes. 

 

1. CSE and CBS were expressed in the rat liver (positive control for CSE) and the brain 

(positive control for CBS), respectively. In PC12 cells and the DRG, CSE was not detected, 

and expression levels of CBS were lower than that in the brain. 



76 

 

 

2. Cytosolic CAT, mitochondrial CAT, and MPST were all expressed in PC12 cells and the 

DRG, and the expression levels were similar to those in the brain. 

 

3. PC12 cells and the DRG produced a substantial amount of H2S from L-cysteine only in the 

presence of a CAT co-substrate -ketoglutarate, and the production of H2S was increased 

by reducing substances, dithiothreitol or dihydrolipoic acid. 

 

4. The production of H2S in PC12 cells was inhibited by a non-selective H2S-producing 

enzyme inhibitor (aminooxyacetic acid), CAT competitive substrates (L-aspartate and 

oxaloacetate) and RNA interference against MPST. 

 

5. Immunofluorescence analysis revealed that MPST was expressed in both the mitochondria 

and cytosol of PC12 cells and DRG neurons. Western blot analysis of subcellular fraction 

showed that MPST was mostly expressed in the mitochondrial fraction. 

 

6. In PC12 cells, H2S production by CAT/MPST showed bell-shaped pH-dependence with an 

optimal pH of 9.0. At pH 8.0, or an estimated physiological mitochondrial matrix pH, the 

amount of H2S produced by CAT/MPST was comparable to that produced by liver CSE and 

brain CBS. 

 

7. H2S production by CBS was considerably high in neonatal rat spinal cord, but was very 

low in cultured astrocytes isolated from it. 
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8. During culture of astrocytes isolated from neonatal rat spinal cord, expression level of glial 

fibrillary acidic protein (GFAP, astrocyte marker) was increased, while that of protein gene 

product 9.5 (PGP 9.5, neuronal marker) was markedly reduced, accompanied by the 

decrease of CBS expression level. 

 

9. Immunofluorescence analysis of neonatal rat spinal cord slices showed astrocytic, but not 

neuronal, localization of CBS. 

 

10. In cultured spinal cells isolated from fetal rats, PGP 9.5 was stably expressed, and CBS 

expression and its H2S-producing activity were increased as the culture period increased. 

 

11. Impaired CBS expression in neonatal rat astrocytes was restored by co-culture with fetal rat 

neurons. 

 

12. Treatment with a membrane permeable cAMP analogue dibutyryl cAMP (dbcAMP) 

restored CBS expression and its H2S-producing activity to the similar level of that in intact 

spinal cord. 

 

13. Compared with neonatal rat spinal cord, mRNA level of cultured astrocytes was very low, 

while that of cultured astrocytes treated with dbcAMP or cultured spinal cells isolated from 

fetal rats was comparably high. 

 

These results indicate that, in the PNS, H2S is produced through CAT/MPST, but not through 

CSE or CBS, and that the CAT/MPST-mediated production of H2S could be regulated by 
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alteration of mitochondrial conditions. In the CNS, it is demonstrated that astrocytic CBS is an 

important enzyme for H2S synthesis, and its expression is controlled by neurons. Neural factors 

triggering the increase in astrocytic cAMP are suggested to mediate the regulation of CBS 

expression. This study shows that endogenous H2S production in the nervous system could be 

regulated by internal or external factors. H2S is cytotoxic at high concentration, while, at low 

concentration, it has also been reported to exhibit antioxidant and anti-inflammatory activities. 

Changes in production rate of H2S may be involved in the pathogenesis of neuronal disorders in 

the PNS and CNS. 

 


