
販売中止のお知らせ 

お客様各位 

いつも小社製品をご愛顧頂きありがとうございます。 

2020 年 2 月 1 日より下記製品は販売中止となりますため、 

本冊子に記載の製品に関してご注意頂きますようよろしくお願い申し上げます。 

販売中止品目 

製品コード 製品名 容量 

M323 MGD 500 mg 

N388 NOR 1 10 mg 

N391 NOR 4 10 mg 

SB07 -SulfoBiotics- H2S donor 5a 10 mg 

SB08 -SulfoBiotics- H2S donor 8l 10 mg 

SB09 -SulfoBiotics- H2S donor 8o 10 mg 

M323 MGD 500 mg 

N388 NOR 1 10 mg 

ご不明点等がございましたら、小社カスタマーサポートまでお問い合わせ下さ

い。フリーダイヤル 0120-489548 

SB14 -SulfoBiotics- Protein S-Nitrosylation Monitoring Kit 20 samples 
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はじめに

近年、毒ガスとして知られている硫化水素（H2S）が、血管拡張や細胞保護、インスリン分泌や神経伝達

調節など様々な生理活性を示すことが明らかにされ、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注目されている 1)	-	4)（図 1）。
生体内に存在する硫化水素は、主に L-cysteine を基質として cystathionine-β-synthase	(CBS)	 や

cystathionine	γ-lyase	(CSE)、3-mercaptopyruvate	sulfurtransferase	(3-MST)	と呼ばれる酵素類によって産

生され、生理活性を示すと共に、タンパク質などのシステイン SH基に付加した結合型硫黄として生体内

に貯蔵されると考えられている。硫化水素は、NO や CO と同様にガス状分子であるが、その pKa は約 7
であり、生理的 pH では約 80% が硫化水素イオン（HS-）の状態で存在する（図 1）。また、硫化水素イオ

ンは生体内で様々な結合形態や構造をとるため、その作用機序の詳細は未だ不明であり、硫化水素を中心

とした硫黄の生体内機能の解明が待ち望まれている。本説ではこれまでの硫化水素研究の概要と最近の展

開について簡単にご紹介したい。

1. 硫化水素の生合成

生体内における硫化水素は、L-cysteine や L-homocysteine を基質として代謝酵素 CBS、CSEあるいは

3-MSTによってカタボリックに産生される。各酵素は組織あるいは細胞によって発現量が異なっている他、

その発現量や機能は多くの生理活性物質によって制御されているため、生体内における役割は多岐にわたっ

ている。本項では、各酵素の活性化や機能について概説する。

図 1　生体内における硫化水素とその働き

図 1- 1　硫化水素の主な生合成
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1-1.	 Cystathionine-β-synthase	(CBS)
　

この酵素は 63 kDa のサブユニット 2 個から形成される 2 量体タンパク質であり、N 末端にはヘムドメ

イン、続いて補酵素である PLP	(pyridoxal	phosphate)	の結合ドメイン、そして C 末端には調節ドメイン

が存在し、この調節ドメインに SAM	(S-adenosyl	methionine)	が結合することによって活性化することが

わかっている。また、N 末端ヘムに第 2 のシグナルガス分子である CO が結合することによって活性が

阻害されることから、この酵素の活性は高次に制御されているものと考えられる 5)。CBSは、L-serine と

L-homocysteine から L-cystathionine を合成する酵素として知られているが、 L-cysteine と L-homocysteine
を基質とした場合には、L-cystathionine を生成すると同時に硫化水素を生成する。また、マイナーな反応

として L-cysteine のみを基質とした場合、L-serine や L-lanthionineが生成し、同時に硫化水素が発生する
6)-8)。

　CBSは、多くの組織で発現が確認されているが、特に肝臓や腎臓 9)	そして脳に多く発現 10) していること

が確認されている。

1-2.	 Cystathionine-γ-lyase	(CSE)
　

　この酵素は、約 45 kDa のサブユニット 4 個から形成される 4 量体タンパク質である。CBSと同様に

PLP 依存性酵素であるが、ヘムドメインや SAM結合ドメインは存在しない 5)。この酵素は、cystathionine
から L-cysteine を合成する酵素であるが、L-cysteine や L-homocysteine を基質した場合には、硫化水素を

生成する。主な硫化水素の生成ルートは、L-cysteine を基質として pyruvate を生成するルートであるが、

これらの反応は L-homocysteine の濃度に依存しており、L-homocysteine 濃度が高い場合には、それを基

質として α-KB	(α-ketobutyrate)	を生成する反応や L-homolanthionineを生成する反応が優先的に進行する
8,11)。

CSEは、肝臓、腎臓、大動脈および膵臓など多くの組織に発現が認められている 9,	12,	13)	。しかし、興味深

いことにその発現制御は CBSと異なっている。　CBSは恒常的に発現しているのに対し、CSEは外部刺

激に応じて発現がコントロールされており、例えば、膵 β細胞においては高血糖刺激に応答して CSE発現

が誘導される 14)。

図 1-2 　CBSによる硫化水素の産生

図 1-3		CSEによる硫化水素の産生
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1-3.	 3-Mercaptopyruvate	sulfurtransferase	(3-MST)	
　

　この酵素は 34 kDa の単量体タンパク質であり、3-mercaptopyruvate	(3-MP)	を pyruvate に変換する。

硫化水素生成反応において 3-MSTは cysteine	aminotransferase	(CAT)と連動して働き、L-cysteine から

3-MP を介して硫化水素を産生する。この経路での硫化水素生成機構は、CBSや CSEとは異なっており

3-MSTの活性中心に存在するシステイン残基が 3-MP との反応によってスルフヒドリル化された後、チオ

レドキシンのような還元物質によって還元されて硫化水素を放出する 15,	16)。

　3-MSTは、脳（ニューロン）、肝臓、腎臓、心臓、血管内皮、平滑筋、網膜に存在する 17,18)。細胞内にお

いては CBSや CSEが細胞質に局在しているのに対し、3-MSTはミトコンドリアにも局在していることか

ら、特異的な機能があると考えられている 16)。

1-4. ピリドキサール酵素 CBS,	CSE	の反応機構  
　CBSと CSEは基質も多様かつ類似しており、区別して理解しにくい部分もあるが、共通の反応中間体

を想定するとこれらの酵素反応が理解しやすくなる。まず、L-cysteine(L-Cys)	を基質として CBSあるいは

CSEによって H2Sが発生するまでを考える。この部分は CBS,	CSEともに中間体 I を生成する共通の反応

機構であると考えられる（図 1-5）。L-Cys のアミノ基が補酵素ピリドキサールとシッフ塩基を形成し、カ

ルボキシル基の隣の α-プロトンが酸性化することでチオール基の脱離が起こりやすくなる。H2Sの脱離に

よって中間体Ｉが生成すると考えられ、これ以降は CBSと CSEとで異なった反応経路をとる。

	 	CBSの場合は、共基質である L-homocysteine	(L-Hcy)	のチオール基が中間体Ｉのオレフィン部分に共役

付加し、最終的に cystathionine を与える（図 1-6,	path	A）。また同様の反応で、L-Hcy の代わりに L-Cys
が共役付加すると lanthionine、水が付加すると L-serine	(L-Ser)	を与える。一方、CSEの場合は中間体Ｉ

が加水分解されピルビン酸とアンモニアが生成する（図 1-6,	path	B）。

図	1-4		CAT/3-MSTによる硫化水素の産生

図 1-5 　L-Cys を基質した場合の CBS,	CSEによる硫化水素生成機構
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中間体 II 以降は L-Cys の場合（図 1-6）と同様、L-Hcy が共役付加すれば homolanthionine、加水分解が優

先すると α-ketobutyrate	(α-KB)	が生成する（図 1-8）。

生体中では、L-Cys は L-Hcy から cystathionine を経て生合成される（図 1-1）。最初の L-Cys から

cystathionine までの反応は CBSが触媒し、中間体 I を経由する path	A	（図 1-6）であり、次の cystathione
から L-Cys までの反応は、CSEが触媒し、中間体 II を経由する path	B	（図 1-8）であると考えられる。こ

の場合、CSEは cystathionine を基質とし、L-Cys 及び、α-KB、アンモニアを生成する。

また、CSEは L-Hcy が高濃度のとき、L-Hcy を基質として H2Sを生成する（図 1-7）。　ここでは α-プロ

トンに続いて β-プロトンも引き抜かれ、さらに H2Sが脱離することで中間体 II が生成すると考えられる。

図 1-6　L-Cys を基質した場合の CBS,	CSEの反応機構

図 . 1-7  L-Hcy を基質した場合の CSEによる硫化水素生成機構

図 1-8  L-Hcy を基質した場合の CBS,	CSEの反応機構
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2. 硫化水素のバイオロジー

		硫化水素の生体内機能は多岐に渡っており、組織や細胞によっても異なっている。また、硫化水素の合

成ルートや標的タンパク質、反応機構など、詳細なメカニズムは不明な点が多く、今後も活発に研究が行

われていくものと思われる。

現在、考えられている硫化水素の主な生理活性を以下に示す。その作用機序の詳細は不明であるが、主に

タンパク質のチオール基に作用して機能を果たしており、その中でもタンパク質システインのチオール基

に硫黄が付加する S- スルフヒドリル化反応（S-sulfhydration）が最も重要な作用機構と考えられている
19)。しかし、硫化水素が直接システインチオール基と反応するとは考えにくく、S- スルフヒドリル化反応

の詳細なメカニズムについては、現在も研究が行われている。S- スルフヒドリル化反応に関しては、後述

を参照して頂きたい。

 - 硫化水素の主な生理機能 -
	 ・血管弛緩

	 ・細胞保護（抗酸化、抗老化、抗アポトーシス、細胞修復、タンパク質分解）

	 ・神経伝達（記憶、疼痛）

	 ・アポトーシス

	 ・糖代謝

	 ・インスリン分泌

図 2-1  硫化水素の主な生理活性

図 2-2  タンパク質の S- スルフヒドリル化
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2-1. 血管弛緩作用
　硫化水素は NO と同様に血管弛緩作用を示すことが確認されている。しかし、NO とは異なり、硫化水

素は平滑筋細胞膜の ATP依存性カリウムイオンチャネルを活性化し、過分極を引き起こすことが知られて

いる 20)。硫化水素の産生は血管内皮細胞および平滑筋細胞のいずれにおいても確認されており、平滑筋細

胞では CSEが主な産生酵素と考えられている。一方、血管内皮細胞では主な硫化水素合成酵素が CSEな

のか 3-MSTなのかは議論が分かれている 21-23)。

2-2. 細胞保護機能
　硫化水素は cytochrome c を阻害して細胞死を引き起こすことが知られているが、低濃度では細胞を保護

する働きをすることが確認されている。硫化水素による細胞保護機能には、以下に示すような機構が関与

すると考えられている。

1)	cysteine/cystineの細胞内取り込み促進　

　cysteine/cystineは、細胞内の主要な抗酸化物質である glutathione	(GSH)	の原料として使用されるアミ

ノ酸である。硫化水素は、L-Cys あるいは cystine のトランスポーターを活性化することで、これらの細胞

内への取り込みを促進し、GSH合成を助けている 23)。

2)	GSH合成酵素（γ-GCS）活性化　

GSHの合成には、L-glutamateとL-cystineからγ-Glu-Cysを合成するγ-glutamylcysteine	synthetase	(γ-GCS)
と γ-Glu-Cysから GSHを合成する glutathione	synthetase	(GS)	が関与している。硫化水素は GSではなく

γ-GCSを活性化することが確認されている 23)。

3)	Keap1/Nrf2活性化による抗酸化タンパク質の発現誘導　

　Nrf2は、GSH成酵素や thioredoxin、hemeoxygenase-1	(HO-1)	などの抗酸化タンパク質の発現を制御す

る転写因子であり、Keap1は Nrf2の核内移行を制御する酸化ストレス応答性タンパク質である。Calvert
らは硫化水素による心筋細胞保護は、Keap1/Nrf2を介した抗酸化タンパク質発現が関与していることを明

らかにしている 24)。　また Koikeらはこのような硫化水素による Keap1/Nrf2の活性化は硫化水素自身では

なく、硫化水素が酸化されることによって生成されるポリスルフィドが実質的な作用物質であるとしてい

る 25)。　Keap1は通常 Nrf2と複合体を形成し、Nrf2の核内移行を阻害しているが、Keap1のシステイン

チオール基がスルフヒドリル化されると Nrf2が Keap1から解離し、核内に移行すると考えられている 26)。

図 2-3 　硫化水素による細胞保護機能
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4)	NF-κB活性化を介した抗アポトーシスタンパク質発現誘導 
　NF-κBは、ストレスやサイトカインなどの刺激によって活性化される転写因子であり、炎症や細胞増殖、

アポトーシスに関与している。Senらはこの転写因子が硫化水素によって活性化され、抗アポトーシス活

性を発揮することを明らかにしている 27)。　Senらは TNF-αのような刺激によって硫化水素合成酵素であ

る CSEが発現して硫化水素を産生し、NF-κBをスルフヒドリル化することによって活性化するとしている。

5)	tyrosine	phosphatase活性化による ERストレス応答

　tyrosine phosphatase は、リン酸化されたチロシン残基を脱リン酸化する酵素であり、キナーゼカスケー

ドを制御する重要な酵素である。PTP1Bはインスリンやレプチンシグナルに関与する重要な脱リン酸化酵

素の一つとして知られているが、最近では小胞体（ER）ストレス応答に関与していることが示唆され注目

されている。ERストレスは細胞が酸化ストレスや遺伝子変異などにより産生された異常なタンパク質が

ERに蓄積し、細胞機能に障害をきたす現象である。PERKはタンパク質合成を調節するキナーゼであり、

ERストレスによってこの酵素が活性化し、タンパク質合成の抑制および修復のプロセスに導く。PTP1Bは、

この PERKを脱リン酸化することで酵素活性を抑制する働きを持つ。Krishnanらは硫化水素が PTP1Bの

活性システインを S-スルフヒドリル化することでこの酵素を不活性化し、PERKの活性化を促進すること

で ERストレスに応答すると報告している 28)。

図 2-4 　硫化水素による抗アポトーシス作用

図 2-5 硫化水素による ERストレス応答制御
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6)	H-Rasタンパク質の抗 S-グアニル化による心筋細胞の保護

H-Rasタンパク質は低分子 GTP結合タンパク質であり、がん遺伝子の一つとして知られている。Nishida
らはこの H-Rasタンパク質が心筋細胞の老化を引き起こすことを明らかにし、さらに硫化水素が H-Rasタ
ンパク質の活性化を抑制することを報告している 29)。H-Rasタンパク質は 8-nitro-cGMPのような親電子物

質のシステインチオール基への結合を引き金として活性化する。硫化水素はこのような親電子物質と即座

に反応することで親電子物質の H-Rasタンパク質への結合を低下させ、細胞老化を抑制すると考えられて

いる。

7)	Parkin活性化によるタンパク質分解

Parkin は E3	ubiquitin	ligaseであり、ユビキチン‐プロテアソーム系を介したタンパク質分解に関わる重要

な酵素である。そのため、Parkin の機能不全は不要なタンパク質の蓄積を促し、細胞障害を引き起こすため、

パーキンソン病の原因の一つと考えられている。これまでの研究からタンパク質内に存在するシステイン

チオールが酵素活性に重要であり、S-ニトロシル化されると不活性化することが確認されている 30,	31)。ま

た一方で、	Vandiverらはこれらのシステインチオールが S-スルフヒドリル化されることで活性化すること

を明らかにしている 32)。

8)  膵 β細胞のインスリン分泌抑制と細胞保護

Niki らは膵 β細胞が高血糖状態にさらされた場合、CSEを発現させ硫化水素によってインスリン分泌を抑

制することを見出している 33)。これは、膵 β細胞が自らの細胞活動を低下させ、慢性的な高血糖というス

トレス状態から細胞を守るための保護機能であると考えられている。

9)活性酸素消去作用

硫化水素はそれ自体が還元物質であるため、直接活性酸素を消去することが可能である。Mitsuhashi らは

スーパーオキシドに対して 34)、Whiteman らはパーオキシナイトライトや次亜塩素酸に対して 35)、Gengら

は過酸化水素に対して 36)、硫化水素が消去活性を示すことを明らかにしている。しかしながら、硫化水素

の還元能は GSHや cysteine よりも低く 37)、生体内における存在量から考えても、GSHやその他の抗酸化

タンパク質よりもその寄与は小さいと考えられている。

図 2-6 　硫化水素による心筋細胞保護
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2-3. 神経伝達（記憶、疼痛）
　硫化水素は神経伝達系に対しても多くの機能を果たしている。主に硫化水素は陽イオンチャネルの制

御に関わっており、神経細胞では NMDA受容体、アストロサイトでは TRPチャネルが活性化される。

NMDA受容体はグルタミン酸刺激によって活性化される陽イオンチャネルであり、カルシウムなどの陽イ

オンを細胞内に流入させることで神経伝達を行っている。特にこの受容体は海馬の長期増強（LTP）にお

いて重要な役割を果たしており、硫化水素はこの受容体を還元、さらにスルフヒドリル化することにより

グルタミン酸の感受性を高めると考えられている 38,	39)。ちなみに神経細胞における硫化水素産生は、主に

CAT/3-MSTの経路が関わっている 40)。

	一方、TRPチャネルは環境応答性の陽イオンチャネルであり、温度や酸化ストレス、痛みなどの刺激に

応答してチャネルを開閉し、細胞内カルシウム濃度を制御している。硫化水素は、このチャネルをスルフ

ヒドリル化することによって直接活性化することが示唆されている 41,	42)。アストロサイトの硫化水素は主

に CBSによって産生され、アストロサイト自身を活性化すると共に神経細胞に作用し、神経伝達に寄与し

ているものと考えられる 43)。

2-4.　アポトーシス誘導
　硫化水素は細胞保護機能を有すると共にアポトーシスを誘導することが知られている。その詳細なメカ

ニズムは不明であるが、Yang らはヒト aorta	smooth	muscle	cellにおいて MAPKsおよび caspase の活性

化を介したアポトーシス 44,	45) を、また Adahikariらは pancreatic	acinar	cellにおいて JNKおよび p38	MAP	
kinase を介した硫化水素誘導性のアポトーシス 46,	47) を確認している。さらに、Deng らは硫化水素ドナー

である GYY4137がガン細胞特異的にアポトーシス誘導を引き起こすことを示している 48)。

2-5. エネルギー産生
　Mustafaらの報告によれば、糖代謝に関与する glyceraldehyde	3-phosphate	dehydrogenase	(GAPDH)	
は S- スルフヒドリル化されることで活性化し、S- ニトロシル化されることで不活性化することが明らか

となっている 49)。 また、Fuらは vascular	smooth-muscle	cellsにおいて低酸素刺激によって CSEがミト

コンドリアに移行し、硫化水素によってミトコンドリア内の ATP産生が増加することを明らかにしている
50)。

　Szaboらは大腸癌細胞においてCBSが過剰発現していることを示しており、硫化水素によってATP産生、

細胞増殖および血管新生が促進されるとしている 51)。これは、ミトコンドリアが硫化水素を電子ドナーと

して取り込み、電子伝達系に関与することでプロトンポンプを活性化しているためだと考えられている 52,	

53)。

2-6. カロリー制限と硫黄代謝
カロリー制限による寿命延長が、酵母、線虫、ショウジョウバエ、マウスで報告されているが、その詳細

な分子機構は不明であった。Hine らの報告によれば、カロリー制限下におかれたマウスでは CSEの発現

が亢進し、硫化水素の産生が増加していることが示されている 54)。カロリー制限による寿命延長やストレ

ス耐性の分子機構として硫黄代謝の亢進が明らかにされ、その機構は種を超えて保存されている。

 

図 2-7 　硫化水素による陽イオンチャネル制御
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3.  硫化水素放出試薬
　

		硫化水素の多岐に渡る生理作用が明らかになるに従い、硫化水素を治療に応用する動きが活発になって

きている。特に硫化水素を放出する薬（硫化水素ドナー）は、大学や創薬ベンチャーをはじめ多くの研究

機関で開発が進められている 55)。

　一般的に、硫化水素研究に使用されるドナーは、硫化水素ナトリウム（NaHS）や硫化ナトリウム（Na2S）
などの無機塩である。これらの無機塩は水に溶解するとすぐに分解して硫化水素（硫化物イオン、硫化水

素イオン、硫化水素ガス）を放出する。前述したように、水溶液中での硫化水素の状態は pKa に依存して

おり、中性条件下では約 80% が硫化水素イオン（HS-）、約 20% は硫化水素ガス（H2S）となる。これま

で多く硫化水素研究は、このような無機塩を細胞や組織などの生体試料に添加し、その応答や変化を追跡

することで硫化水素の生理作用を調べている。しかしこのような無機塩を用いた場合、一過性の刺激を与

えることはできるが、持続的な硫化水素の作用を調査することはできない。

		そこで開発されたのが、徐放型の硫化水素ドナー類である。GYY4137や ADT-OH誘導体は、加水分解

によって徐々に硫化水素を放出する化合物であり、その生理活性は NaHSなどの無機塩とは異なっている。

例えば、マクロファージにおける LPS誘導性炎症作用において、GYY4137は抗炎症能を発揮するのに対し、

NaHSは炎症作用を活性化する 56)。また GYY4137は、NaHSには見られない特異的な抗がん活性を示す

ことも明らかとなっている 57)。このような生理活性の違いは、硫化水素の放出速度に依存すると考えられ

ており、硫化水素の生体内機能を解明する上で重要なファクターと言える。また最近、還元物質に応答し

て硫化水素を放出する新しいタイプのドナー類が開発されている 58,	59)。これまでのドナー類は加水分解に

よって自動的に硫化水素が放出されるのに対し、還元物質応答型のドナーは加水分解を受けず、生体内の

GSHや cysteine などの還元物質に応答して硫化水素が放出される。これは、生体内の硫化水素の生成機構

を模倣したもので、このような硫化水素ドナーが心筋の虚血再灌流障害の保護作用や抗炎症作用を示すこ

とが明らかとなっている。

図 . 3-1  一般的な硫化水素ドナー　

図 3-2  加水分解型硫化水素ドナー

図 3-3  還元物質応答型硫化水素ドナー
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4. 硫化水素の検出方法

	硫化水素研究が活発になってきているにも拘わらず、生体内に存在する硫化水素の量や濃度は文献によっ

て大きく異なっている。その原因の一つとして、確立された硫化水素の検出方法がないことにある 60)。

最も簡便な硫化水素検出法は、メチレンブルー法である。本手法は、酸性条件、塩化鉄（III）存在下で

N,N-dimethyl-p-phenylenediammonium	(DPDA)	と硫化水素が反応してメチレンブルーを生成する機構に基

づいており、生成したメチレンブルー由来の 650 nm 付近の吸光度から硫化水素を定量することが可能で

ある 61)。しかし、本手法は酸性条件下で反応を行うため、生体試料中に含まれる酸に不安定な結合型硫黄

由来の硫化水素の反応への関与が示唆されており、実際の生体内硫化水素の絶対定量には適していないと

考えられている 62-65)。また、吸光度を利用するため感度が低いことも大きな課題の一つである。

	最も高感度で有用な検出法の一つとして、monobromobimaneを用いた HPLC 分析法が汎用されている。

monobromobimaneはチオール特異的蛍光ラベル化剤であり、硫化水素 1 分子に対し、bimane	2分子が特

異的に標識した化合物（sulfide-dibimane）を生成する。そのため、GSHや cysteine などの他のチオール

基を有する物質との分離が可能であり、また生成した化合物が蛍光を有するため、蛍光検出による高感度

分析ができる 65-67)。また、最近では質量分析装置と併用することでさらに高感度化と高選択性を達成した

方法が報告され、硫化水素だけではなく、SH基を有する種々の生体試料の詳細な解析法として確立されつ

つある 63,	69)。

	上記のように多くの硫化水素検出法が開発され、硫化水素研究はさらに活発化している。しかし、これら

の手法はいずれも細胞や組織を破砕する必要があり、実際の硫化水素の量を反映しているのかは疑問が残っ

ている。そこで有用な研究ツールとなるのが蛍光プローブである。　最近、生体内の硫化水素を可視化す

るための蛍光プローブが数多く報告され、研究に利用されてきている。

	硫化水素検出用の蛍光プローブは、その反応機構によって大きく 3 つに分類することができ、いずれも硫

化水素との反応によって蛍光を発する。しかし、生体内に mM オーダーで存在する GSHの影響、硫化水

素との反応性や選択性の低さなどの課題が残されており、生体内の硫化水素を可視化できる実用的な蛍光

プローブは未だ存在していない。また、最近生体内でその存在が確認されているパースルフィドやポリス

ルフィドなどの影響についても検討する必要があると考えられる。　報告されている一部の蛍光プローブ

はすでに市販されているが、上記の点を考慮して使用することが重要となる。

図 4-1  メチレンブルー法を用いた硫化水素検出

図 4-2		monobromobimaneラベル化法を用いた硫化水素検出
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2)		硫化水素の求核付加反応 73-75)

このタイプは硫化水素の求核性を利用した蛍光プローブである。その構造の中に電子欠損した不飽和結合

を有しており、この状態では蛍光を発しない。しかし硫化水素が存在する場合には、不飽和結合部位に硫

化水素がマイケル付加し、電子状態の変化あるいは連続して生じる反応によって蛍光を発する。

3)		硫化水素による金属イオンの遊離 76-78)

このタイプは硫化水素の金属配位を利用した蛍光プローブである。蛍光プローブは消光能を有する金属（主

に Cu2+）との錯体であり、この状態では無蛍光である。しかし硫化水素が金属に配位し、蛍光プローブか

ら金属が遊離すると蛍光が復活する。

1)		硫化水素によるアジド基あるいはニトロ基の還元 70-72)

このタイプは硫化水素の還元能を利用した蛍光プローブである。消光性のアジド基（ニトロ基の場合もある）

の場合には無蛍光であるが、硫化水素によってアミノ基に還元されると蛍光が復活する。

図 4-3  硫化水素の還元能を利用した蛍光プローブ

図 4-4 硫化水素による求核付加反応を利用した蛍光プローブ

図 4-5 硫化水素の金属配位を利用した蛍光プローブ
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5.  硫化水素と S- スルフヒドリル化
　 
		硫化水素は細胞内機能に様々な形で関与しているが、主な作用機構としてタンパク質の S- スルフヒドリ

ル化が考えられている。タンパク質のシステインチオールは、活性酸素（ROS）や NO などによって修飾

を受け、その機能を制御している 79,	80)。近年、硫化水素も同様にシステインチオール基への S- スルフヒ

ドリル化という反応によってタンパク質機能に大きく関わっていることが示されている 81)。しかしながら、

硫化水素が直接チオール基と反応することは考えにくく、その作用機序は未だ不明である。

硫化水素によって S- スルフヒドリル化が起こる可能性の一つとして、修飾を受けたシステインチオールに

対して硫化水素が直接反応する系が考えられている。システインチオールは、酸化ストレスや NO などの

刺激によって、ジスルフィド（S-S）、スルフェン酸（SOH）、S-ニトロシル（S-NO）のような様々な構造

を有することが確認されている。このように酸化されたチオール基は電子が欠損するため、直接硫化水素

イオンによる求核攻撃を受けることが考えられる 87-90)。

また、その他の可能性として、最近サルフェン硫黄の存在が注目されている 82)。サルフェン硫黄とは、硫

黄原子にのみ共有結合した硫黄原子のことであり、ゼロ価の硫黄（zero	valent	sulfur）を有するためフリー

のシステインチオール基に転位し、スルフヒドリル化反応を起こすことが示されている 83,	84)。サルフェン

硫黄は、硫化水素が酸化されることによって生成される polysulfide（HSSnH）、GSHやタンパク質などに

結合した結合型硫黄（Bound	Sulfur）など、生体内に多く存在することが示唆されている 85,	86)	。

図 5-1 硫化水素によるタンパク質 S- スルフヒドリル化

図 5-1 サルフェン硫黄を介したタンパク質 S- スルフヒドリル化

図 5-2 硫化水素とサルフェン硫黄を含む生体分子
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	最近、Idaらは硫化水素の合成酵素と考えられている CBSや CSEから cystine を基質として硫化水素で

はなくサルフェン硫黄を含む cysteine	persulfideが効率的に生成されることを明らかにしている。Idaらの

報告によれば、この cysteine	persulfide	(CysS-SH)	内のサルフェン硫黄が、生体内に多く存在する GSHに

転位し、glutathione	persulfide	(GS-SH)	として生理活性を発揮するとしている。GS-SHは生体内に数十～

数百 µM 存在しており、硫化水素（イオン）よりもはるかに高い反応性と抗酸化能を有することを示して

いる 91)。

	一方で Kimuraらはサルフェン硫黄を有するポリスルフィドが脳内に存在し、脳内の神経伝達を増強する

ことを明らかにしている。その活性は硫化水素の約 300 倍であり、硫化水素の実質的な生理活性はサルフェ

ン硫黄である可能性を示唆している 92)。同様に Koikeらは、polysulfideが Keap1/Nrf2シグナルを介して神

経細胞の保護作用を発揮することを示している 93)	。

図 5-3 システインパースルフィドの生合成

図 5-4 ポリスルフィドによる TRPチャネル活性化

図 5-5 ポリスルフィドによる Keap1/Nrf2活性化
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	上記のようにサルフェン硫黄の機能が少しずつ明らかにされる中、サルフェン硫黄研究用の新しい試薬も

開発されてきている。

 2013 年 Chen らは、サルフェン硫黄を検出するための蛍光プローブを世界で初めて報告している 94)。こ

のプローブはサルフェン硫黄の転位反応を利用したものであり、プローブ内のチオール基にサルフェン硫

黄が転位すると、エステル分解によって保護基が脱離し、蛍光を発するというものである。Idaらはこれら

プローブの一つである SSP2を用いて CSE過剰発現細胞内にサルフェン硫黄が多く生成されることを明ら

かにしている 91)。

	また、Zhang らは S- スルフヒドリル化タンパク質の新しい解析法について報告している 95)。本手法で

は、はじめに S-スルフヒドリル化されたチオール基を含むすべての反応性チオール基を methylsulfonyl	
benzothiazole	(MSBT)と反応させる。その後、シアノ基を有するビオチンを用いてタンパク質を処理する

と S-スルフヒドリル化されたチオール基だけが反応してビオチン化される。本手法を用いることで、タン

パク質の S-スルフヒドリル化には硫化水素合成酵素である CSE,	CBS,	3-MSTが関与していることが明ら

かとなっている 91,	95)。

図 5-6 サルフェン硫黄検出用蛍光プローブ	SSP4

図 5-7		S-スルフヒドリル化タンパク質解析法
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6.  硫化水素と NO のクロストーク

  生体内おける硫化水素の働きには、NO が深く関与していることがわかってきている 96)。　血管内皮細胞

などに存在する NO 合成酵素（eNOS;	endothelial	NO	synthase）は、NO を産生することによって血管拡

張を促進することが知られているが、硫化水素はこの eNOSを介した NO シグナル伝達系を高度に制御し

ていることが明らかとなっている 97,	98)。eNOSには二量体形成をコントロールするシステイン残基が存在

する。NO はこのシステイン残基をニトロシル化することによって二量化を阻害し、不活性化する（ネガティ

ブフィードバック）。　しかし、硫化水素はこのシステイン残基を S- スルフヒドリル化することによって

二量化を促し、活性化することが明らかとなっている。さらに、硫化水素は phosphoinositide	3-kinase	(PI3K)	
/Aktを活性化することによって eNOSのリン酸化を促進し、eNOSを活性化する。また、下流の soluble	
guanylate	cyclase	(sGC)	によって生成される cGMPの分解酵素 phosphodiesterase	(PDE)	を硫化水素は阻

害する。つまり、硫化水素は eNOSの活性だけではなく、その下流にも作用して NO シグナル伝達系を増

強しているのである。

　また、最近の研究では硫化水素と NO の直接的な反応によって新しい活性分子種 nitroxyl	(HNO)	が生成

して生理作用を示すことが示唆されており、大変興味深い 99)。

硫化水素と NO の詳細な反応機構や HNO の作用機序は未だ不明であるが、硫化水素の生理活性には NO
が密接に関わっていることは間違いないであろう。さらに注目すべきは、硫化水素と NO が反応した場合、

HNO が生成すると同時にサルフェン硫黄を含む persulfideや polysulfideが生成することである 100)。硫化

水素、NO、HNO、サルフェン硫黄、さらには一酸化炭素も相互に関わってきており、硫化水素を中心と

した研究分野は大きな広がりを見せてきている。

図 7-1  硫化水素と NO によるシグナル伝達



生体内硫化水素のバイオロジー

17

7. 今後の展望

		硫化水素が様々な生理活性を示すことが報告され、今後も硫化水素研究は発展していくことが予想され

る。さらに、最近の研究結果からその作用物質は硫化水素（イオン）そのものではなく、サルフェン硫黄

である可能性が示唆され、研究は新たな局面を迎えている。サルフェン硫黄の存在自体は決して新しいも

のではなく結合型硫黄として生体内に多く存在していることが古くから示されている。サルフェン硫黄の

役割や詳細な作用機構は未だ不明であるが、サルフェン硫黄を有する polysulfide	(persulfide)	の驚くべき性

質や機能が少しずつ明らかにされてきており、硫化水素研究を進めていく中でサルフェン硫黄の存在は無

視できない。

	このような硫化水素研究に寄与するため、同仁化学研究所では硫化水素研究用試薬として硫化水素ドナー

類、サルフェン硫黄研究用としてサルフェン硫黄ドナーである多硫化ナトリウム類、およびサルフェン硫

黄検出用蛍光プローブの製品化を進めている。

	また最近の報告では、硫化水素と NO の密接な関係が示唆されており、硫化水素研究は大きな広がりを見

せつつある。当社では、今後も硫化水素を中心とした硫黄研究に注目し、必要な試薬を提供していきたい

と考えている。
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許可なくコピーを禁ず

＜一酸化窒素関連＞
製品名 容量 品コード 備考

2,3-Diaminonaphthalene
(for NO detection) 10 mg D418 蛍光での NO2

-検出試薬

Carboxy-PTIO 10 mg C348 NO消去剤
DTCS Na 10 mg D465 NOスピントラップ剤
MGD 500 mg M323 NOスピントラップ剤
NOR1 10 mg N388 NO発生剤（酸性側で安定）
NOR3 10 mg N390 NO発生剤（酸性側で安定）、FK409とも呼ばれる
NOR4 10 mg N391 NO発生剤（酸性側で安定）
NOR5 10 mg N448 NO発生剤（酸性側で安定）
NOC5 10 mg, 50 mg N380 NO発生剤（アルカリ側で安定）
NOC7 10 mg, 50 mg N377 NO発生剤（アルカリ側で安定）
NOC12 10 mg, 50 mg N378 NO発生剤（アルカリ側で安定）
NOC18 10 mg, 50 mg N379 NO発生剤（アルカリ側で安定）
Peroxynitrite 溶液 1 mlｘ 5 P332 45 mmol/l以上の Peroxynitrite 溶液
SIN-1 25 mg S264 Peroxynitrite発生剤
APDC 1 g A389 NOS阻害剤
L-NAME 1 g N412 NOS阻害剤
L-NMMA 25 mg N411 NOS阻害剤
NO2/NO3 Assay Kit-C(Colorimetric)
～ Griess Reagent Kit～ 100回用 NK05 吸光度測定による NO測定キット

10～ 100umol/lの濃度域に適している
NO2/NO3 Assay Kit-FX (Fluorometric)
～ 2,3-Diaminonaphthalene Kit～ 200 tests NK08 蛍光強度測定による NO測定キット

1～ 10 umol/lの濃度域に適している

＜生体硫黄研究関連＞
製品名 容量 品コード 備考

-SulfoBiocitcs- Sodium sulfide 100 mg x 5 SB01 サルフェン硫黄発生剤
-SulfoBiocitcs- Sodium disulfide 100 mg x 5 SB02 サルフェン硫黄発生剤
-SulfoBiocitcs- Sodium trisulfide 100 mg x 5 SB03 サルフェン硫黄発生剤
-SulfoBiocitcs- Sodium tetrasulfide 100 mg x 5 SB04 サルフェン硫黄発生剤
-SulfoBiocitcs- Stable isotope Na2S(34) 
solution 0.5 ml SB05 サルフェン硫黄発生剤
-SulfoBiocitcs- GYY4137 10 mg SB06 H2S発生剤 (徐放性）
-SulfoBiocitcs- H2S donor 5a 10 mg SB07 H2S発生剤（還元物質応答性）
-SulfoBiocitcs- H2S donor 8l 10 mg SB08 H2S発生剤（還元物質応答性）
-SulfoBiocitcs- H2S donor 8o 10 mg SB09 H2S発生剤（還元物質応答性）
-SulfoBiocitcs- SSP4 1 mg SB10 サルフェン硫黄検出用蛍光プローブ
-SulfoBiocitcs- Protein Redox State 
Monitoring Kit 5 samples SB11 タンパク質チオール基解析用キット

（精製タンパク質用）
-SulfoBiocitcs- Protein Redox State 
Monitoring Kit - Plus 5 samples SB12 タンパク質チオール基解析用キット

（細胞内タンパク質用）
-SulfoBiocitcs- Protein S-Nitrosylation 
Monitoring Kit 20 samples SB14 タンパク質 S- ニトロシル基解析用キット

（細胞内タンパク質用）
GSSG/GSH Quantification Kit 200 tests G257 酸化型 /還元型グルタチオン分別定量キット
Total Glutathione Quantification Kit 100 tests T419 全グルタチオン測定キット
DTNB 1 g D029 チオール基比色定量用試薬

2016/03/17 改訂

1) 製品・製品容量は、このパンフレット編集時のものです。予告無しに変更する場合がございますのでご注意ください。

2) 上記製品は、試薬、研究用のみに使用するものです。医療用その他目的には使用できません。


