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研究成果の概要（和文）：ポリスルフィドはシステインのチオール基に過剰にイオウ原子が付加した活性イオウ
分子種であり、タンパク質中にも豊富に含まれている。本研究ではシステイニル-tRNA合成酵素(CARS)による翻
訳に共役したタンパク質ポリスルフィド化のメカニズムとその生理機能について解析を行った。大腸菌や哺乳類
などの各種生物のCARSはシステインパースルフィド合成活性を有し、翻訳に共役したタンパク質ポリスルフィド
化に関わることが示された。また、CARSによるタンパク質ポリスルフィド化は、ミトコンドリア機能などの細胞
機能制御に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Polysulfides is reactive persulfide species which have extra sulfur atoms in
 cysteine thiol and cellular proteins contain polysulfides abundantly (protein polysulfuration).  In
 this study, we investigated the translation-coupled mechanism of protein polysulfidation mediated 
by cysteinyl-tRNA synthetase (CARS) and its biological functions.  CARSs from various biological 
species including bacteria and mammals are found to have cysteine persulfide-producing activity and 
to be critically involved in protein polysulfuration.  Protein polysulfuration is suggested to play 
important roles in the regulation of cellular function such as mitochondrial morphogenesis.

研究分野： 生化学・ケミカルバイオロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、システインに過剰にイオウ原子が付加したシステインパースルフィドをはじめとする活性イオウ分
子種が、生体内で様々なレベルで生成され、タンパク質機能制御やエネルギー産生に関与することが明らかとな
った。本研究成果は、タンパク質科学、エネルギー代謝、細胞生物学、老・寿命と各種疾病の分子病態論など基
礎生物学から医学・臨床科学に至る多彩な分野へ革新的な波及効果をもたらすことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体内で過剰に産生される活性酸素は、酸化ストレスをもたらし感染・炎症をはじめとする様々な疾患
病態に関わることが知られている。一方で最近、活性酸素が多彩な細胞機能変化に関わる細胞内シ
グナルとして機能していることが分かってきた。活性酸素のシグナル伝達と制御にはセンサータンパク
質中のシステイン残基や、グルタチオンをはじめとしたシステイン含有低分子抗酸化化合物が主要な
役割を担っている。研究代表者らは、活性酸素と一酸化窒素(NO)により生成する 8-ニトロ-cGMP のユ
ニークなシグナル伝達機能を世界に先駆けて報告した(Nature Chem Biol, 2007)。8-ニトロ-cGMP は、
細胞内の酸化ストレスセンサータンパク質のシステインチオール基と反応して、cGMP 付加反応(タンパ
ク質 S-グアニル化)することにより、酸化還元(レドックス)シグナル伝達経路の主要な内因性リガンドとし
て機能している。また、8-ニトロ-cGMP の代謝およびシグナル機能制御にシステイン代謝経路が関わる
ことを見出し(Nature Chem Biol, 2012)、その制御因子の実体として、チオール基に過剰にイオウ原子
が付加したシステインポリスルフィド(CysS-(S)n-H)をはじめとする活性イオウ分子種が示唆された。ポリ
スルフィドはタンパク質中のシステイン残基にも存在しており(ポリサルファ化タンパク質)、過イオウ(ポリ
サルファ)化は、活性酸素シグナルのユニークなレドックスシグナル記号(コード)として機能していると考
えられた。しかしながら、活性イオウ分子は高い求核性と抗酸化活性を有し化学的に不安定なために
検出・定量が困難であり、活性イオウ分子(ポリスルフィド)の生体内レベルや動態、生理機能について
は不明であった。 
 
２．研究の目的 
酸化ストレスが活性酸素(reactive oxygen species, ROS)によるシグナル制御異常として理解されるよう
になってきた。最近我々は、ROS シグナルのセカンドメッセンジャーである 8-ニトロ-cGMP の代謝制御
に、システインパースルフィドなどの新規イオウ代謝物が関わることを、メタボローム解析手法(ポリサル
ファメタボローム)を駆使して明らかにした。本研究では、次世代型チオールバイオロジーの新しい原
理と方法論を駆使し、ポリサルファ代謝系の生理機能を抗酸化ストレス応答とその制御という視点から
解析し、ROS・活性イオウ分子種を基盤とした酸素リモデリングの制御機構の全貌の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 生体内ポリスルフィドを検出・定量する方法として、液体クロマトグラフィー -質量分析計
(LC-MS/MS)を用いた特異的・高感度なポリスルフィド解析系の構築を行った。化学的に不安定な生
体内ポリスルフィドを安定化する親電子性アルキル化剤、および、システインポリスルフィドをはじめとし
た各種ポリスルフィド 30 種類以上の安定同位体標識標準標品を用いて、高感度かつ高精度のポリス
ルフィド定量法を構築した。この定量系を用いて、各種培養細胞、ヒトおよびマウスの組織・血液などの
生体試料中のポリスルフィドレベル測定および活性酸素・酸化ストレスによる生成動態変化の解析を行
った。また、ポリスルフィドを特異的に検出する蛍光プローブ(SSP2 および SSP4)を用いた細胞内活性
イオウ分子種の蛍光イメージング解析法を開発し、細胞内ポリスルフィド動態解析におけるその有用性
の検証を行った。 
 
(2) 細胞内システインポリスルフィドの抗酸化機能を明らかにするために、過酸化水素処理による細胞
死についてポリスルフィドレベルの異なる各種細胞で比較解析を行った。また、活性酸素シグナル伝
達における二次メッセンジャーである 8-ニトロ-cGMP と活性ポリスルフィドとの反応を詳細に解析し、活
性酸素シグナル制御における活性イオウ分子の役割を解析した。 
 
(3) ポリスルフィド化されたタンパク質の特異的検出法として、ポリスルフィドと PEG マレイミド化ビオチ
ンの反応を基にポリスルフィド化タンパク質を検出する PEG-maleimide labeling gel shift assay (PMSA)
法を開発し細胞ライセートをはじめとする生体試料中のポリスルフィド化タンパク質の検出を行った。 
 
(4) 生体内活性イオウ分子種生成機構を明らかにするために、イオウ代謝関連酵素であり 8-ニトロ
-cGMP の代謝に関わることが示唆されているシスタチオニン β-シンターゼ(CBS)およびシスタチオニン
γ-リアーゼ(CSE)について、ノックダウン・過剰発現した細胞における各種ポリスルフィドレベルを上記
測定法により解析した。また、各種組換えタンパク質や培養細胞・組織を用いて、CBS や CSE 以外の
新規活性イオウ分子種生成系の探索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 高感度 LC-MS/MS と安定同位体標識標準標品を用いたポリスルフィド化合物の検出・定量システ
ムを確立し、生体試料中の各種ポリスルフィド化合物の高感度で精緻な定量解析が可能となった。こ
の解析システムを用いることにより、培養細胞や各種組織、血液(ヒトおよびマウス)中に各種ポリスルフ
ィドが様々なレベルで存在し、中でもグルタチオンパースルフィドが最も高濃度(100 μM 以上)で存在
することが分かった。また、CBS および CSE をノックダウンした培養細胞ライセート等を用いた実験によ
り、生体内ポリスルフィド生成への CBS および CSE の関与が示された(Ida et al, PNAS, 2014)。また、ポ
リサルファ特異的蛍光プローブ(SSP2 および SSP4)を用いた細胞内活性イオウ分子イメージング解析
では、ヒト肺がん A549 細胞をはじめとする各種細胞において、蛍光イメージングの結果と上記
LC-MS/MS 解析で測定された細胞内ポリスルフィドレベルに相関が確認され、本イメージング解析法
のポリスルフィド動態解析における有用性が示された(Chen et al, Angew Chem, 2015)。 



 
(2) 活性ポリスルフィドと過酸化水素の反応を解析した結果、活性ポリスルフィドが過酸化水素の強力
な消去活性を有することが示された。CSE の過剰発現によりポリスルフィドレベルの増加した A549 細
胞では、過酸化水素処理による細胞死が有意に減少し、ポリスルフィドが細胞内抗酸化因子として機
能していることが明らかになった。また、活性ポリスルフィドは細胞内において 8-ニトロ-cGMP を
8-SH-cGMP へと代謝・分解することにより、活性酸素シグナルの制御因子としていることが明らかにな
った(Ida et al, PNAS, 2014)。 
 
(3) ポリサルファ化タンパク質を特異的に検出するシアノ化ビオチンを用いた Tag-Switch-Tag 法を開
発し、ポリサルファプロテオミクス解析法を構築した。本解析法による A549 細胞ライセートの解析では、
40 種類以上のポリサルファ化タンパク質を同定し、細胞内の様々なタンパク質がポリサルファ化されて
いることが示された(Ida et al, PNAS, 2014)。さらに、タンパク質のポリサルファ化レベルを詳細かつ簡
便に解析できる PMSA 法を開発し各種組換えタンパク質および細胞内タンパク質の解析を行った結
果、ポリサルファ化はタンパク質中の特定のシステイン残基に起こり、酵素活性などのタンパク質機能
やタンパク質構造の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された(Jung et al, Biochem Biophys 
Res Commun, 2016)。 
 
(4) 新しい生体内活性イオウ分子種産生系として、タンパク質翻訳と共役したシステイン-tRNA 合成酵
素(CARS)によるシステインパースルフィド産生(システインパースルフィド合成酵素，CPERS)を明らか
にした。CARS/CPERS は、システインを基質としてシステインパースルフィドを生成し、タンパク質翻訳
と共役的にタンパク質ポリスルフィド化に主要な役割を果たしていることが分かった。さらに、CARS のノ
ックアウト・ノックダウン細胞の解析から、CARS/CPERS によるシステインポリスルフィド産生がミトコンドリ
ア機能制御に関わることが示唆された(Akaike et al, Nat Commun, 2017)。 
 
(5) CARS/CPRES によるイオウ代謝プロファイルを詳細に解析した結果、CARS/CPERS により生成され
るパースルフィドは電子伝達系から電子を授受し、硫化水素(H2S)へと代謝・還元することが示唆され
た(Akaike et al, Nat Commun, 2017)。さらに、イオウ代謝産物である H2S の代謝経路として SQR 
(sulfide:quinone oxidoreductase)によるプロトン供与を介したミトコンドリア膜電位形成が認められ、ミトコ
ンドリアの電子伝達およびエネルギー産生における活性ポリスルフィドおよびイオウ代謝経路の関与が
示唆された(論文投稿中)。 
 
以上より、生体内で産生されるシステインポリスルフィドは、主要な細胞内抗酸化因子として機能すると
ともに細胞機能変化および機能維持に重要な役割を果たしていることが示された。また、ヒト疾患にお
けるポリスルフィドレベルの変化も分かってきており(Kyogoku et al, J Allergy Clin Immunol, 2019; 
Kunikata et al, Sci Rep, 2017; Numakura et al, Thorax, 2017)、本研究の成果は、酸化ストレスに関連し
た各種疾患の予防・治療法開発の基盤となることが期待される。 
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2. Akaike T.  Translation-coupled persulfide synthases (PERSs) involved critically in sulfur 
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3. Akaike T.  Persulfide synthase coupled with translation mediates sulfur respiration in mammals 
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5. Akaike T.  Cysteinyl-tRNA synthetase (CARS) controls endogenous hydropersulfide production 
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6. Akaike T, 他.  Sulfur respiration in mammals and its implication for tumor biology (招待講演)． 
The Cold Spring Harbor Asia Conference on Cancer & Metabolism．2018 年 

7. Akaike T, 他.  Moonlighting functions of cysteinyl-tRNA synthetase: Cysteine hydropersulfide 
production and regulation of mitochondrial biogenesis and bioenergetics.  SfRBM 2017 - 24th 
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http://www.toxicosci.med.tohoku.ac.jp/ 
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