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研究成果の概要（和文）：　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)は活性
イオウ分子産生酵素として注目されているがそれ自身の翻訳後修飾に着目した研究はほぼない。本研究ではその
翻訳後修飾に着目し研究を行った。
　CBSのあるセリン残基の置換体を作製し活性を測定したところその活性は認められなかった。よってこの残基
のリン酸化修飾がCBS活性を制御するものであると考えられる。CSEはS-ニトリシル化修飾について検討したとこ
ろ、NOドナー依存的な活性制御を確認した。加えてS-ポリチオール化修飾による制御を確認した。これらは
CBS、CSEの翻訳後修飾による制御の可能性を示した新たな知見である。

研究成果の概要（英文）： We investigated post-translational modification of reactive sulfur species 
producing enzymes, cystathionine beta-synthase (CBS) and cystathionine gamma-lyase (CSE). 
 We found that the serine-mutated CBS has no activity. Therefore, phosphorylation of the serine 
residue is crucial for its activity. Treatment of CSE with NO donor decreased its activity, and 
treatment with reactive sulfur species donor decreased its activity. These data indicate that CBS 
and CSE might be controlled by its post-translational modification.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 活性イオウ分子はシステインにイオウが
過剰に付加したシステインパースルフィド
を代表とする「分子内の SH 基に多くのイオ
ウが連なった分子」であり、非常に反応性が
高い特徴がある。その存在や働きについては
過去にいくつか報告されていたが、その詳細
は不明であった。我々は最近、活性イオウ分
子についてその生成過程や生体内での存在
量、および作用について詳細に報告した。す
なわち、生体内には数百μM という高濃度の
システインパースルフィドや、さらにイオウ
が付加したシステインポリスルフィドなど
の活性イオウ分子が存在し、これらはシスチ
ンを基質としてシスタチオニン β-シンタ
ーゼ（CBS）およびシスタチオニン γ-リア
ーゼ（CSE）から産生されることを明らかに
した。興味深いことに、システインパースル
フィドなどの低分子の他にも、活性イオウ分
子によりタンパク質の SH 基が修飾された S-
ポリチオール化タンパク質の存在も明らか
になった。多くのタンパク質についてその S-
ポリチオール化修飾による制御が報告され
ている他、活性イオウ分子についての報告は
近年爆発的に増加しておりその注目度は増
す一方である。 
 
２．研究の目的 
 CBS および CSE は元来、メチオニンからシ
ステインへの代謝経路に存在し、CBS はセリ
ンとホモシステインからシスタチオニンを
生成する反応を、CSE はシスタチオニンを分
解してシステインを生成する反応を触媒す
る酵素であるが、加えて、近年 CBS および CSE
ともに活性イオウ分子産生酵素として再注
目されている。活性イオウ分子はその反応性
の高さや機能の豊富さから現在ホットトピ
ックスとなっており、様々な論文が発表され
ているが、一方その産生酵素に着目した研究
は少なく詳細は不明な点が多い。CBS および
CSE の翻訳後修飾による制御に着目した研究
はほとんど行われておらず、その解明は急務
である。よって本研究では CBS および CSE の
翻訳後修飾に着目し研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 CBS および CSE についてその翻訳後修飾に
よる制御メカニズムの解析を in vitro で行
った。 
（１）リコンビナント CBS、CSE およびその
アミノ酸置換体の作製 
 大腸菌発現系を用い、それぞれのリコンビ
ナント酵素を作製した。また、常法によりそ
のアミノ酸置換体の作製を行った。 
（２）酵素活性の測定 
 CBS活性は 14C-セリンを基質としたRIトレ
ーサー法により測定した。CSE 活性は硫化水
素検出蛍光プローブおよび活性イオウ分子
検出蛍光プローブを用いた方法により測定
した。 

（３）CBS リン酸化部位特異的抗体の作製 
 CBS リン酸化部位特異的抗体はヒト CBS ペ
プチドを用い常法により作製した。 
 
４．研究成果 
（１）シスタチオニン β-シンターゼ（CBS） 
CBS はその活性に影響を与えるリン酸化修
飾の探索を行った。CBS のある１つのセリン
残基に着目し、そのアラニン（SA）およびア
スパラギン酸（SD）置換体を作製しその活性
を測定した。その結果、両置換体とも活性は
認められなかった。よってこのセリン残基は
CBS 活性に大きく影響を及ぼすことが判明し、
このセリン残基のリン酸化修飾がCBS活性を
制御するものであると考えられる。よって
CBS リン酸化部位特異的抗体の作製を行い、
様々な刺激を加えた細胞をサンプルとし、作
製した抗体の反応性を利用してCBSリン酸化
修飾シグナルを探索している。あわせて、CBS
リン酸化修飾調節についても検討を行う予
定である。 
 

 
（２）シスタチオニン γ-リアーゼ（CSE） 
CSE は作製した全てのシステイン残基のバ
リン置換体のうち２つに着目し検討を行っ
た。これらの置換体について硫化水素検出プ
ローブおよび活性イオウ分子検出プローブ
を用い検討したところ、１つの置換体は両プ
ローブで活性が認められないのに対し、一方
の置換体は硫化水素検出プローブでは活性
が認められないが活性イオウ分子検出プロ
ーブでは活性が認められた。これは非常に興
味深い結果であり、今後得られた２つの置換
体の解析を続ける。CSE の翻訳後修飾では、
S-ニトリシル化修飾について検討したとこ
ろ、NO ドナー依存的な活性制御が認められた。
加えて NO ドナー非感受性の CSE アミノ酸置
換体の作製を行い、その修飾部位を決定した。
S-ポリチオール化修飾について、プルダウン
法を用いることにより活性イオウ分子ドナ
ー依存的な活性制御が認められた。 
これらに加えて、CBS および CSE それぞれ
の恒常発現細胞を樹立しその影響について
検討を行っている。 
 これらの結果は CBSおよび CSEの翻訳後修
飾による制御の可能性を具体的に示した新
たな知見である。本研究は一定の成果を挙げ
た他、解析に有利な方法およびツールを開発
しており今後の展開が期待されるものであ
る。 
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