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研究成果の概要（和文）：本研究では、システインパースルフィドなどの活性イオウ分子種と8-ニトロ-cGMPに
よる新規酸化ストレス応答機構の解明に向けて解析を行った。活性イオウ分子種特異的高感度検出システムを構
築し、活性イオウ分子種の生成動態解析を行った結果、8-ニトロ-cGMPと活性イオウ分子種によるクロストーク
が酸化ストレス応答に重要な役割を担っていることが示された。また、翻訳に共役した新規システインポリスル
フィド生成系を発見し、このシステインポリスルフィド生成系がタンパク質ポリスルフィド化やタンパク質機能
にも重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated novel oxidative stress response mechanism by 8-nitro-cGMP 
and reactive sulfur species such as cysteine persulfide. We developed a quantitative method, i.e, 
sulfur omics analysis, for determination of the level of cysteine persulfides/polysulfides and 
protein polysulfidation using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and 
iodoacetamide-based derivative. Using this technique, it was found that reactive sulfur species play
 an important role in oxidative stress response, via crosstalk with 8-nitro-cGMP. We also found a 
new cysteine persulfide producing system in cells, which is originally known as a master enzyme for 
protein translation, and elucidated its pivotal roles in protein polysulfidation and protein 
function.

研究分野： 分析科学
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１．研究開始当初の背景 
生体内で過剰に生成される活性酸素種（ROS）
や一酸化窒素（NO）は酸化ストレスをもたら
し、様々な疾患に関わることが知られている。
研究代表者らのグループは、ROS と NO に依存
して生体内で生成する 8-ニトロ-cGMP が、タ
ンパク質中のシステイン残基に cGMP 構造を
付加するユニークな新規タンパク質翻訳後
修飾（S-グアニル化）を介して、酸化ストレ
ス適応応答に関わることを明らかにした
（Nature Chem. Biol. 2007, J Biol. Chem. 
2010, Nature Chem. Biol. 2012）。さらに、
8-ニトロ-cGMP シグナルの制御機構を探索す
る中で、シスタチオニン β-シンターゼ（CBS）
やシスタチオニン γ-リアーゼ（CSE）が 8-
ニトロ-cGMP から 8-SH-cGMP への代謝に関わ
ることを見いだした(Nature Chem. Biol. 
2012)。それらの研究の中で、研究代表者ら
は、安定同位体希釈法と質量分析装置
(LC-MS/MS)を用いた8-ニトロ-cGMPの定量法
の確立に携わり、世界に先駆けて、その生体
内濃度を明らかにした。さらに、アルキル化
剤 monobromobimane（MBB）を用いたチオール
基含有化合物の LC-MS/MS による同時解析シ
ステムを開発し、CSE と CBS がシスチンを基
質にシステインパースルフィドなどの活性
システインポリスルフィドを効率よく生成
することを明らかにし、生体内活性システイ
ンポリスルフィドが8-ニトロ-cGMPを代謝す
る本態であることを示した（PNAS. 2014）。 
 活性システインポリスルフィドは、チオー
ル基に過剰にイオウ原子が付加（過イオウ化）
した化合物であり、生体内ではシステインパ
ースルフィドからのイオウ転移により、グル
タチオンやタンパク質システイン残基など
がポリスルフィド化されている。活性システ
インポリスルフィドは、強力な抗酸化能（過
酸化水素消去活性や細胞保護作用）を有する
ことが明らかとなり、これらのことから、活
性システインポリスルフィドは生体内にお
ける重要な新規レドックス制御因子である
と考えられる。また、システインポリスルフ
ィドと各種アルキル化剤との反応性を調べ
るなかで、MBB はシステインポリスルフィド
と付加体を作るだけでなくシステインポリ
スルフィドの一部を分解すること、および、
ヨードアセトアミドは、MBB に比べ安定なポ
リスルフィド付加体を形成することを予備
的に見いだした。したがって、ヨードアセト
アミド誘導体を用いた新規システインポリ
スルフィド定量法を開発することにより、よ
り高精度な動態解析と活性システインポリ
スルフィドの生理機能解析が可能になると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
生体内での活性Cysポリスルフィドと8-ニト
ロ-cGMPのクロストークを介した新規酸化ス
トレス応答機構を明らかにするために、新規
高精度活性システインポリスルフィド定量解

析システムの構築し、細胞内ポリスルフィド生
成に及ぼす酸化ストレスの影響とS−グアニル
化の連関の解析、さらにタンパク質システイン
ポリスルフィド化の生理機能の解明を目的に
した。 
 
３．研究の方法 
（１）生体内システインポリスルフィドの高
精度な定量を行うため、従来の MBB の代わり
に 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 誘 導 体 β
-(4-hydroxyphenyl) ethyl iodoacetamide
（HPE-IAM）をシステインポリスルフィド補
足剤として用いる新規システインポリスル
フィド定量解析システムを構築した。具体的
には、化学的に反応性が高く、不安定な生体
内ポリスルフィド構造を安定化するために
各種親電子性アルキル化剤を検討し、比較的
ポリスルフィド構造の分解が少ない HPE-IAM
を用いてアルキル化することで安定化させ
た。検出には液体クロマトグラフィー−質量
分析計（LC−ESI-MS/MS）を用いた高感度・高
特異的検出システムを構築した。さらに、各
種活性イオウ分子種を定量的に解析するた
めに、システインポリスルフィド、グルタチ
オンポリスルフィドをはじめとした各種ポ
リスルフィド 40 種類以上の安定同位体標識
標準標品を合成・精製し、これら標準標品の
測定シグナルをもとにした安定同位体希釈
法を構築した。本定量的・特異的解析システ
ムを用いて、組換え CBS と CSE によるシステ
インパースルフィド生成能について酵素速
度論的解析を行った。また、in vitro、in vivo
における活性イオウ分子種生成動態を定量
的に解析した。 
 
（２）システインポリスルフィド定量解析シ
ステムを応用し、タンパク質のポリスルフィ
ド化システイン残基の同定、システインポリ
スルフィド価数（付加したイオウの数）の定
量的解析システムを構築した。具体的には、
タンパク質を HPE-IAM によりアルキル化し、
安定化させた後、プロナーゼ処理によりアミ
ノ酸レベルに消化し、LC-ESI-MS/MS を用いた
上記検出システムにより定量的にタンパク
質ポリスルフィド化レベルを解析した。さら
に、ポリスルフィド化システイン残基の同定、
価数を同定するために、ヨードアセトアミド
によりアルキル化した後、トリプシン消化し、
LC-Q-TOF-MS を用いて解析した。さらにタン
パク質のポリスルフィド化を簡便に解析す
る方法として、PEG-maleimide-labeling gel 
shift assay (PMSA)法を用いて、各種組換え
タンパク質、細胞内タンパク質のポリスルフ
ィド化レベルを解析した。 
 
（３）活性イオウ分子種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
グ解析法を用いて、細胞内ポリスルフィド動
態解析を可視化した。 



（４）ポリスルフィド化タンパク質と 8-ニト
ロ-cGMP による S-グアニル化、さらにポリ S-
グアニル化を解析するために、抗 S-グアニル
化タンパク質抗体を用いたウェスタンブロ
ット解析を行った。また、8-ニトロ-cGMP、
さらに8-ニトロ-cGMPと活性イオウ分子との
の代謝産物である8-SH-cGMPの細胞内生成動
態を解析するために、抗 8-ニトロ-cGMP、抗
8-SH-cGMP 抗体を用いた細胞蛍光免疫染色を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）高感度・高特異的 LC-ESI-MS/MS とポ
リスルフィド構造の分解が比較的少ない
HPE-IAM を用いた活性システインポリスルフ
ィド安定化、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、生体試料中や in vitro におけ
る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
織の各種ポリスルフィドが高いレベルで存
在 す る こ と が 示 さ れ た (Nature 
Communications, 2017)。また CSE、CBS によ
る活性システインポリスルフィド生成能に
ついて酵素速度論的解析を行った結果、CSE
はシスチンを基質に高いシステインポリス
ルフィド生成能を有することが示された
(Nature Communications, 2017)。 
 
（２）タンパク質ポリスルフィド化レベルを
解析することを目的に LC-ESI-MSM/MS と
LC-Q-TOF を用いた検出システムの構築に成
功した。本解析システムにより、様々な組換
えタンパク質の６割以上のシステイン残基
が高度にポリスルフィド化されていること
が示された。この結果は PMSA を用いたタン
パク質ポリスルフィド化レベル検出結果と
相関があり、両解析システムの有用性が示さ
れた。さらにタンパク質ポリスルフィド化は
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構造維持に重要な役
割 を 果たし て いるこ と が示唆 さ れ た
(Biochemical and biophysical research 
communications. 2017, Nature 
Communications, 2017)。 
 
（３）酸化ストレスにおける 8-ニトロ-cGMP
と活性イオウ分子の動態解析を検討するた
めに、酸化ストレスを惹起させることが知ら
れているメチル水銀を細胞に処理し、活性イ
オウ分子種の動態変動を LC-ESI-MS/MS や活
性イオウ分子種特異的蛍光プローブを用い
たイメージング解析を行った。その結果、メ
チル水銀曝露による酸化ストレスにより、生
体内の活性イオウ分子種の生成レベルが減
少することが示された。一方、8-ニトロ-cGMP
やその代謝化合物である8-SH-cGMPの生成動
態を LC-ESI-MS/MS や細胞蛍光免疫染色によ
り検討した結果、メチル水銀曝露による酸化

ストレスによって、8-ニトロ-cGMP の生体内
生成レベルの増加と8-SH-cGMPの減少が明ら
か に な っ た (Chemical research in 
toxicology. 2017)。 
 
（４）各種質量分析装置や PMSA 法を用いて
タンパク質ポリスルフィド化レベルを解析
した結果より、非常に高いレベルでポリスル
フィド化が形成されていることが明らかと
なった。そこで、8-ニトロ-cGMP とポリスル
フィド化タンパク質とのポリ S-グアニル化
を検出することを目的に、タンパク質に 8-
ニトロ-cGMP を処理し、抗 8-ニトロ-cGMP 抗
体を用いたウェスタンブロット解析をおこ
なった。その結果、8-ニトロ-cGMP 処理によ
り検出されたバンドが、還元剤処理により消
失することが示された。これはポリスルフィ
ド構造が還元剤により還元されことを示し、
ポリスルフィド化タンパク質と 8-ニトロ
-cGMPによるポリS-グアニル化の存在を示唆
した。 
 
（５）非常に高いレベルでタンパク質のポリ
スルフィド化レベルが形成されていること
から、我々は翻訳に注目してタンパク質ポリ
スルフィド化機構を探索するなかで、CBS お
よび CSE以外の全く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
したシステイニル-tRNA 合成酵素（CARS）に
システイパースルフィド生成を明らかにし
た。CARS はシステインを基質にシステインパ
ースルフィドを産生し、これを tRNA に取込
むことにより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示され
た。さらに CRISPR/Cas9 システムによりミト
コンドリアに局在するCARS2をノックアウト
した細胞やマウスにおける活性イオウ分子
種生成レベルを解析した結果、生体内のシス
テインパースルフィドのほとんどを生成し
ている主要な酵素であることが示された
Nature Communications, 2017)。 
 
以上より、生体内で産生されるシステインポ
リスルフィドに代表される活性イオウ分子
種は、そのほとんどが CARS により産生され
ることが示された。また、活性イオウ分子種
は、生体内親電子性シグナル伝達物質である
8-ニトロ-cGMP とのクロストーク・連関を介
して、酸化ストレスを制御していることが示
唆された。さらにタンパク質システインポリ
スルフィド化がタンパク質の機能に重要な
役割を果たしていることが示された。また、
本研究課題により構築した活性イオウ分子
種特異的定量的解析システムを応用するこ
とで、最近、ヒト疾患におけるポリスルフィ
ドレベルの変動（Scientific reports. 2017, 
Thorax. 2017）もわかってきており、本研究
の成果や構築した解析システムは、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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