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研究成果の概要（和文）：ポリサルファ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サルファ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サルファ化に
関わることが示された。また、CARSによるタンパク質ポリサルファ化は、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）：Polysulfur is reactive persulfide species which have extra sulfur atoms in 
cysteine thiol and cellular proteins contain polysulfur abundantly (protein polysulfuration). In 
this study, we investigated the translation-coupled mechanism of protein polysulfuration 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
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１．研究開始当初の背景 
 生体内で産生される活性酸素は、酸化スト
レスをもたらし様々な疾患病態に関わる一
方で、細胞機能変化をもたらすシグナルとし
て機能していることが分かってきた。我々は
活性酸素シグナルの二次メッセンジャーと
して8-ニトロ-cGMPを発見しその機能解析を
行ってきた。その研究の過程で、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 8-ニトロ-cGMP を代謝・分解するこ
とによりそのシグナル活性を制御している
ことを見出した。活性イオウ分子種は、シス
テインのチオール基（-SH 基）に過剰にイオ
ウ原子が付加した活性分子種（-(S)n-SH；ポ
リサルファ）であり、生体内には多様な活性
イオウ分子種が様々なレベルで存在してい
ることが分かってきた。さらに、様々なタン
パク質中のシステイン残基にも豊富にポリ
スルフィドが存在すること（タンパク質ポリ
サルファ化）が示唆されたが、生体内のポリ
スルフィド生成機構、タンパク質ポリサルフ
ァ化の分子メカニズムとその生理学的意義
等については明らかではなかった。そのよう
な中で、我々はタンパク質翻訳に関連した酵
素であるシステイニル-tRNA 合成酵素（CARS）
が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サルファ
化に関与することを予備的ながら見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、活性イオウ分子のユニークな
化学特性に基づくポリサルファ化タンパク
質の特異的かつ高感度な解析法を開発する
とともに、同解析システムを用いてシステイ
ニル-tRNA 合成酵素による翻訳に共役したタ
ンパク質ポリスルフィド化の分子メカニズ
ムとその生理機能を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 翻訳に共役した新規タンパク質ポリサル
ファ化メカニズムとその生理機能の解析を
目指して以下の解析を行った。 
(1) 活性イオウ分子の化学特性の解析とタ
ンパク質ポリサルファ化の解析システムの
開発： 8-ニトロ-cGMP をはじめとした各種親
電子物質とポリサルファを試験管内にて反
応させ、質量分析（LC-MS/MS）による各種活
性イオウ分子種の精緻な定量解析法を用い
て、その反応産物を詳細に分析することによ
り、ポリサルファと親電子物質との反応性を
調べた。さらに、この解析で明らかにしたポ
リサルファと親電子物質の化学反応性をも
とに、タンパク質ポリサルファ化の新規検
出・定量法の開発を行った。 
(2) 翻訳酵素システイニル-tRNA 合成酵素
（CARS）によるシステインポリサルファ合成
の解析： システイニル-tRNA 合成酵素（大腸
菌 CysRS および真核細胞 CARS1/2）の組換え
タンパク質を調製し、LC-MS/MS により各酵素

の反応生成物を解析することにより、システ
インパースルフィド合成活性を調べた。また、
同活性の反応速度論、基質特異性などの解析
を行うとともに、各酵素の各種アミノ酸変異
体を用いて、パースルフィド生成の酵素反応
メカニズムの解析を行った。さらに、CARS1/2
のノックダウン・ノックアウトにより CARS
発現が欠失または低下したヒトおよびマウ
スの培養細胞を作製し活性イオウ分子レベ
ルを定量することにより、細胞の活性イオウ
分子産生における CARS の寄与を調べた。 
(3) 無細胞タンパク質合成系でのポリサル
ファ化タンパク質合成機構の解析：CARS によ
る翻訳に共役したタンパク質ポリサルファ
化を明らかにするために、再構成型無細胞タ
ンパク質合成系（PUREfrex システム）におい
て、様々なタンパク質遺伝子からタンパク質
を合成（翻訳）し、タンパク質ポリサルファ
化を上記項目（1）で開発したポリサルファ
化解析手法を用いて解析した。 
(4) ポリサルファ化タンパク質の機能解
析：タンパク質ポリサルファ化の生理機能と
して、ミトコンドリアの分裂・伸長の制御に
着目し、ミトコンドリアに局在する CARS2 を
ノックアウトしたヒト培養細胞（HEK293T 細
胞）におけるミトコンドリアタンパク質のポ
リサルファ化、ミトコンドリアの形態につい
て解析し、野生型細胞と CARS2 ノックアウト
細胞との差異を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ポリサルファと各種親電子物質との反
応生成物の LC-MS/MS による詳細な分析によ
り、反応する親電子物質の親電子性に依存し
てイオウ原子数の異なる反応産物が生成さ
れることが分かった。このような各種親電子
物質とポリサルファとの反応性の違いをも
とに、ヨードアセトアミド誘導体と LC-MS/MS
を用いたポリサルファの精緻な定量解析法、
およびポリエチレングリコール-マレイミド
標識-ゲルシフトアッセイ法によるタンパク
質ポリサルファ化の特異的で高感度な検
出・定量法の開発に成功した。これらの解析
法によりタンパク質ポリサルファ化の詳細
な解析が可能となった（Biochem Biophys Res 
Commun 2016; Nat Commun 2017）。 
(2) 大腸菌、ヒト、マウスの CARS 組換えタ
ンパク質の解析により、CARS は細菌から哺乳
類まで生物種横断的にシステインパースル
フィド合成活性を有することが示された
（Nat Commun 2017）。CARS によるシステイン
パースルフィド合成は、システインを基質と
しピリドキサルリン酸（PLP）に依存した酵
素反応であることが分かった。また、アミノ
酸変異体 CARS の解析から、パースルフィド
合成活性には、CARS 本来のシステイニル
-tRNA 合成活性とは異なるアミノ酸残基が関
与していることが明らかになった。さらに、
CARS1/2 のノックアウト・ノックダウンの実
験により、哺乳類細胞においては細胞内ポリ



サルファ合成の大部分を CARS が担っている
ことが示された。 
(3) 無細胞タンパク質合成系を用いた解析
により、様々なタンパク質において翻訳時に
システイン残基がポリサルファ化されてい
ることが明らかになった。さらに、このタン
パク質合成系に含まれる野生型 CARS をパー
スルフィド合成活性が低下したアミノ酸変
異体 CARS に置換すると、合成されたタンパ
ク質のポリサルファ化が著明に減弱したこ
とから、タンパク質翻訳に共役したポリスル
フィド化は CARS のパースルフィド合成活性
によることが示された。 
(4) ミトコンドリアに局在するCARS2を欠損
したヒト HEK293T 細胞では、野生型細胞に比
べ、ミトコンドリアの短小化が観察され、ミ
トコンドリアの分裂を制御するタンパク質
Drp1 のポリサルファ化の低下が見られた。
CARS2 欠損細胞にパースルフィド合成活性を
有するCARS2を導入するとこれらの変化が見
られなくなることから、タンパク質ポリサル
ファ化はミトコンドリアの機能制御に関わ
ることが示された。 
 以上の結果より、CARS は新規パースルフィ
ド合成酵素として細胞内におけるポリスル
フィド産生および翻訳に共役したタンパク
質ポリサルファ化に重要な役割を果たして
いることが示された。また、CARS によるタン
パク質ポリサルファ化は、ミトコンドリア機
能をはじめとした様々な細胞機能の維持・制
御に深く関わっていることが示唆された。本
研究において明らかにした CARS による翻訳
に共役したタンパク質ポリサルファ化は、こ
れまで知られていなかった全く新しいポリ
サルファ化のメカニズムであり、本研究の成
果は未だ不明な点が多い活性イオウ分子種
の生理機能解明に大きく貢献するものと考
えられる。 
 なお、本研究成果について「哺乳類におけ
る硫黄呼吸の発見」としてプレスリリースを
行い、国内外のメディアで大きく取り上げら
れた。 
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