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研究成果の概要（和文）：Tyrosine methyl esterを出発物質として、活性イオウ分子種検出に最適な新規アル
キル化試薬N-iodoacetyl tyrosine methyl ester (TME-IAM)を合成した。TME-IAMを用いた活性イオウ分子種メ
タボローム解析系を構築し、低酸素耐性を持つゴールデンハムスター腎（HaK）細胞と低酸素に脆弱であるヒト
腎（HEK293）細胞を解析した結果、両細胞で異なる活性イオウ分子プロファイルを示すことが分かった。これら
のことから、低酸素耐性機構に活性イオウ分子種が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel tyrosine-based alkylating agent, N-iodoacetyl tyrosine 
methyl ester (TME-IAM) by a coupling reaction of TME and iodoacetic acid.  Mass spectrometric 
analyses revealed that TME-IAM can derivatize reactive sulfur species without artificial 
decomposition in biological samples.  By quantitative analysis for reactive sulfur species, the 
results showed that there were differences in the profile of reactive sulfur species between 
hypoxia-tolerant golden hamster kidney cells and hypoxia-vulnerable human kidney cells.  These 
results suggest that reactive sulfur speceies may be involved in the hypoxia torelance mechanism in 
hibernators.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 活性硫黄分子　超硫黄分子　低酸素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で開発したTME-IAMを用いることで、これまで検出が困難であった生体試料中の活性イオウ分子種を
正確に検出することを可能となる。活性イオウ分子種は強力な抗酸化活性やレドックスシグナル制御活性を示す
ことが知られていることから、本検出試薬を用いた活性イオウ分子種メタボーム解析系は、酸化ストレス関連疾
患や、がんなどの疾病・病態における活性イオウ分子種の生物学的意義を解析する上で非常に有用であると期待
される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 酸素が地球上に誕生して以来、多くの生物は酸素を電子受容体として利用する好気的エネル
ギー生成機構を用いて生命活動を維持してきた。大気中より取り込まれた酸素は、哺乳動物では
細胞内のミトコンドリアの電子伝達系において消費され、エネルギー代謝に利用される。一方で、
ジリスやハムスターなどの冬眠性する小型哺乳類は、低酸素耐性、虚血再灌流耐性、廃用性萎縮
耐性を備えているとされているが、冬眠を可能とする生体状態の実体とその達成機構はよく解
っていない。 
 応募者らはこれまでに、システイン残基のチオール基にイオウ原子が過剰に付加された、シス
テインパースルフィド（CysSSH）やグルタチオンパースルフィド（GSSH）などの活性イオウ分子
種の生体内生成を世界で初めて報告し、その生理的シグナル機構を明らかにしてきた。さらに、
細菌・原核生物から真核生物まで普遍的に発現している翻訳酵素であるシステイニル tRNA 合成
酵素（cysteinyl-tRNA synthetase, CARS）が、生体内で CysSSH を産生する主要な酵素であるこ
とを見出した。哺乳動物細胞のミトコンドリア内で発現している CARS（CARS2）より生成される
CysSSH とその関連代謝物が、ミトコンドリア生合成の制御に関与し、さらにエネルギー産生の
過程で酸素の代わりに利用されていることが分かった。この新規エネルギー生成機構（イオウ呼
吸）において、CARS2 により生成された CysSSH は、電子伝達系より電子を受容することで硫化
水素（hydrogen sulfide, H2S）を生じ、硫化水素代謝酵素である sulfide:quinone reductase
（SQR）によりそのプロトン（電子）は再び電子伝達系のキノン（Q）プールへと供与される。こ
の経路（イオウ呼吸）では酸素を必要としないため、新たな嫌気的エネルギー生成機構として低
酸素環境下で機能している可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題で着目する活性イオウ分子種は、非常に不安定な分子であるため、サンプル調製時
に容易に分解、酸化してしまい、生体内の活性イオウ分子種を正確に定量することは困難である。
そこで、本研究課題では、活性イオウ分子種の定量に最適な新規アルキル化試薬を合成し、新た
な活性イオウ分子種メタボローム解析系を構築する。さらに、活性イオウ分子の総量を定量的に
評価する系を構築するともに、新規アルキル化試薬を用いた未知活性イオウ分子種探索系を構
築する。低酸素環境下におけるイオウ依存型エネルギー代謝系の重要性をこれらの活性イオウ
分子種解析系によって評価した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）新規アルキル化試薬の合成および活性イオウ分子種メタボローム解析系の構築 

我々の研究グループはこれまでにチロシンなどのヒドロキシフェニル構造が活性イオウ分
子の安定化に寄与することを見出している。そこで、チロシン誘導体を出発物質とする新規のア
ルキル化試薬を合成し、活性イオウ分子種との反応性を評価した。さらに、質量分析装置による
活性イオウ分子種メタボローム解析系を構築した後、生体試料（マウス肝臓組織）を用いて、活
性イオウ分子種メタボローム解析系における新規アルキル化試薬の有用性を評価した。 

 
（２）知活性イオウ分子種探索系の構築 

項目（１）で新規アルキル化試薬を開発する過程で、新規アルキル化試薬が活性イオウ分子
種と反応し生成される誘導体が、質量分析時に特徴的な開裂パターンを示すことを見出した。そ
こで、生体試料を新規アルキル化試薬で標識した後、アルキル化標識に特異的なフラグメントイ
オンを検出することで、未知活性イオウ分子種を探索する系を構築した。 
 
 
４．研究成果 
（１）新規アルキル化試薬の合成および活性イオウ分子種メタボローム解析系の構築 

Tyrosine methyl ester を出発物質として新規アルキル化試薬 N-iodoacetyl tyrosine 
methyl ester (TME-IAM)を合成した。TME-IAM はヨードアセチル基を介して活性イオウ分子種を
安定な誘導体へと変換する一方で、分子内のヒドロキシフェニル基を介して強力にポリスルフ
ィド構造の安定化をもたらすことが分かった。そのため、TME-IAM を用いた場合、これまでは検
出が困難とされていたポリスルフィド鎖長の長い（分子内のイオウ原子数の多い）活性イオウ分
子種を分解せずに検出することが可能であることがわかった。実際、マウス肝臓組織を用いて活
性イオウ分子メタボローム解析を行った結果、TME-IAM を用いた群においてのみシステインハイ
ドロトリスルフィドが検出された。これらのことから、TME-IAM は活性イオウ分子種の解析に有
用な解析ツールであることが示された。本成果は、2021 年 5 月に Antioxidants & Redox 
Signaling 誌に掲載され、掲載号の表紙に選ばれた。 



本解析系を用いて、小型冬眠性哺乳動物であるゴールデンハムスターの腎細胞株（HaK 細胞）
と非冬眠性動物であるヒトの腎細胞株（HEK293 細胞）を測定した結果、低酸素耐性を持つ HaK 細
胞と低酸素に脆弱である HEK293 細胞では異なる活性イオウ分子プロファイルを示すことが分か
った。 

 
（２）未知活性イオウ分子種探索系の構築 

新たに構築した TME-IAM を用いた未知活性イオウ分子種探索系の妥当性は、化学合成した
グルタチオンパースルフィドなどを用いて確認した。ニンニクやタマネギなどのイオウ化合物
を豊富に含むことが知られる食品について本解析系を用いた結果、複数の未知活性イオウ分子
が検出された。さらに、前述した通り、異なる活性イオウ分子プロファイルを示すことが分かっ
た HaK 細胞と HEK293 細胞について解析を行った結果、低酸素曝露により変化する複数のシグナ
ルの検出に成功した。これらの低酸素センサー・エフェクター活性イオウ分子種をより詳細に解
析することにより、低酸素耐性機構における活性イオウ分子の機能を解析することが可能であ
ると考えられる。 
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