
東北大学・医学系研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

新規システインパースルフィド合成酵素の反応機構と機能解明

Reaction mechanism of a novel cysteine persulfide synthase and its function

７０５７０４０６研究者番号：

井田　智章（Ida, Tomoaki）

研究期間：

２０Ｋ０７３０６

年 月 日現在  ５   ６ １２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：システインパースルフィド(CysSSH)の主要な産生酵素であるCARSの酵素反応論とその
活性イオウ代謝制御機構を解明した。さらに、各種イオウ代謝関連遺伝子改変マウスを用いて、活性イオウ分子
種の生体内生成動態を示した。つまり、CARSのCysSSH合成活性はKIIKモチーフ周辺のアミノ酸側鎖の微小環境に
依存して変動することがわかった。また、CARSはシステインだけでなく、各種チオール基含有化合物に対する広
い基質特異性を有し、古典的なシッフ塩基を介さないこれまで知られていないユニークな反応機構により、各種
パースルフィドを生成することで生体内の活性イオウ生合成に関与していることが見出された。

研究成果の概要（英文）：The enzymatic kinetics of CARS, the major enzyme producing cysteine 
persulfide (CysSSH), and its regulation mechanism of reactive sulfur metabolism were elucidated. 
Furthermore, the in vivo production levels of reactive sulfur species were shown using various 
sulfur metabolism-related gene-modified mice. In short, the CysSSH synthesis activity of CARS was 
found to be dependent on the microenvironment of the amino acid side chains around its KIIK motif. 
We also found that CARS has broad substrate specificity not only for cysteine but also for various 
thiol-containing compounds. This enzymatic reaction mechanism is suggested to be a unique reaction 
mechanism not involving classical Schiff bases. These findings suggest that CARS is involved in 
redox regulation by producing various persulfides.

研究分野：生化学

キーワード： 活性イオウ分子種　システインパースルフィド　システインtRNA合成酵素　イオウメタボローム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、CARSによるCysSSH合成機構は不明であった。本研究により、CARSによる各種パースルフィド合成機構
が明らかになった。これにより、CARSによるCysSSH合成活性は、これまで全く知られていないCARSのユニークな
moonlighting functionであり、その酵素反応論の解明はレドックス研究の進展に大きく貢献した。さらに、活
性イオウ分子種の生理学的役割の解明に大きく貢献し、予防医学・創薬などのトランスレーショナルな展開が期
待された。

※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 
研究代表者らは、レドックスシグナル分子: 8-ニトロ-cGMP の代謝制御を解析するなかで、シス
テイン(CysSH)のチオール基に複数個のイオウ原子が付加したシステインパースルフィド
(CysSSH)に代表される活性イオウ分子の生体内生成を同定した(PNAS, 2014)。活性イオウ分子
は、その高い抗酸化活性により、生体内レドックスバランスを制御し、酸化ストレスに起因する
各種疾患に対して防御的機能を発揮している(Thorax, 2017; Sci Rep, 2017; Cardiovasc Res, 
2019; PNAS, 2014, 2019)。さらに、新規 CysSSH 産生機構として、翻訳酵素である Cysteinyl-
tRNA synthetase(CARS)が、PLP(pyridoxal phosphate)依存的に CysSSH 合成酵素(CARS/cysteine 
persulfide synthase, CARS/CPERS)として機能することを明らかにした(Nat Commun, 2017)。
この CARS/CPERS は、翻訳共役型のパースルフィド合成系としてタンパク質ポリスルフィド化に
関与している。 
 求核性の高い活性イオウ分子を定量的に解析するには、アルキル化剤により安定化し捕捉し
なくてはならない。一方、研究代表者は、活性イオウ分子の本体であるパースルフィドやポリス
ルフィド [R-Sn-H(R’), n > 1] のアルカリ加水分解(生理的な pHでも起こる厄介な現象)をア
ルキル化剤が促進し、硫化水素(H2S)をはじめとするアーティファクト的なイオウ代謝物を生成
することを見出した (Nat Commun, 2017; Redox Biol, 2019)。さらに、研究代表者は、
hydroxyphenyl などの水酸基を有する化合物がポリスルフィドを安定化することを発見した。こ
の特性をもとに、hydroxyphenyl 基を有する HPE-IAM (-hydroxyphenyl-ethyl iodoacetamide) 
は、アルキル化剤であるが、ポリスルフィドの分解を最小限にし、捕捉することを明らかにした。
これにより、HPE-IAM と各種質量分析装置 (LC-MS/MS, LC-Q-TOF-MS) を用いた特異的・定量的
統合イオウオミックスを開発した(Nat Commun, 2017; Redox Biol, 2019)。最近、システインス
ルフィン酸(CysSO2H)およびスルホン酸(CysSO3H)に加えて、これまでに検出が困難とされてきた
CysSSH の酸化体であるシステインパーチオスルフィン酸(CysSSO2H)やパーチオスルホン酸
(CysSSO3H)などの測定法も確立した。このことで、低分子のみならずタンパク質中の殆ど全ての
イオウ代謝物の網羅的・統合メタボロームの構築に成功した(Sci Adv, 2019)。本解析法を駆使
して、最近では、thioredoxin/thioredoxin reductase 系が CysSSO2H や CysSSO3H の還元に関与
することを明らかにし、システイン側鎖を可逆的に修復していることも報告している(Sci Adv, 
2019)。研究代表者は、CARS/CPERS の CysSSH 合成の活性中心として PLP 結合サイト(KIIK, KMSK
モチーフのリジン残基)を同定した(Nat Commun, 2017)。しかしながら、CARS/CPERS による詳細
な CysSSH 合成制御機構や活性イオウ分子、ポリスルフィド化タンパク質生成動態は不明な点が
多く残っている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者らが開発した網羅的かつ特異的・定量的統合イオウオミックスと各種変
異 CARS/CPERS 組換え体や多様なバイオリソースを用いて、CARS/CPERS による CysSSH 合成制御
機構を解明し、活性イオウ分子種・ポリスルフィド化タンパク質生成動態とその機能を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 統合イオウオミックス解析 
Hydroxyphenyl 基を有するアルキル化剤 HPE-IAM を用いて、ポリスルフィドの分解を最小限に
しつつ、反応性の高い活性イオウ分子種を捕捉し、安定化した。これに各種濃度既知の安定同位
体標識スタンダードを spike し、各種質量分析装置 (LC-MS/MS, LC-Q-TOF-MS) を用いた特異
的・定量的統合イオウオミックス解析を実施した。 
 
(2)各種大腸菌由来遺伝子組換え CARS の調製 
大腸菌 CARS の KIIK/KMSK モチーフ周辺の保存されたアミノ酸配列をそれぞれ変異した組換え
CARS/CPERS を遺伝子組換え技術により調製したプラスミドを大腸菌に形質添加した。この大腸
菌を IPTG 処理により、目的のタンパク質を発現誘導し、Ni-アガロースによる精製、及び脱塩処
理を行なった。精製した各種組換えタンパク質は SDS-PAGE により確認した。 
 
(3)大腸菌由来 CARS の各種パースルフィド産生活性 
上記(2)により得た組換え CARS に基質として、L-システイン, D-システイン,グルタチオン等を
処理し、生成される各種パースルフィド体を統合イオウオミックス解析により、定量的に測定し



た。 
 
４．研究成果 
(1) CARS/CPERS による CysSSH 合成制御機構の探索 
CARS の KIIK, KMSK モチーフ周辺のアミノ酸配列が、原核生物から真核生物に至る殆ど全ての生
物種に高度に保存されていることを見出した。そこで、CARS/CPERS の CysSSH 合成制御の分子機
構を解明するため、KIIK/KMSK モチーフ周辺の保存されたアミノ酸配列をそれぞれ変異した組換
え CARS/CPERS を調製し、イオウメタボロームを用いて、その CysSSH 合成活性や PLP 結合量を
解析した。その結果、この周辺アミノ酸が、PLP 結合性を調整することで CysSSH 合成活性を制
御していることが見出され、CARS/CPERS の CysSSH 合成活性が、KIIK モチーフ周辺のアミノ酸側
鎖の微小環境に依存して変動することがわかった。すなわち、活性中心リジン残基の変異による
CysSSH 活性低下に加えて、特に上流のアミノ酸残基の変異により、活性がむしろ増加する現象
を認めた。そこで、KIIK モチーフ周辺の 71 番目のアスパラギン酸をイソロイシンに変異した
D71I 変異体は、野生型と比較して、非常に高い CysSSH 合成活性を発揮することが見出された。 
 
(2) CARS/CPERS の基質特異性 
CARS/CPRES の基質特異性を明らかにするため、遺伝子改変 CARS/CPERS 組換え体に各種含硫化合
物を処理し、そのパースルフィド合成活性を解析した。その結果、CARS/CPERS は、L-CysSH の光
学異性体である D-CysSH を基質に D-CysSSH を合成するだけでなく、グルタチオン(GSH)を基質
にグルタチオンパースルフィド(GSSH)を合成することが示された。これまで、PLP を介したイオ
ウ転移反応には、基質のアミノ基と PLP によるシッフ塩基(Schiff base)形成が必須であるとさ
れている。一方、驚くべきことに、CARS/CPRES は、アミノ基が修飾された N-アセチルシステイ
ン(NAC)を基質に、NAC パースルフィド(NAC-SSH)を合成することがわかった。つまり、CARS/CPERS
による PLP 依存的 CysSSH 産生は、古典的なシッフ塩基を介さないこれまで知られていないユニ
ークな反応機構であることが示唆された。 
 
(3) CARS/CPERS の酵素反応論と各種イオウ代謝産物の同定 
組換え CARS/CPERS の各基質におけるパースルフィド合成活性を速度論的解析により求めた。さ
らに、CARS/CPERS に各基質を処理し、そのパースルフィド合成に伴う関連代謝産物の生成を質
量分析装置を用いて定量的に同定した結果、２分子のシステインを基質に１分子の CysSSH と１
分子のアラニンが生成されることを見出した。 
 
(4) 各種変異 CARS/CPERS 発現細胞・マウスにおける活性イオウ代謝物の生成動態解析 
研究代表者らのグループにおいて、遺伝子改変技術 CRISPR/Cas9 システムを用いて、既に作成し
た CARS/CPERS 欠損培養細胞や CARS2 過剰発現細胞等のバイオリソースを利用して、生体内活性
イオウ分子種の生成動態をイオウオミックス解析により網羅的に解析した。その結果、
CARS/CPERS の PLP 結合サイトのリジンをアラニンに置換した変異マウス(AINK マウス)の各種活
性イオウ分子種生成レベルの減少を見出した。一方で、研究協力者の琉球大学大学院医学研究科 
筒井正人教授は、システイン代謝関連酵素として知られる CSE(cystathionine γ-lyase)や
CBS(cystathionine -synthase),3-MST(3-mercaptopyruvate sulfurtransferase)の三重欠損マ
ウスを構築した。そこで、研究代表者は、本マウスから MEF 細胞の樹立に成功し、活性イオウ分
子生成に及ぼす CARS2 及び CSE/CBS/3-MST の寄与率を解析した結果、活性イオウ分子生成は
CARS2 にほぼ依存していることが見出された(Antioxidants, 2023)。 
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