
大阪府立大学・理学（系）研究科（研究院）・教授

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）

２４４０３

挑戦的研究（萌芽）

2021～2020

活性イオウ化イミダゾール-メタボロミクスの開発；レドックスバイオロジーの新展開

Development of reactive sulfurized imidazole - metabolomics; New phases in Redox
 Biology.

６０２５４４４７研究者番号：

居原　秀（Ihara, Hideshi）

研究期間：

２０Ｋ２１２５６

年 月 日現在  ４   ６ １５

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：試験管内で活性イオウ分子種、チオール化合物、カルノシンを反応させると、様々な
イオウ含有カルノシン誘導体が産生された。LC-MS/MS解析で、ラットの脳中に新規に2-システイニル-カルノシ
ン[Cys-Car]、 2-システイニル-カルノシンパースルフィド[Cys-Car]、 2-グルタチオニル-カルノシン 
[GS-Car]が同定された。GS-Carは、前駆体カルノシンの1/1000、酸化体である2-オキソカルノシンの10倍存在
し、加齢に伴い減少していた。さらに、CysS-Car、CysSS-Car、GS-Carの抗酸化活性は、前駆体であるカルノシ
ンよりも100倍以上高かった。

研究成果の概要（英文）：In vitro reaction of reactive sulfur species, thiol-compounds, and carnosine
 produced a variety of sulfur-containing carnosine derivatives. LC-MS/MS analysis identified novel 
2-cysteinyl-carnosine [CysS-Car], 2-cysteinyl-carnosine parsulfide [CysSS-Car] and 
2-glutathionyl-carnosine [GS-Car] in rat brain.  GS-Car was 1/1000 of the precursor carnosine and 10
 times more abundant than the oxidized form, 2-oxocarnosine, and decreased with aging.  Furthermore,
 the antioxidant activities of CysS-Car, CysSS-Car, and GS-Car were 100-fold higher than that of the
 precursor carnosine.

研究分野： レドックスバイオロジー

キーワード： イミダゾールジペプチド　活性イオウ　活性イオウ化イミダゾール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内には様々な代謝物が存在しているが、すべてが同定されているわけではない。レドックス活性を持つ代謝
物は、不安定なため解析が困難で、生体内での存在様式、動態など不明な点が多い。しかし、レドックス代謝物
は、近年急速に進歩しつつあるレドックスバイオロジー分野において新たな知見を提供し、生物学の発展に大き
く貢献するブレークスルーになると期待されている。本研究では、従来から生理活性が注目されている「イオ
ウ」と「イミダゾール化合物」に着目し、レドックス活性を持つ新規の抗酸化物質を同定している。この発見
は、動物の酸化ストレス耐性メカニズムの解明につながり、人類の健康増進、疾病予防に貢献すると期待され
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 

生体内には様々な代謝物（メタボライト）が存在しているが、すべてが同定されているわけ

ではない。レドックス活性を持つ代謝物「レドックスメタボライト」は、不安定なため同定、定

量が困難で、生体内での存在様式、動態など不明な点が多い。レドックスメタボライトの網羅的

解析（レドックスメタボロミクス）は、近年急速に進歩しつつあるレドックスバイオロジー分野

において新たな知見を提供し、生物学の発展に大きく貢献するブレークスルーになると期待さ

れている。 

応募者は、質量分析法を基盤としたレドックスメタボライト解析法を確立し、様々な生理・

病理機能を明らかにしてきた（Nat Chem Biol 2007, 2012, JBC 2010, 2018, PNAS 2014, Nat Commun 

2017, 2021, Redox Biology 2019, Cell Chem Biol 2019）。これまでに、グアニン 8 位がニトロ化され

た環状ヌクレオチド「8-ニトロ-cGMP」（Nat Chem Biol 2007, 2012 等）、システインチオール基に

過剰にイオウが付加したシステインパーサルファイドなどの「活性イオウ分子種：RSS」（PNAS 

2014, Nat Commun 2017, 2021 Redox Biology 2019, Cell Chem Biol 2019 等）や、カルノシンやアン

セリンなどのイミダゾールジペプチドに含まれるイミダゾール基 2 位が酸化された「2-オキソイ

ミダゾール」（JBC 2019 等）を同定している。しかし、これらのレドックスメタボライトは、ご

く一部であり、生体内には、未同定のレドックスメタボライトが多数存在していると考えられ、

本研究で着目する「活性イオウ化イミダゾール：RS-IDPs」に関する知見は皆無であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、イミダゾール基 2 位にイオウが付加した新規レドックスメタボライトである

「活性イオウ化イミダゾール：RS-IDPs」に注目した。RS-IDPs は、その構造や、活性イオウと

イミダゾールの組み合わせなどから、これまで見出してきたレドックスメタボライトとは異な

る特徴・性質を持つことが期待される。網羅的かつ定量的に解析するためには、安定同位体化合

物も含む標準物質のケミカルライブラリーを作製し、高速液体クロマトグラフィー-タンデム型

質量分析装置（LC-MS/MS）を用いた測定条件の決定、生体内の RS-IDPs の存在様式、動態を明

らかにする必要がある。本研究では、新規アルキル化剤など新たな試薬や技術を導入し、RS-IDPs 

-レドックスメタボライトの網羅的かつ定量的解析方法を確立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

酸化型 RS-IDPs の解析は、以下のように行った。イミダゾールジペプチドであるカルノシン

を臭素と反応させイミダゾール基 2 位を活性化した後、グルタチオン、二硫化水素と反応させ、

反応生成物を LC-MS/MS を用いて解析した。また、試験管内合成の確認された RS-IDPs につい

て、多重反応モニタリング（MRM）法パラメーターを決定した。 



ラット臓器（脳、腎臓、骨格筋）からの RS-IDPs の検出を試みた。生体内産生が認められた

RS-IDPs について安定同位体標識標準物質を調製した後、安定同位体希釈法による絶対定量系を

用いて、RS-IDPs のラット生体内産生を解析した。 

また、生体内生成の確認された RS-IDPs の抗酸化活性を 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free 

radical antioxidant assay（DPPH assay）を用いて解析した。 

不安定な還元型 RS-IDPs を解析するために、末端 SH 基を標識、保護し、活性イオウ構造を

安定化させるアルキル化剤「N-ヨードアセチルチロシンメチルエステル：TME-IAM」を開発し

た。TME-IAM を用いて、還元型 RS-IDPs 付加体の調製を試みた。試験管内で活性イオウ分子、

酸化型硫黄化カルノシンを反応させた後、TME-IAM を用いて還元型末端構造の標識・安定化を

行い、LC-MS/MS で解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）酸化型 RS-IDPs の合成 

RSS とカルノシンの反応生成物について LC-MS/MS を用いて解析した結果、RS-IDPs と推

定される 6 種の物質（2-L-cysteinyl carnosine [CysS-Car]、2-L-cysteinyl carnosine persulfide [CysSS-

Car]、2-L-cysteinyl carnosine trisulfide [CysSSS-Car]、2-L-glutathionyl carnosine [GS-Car]、2-L-

glutathionyl carnosine persulfide [GSS-Car]、2-L-glutathionyl carnosine trisulfide [GSSS-Car]）の生成

を確認した（図 1）。さらに各化合物について、最適 MRM パラメーターを決定し、以下の分析

を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 RS-IDPsの構造      



（２）酸化型 RS-IDPs の生体内産生 

ラット脳から 6 種類の RS-IDPs の内、CysS-Car、CysSS-Car、GS-Car を検出した（図２）。

しかし、CysSSS-Car、GSS-Car、GSSS-Car は検出されなかった。また、筋肉、腎臓からはいずれ

の RS-IDPs も検出されなかった。安定同位体希釈法による絶対的定量解析の結果、ラット脳内

GS-Car は 1-3pmol/mg protein オーダーで検出され、前駆体であるカルノシンの約 1/1000、カルノ

シンの酸化体である 2-oxo-carnosine の約 10 倍存在していることが明らかとなった。 

 

 

 
 

 

 

 

 

また、加齢に伴うラットメス脳内の GS-Car の含

有量の変化を、安定同位体希釈法を用いて定量的に解

析した結果、3 ヶ月齢のラット脳内で最も高く、9 ヶ

月齢では約 1/3 に減少し、13 ヶ月齢でさらなる減少は

認められなかった（図３）。また、9 ヶ月齢のオス脳内

の GS-Car 量は、雌と比較して有意な差はなかった。

このような加齢による含有量の減少は、カルノシン、

アンセリン、ホモカルノシンなどの IDPs、IDPs の構

成アミノ酸であるβ-アラニンやγ-アミノ酪酸、カル

ノシンの酸化体である 2-オキソ-カルノシンでは認め

られなかった（data not shown）。 

 

 

図 2 ラット脳における RS-IDPsの検出 

     a-c：標準物質、d-f：脳抽出液 

図 3加齢に伴う GS-Carの変化 



（３）酸化型 RS-IDPs の抗酸化活性 

CysS-Car、CysSS-Car、GS-Car の抗酸化活性を DPPH assay で

評価した。CysS-Car、CysSS-Car、GS-Car はいずれも前駆体であ

るカルノシンよりも高い抗酸化活性を示し、それぞれ、カルノシ

ンの 189 倍、267 倍、575 倍であった。一方、2-オキソ-カルノシ

ン（600 nmol TE / µmol）よりは、有意に低い抗酸化活性を示し、

それぞれ 2-オキソ-カルノシンの 1/18、1/13、1/6 であった（data 

not shown）。 

 

（４）末端 SH 基を標識、保護し、活性イオウ構造を安定化させるアルキル化剤「N-ヨードアセ

チルチロシンメチルエステル：TME-IAM」を開発した（図５）。TME-IAM を用いて、還元型 RS-

IDPs 付加体の調製を試みた。試験管内で活性イオウ分子、酸化型硫黄化カルノシンを反応させ

た後、TME-IAM を用いて還元型末端構造の標識・安定化を行い、LC-MS/MS で解析を行ったと

ころ、メルカプトカルノシンの TME-IAM 付加体（Car-S-AM-TME）は検出されたが、さらに硫

黄が過付加した活性イオウ化カルノシンの TME-IAM 付加体（Car-Sn-AM-TME）は検出されな

かった（data not shown）。 

 

 

図 4 CysS-Car、CysSS-Car、GS-

Carの抗酸化活性 

図 5 活性イオウ解析に特化したアルキル化試薬 
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