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研究成果の概要（和文）：これまでにタンパク質の活性イオウ化の解析法は確立されていなかった。本研究では
LC-MS/MSを用いて活性イオウ化タンパク質の解析方法を確立することを目的としした。
　従来解析が困難であったタンパク質中の酸化型活性イオウ構造をLC-MS/MSを用いて解析する方法を開発し、細
菌の硫化水素センサータンパク質である大腸菌YgaVが、硫化水素依存的に分子内テトラスルフィド構造を形成す
ることを示した。
　また、酸化ストレスセンサータンパク質であるKeap1の細胞内における還元型活性イオウ化部位をLC-MS/MSを
用いて解析し、25残基中19残基の活性イオウ化システイン残基の検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：To date, no method has been established for the analysis of reactive 
sulfuration (polysulfidation) of proteins. The aim of this study was to establish a method for 
analyzing polysulfidated proteins using LC-MS/MS.
　We developed a method to analyze oxidized polysulfide structures in proteins using LC-MS/MS, which
 has been difficult to analyze so far, and showed that E. coli YgaV, a bacterial hydrogen sulfide 
sensor protein, forms intramolecular tetrasulfide structures in a hydrogen sulfide-dependent manner.
　We also analyzed the intracellular reduced polysulfide sites of Keap1,an oxidative stress sensor 
protein, using LC-MS/MS and successfully detected 19 polysulfidated cysteine residues of 25 
residues.

研究分野：レドックスバイオロジー

キーワード： 活性イオウ分子　LC-MS/MS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　応募者らにより、すべてのシステイン含有タンパク質は活性イオウ化されていることが明らかにされたが、タ
ンパク質中の活性イオウの存在様式、つまり「どのタンパク質の、どのシステインが、どのように活性イオウ化
（還元型、酸化型、イオウの数）されているのか」は不明であった。
　本研究により、活性イオウ化タンパク質の解析が可能となり、そこから得られる新たな知見が、タンパク質の
機能制御、立体構造形成メカニズム解明の手掛かりとなり、タンパク質科学の新展開につながると期待される。
　また本研究成果は、基礎生物学のみならず、医薬、薬学、農学、工学分野においても新領域を開拓するための
礎になることが期待される。

※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 

応募者らが活性イオウ分子を発見して（PNAS 2014）以来、生物（特に高等動物）における

イオウの重要性が再認識されている。活性イオウ分子は、グルタチオンパーサルフィド、タンパ

ク質ポリサルフィド（活性イオウ化タンパク質）など多様な存在様式を示すことが明らかとなっ

ているが、2017 年に応募者らは、タンパク質活性イオウ化が、翻訳共役型プロセスであり

（Nature Commun 2017）、すべてのシステイン含有タンパク質が活性イオウ化されていること

を明らかにした。これは、従来の生物学の概念を覆す発見であり、活性イオウ化タンパク質の動

態を解析することが急務になっている。しかし、研究開始当初の 2020年ごろは、活性イオウ化

タンパク質の解析法は確立されていななかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、応募者らが明らかにした活性イオウの諸性質（表１）を利用し、以下に示す方法

を駆使して、タンパク質中の活性イオウの存在様式を明らかにすることを目的とした。従来の生

物学において活性イオウ分子の存在が看過されてきた最大の理由は、その検出、測定の困難さに

ある。応募者は、不安定な活性イオウ分子を検出、定量するために、親電子性アルキル化剤を用

いて、低分子活性イオウ分子を補足・安定化し、高速液体クロマトグラフィー質量分析装置

（HPLC-MS/MS）で解析する方法（アルキル化剤補足法）を開発し、活性イオウメタボロミクス

解析法を確立していた (PNAS 2014、Nature Commun 2017、Redox Biology 2019)。本研究は、応

募者が開発した新規アルキル化剤を用いた改良型アルキル化剤補足法やイオン化条件依存活性

イオウ開裂（ionization dependent Cleavage of PolySulfur :iCPS）法など新たに開発した独自の解析

法を駆使して、還元型及び酸化型活性イオウ化タンパク質の解析法を開発することを目的とし

た 

 

３．研究の方法 

【酸化型活性イオウの解析】 分子内で酸化型活性イオウ構造を形成していることが示唆され

ている細菌の硫化水素センサータンパク質大腸菌 YgaVを解析した。YgaVには 2残基の Cysが

含まれている。大腸菌発現系を用いて組換え YgaV タンパク質を調製した。酸化型活性イオウ

は、アルカリ条件下でのアルキル化反応を行うと、還元型活性イオウもしくはチオールのアルキ

ル化体が生じるので、YgaVを硫化ナトリウムで処理し、リン酸緩衝液（pH 7.0）またはトリス

緩衝液（pH 8.8）中でアルキル化剤（N-iodoacetyl-L-tyrosine methyl ester：TME-IAM）で標識を行

った。その後、ペプシンで消化し、LC-MS/MSを用いて TME-IAM標識 Cys含有ペプチドの検出

を行った。また、応募者は、HPLCで分離した酸化型活性イオウ化ペプチドを、イオン化する際

に、イオン化条件を調節（cone電圧の変化）することで、酸化型活性イオウ構造が選択的に開裂

すること（iCPS）を見出している。YgaV のペプシン消化物を iCPS 解析し、分子内酸化型活性

イオウ化構造を検出した。さらに、検出された Cys含有ペプチドについて、分子間活性イオウ化

構造を有する複合体の検出を試みた。YgaVには 2残基の Cysが含まれているので、ペプシン消

化 Cys含有ペプチド同士が、ジ（-SS-）、トリ（-SSS-）、テトラ（-SSSS-）スルフィド結合を形成

した場合の分子量を計算し、LC-MS/MSで検出を試みた。 

【還元型活性イオウ化タンパク質の解析】 分子内に 25 残基の Cys を含む Keap1（Kelch-like 

ECH-associated protein 1）を解析した。LC-MS/MSで各 Cys含有ペプチドを検出できるように、



MS/MS条件の最適化を行った。大腸菌発現系を用いて、組換え Hisタグ Keap1タンパク質を調

製し、ニッケルカラムを用いて精製を行った。精製 Keap1タンパク質を、尿素存在下でジチオス

レイトール（DTT）で還元、TME-IAM（非安定同位体と安定同位体+2を等量混合）を用いてア

ルキル化し、トリス緩衝液（pH 8.0）でトリプシン/キモトリプシン消化を行った。消化物を LC-

MS/MSに供し、消化ペプチド断片をMultiple Reaction Monitoring (MRM)法で検出した。MRMパ

ラメーターは、アミノ酸配列、プロテアーゼ、アルキル化剤の情報からメソッドを構築する解析

ソフト Skyline（https://skyline.ms/project/home/begin.view）を用いて決定した。 

また、大腸菌内での活性イオウ化を解析するために、大腸菌破砕時に TME-IAMにてアルキル

化反応を行った後、Ni-Mag Sepharoseを用いたタンパク質精製および、トリプシン/キモトリプシ

ン消化を行い、LC-MS/MSに供した。 

 

 

４．研究成果 

【酸化型活性イオウの解析】大腸菌の硫化

水素応答性センサータンパク質 YgaV の構

造を図 1 に示す。LC-MS/MS 解析の結果、

Cys47 残基を含むペプチド断片を 3 種類、

Cys114残基を含むペプチド断片を 2種類それぞれ同定し、最適MRM条件を決定した。 

先行研究結果から、酸化型ポリスルフィド構

造は、pH 7.0では安定であるが、pH 8.8では酸

化型ポリスルフィド構造が開裂し TME-IAM

標識されることが明らかにされている。そこ

で、Na2S処理 YgaVタンパク質を異なる pHに

おいて TME-IAM処理し、そのペプシン消化断

片について解析を行った結果、pH 7.0処理サン

プルと比較して、pH 8.8処理サンプルにおいて

TME-IAM標識 Cys含有ペプチドのシグナル強

度が顕著に増加した。さらに、pH 8.8処理サン

プルでは Cys114 残基にイオウ原子が一つ付加

したペプチド断片のシグナルも増強されてい

た（data not shown）。これらの結果から、Na2S処理 YgaVタンパク質中に酸化型ポリスルフィド

構造が存在する可能性が示唆された。 

応募者は、HPLCで分離した酸化型活性イ

オウ化ペプチドを、イオン化する際にイオ

ン化条件を調節（cone 電圧の変化）するこ

とで、酸化型活性イオウ構造が選択的に開

裂すること（iCPS）を見出している。実際に

YgaV のペプシン消化物を iCPS 解析した

結果を図 3 に示す。低電圧でイオン化した

際は、複合体が検出されるが、高電圧でイオ

ン化すると酸化型活性イオウ構造が解列

し、複合体は検出されず、Cys含有ペプチド



が検出されている。この結果は、YgaV が分子内酸化型

活性イオウ構造を形成していることを示唆している。 

次に酸化型ポリスルフィド構造を有する Cys 含有ペ

プチド複合体について LC-MS/MS解析を行った（図４）。

それぞれのペプチド、ジ（-SS-）、トリ（-SSS-）、ペンタ

（-SSSSS-）スルフィド結合は、検出されなかったが、テ

トラスルフィド（-SSSS-）結合を形成した複合体のシグ

ナルのみが検出された。以上の結果から、YgaV タンパ

ク質は Na2S 処理依存的に Cys47 残基-Cys114 残基間で

分子内テトラスルフィド構造を形成していることが示

された。 

 

【還元型活性イオウ化タンパク質の解析】細胞内における還元型活性イオウ化タンパク質の解

析法の概略を図 5に示す。従来のプロ

テオミクス解析では、還元・アルキル

化処理を行うが、活性イオウ分子は還

元剤で分解されてしまうため、還元剤

を用いることができない。そのため、

細胞を可溶化する際にアルキル化剤を共存させ、可溶化と同時にアルキル化を行い活性イオウ

構造を安定化してタンパク質を抽出する。その後プロテアーゼで消化し、消化物を LC-MS/MS で

解析することで、活性イオウ構造を維持した状態のペプチドを検出することができる。 

 本研究では、分子内に 25 残基の Cys を含む Keap1 を解析した。まず LC-MS/MS で 25 個の Cys

を含むペプチドを解析できるよう、組換え Keap1 を用いてプロテアーゼの選定を行った結果、ト

リプシン、キモトリプシンの共処理でぺプチドの調製が可能であった。組換え Keap1 を還元後

TME-IAM（非安定同位体と安定同位体+2 を等量混合）を用いてアルキル化し、LC-MS/MS における

MRM 条件の設定を行った。MRM パラメーターは解析ソフト Skyline を用いて設定し、非安定同位

体と安定同位体+2 のシグナルが同一溶出時間に検出できるパラメーターを採用した。解析例と

結果を図 6 に示す。あるペプチドのプレカーサーイオンと複数のプロダクトイオンを検出する

MRM を設定し、同じ溶出時間に夾雑ピークが検出されないようなパラメーターを採用した。さら

に安定同位体標識アルキル化

剤を用いて、理論値通りのシ

グナルが同一溶出時間に検出

されることを確認した。最終

的に25個 Cysのうち 21個の

Cys を含むペプチドの検出が

可能となった。 

 次に、大腸菌細胞内におけ

る Keap1 の活性イオウ化を解

析するために、大腸菌破砕時

に TME-IAM でアルキル化

した。活性イオウの分解を

防ぐため弱酸性（oH6.5）で



トリプシン/キモトリプシン消化

を行った。酵素消化物を LC-

MS/MS に供し、上記で決定した

MRM パラメーターをベースにし

て活性イオウ化ペプチドの検出を

行った。なお、TME-IAMが処理中

に一部メチルエステルの脱離が起

こり、N-iodoacetyl-L-tyrosine に変

化したため、分子量を補正して検

出した。実際の 151番目の Cys含

有ペプチドの解析結果を図 7に示

す。複数のプロダクトイオンで設

定たいMRMシグナルが同一溶出

時間に検出されており、かつ安定

同位体 TME-IAMを用いたサンプ

ルに関してますシフトが確認で

きている。同様の方法で解析した

概要を図 8に示す。21残基のCys、

19 残基のシステインパースルフ

ィド、19残基のシステイントライサルファイドが検出された。 
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