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研究成果の概要（和文）：本研究では、システインパースルフィド (Cys-SSH) の生理的意義の探求を目指し、
均一なCys-SSH含有ペプチド (タンパク質) の調製法の開発、安定性評価およびフォールディングに及ぼす影響
を検証した。その結果、トリフェニルメタンチオールをSS結合によりCysに導入することで、酸処理のみにより
Cys-SSH含有ペプチドの調製に成功した。一方、Cys-SSH含有ペプチドは酸性条件においても不安定であった。グ
ルタチオンとのトリスルフィド結合を有するペプチドを等価体としてフォールディングを試みたところ、チオー
ルペプチドと比較して顕著にフォールディング速度が向上することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, a method for the preparation of homogeneous cysteine 
persulfide (Cys-SSH) containing peptide (protein) was developed to explore the physiological 
significance of Cys-SSH, and evaluate their stability, and their effects on folding. 
Triphenylmethanethiol was introduced into Cys via SS bond, and it efficiently produced Cys-SSH 
containing peptide only by acid treatment. On the other hand, the Cys-SSH containing peptide was 
unstable even under acidic conditions. The trisulfide containing peptide with glutathione was tried 
to fold as an equivalent, and it was found that the folding rate was remarkably improved compared to
 that of the thiol peptide.

研究分野：タンパク質化学合成

キーワード： フォールディング　システインパースルフィド　ペプチド合成　タンパク質合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質中の構成残基としてのCys-SSHは未だ不明瞭であり、その生理学的意義に関心が持たれている。一方
で、均一なCys-SSH含有ペプチドを調製する方法はなく、その物性や潜在的な機能を明らかにすることは困難で
あった。本研究では、均一なCys-SSH含有ペプチドを調製する簡便な手法を開発し、フォールディング速度に及
ぼす影響を示すことに成功した。本研究の成果は、Cys-SSHに関する基礎研究の充実に資するほか、フォールデ
ィング病などの疾患に理解の一助になると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 Cysに過剰に硫黄原子が付加したシステインパースルフィド (Cys-SSH) は、古くから存在が
認められている活性硫黄分子種である。近年の研究から、システイン合成酵素の作用により生合
成された Cys-SSHは、ミトコンドリア内のシグナル伝達に関与し、またタンパク質の構成残基
として新生ポリペプチド鎖に挿入されることが明らかにされた。アミノ酸レベルでの機能解明
が進む一方で、タンパク質の構成残基としての生理的意義は不明瞭である。一般的に、パースル
フィドは不安定であることが知られ、現行の手法では無機硫化物との反応により不均一なパー
スルフィドを生成する方法が取られる。このため、現在の研究手法では均一な Cys-SSH含有ペ
プチド (タンパク質) の調製自体が困難であり、その物性や機能の評価は不可能である。このた
め、均一な Cys-SSH 含有ペプチド (タンパク質) を調製する方法の開発が求められており、そ
の生理的意義の解明に期待が持たれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、前項の研究背景を基に、タンパク質の化学合成の手法を駆使することで、均一な
Cys-SSH含有ペプチド (タンパク質) を調製する方法を開発し、in vitroでの安定性を評価する。
また、合成した Cys-SSH 含有ペプチド (タンパク質) のフォールディングの挙動を解析するこ
とで、タンパク質中に存在する Cys-SSHの潜在的な機能に迫るとともに、フォールディング病
などの疾患の理解の一助となる新たな知見を提供することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 均一な Cys-SSH 含有ペプチドの調製法の開発 
 反応速度論の解析によれば、Cys-SSH の pKa はおよそ 4.34 と見積もられており、反応性が高
く、また中性以上の pH 条件では極めて不安定であると考えられる。このため、酸性条件で脱保
護可能なトリチル (Trt) 基を SS 結合を介して Cys に導入したパースルフィド調製法の開発を
試みる。また、より汎用性の高い手法として、ニトロベンジル及びクマリン骨格を有する光分解
性保護基を SS 結合により導入し、光照射下脱保護することで所望の Cys-SSH 含有ペプチドを得
る手法の開発も行う。 
 
(2) Cys-SSH 含有ペプチドの安定性評価及び安定性向上の検討 
 (1)により得られた Cys-SSH 含有ペプチドを用いて、in vitro での安定性を評価する。酸性溶
液中での挙動や、有機溶媒・糖類の添加により安定性の向上が可能か、逆相 HPLC 及び質量分析
を用いて生成物を解析する。 
 
(3) Cys-SSH 含有ペプチド (タンパク質) のフォールディング挙動の解析 
 (1)及び(2)により得られた知見を基に、Cys-SSH 含有ペプチドのフォールディングを行う。と
りわけ、弱酸性条件かつ小胞体内の酸化的環境を考慮した条件を用いて、フォールディング反応
の速度に及ぼす影響を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 均一な Cys-SSH 含有ペプチドの調製法の開発 
 研究方法に従い、まずはモデル
ペプチドを用いて Trt 基を SS 結
合によって導入した Cys-SSH 含有
ペプチド前駆体の調製を試みた。
固相合成によって得られたペプチ
ド 樹 脂 を 2,2-
dipyridyldisulfide (DPDS) を含
む TFA カクテルにより処理し、Cys
が SPy 基により保護された粗ペプ
チドを得た。その後、DMF 中トリフ
ェニルメタンチオールを反応させ
ることで、対応する Cys-SSH 含有
ペプチド前駆体を調製した。続い
て、得られた前駆体をトリイソプ
ロピルシラン (TIS) を含む TFA
カクテルによって処理したとこ
ろ、目的としたパースルフィド体を生成させることに成功した (Fig. 1)。この際、分解によっ
て生じたチオールペプチド、パースルフィド体によるホモダイマー及びヘテロダイマーの生成
も確認された。 

Fig. 1. Trt 基を用いた Cys-SSH 含有ペプチドの調製. 



続いて、上記パースルフィド体の粗ペプチドに対
し て o-nitrobenzyl bromide 及 び 4-
(bromomethyl)-7-(diethylamino) coumarin を反
応させることで、それぞれニトロベンジル型、クマ
リン型の光分解性保護基を導入した Cys-SSH 含有
ペプチド前駆体を調製した (Fig. 2)。しかし、光
照射による脱保護を試みたが、脱保護過程で副反
応が生じ、望むパースルフィド体を得ることは出
来なかった。このため、トリフェニルメタンチオー
ルによって得られた Cys-SSH 含有ペプチド前駆体を用いて、Cys-SSH 含有ペプチドの安定性の評
価を行うこととした。 
 
(2) Cys-SSH 含有ペプチドの安定性評価及び安定性向上の検討 
 (1)により開発したトリフェニルメタンチオールを用いた調製法により、Cys-SSH 含有ペプチ
ドの安定性を評価した。まずは、Fig.1 に示す条件にて調製した Cys-SSH 含有ペプチドの単離を
試みた。その結果、得られた Cys-SSH 含有ペプチドを凍結乾燥したところ、そのほとんどが分解
していることが逆相 HPLC による分析で明らかになった。このため、次に単離した酸性溶液中で
の安定性を評価することとした。しかし、
酸性溶液中であっても室温下徐々に分解
が進行し、安定に取り扱うことが困難で
あることが明らかになった(Fig. 3 
(a))。そこで、安定性の向上を図るため、
種々の有機溶媒の添加や糖類の添加を試
みた。その結果、終濃度 0.25 M のスクロ
ースを添加した条件において、軽微な分
解抑制が観測された。また、単離直後に
スクロースと混合して凍結乾燥したとこ
ろ、安定性が大幅に向上することが明ら
かになった (Fig. 3 (b))。しかし、水溶
液中では依然として不安定であり、中性
以上の pH では分解が顕著であるため、
Cys-SSH 含有ペプチドを直接フォールデ
ィングに使用することは困難であると考
えられた。 
 
(3) Cys-SSH 含有ペプチド (タンパク質) のフォールディング挙動の解析 
 (2)による分析の結果、Cys-SSH 含有ペプチドは極めて不安定であり、安定に取り扱うことが
困難であることが明らかとなった。そこで、グルタチオンとのトリスルフィド結合を有するペプ
チドを調製し、パースルフィド等価体としてフォールディングを行うこととした。小胞体内は細
胞質と比較して酸化的環境であることが知られ (還元型・酸化型グルタチオン比: 1:1-3:1)、新
生ポリペプチド鎖中の Cys-SSH はその高い反応性により速やかにグルタチオンとのトリスルフ
ィド結合を形成すると考えられる。すなわち、小胞体内で生じ得るトリスルフィド含有ペプチド
と通常のチオールペプチドのフォールディングを比較し、Cys-SSH の影響を検証することとした。
グルタチオンとのトリスルフィド結合は、(1)にて開発した手法を応用し、SPy 基により活性化
されたグルタチオンとCys-SSH含有ペ
プチド前駆体をTFA中で反応させるこ
とで得ることとした。条件検討を行っ
たところ、ペプチド中の Cys に対して
1 等量のグルタチオンを添加すること
で、トリスルフィド含有ペプチドを得
ることに成功した。そこで、2対の SS
結合を有する endothelin をターゲッ
トとし、パースルフィド等価体を調製
した。得られたパースルフィド等価体
と対応するチオールペプチドを3 Mの
グアニジン塩酸塩、1 mM の酸化型グル
タチオンおよび還元型グルタチオン
を含む pH 6 の緩衝溶液に溶解させ、
フォールディングを試みた。その結
果、パースルフィド等価体は通常のチ
オールペプチドと比較して有意にフ
ォールディング速度が向上すること
が明らかとなった (Fig. 4)。 

Fig. 2. 光分解性保護基を有する Cys-
SSH 含有ペプチド前駆体. 

Fig. 3. Cys-SSH 含有ペプチドの安定性: (a) 
control, (b) 0.25 M スクロース. 

Fig. 4. Endothelin を用いた酸化的フォールデ
ィングの比較: (a) チオールペプチド, (b) ト
リスルフィド含有ペプチド. 
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