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研究成果の概要（和文）：生体内における硫酸化は、薬物等の解毒代謝機構として知られ、硫酸転移酵素(SULT)が関与
する。我々はα,β-不飽和カルボニル化合物が硫酸化を受けることを見出し、ナフトキノンなどが幅広いSULTにより硫
酸化を受けることが明らかとなった。ナフトキノン骨格を基本構造として持つ生体分子であるビタミンKの硫酸化を発
見し、リコンビナントSULTを用いてビタミンK硫酸化の酵素学的な諸性質を検討した。硫酸化反応産物の構造決定をNMR
と質量分析により行った。これらの知見より、α,β-不飽和カルボニル基を有した医薬品候補分子の代謝機構として硫
酸化を考慮した開発が求められることが示された。

研究成果の概要（英文）：Sulfation is involved in the metabolism and detoxification of drug and endogenous 
compounds. Cytosolic sulfotransferases (SULTs) responsible for the sulfation reaction have been 
recognized as enzymes transfering a sulfonate group from the sulfonate donor, 3’-phosphoadenosine 
5’-phosphosulfate (PAPS), to a hydroxyl or an amino group of substrate compounds. Recently, we found a 
new acceptor group of sulfonate, α,β-unsaturated carbonyl, and indeed naphthoquinone compounds have 
been shown to be sulfated by SULTs. In this study, we focused on the vitamin K as a novel substrate of 
SULTs, and intended to elucidate the mechanism of the sulfation. As a result of this study, it is clearly 
shown that vitamin K1 and its metabolite vitamin K3 undergo sulfation by SULTs. Structure of vitamin K3 
sulfate was also estimated from the results of mass spectrometry and 1H-NMR. The physiological function 
of vitamin K sulfation, need to be elucidated by further research.

研究分野： 応用生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 SULT は遺伝子スーパーファミリーを形成

し、ヒトで 12 種、マウスで 18 種存在するこ

とが知られる。しかしながら、未だに標的基

質および機能が未知の SULT がいくつか存在

する。我々は、機能未知の SULT の一つであ

る SULT7A1 が、シクロペンテノン環を有す

るプロスタグランジン類を特異的に硫酸化

することを見いだした。この発見から、SULT
の標的構造として、シクロペンテノン等のα，

β-不飽和カルボニル化合物が基質補分子と

して考えられた。その後の研究により、シク

ロペンテノンやシクロへキセノン等のα候，

β-不飽和カルボニル構造を持った環状化合

物が広く硫酸化の標的となる可能性を確認

した。従来、硫酸化による代謝を受ける生理

活性物質や薬物の特徴は、水酸基またはアミ

ノ基を有する芳香族やステロイドなどの環

状化合物として知られており、この知見は長

い間広く受け入れられてきた。生理活性脂質

であるプロスタグランジン中のシクロペン

テノン構造が硫酸化による代謝の標的構造

であるという我々の研究成果は、幅広くα,
β-不飽和カルボニル構造を有する生理活性

物質が硫酸化による代謝を受ける実験的証

拠を示した。これにより、この発見は従来の

硫酸化による生理活性物質や薬物代謝の常

識を覆すブレークスルーとなる知見である

と確信する。 

 

 生体分子としては、プロスタグランジン類

（プロスタグランジン A2 など）の他に、ケ

トステロイド類（アンドロステンジオンな

ど）やビタミン K 類（フィロキノンなど）な

ど種々の生理活性物質が環状 α,β-不飽和カル

ボニル構造を有する。また、生体外化合物と

してナフトキノン類やシコニン（ムラサキ由

来植物色素）など生体外異物や植物二次代謝

産物など多様な生理作用を有する化合物も

多数存在する。そこで、これらを標的化合物

として硫酸化による代謝研究を行う。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、常識的には解毒代謝機構

として硫酸化の標的化合物とは考えられて

いなかった α,β-不飽和カルボニル構造を有す

る生体分子や、薬物などが硫酸化による代謝

を受けることを実験的に証明することであ

る。そのために、全てのヒトおよびマウスリ

コンビナント SULT において α,β-不飽和カル

ボニル化合物の新規代謝経路としての硫酸

抱合反応への関与を明らかにする。また、α,β-
不飽和カルボニル化合物の硫酸化反応産物

（硫酸抱合体）の構造を明らかにし、加えて

酵素タンパク質の構造生物学的解析により、

α,β-不飽和カルボニル化合物硫酸化に関与す

るアミノ酸残基の特定し、その反応メカニズ

ムを解明することでその生理的意義の解明

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
環状α,β-不飽和カルボニル化合物硫酸体の構

造解析： 
 環状 α,β-不飽和カルボニル化合物の硫酸化

は、新規反応メカニズムにより進行すると想

定している。その結果、従来の硫酸化反応と

は異なり、反応産物としては電子の移動に 伴
って環状骨格の二重結合の状態が変化した化

合物が生じてくることが想定されている。そ

こで、前述のシクロペンテノン、ナフトキノ

ン、アンドロステンジオン、ビタミンKをモ

デル基質に酵素的に調製した反応産物を

HPLCにて精製し 、その後LC-MS/MSやNMR
等を用いて有機化学的な構造解析を実施する。 
 
部位特異的変異導入酵素による触媒アミノ酸

残基の解析： 
 推定された触媒アミノ酸残基を標的にPCR
を基盤にした方法で部位特異的変異を導入し、

そのアミノ酸残基の 硫酸化反応メカニズム

における役割を解析する。His94、Lys47に加

えて、部位特異的変異導入の標的アミノ酸候 
補としては、His51、Cys234、Leu236等がX線

結晶構造解析の結果から基質と相互作用でき

る空間的位置に存在す ることから、これら

のアミノ酸の変異酵素及び、これらの標的ア

ミノ酸の変異を複数併せ持つ変異酵素なども

調  製し、詳細な反応メカニズムの提案を目

指して研究する。さらに、SULT7A1に加えて、

SULT1ファミリーおよびSULT2ファミリー硫

酸転移酵素も変異導入酵素の標的とし、シク

ロペンテノンに加えて、ナフトキノンやアン

ドロステンジオンを含めた α,β-不飽和カルボ

ニル化合物の硫酸化に共通する普遍的な反応

機構を明らかにする。 
 



４．研究成果 

環状α,β-不飽和カルボニル化合物硫酸体の構

造解析：  
 研究開始当初、ナフトキノンをモデル化合

物としてその硫酸体の構造解析を試みて研

究を行った。しかしながら、ナフトキノンは

反応性が高く、酵素的硫酸化と同時に、化学

的に種々の化合物やタンパク質と反応する

可能性が示唆された。また、反応性が高いた

めに硫酸化反応産物の構造決定には至らな

かった。 

 その後、表１に示すように、ナフトキノン

を基本骨格とするビタミン K 類の硫酸化が

確認出来た。 
 

表１ヒト硫酸転移酵素によるビタミン K 硫酸化 

 
 
 
 
 次いで、ビタミン K3 の硫酸化をモデルに

硫酸体のマススペクトル（図１）および
1H-NMR（図２）による構造解析を検討した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

図１ ビタミン K3 硫酸体の MS 解析 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２ ビタミン K3 硫酸体の 1H-NMR 解析 

 
部位特異的変異導入酵素による触媒アミノ酸

残基の解析： 

 マウス SULT7A1 は、環状 α,β-不飽和カルボ

ニル化合物であるシクロペンテノン型プロ

スタグランジンを特異的に硫酸化する酵素

である。その反応メカニズムを解明すること

を目的に、その立体構造（図３）解析結果を

基に、触媒残基と予想される His94 に変位を

導入した部位特異的変位導入による酵素活

性の検討を行った（表２）。 
 

 

 

 

 

 

 

図３ マウス SULT7A1 の立体構造および触媒残基 

 

表２ マウス SULT7A1 の部位特異的変異導入酵素 

 

 

 

 

 

 その結果、 His94 に変異を導入した

SULT7A1 は酵素活性を示さなかった。さら

に、Cys234 に変異を導入した SULT7A1 も酵

素活性を示さなかった（データ未掲載）事か

ら、これらのアミノ酸残基が触媒作用の中心

を担っていることが推察された。 

 

 反応機構に関しては、完全に解明には至っ

ていないが、触媒残基であるヒスチジンが

α,β-不飽和カルボニル構造の β-炭素を求核敵

に攻撃する、または酵素反応により生じたヒ

ドリルイオンが求核攻撃するメカニズムを

想定している。 
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