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研究成果の概要（和文）：システインパースルフィドは、システインのチオール側鎖に、さらに過剰なイオウ原
子が付加したアミノ酸誘導体である。本研究では、これまでほとんどわかっていなかった細菌でのパースルフィ
ド分子の生成動態の解明を目指した。その結果、調べたすべてのグラム陰性菌において、システインパースルフ
ィド、グルタチオンパースルフィドが内因性に生成していること、さらに細菌のパースルフィドが活性酸素に対
して防御的に作用していることが示唆された。以上の結果より、パースルフィドは細菌の酸化ストレス抵抗性に
大きく寄与しており、パースルフィド生成機構は抗菌治療の新しい標的となりうることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Antixoxidative machineries that eliminate reactive oxygen species are of 
great benefit to bacteria to grow aerobically and to escape from oxygen-dependent bacterial killing 
by macrophages.  Cysteine persulfide and glutathione persulfide are present abundantly in mammalian 
cells and act as potent antioxidants.  Here we investigated the occurrence of persulfide in 
Gram-negative bacteria.  Roles of persulfide species on bacterial resistance against oxidative 
stress was studied. Cysteine persulfide and glutathione persulfide/trisulfide were detected in all 
bacteria studied.  Treatment of Salmonella Typhimurium with persulfide donors significantly 
increased intracellular persulfide levels.  More importantly, persulfide boosted bacteria became 
highly resistant against oxidative stress-mediated bacterial killing induced by hydrogen peroxide 
challenging and by macrophages.  These data suggest the importance of reactive persulfides in 
bacterial resistance against oxidative stress.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
	 システインパースルフィド（Cys-SSH）は、
システインのチオール側鎖（Cys-SH）に、さ
らに過剰なイオウ原子（S）が付加したアミノ
酸誘導体である。我々は、質量分析法を基盤
としたシステインパースルフィドおよび関連
分子に対する特異的かつ高感度な検出法を構
築し、哺乳細胞におけるシステインパースル
フィドを解析した結果、マウス、ヒトをはじ
め哺乳細胞中に普遍的に存在すること、さら
にシステインパースルフィドは、グルタチオ
ンパースルフィド（GSSH）やタンパク質パー
スルフィド（Prot-SSH）など多彩な分子形態
で存在することを世界に先駆けて明らかにし
た１）。さらに、パースルフィドは元のチオー
ルにわずかに１つのイオウ原子が付加しただ
けにも関わらず、その還元力や求核性が著し
く高まっており、活性酸素のみならず内因
性・外因性の親電子物質を強力に分解するい
わゆる「活性イオウ」として重要な役割を担
っていることを見出した１，２）。近年ではさら
に、パースルフィドが様々な生理機能に密接
に関わることが明らかになりつつある。一方、
これまで細菌においてシステインパースルフ
ィドの生成が示唆されているものの、実際に
どのような分子種（システイン、ホモシステ
イン、グルタチオン、あるいはペプチドやタ
ンパク質など）が、どの程度の濃度存在し、
さらにどのような代謝機構によって制御され
ているのかについては、ほとんど分かってい
なかった。さらに細菌におけるパースルフィ
ドが、細菌の活性酸素や酸化ストレスの制御
にどのように関わっているのについては全く
解析が進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、システインパースルフィドを
中心とする活性イオウ分子のハイスループッ
ト解析法を構築し、すでに確立した質量分析
に基づく同定・精密定量と、大腸菌の網羅的
遺伝子欠損株を駆使して、これまでほとんど
わかっていない細菌における活性イオウ分子
の代謝（生成、分解）機構を解明することを
目的とした。さらに近年明らかになりつつあ
る抗菌剤の殺菌機構における活性酸素の作用
に対して、活性イオウ分子がどのように関わ
っているのか、その分子基盤を明らかにし、
新しい抗菌剤感受性の制御機構の解明に向け
た研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
(1)	 菌体内パースルフィドの定量：グラム陰
性菌（大腸菌、ネズミチフス菌など）を LB 培
地に接種し、４時間静置培養した。遠心にて
菌体を集め、生理食塩水にて菌体を洗浄した。
チオール特異的アルキル化剤（モノブロモビ
マンあるいはヒドロキシフェニルヨードアセ
トアミド）メタノール溶液を菌体沈殿に加え、
超音波で菌体を破砕した。上清を回収して、
希釈後、タンデム質量分析にて各種パースル

フィド関連分子を定量した。またメタノール
で沈殿した成分のタンパク質を定量した。	 
(2)	 パースルフィドドナーによる菌体内パー
スルフィドの増加効果：アセチルシステイン
を骨格として有する新しいパースルフィドド
ナーを合成した。そのドナー試薬で菌体を処
理し、菌体内のパースルフィド含量が増加す
るかどうかを上述したタンデム質量分析法に
て検討した。	 
(3)	 パースルフィドの増加による酸化ストレ
ス抵抗性の検討：上記(2)で合成したパースル
フィドドナーで菌体を処理し、その過酸化水
素による殺菌効果に対する抵抗性を解析した。	 
(4)	 マクロファージによる殺菌作用に対する
パースルフィドドナーの作用解析：マウスマ
クロファージ細胞株 RAW264.7 細胞に、パース
ルフィド含量を増やした菌を感染させ、細胞
内での殺菌作用に対する抵抗性の変化を解析
した。	 
	 
４．研究成果	 
	 調べた８種すべてのグラム陰性菌において
システインパースルフィド、グルタチオンパ
ースルフィドが存在することが明らかになっ
た。イオウ代謝関連酵素を欠損した大腸菌を
解析した結果、これまで硫化水素を生成する
と 報 告 さ れ て い た mercaptopyruvate 
sulfurtransferase (sseA)欠損株は野生型に比べ
て、これまでの報告とは逆に硫化水素を多く
産生すること結果となった。この点について
はさらなる検討を進めている。ネズミチフス
菌をパースルフィドドナーで処理すると、菌
体内のパースルフィド含量が著明に増加した。
さらにパースルフィドが増加した細菌は、過
酸化水素による殺菌作用に顕著に抵抗性を示
した。またマクロファージによる食作用に対
しても抵抗性を示した。一方、タンパク質翻
訳 に 関 わ る 酵 素 で あ る cysteinyl-tRNA 
synthetase (CARS)が、システインを基質として
システインパースルフィドを直接合成する活
性を有することが明らかとなった。これまで
グラム陰性菌では、哺乳類のシステインパー
スルフィド合成に関わることが示唆されてい
る cystathionine γ-lyase や cystathionine 
β-synthaseをもたないものが多くあり、グラム
陰性菌でのパースルフィド合成経路は不明な
点が多く残されていた。CARS はグラム陰性
菌に発現しており、菌体内でのパースルフィ
ド合成に重要な役割を担っている可能性が示
唆された。以上の結果より、パースルフィド
は細菌の酸化ストレス抵抗性に大きく寄与し
ており、パースルフィド生成機構は抗菌治療
の新しい標的となりうることが期待される。 
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