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研究成果の概要（和文）：　翻訳後修飾としてのチロン硫酸化は、チロシン硫酸転移酵素(TPST)によってタンパ
ク質のチロシン残基に硫酸基を転移させる反応である。チロシン硫酸化の標的タンパク質と生理機能は未だ解明
されていない部分も多い。本研究では、ゼブラフィッシュおよびヒト肝癌由来細胞株HepG2を用いて、TPSTのノ
ックダウン細胞を作成し、生理機能解析および発現量変動タンパク質を同定した。その結果、ゼブラフィッシュ
では、胚発生に重要な影響を与えていること、HepG2では、ペルオキシレドキシンやHsp70などのストレス応答分
子に発現変動を確認した。

研究成果の概要（英文）： Post-translational protein modification by tyrosine sulfation has an 
important role in extracellular protein-protein interactions. The protein tyrosine sulfation 
reaction is catalysed by enzymes called the tyrosylprotein sulfotransferases (TPSTs). In humans, two
 TPST isoforms, termed TPST1 and TPST2, have been identified. Although the functional importance of 
protein tyrosine sulfation is not fully resolved, it has been implicated in altering biological 
activities of proteins. 
 We knocked down TPST isoform genes in zebrafish and HepG2 and analyzed the effects of TPST 
deficiency on morphological development and proteomic differences. TPST2 knockdown zebrafish 
resulted in a bent body trunk phenotype, and triple TPST knockdown led to lethal in zebrafish. TPSTs
 knockdown in HepG2 revealed the big differences in the proteins such as peroxiredoxin and heat 
shock protein (Hsp 70). These results suggest that TPSTs play an important role during zebrafish 
development and HepG2 stress response.

研究分野：応用生物化学
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ン　ゼブラフィッシュ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　2020年度世界的に大流行した新型コロナウイルスの細胞質内への侵入は、ヒト細胞膜上のアンジオテンシン変
換酵素II(ACE2)受容体に結合することから始まる。エイズウイルスＨＩＶや手足口病ウイルスは、細胞膜上のチ
ロシン硫酸化されたタンパク質を受容体として、細胞質内に侵入する。ウイルスとタンパク質の結合を抑制する
ことは、抗ウイルス薬となる。そこで、本研究では、タンパク質のチロシン硫酸化を触媒する酵素遺伝子をノッ
クダウンすることにより、細胞内で起きるタンパク質の機能変化の解明を目的とした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
2003 年にヒトゲノムの塩基配列が完全解読されたが、実際の遺伝子数は予想されていたものよ
りも極めて少ない結果となった。そのため、１つの遺伝子から複数のタンパク質を効率よく生産
する機構として、翻訳後修飾が注目されている。翻訳後修飾は、遺伝情報からタンパク質へ翻訳
されポリペプチド鎖が完成した後で起こる反応であり、ジスルフィド結合の形成、プロテアーゼ
による切断、リン酸化、硫酸化、糖鎖の付加、アセチル化などの例がある。この翻訳後修飾が構
造と機能に多様性を与えるため、
少ない遺伝子数でも多様な機能
のタンパク質を生み出すことが
でき、生命機能が維持されてい
る。 
タンパク質に含まれるチロシン
残基に硫酸基がつけられる修飾
（硫酸化修飾）（図 1）の報告は、
これまでに 62 種類のタンパク質
のみであるが、ヒトにおける生体
防御機構において、重要な役割を
している。例えば、抗体の異物認
識、白血球の炎症部位への移動、
補体因子の活性化などである。その一方で、ヒト細胞表面に存在する受容体タンパク質（ケモカ
インレセプター）につけられたチロシン硫酸基は、エイズや手足口病などの原因ウイルスがヒト
細胞へ感染する際の目印として使われる。また、単球のセレクチンの硫酸化が動脈硬化病変への
集合に関与していることが報告されている。 
これらの硫酸基をつける反応（硫酸化修飾）を行っているのが、タンパク質チロシン硫酸転移
酵素 (TPST)であり、硫酸基供給源は活性硫酸(3’-Phosphoadenosine 5’-phosphosulfate) 
(PAPS)である。（図 1）この TPST は、トランスゴルジネットワークに局在する膜結合型酵素で、
これまでに、この酵素が働くメカニズムはほとんど知られていなかった。特に、この酵素が硫酸
基をつけるタンパク質とつけないタンパク質をどのようにして選別しているのかが、大きな謎
であった。 
 この酵素 TPST とターゲットとなるタンパク質を硫酸化修飾するメカニズムを明らかにするた
めに、この酵素とターゲットタンパク質が結合している状態の立体構造を、Ｘ線結晶構造解析に
より原子レベルで解明することに成功した。その結果、この酵素は二量体を形成し、その二量体
の間につくられる奥深い溝の部分でターゲットとなるタンパク質のチロシン残基部分を結合し
て、その部分で特異的に硫酸基をつけていることが判明した。また、硫酸化修飾を受ける部分は、
特徴的なＬ字型に 90 度折れ曲がっていた。この構造が決定されたことにより、これまで謎であ
ったターゲットとなるタンパク質の選別方法が明らかになった。この成果は、2013 年 3月 Nature 
Communications および 2017 年 8 月 Scientific Reports に掲載された 1)。また、これらの「翻
訳後修飾および薬物代謝における硫酸化の意義・機能に関する研究」成果に対して、研究代表者
水光は 2015 年 3月日本農芸化学会功績賞を受賞した。 
その選別方法とは、「ターゲットとなるタンパク質の柔軟性の違い」と「電荷による相互作用」
の２つによるものだった。柔らかい構造をしたターゲットタンパク質は、TPST の深い溝の奥に
入り込み、さらに 90 度折れ曲がることで活性部位の適切な位置に結合して、硫酸化修飾を受け
ることができる。しかし、硬い構造をしたタンパク質は、この溝に入ることができず、硫酸化修
飾を受けることはできない。また、TPST が持つ深い溝表面には、プラスの電荷が多数準備され
ていて、ターゲットとなるタンパク質のマイナスの電荷を持った部分を特異的に認識する。 
 このように、TPST は、様々なタンパク質の柔軟性の違いと電荷による相互作用の両方を用い
て、硫酸基をつけるターゲットタンパク質を選別していることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス感染予防を目的として、ゼブラフィッシュ等をモデル生物として硫酸化
に必要な活性硫酸(PAPS)の生合成を担っている遺伝子ノックダウンを行い、TPST によるタンパ
ク質硫酸化阻害効果を検証するものである。計画は以下の４つからなる。 
(1) 2 種類の活性硫酸生合成酵素(PAPSS)遺伝子のクローニングとそれらの諸性質検討を行う。 
(2) 3 種類の PAPSS 遺伝子のノックダウンを行い、初期発生過程に及ぼす影響を解明する。 



(3) 3 種類の PAPSS 遺伝子のノックダウン個体のプロテオーム解析を行い、有意に異なる挙動を
示すタンパク質を特定・同定する。 
(4) ゼブラフィッシュおよびヒト肝がん細胞 HepG2 をモデルとした TPST 遺伝子ノックダウンに
よる生理機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）2種類の活性硫酸生合成酵素(PAPSS)遺伝子のクローニングとそれらの諸性質検討 
 脊椎動物では、ゲノム上に PAPSS 遺伝子が複数存在しており、ヒトにおいては PAPSS1 および
PAPSS2 の 2 種類の存在が知られている。2 種類の PAPSS 間の生理機能の差異を脊椎動物モデル
であるゼブラフィッシュを用いて検討した。ゼブラフィッシュの 2 種類の PAPSS をそれぞれク
ローニングし、大腸菌を用いてサブクローニングした後、タンパク質を発現させた。それらの諸
性質の検討として、アミノ酸配列レベルでの相同性、活性硫酸 PAPS の生成を指標として至適 pH
等の諸性質を検討した。なお、PAPS 生成の指標は、放射線標識した 35S-硫酸を用いて[35S]-PAPS
生成量で判定した。 
 
（2）3種類の PAPSS 遺伝子のノックダウンと初期発生過程に及ぼす影響の解明 
 モリフォリノアンチセンスオリゴを用いて、3種類の PAPSS の遺伝子ノックダウンも行い、そ
れぞれおよび全遺伝子ノックダウンの表現系を観察した。なお、手法はアンチセンスオリゴを 1
〜2 細胞期の受精卵にインジェクションして、インジェクション後 24時間および 48 時間後のゼ
ブラフィッシュの表現系を観察した。 
 
（3）3 種類の PAPSS 遺伝子のノックダウン個体のプロテオーム解析と有意に異なる挙動を示す
タンパク質の特定・同定 
 手法は、蛍光ディファレンシャル二次元電気泳動(2D-DIGE)による多重比較解析を行い、発現
挙動の異なるタンパク質を質量解析して同定した。 
 
（4）ゼブラフィッシュおよびヒト肝がん細胞 HepG2 をモデルとした TPST 遺伝子ノックダウン
による生理機能解析 
 TPST ノックダウン個体のより詳細な表現型解析および二重・三重ノックダウン個体の表現型
解析を行い、TPST の更なる詳細な in vivo における生理機能を明らかにした。また、HepG2 細胞
の TPST ノックダウン個体のタンパク質発現量に変化のあったプロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）2種類の活性硫酸生合成酵素(PAPSS)遺伝子のクローニングとそれらの諸性質検討 
 真核生物の生体内での硫酸化には、唯一の硫酸供与体である活性硫酸 PAPS が必須である。こ
れらの PAPS 合成酵素遺伝子はゼブラフィッシュには 3種類存在する。硫酸化の生理機能を解明
するために、ゼブラフィッシュをモデルとした活性硫酸合成酵素(PAPSS)(今回は 2 種類のみ研
究した)のクローニング・諸性質の検討を行った。  
その結果、生理的 pH 条件下において、zfPAPSS１は zfPAPSS2 よりも ATP に対する親和性が高
く最大反応速度が遅く、温度安定性が低いことが明らかとなった。 
 
（2）3種類の PAPSS遺
伝子のノックダウン
と初期発生過程に及
ぼす影響の解明 
 翻訳後修飾として
のチロシン硫酸化と
低分子生体内生理活
性物質の硫酸化の機
能性解明のため、ゼブ
ラフィッシュ中の 3
種類ある PAPS 合成遺
伝子をノックダウン
した場合の、胚発生に
及ぼす影響を詳細に



検討した。 
 その結果、24 時間後のゼブラフィッシュの表現型は、PAPSS1/2/3 いずれも背骨の屈曲が顕著
に現れた。このことは、ヒトの PAPSS2 欠損時の臨床症状と類似していた。また、48 時間後も
PAPSS1/2/3 いずれも背骨の屈曲が顕著に現れた。これもヒトの PAPSS2 欠損時の臨床症状と類似
していた。これらのことから、軟骨組織における PAPSS アイソフォーム間の発現量の違いに影響
していることが考えられ、表現型が酷似していることから PAPSS1,2,3 の生理機能はオーバーラ
ップしている可能性が示唆された。(図 2) 
 
（3）3 種類の PAPSS 遺伝子のノックダウン個体のプロテオーム解析と有意に異なる挙動を示す
タンパク質の特定・同定 
ノックダウンした胚を 35S 同位体で代謝ラベルした後、SDS-PAGE にて硫酸化タンパク質を解析
した結果、対照区に比べて異なるスポットがいくつか確認された。 
 
（4）ゼブラフィッシュおよびヒト肝がん細胞 HepG2 をモデルとした TPST 遺伝子ノックダウン
による生理機能解析 
 ゼブラフィッシュをモデルとしたTPST遺伝子ノックダウンによる生理機能解析から、TPSTは、
胚発生に重要な影
響を与えているこ
とを既に明らかに
した。TPST の機能を
更に詳細に検討す
るために、多くのタ
ンパク質がチロシ
ン硫酸化されてい
るヒト肝癌由来細
胞株 HepG2 を用い
て、siRNA を導入し
TPST-1 および 2 の
ノックダウン細胞
を作成した。 
その結果、HepG2 に
適した siRNA 処理条件を決定することが出来、TPST-1、2 それぞれ高効率でノックダウンする
siRNA を選抜し、mRNA、タンパク質レベルでの発現量減少を確認することが出来た。また、TPST
ノックダウン細胞では 20%程度のペプチド硫酸化活性の低下が確認された。さらに、TPST-1、2
の ノックダウンにおいてペルオキシレドキシンや Hsp70 などのストレス応答分子を中心に発現
変動が確認された。(図 3) 
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