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研究成果の概要（和文）：「二次元電気泳動によるイオウ存在形態のサルファープロテオミクス解析」におい
て、翻訳後修飾としてのチロシン硫酸化の機能解明を目的に、ゼブラフィッ シュをモデルに二次元電気泳動に
よるプロテオーム解析を実施した。タンパク質パースルフィドの特異的検出法開発を目 的に、研究を実施し
た。タンパク質中のシステインのチオール基(SH基)にさらに硫黄が付加 し、パースルフィド(SSH基)となったも
のをタンパク質パースルフィ ドという。SH基の蛍光標識試薬CyDye maleimideを用いたタンパク質SSH化検出条
件の検討を行った。さらに、新型コロナウイルス感染時の受容体ACE2のチロシン硫酸化を検討した。

研究成果の概要（英文）：In "Sulfur Proteomic Analysis of Sulfation by Two-Dimensional 
Electrophoresis," proteome analysis by two-dimensional electrophoresis was conducted on a zebrafish 
model to elucidate the function of tyrosine sulfation as a post-translational modification. Research
 was conducted to develop a specific detection method for protein persulfide. We investigated the 
conditions for detecting protein SSH using CyDye maleimide, a fluorescent labeling reagent for the 
SH group.  Furthermore, we investigated the tyrosine sulfation of the ACE2, a  receptor protein 
during SARS-CoV-2 infection.

研究分野： 応用生物化学

キーワード： チロシン硫酸化　プロテオミクス　翻訳後修飾　イオウ　レドックス制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルスの受容体であるACE2のチロシン硫酸化を明らかにした。
ACE2のペプチドを用いた結果、3種類のACEIIペプチドの内、2種類のACE2ぺプチド(ACE2-1とACE2-2)の硫酸化を
酵素活性測定にて見出すことが出来た。ACE2のペプチドを 酵素的に硫酸化し、LC-MSを用いて解析した結果、
ACE2-1ペプチドの硫酸化ペプチドを検出することが出来、さらに、MS/MSによる構造解析を行うことが出来た。
これらの結果より、ACE2のチロシン硫酸化が新型コロナウイルスの感染制御に関わる可能性が示された。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

我々は、食品機能研究にプロテオーム解析をいち早く取り入れ、特に蛍光ディファレンシャル

二次元電気泳動に関する新技術開発に取り組んできた。食品の抗酸化と一口で言っても化学的

なラジカル消去活性から細胞における遺伝子発現を伴ったものまで有るが、タンパク質のイオ

ウ元素に特異的に標的をあてた食品機能評価系はない。本研究において開発を目指したイオウ

存在形態のサルファープロテオミクス解析技術は、従来の抗酸化作用評価法[DPPH ラジカル消去

活性や ORAC（Oxygen Radical Absorbance Capacity）による食品や食品成分の化学的な評価] と

異なる。食品や食品成分の化学的な性質の評価にとどまること無く、培養細胞や生体においてそ

の構成成分として重要なタンパク質中のイオウ（S）に着目しその酸化や翻訳後修飾への影響を

解析する。そのため、イオウを解析標的とした独自の革新的技術である。この解析技術を活用す

ることで、食品や食品成分が持つ抗酸化ストレス効果に関して生体応答（イオウのレドックスバ

ランス）を指標に評価できる点に特色を有する。 

 
 
２．研究の目的 

 
「イオウ(S)」は、酸素より巧みに軌道電子を利用することで、生体内で必須元素として高い

反応性を生み出している。イオウはタンパク質 中に種々の形態で存在することが知られている。
本研究ではタンパク質中のイオウに着目し、システイン残基などタンパク質ポリペプチド骨格 
に含まれるイオウと硫酸化など翻訳後修飾としてのイオウを含む化学修飾に着目したタンパク
質解析技術の開発とその食品科学分野での応用を目指す。タンパク質中のイオウの酸化還元状
態や修飾形態は生体の酸化ストレスやレドックスバランス、病気と密接な関係が知られる。その
ため、抗酸化作用を中心とした食品の機能を活用し、タンパク質に結合するイオウの酸化還元状
態に積極的に介入して制御する技術開発を最終目 的とする。これにより、新しい作用機構でイ
オウのレドックスバランスを標的とした機能性食品開発につながる独創的な基盤技術の確立が
可能となる。 
 近年、システイン残基の新しい翻訳後修飾であるパースルフィド化が注目されている。タンパ
ク質パースルフィドはシステインのチオール (SH)基に過剰な硫黄原子が付加し、パースルフィ
ド (SSH)となったものである。システインパースルフィドは、通常のシステインと比較して、抗
酸化性や求核性が活性化されている状態にある。そこで、システインパースルフィドの電気泳動
による分析法の確立を目的として研究した。 
さらに、イオウ関連の翻訳後修飾にチロシン硫酸化が知られる。このチロシン硫酸化はウイル

スの感染などにおいて様々な重要な役割を担っており、CCR-5の硫酸化が HIVの感染に関与する
ことが知られる。そこで、新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)の感染にチロシン硫酸化が関与する
か明らかにすることを目的として研究した。 
 
 
３．研究の方法 

 
現在のタンパク質パースルフィドの検出法は、主に Biotin switch 法を改良した方法が利用
されている。Biotin switch法の大まかな手順は、求核性が高く不安定であるタンパク質パース
ルフィドをまず安定な誘導体にするために、親電子アルキル化剤の SH 基標識試薬として利用さ
れている N-エチルマレイミド（NEM）やヨードアセトアミド（IAA）などを用いて末端の SH 基を
ブロッキングする。その後、ビオチンで標識後、アビジンなどによって検出するという方法が行
われている)。この Biotin Switch法には、実験手順が煩雑である点、 誤差を生みやすく定量的
な解析が困難である点、S-S 結合や SH 基と区別して検出することが困難であり特異性に問題が
ある点などの問題が挙げられる。そのため、本研究では Biotin Switch法の弱点を克服したタン
パク質パースルフィドの検出法を確立することを目的にした。 
 
システインのパースルフィド化 
 ウシ血清アルブンミン (BSA)のシステイン残基パースルフィド化処理を行うために、50 mM リ
ン酸カリウムバッファー (pH 8.0)、1% CHAPS、1 mM トリス (2-カルボキシエチル)ホスフィン
塩酸塩 (TCEP)にタンパク濃度 1 mg/mLとなるように調製し、室温で 30分間静置し、還元処理
を行った。還元処理後、TCEP を取り除くために、限外ろ過スピンカラムを用いて 50 mM リン酸
カリウムバッファー (pH 8.0)、1% CHAPS に交換した。バッファー交換後、10 mM / 3mM スト
ック溶液となるように調製し、30分間静置 (室温、暗所)することで BSA のパースルフィド化を



行った。このストック溶液は、Na2S・9H2Oaqを調製し、硫化物濃度を 5,5'-ジチオビス (2-ニト
ロ安息香酸)を用いた比色定量法の DTNB法で測定した。NaOClaq 濃度は、292 nm (ε= 350 M-1 
cm-1)で測定した。そして、最終濃度比が 20 mM Na2S・9H2O/6 mM NaOCl となるように、Na2S・
9H2Oaq に NaOClaq を滴下して調製した。BSA のパースルフィド反応後、限外ろ過スピンカラム
(アンテグラル社, 10 Ｋ, 0.5 mL)を用いて 50 mM リン酸カリウムバッファー (pH 8.0)、1% 
CHAPS に交換した。 
 
BSA のパースルフィド化確認 
パースルフィド化した BSA を、限外ろ過スピンカラムを用いて 100 mM 酢酸/酢酸ナトリウム

バッファー (pH 5.5)にバッファー交換をした (タンパク質濃度 1 mg/mL)。その後、1mM 1-フル
オロ-2,4-ジニトロベンゼン (FDNB)となるように添加し、37℃で 30分間インキュベートした。
未反応の FDNBを除去するために、クロロホルムによる液液抽出を 3 回行った。得られた水層に、
10 mM DTTを 0.1mL、20% ZnSO4を 0.1 mL、1 N NaOH を 0.1mL 順番に加え、よくボルテックスし
た。遠心分離（208×g、5 min）を行い、上清を回収後、上清と等量の 1N NaOH を加えアルカリ
性にした。408 nmの吸光度を測定（紫外可視分光光度計 UV-1800, 島津）し、モル吸光係数 13800 
L・mol -1・cm-1 を用いて濃度を計算した。 
 
CyDye maleimide の脱離によるシステインパースルフィド検出 
システインのパースルフィド化処理を行った BSA を、10 µM CyDye-Maleimide を 1 時間反応さ
せ蛍光標識をした。その後、未反応の Cy5 Maleimide を除去するために脱塩を行った。脱塩後、
1 mM DTTで 1 時間還元処理をした。過剰な DTTは 20 %TCA、Sodium Deoxycholate、 Acetone を
用いたタンパク質沈殿法によって除去した。 
 
メタンチオスルホン酸 S-メチルを用いたシステインパースルフィド検出 
システインのパースルフィド化処理を行った BSA を、20 mM メタンチオスルホン酸 S-メチル

(MMTS) , 2.5 % SDS となるように調製し、50℃で 20 分間振とうした。脱塩後、10 µM Cy5 
Maleimide を 1 時間反応させることで蛍光標識をした。そして、20 %TCA、Sodium Deoxycholate、 
Acetone を用いたタンパク質沈殿法により Cy5 Maleimide を除去した。 
 
SARS-CoV-2の宿主側の受容体であるACE2の細胞外領域のアミノ酸配列からもチロシン硫酸化
部位予測ツール Sulfinator(https://www.expasy.org/resources/sulfinator)により、細胞外領
域において 6か所のチロシン硫酸化部位(158, 196, 199, 202, 207, 497残基)が予測された。
そのため、今回チロシン硫酸化が予測された ACE2もチロシン硫酸化されることにより、何らか
の役割を担っている可能性が考えられる。そこで本研究では、予測されたチロシン硫酸化部位を
含む ACE2のペプチドを調製し、これを基質としてチロシン硫酸化反応を行い、ACE2のチロシン
硫酸化の検討を行った。 
 
ACE2 ペプチド(ACE2-1,2,3)の調製 
ACE2-1,2,3 が組み込まれたベクターを組み込んである大腸菌 E.coli BL21 を 0.1 mg/mL 
ampicillin を含む LB培地 3 mLで 37℃、15 時間の前培養後、0.1 mg/mL ampicillin を含む LB
培地 200 mLで 37℃、2〜3 時間の大量培養(O.D600=0.6)を行い、終濃度が 0.1 mMになるように
IPTG を添加し、25℃、15 時間培養し発現誘導を行った。発現誘導後、遠心分離を行い、Lysis 
buffer(50 mM Tris-HCl(pH8.0),150 mM NaCl, 1 mM EDTA)を用いて菌体の洗浄を行った。洗浄
後、遠心分離を行い、Lysis buffer で再懸濁しフレンチプレス(1,200 kg/cµ2)を 2 回行い菌体
の粉砕を行った。粉砕溶液を遠心分離し、上清を回収し、Lysis buffer によって平衡化してお
いた Glutathione Sepharose 4B 1.5 mLに添加し、4℃で 15 時間回転混和させ GST融合タンパ
ク質を Glutathione Sepharose 4Bに吸着させた。５回の洗浄後、Lysis buffer と同様にして
Thrombin buffer(50 mM Tris-HCl(pH 8.0),150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2)で 3 回洗浄した。 
洗浄後、ACE2 ペプチドは 10 mMのグルタチオン(還元型)で溶出を行った。Thrombin処理後、再
度 Glutathione Sepharose 4B による GSTの除去を行い、ACE2 ペプチドを得た、その後 Waters
製 Sep-pack Plus C18カートリッジを用いて固相抽出により精製した。 
 
E.coli Origami からの human TPST-2の精製 
 LB培地(ampicillin 0.05 mg/mL、アラビノース 0.5 mg/mL、クロラムフェニコール 0.02 mg/mL)
で 37℃で 15 時間前培養した後、200 mLの LB培地（ampicillin 0.05 mg/mL、アラビノース 0.5 
mg/mL、クロラムフェニコール 0.02 mg/mL）に培養した大腸菌を加え、5〜6 時間の大量培養
(O.D600=0.6)を行い、IPTGを終濃度が 1 mMとなるように添加し、30℃で 15 時間培養し発現誘
導を行った。発現誘導後、遠心分離により菌体を回収し洗浄した。その後、15 mLのNative Binding 
buffer で再懸濁し、フレンチプレス(1,200 kg/cµ2)で菌体を破砕した。破砕溶液を 4℃、10,000
×g、20分の条件で遠心分離を行い、上清を回収した。回収後、Native Binding buffer によっ
て平衡化しておいた Ni-NTAアガロース 1 mLに添加し、上清除去後、Ni-NTAアガロースに Native 
Wash buffer(組成)を加え洗浄した。洗浄後、Native Elution buffer を 1 mL 添加し、遠心分離
し、上清をマイクロチューブに回収した。 



４．研究成果 
 
BSA のシステインパースルフィド化の確認 
1-フルオロ-2,4-ジニトロベンゼンによるパースルフィド化の確認により、1.38±0.76 µMの

システインがパースルフィド化されているということが分かった。このことから、BSA 1分子中
の SSH 化率は、9.54±5.24 %であり、全システインを考慮した SSH 化率は 0.27±0.14 %である
ということが示唆された。 
 
CyDye-Maleimide の脱離によるシステインパースルフィド検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 CyDye-Maleimide による SSH 化の検出 
（左: 蛍光イメージ画像, 右: CBB 染色画像） 

 
 
 
 
SDS-PAGE 結果から、定量解析を行ったところ、BSA-SSH では DTT 処理によって蛍光強度が 0.893
±0.070倍に低下したことが分かり、SSH 化を検出できたのではないかと示唆された。 
 
 
メタンチオスルホン酸 S-メチルを用いたシステインパースルフィド検出 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 MMTS による SSH 化の検出 
（左: 蛍光イメージ画像, 右: CBB 染色画像） 

 
 
 

 



SDS-PAGE 結果から、定量解析を行ったところ、20mM MMTS処理を行った BSA-SSH では BSA と比

較して、蛍光強度が 1.378±0.146 倍になっていることが分かり、SSH 化を検出できたのではな

いかと示唆された。 

 

 

ACE2-1,2,3のチロシン硫酸化 

放射性同位体標識 PAPS[35S]を用いて基質ペプチドのチロシン硫酸化反応行った。 

結果として、細胞から調製した粗酵素溶液を用いて行った反応ではチロシン硫酸化が確認でき

なかった。しかし、大腸菌 Origami から精製した hTPST-2にて ACE2-1、ACE2-2のチロシン硫酸

化が確認できた(Fig.3)。また、表１の結果より、ACE2-1 よりも ACE2-2 で活性が高くなってい

ることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 大腸菌 origami から精製した hTPST-2 を用いたチロシン硫酸化 

 

 

Table 1.  ACE2 ペプチドの比活性 
 

比活性(pmol/min/mg)(n=3) 

Z-Glu-Tyr 11.74±2.00 

ACE2-1 72.70±12.02 

ACE2-2 167.96±19.37 

ACE2-3 N.D. 

平均値±SD N.D.：not detected 

 

 

今回大腸菌 Origami から精製した hTPST-2 によるチロシン硫酸化において、ACE2-1 および

ACE2-2のチロシン硫酸化が確認できた。このことより、ACE2のチロシン硫酸化も HIVや PSGL-1

などと同様にウイルスの結合やアンジオテンシンⅡからアンジオテンシン(1-7)への変化おいて

重要な役割を担っている可能性が示唆された。また、ACE2-1より ACE2-2のほうで酵素活性が高

くなっていた。さらに ACE2-1および ACE2-2の Kinetics の結果から、ACE2-1よりも ACE2-2の

方が親和性が高いことが分かった。これは ACE2-2のほうに硫酸化が予測されたチロシン残基が

複数含まれていたためであると考えられる。今後、ACE2-2 においてどのチロシン残基が硫酸化

されているかを確認するために ACE2-2に含まれる 4つのチロシン残基のうち 1つ以外をフェニ

ルアラニンに変えた変異体を 4 種類作製し、どのチロシン残基が硫酸化されているのかを確か

める必要があると考えられる。 
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