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研究成果の概要（和文）：大腸菌MG1655の無細胞抽出液を試料としてL-[35Ｓ]システインによるトレーサー実験
を行ったところ、経時的に35Ｓ標識されるタンパク質が見出した。in vitroにおいて、これらとシステインデス
ルフラーゼの間の硫黄原子の受け渡しについて確認を行ったところ、経時的な[35Ｓ]標識量の変動が認められ
た。大腸菌にはIscS、SufS、CsdAの３種システインデスルフラーゼの存在が認められており、それぞれを用いた
場合の[35Ｓ]標識量についても確認を行った。

研究成果の概要（英文）：Tracer experiments with L-[35S]cysteine in cell-free extracts of E. coli 
MG1655 revealed proteins that were 35S-labeled over time, and the transfer of sulfur atoms between 
them and cysteine desulfurase was confirmed in vitro, Variations in the amount of [35S]-labeling 
over time were observed. Since three cysteine desulfurases, IscS, SufS, and CsdA, are known to exist
 in E. coli, we also confirmed the amount of [35S]-labeling when using each of them.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内には存在量は微量ながら高い生理活性を有するチアミン、ビオチン、リポ酸、鉄-硫黄クラスター、モリ
ブドプテリンなどの補因子や、tRNAに含まれるチオウリジンなどの含硫化合物の存在が知られている。大腸菌に
おいてPLP酵素であるシステインデスルフラーゼが、含硫化合物生合成の初発段階において硫黄を供給するとい
う、極めて重要な役割を有していることを示唆された。この知見を生かすことで、含硫化合物の生合成プラット
フォームの構築が可能となり、効率的かつ安価な生産が可能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 

生体内において硫黄は多様な分子に含まれており、例えばタンパク質中の含硫アミノ酸やグ

ルタチオン、コンドロイチン硫酸などの形で多量に存在している。一方、存在量は微量ながら、

チアミン、ビオチン、リポ酸といったビタミン類、また、鉄-硫黄クラスター、モリブドプテリ

ンなどの補欠分子族、tRNA に含まれるチオウリジンなどの核酸塩基にも硫黄が含まれており、

これらは含硫化合物と称される。含硫化合物の硫黄原子はチオール基などを形成しており極め

て反応性が高く、ホルミル基やカルボキシル基の転移反応や電子およびプロトンの授受に際し

て重要な役割を担っている。これまでに大腸菌の鉄-硫黄クラスター形成において、システイン

がシステインデスルフラーゼである IscS によって酵素的に分解され活性型硫黄“ペルスルフィ

ド”を生成し、特異的なタンパク質間相互作用を介して IscU を S-スルフヒドリル化することで

硫黄原子を転移することが示されている。大腸菌には IscS 以外にも CsdA、SufS といったシステ

インデスルフラーゼを有することが知られている。これらはいずれも含硫化合物の生合成に関

与していると考えられるものの詳細な生理的機能やターゲットとする含硫化合物生合成タンパ

ク質については未解明な点が残されている。近年、高等生物において S-スルフヒドリル化やポ

リスルフィド化といったタンパク質などの修飾反応がこれまで考えられていたよりも高頻度で

生じていることが注目されており、細胞内における硫黄動態を包括的に理解することが求めら

れている。 

 

２．研究の目的 

大腸菌には未同定のものも含め、様々な含硫化合物が存在している。L-[35S]システインおよ

びシステインデスルフラーゼを用いて in vitro で硫黄転移反応を生じさせ、含硫化合物の生合

成機構に関わるタンパク質を S-スルフヒドリル化を指標として網羅的に検出、同定することを

試みた。含硫化合物の生合成においては、細胞毒性の高い硫化物イオンを生じさせることな

く、反応性が高い硫黄原子を含硫化合物、あるいはその前駆物質に効率的かつ確実に導入する

ことが重要であり、この点を考慮するとタンパク質中のシステイン残基を介したペルスルフィ

ドなどの S-スルフヒドリル化は細胞内の含硫補因子の生合成において、普遍的に見出される現

象であると想定された。これまでに生理活性の高い多種多様な含硫化合物の存在が明らかにさ

れてきたが、中にはチオウリジンなどの含硫核酸塩基のように、細胞内における存在量が極め

て少ないものもある。本研究計画の S-スルフヒドリル化反応を指標とする手法は高感度である

ため、これまで検出できなかった新規な含硫化合物の検出についても期待できる。ひいては細

胞内の硫黄代謝に軸足をおいたシステム生物学の確立が可能になると考えられ、それを目指す

うえで必要とされる基盤的な知見が得られるものと期待される。 

 

３．研究の方法 

大腸菌 MG1655 を LB 培地を用いて培養を行った後、窒素置換して嫌気条件下で菌体を破砕し

た。これにタンパク質合成阻害剤およびプロテアーゼ阻害剤を添加し、さらに L-[35S]システイ

ンを添加して硫黄転移反応をみるトレーサー実験を行った（図１）。内在性のシステインデスル

フラーゼである IscS に加え、別途、調製した CsdA や SufS を添加することで S-スルフヒドリル

化を促進した。これを SDS-PAGE に供してオートラジオグラフィーにより 35S 標識を検出した。

一般的に SDS-PAGE では還元剤としてジチオスレイトールを試料に加えるが、本実験条件では還



元剤無しで解析を行っている。35S 標識されたタ

ンパク質バンドについては、プロテインシーク

エンサーおよび MALDI/TOF-MS により分析し、同

定を試みた。同定された 35S 標識タンパク質につ

いては、ゲノム配列情報に基づき遺伝子全長を

それぞれ PCR により増幅して、当該遺伝子の高

発現プラスミドを構築した。そして、これらを用

いて大腸菌 BL21(DE3)にて 35S 標識タンパク質を

それぞれ発現誘導させて無細胞抽出液を調製

し、ニッケルキレートカラムを用いたアフィニ

ティー精製によりそれぞれタンパク質標品を得

た。得られたタンパク質標品と調製済みのシス

テインデスルフラーゼを用いて、in vitro での

硫黄転移反応を経時的に確認するとともに、相

互作用の有無をヒスチジンタグ pull-down アッ

セイにより解析した。また、35S 標識タンパク質

の遺伝子欠損株の生育特性や栄養要求性につい

て確認した。 

 

４．研究成果 

大腸菌の３つのシステインデ

スルフラーゼ（IscS、CsdA、SufS）

の遺伝子をそれぞれ PCR で増幅

し、pET21a(+)ベクターの NdeI-

XhoI 部位に挿入して高発現プラ

スミドを調製した（図２）。得られ

たプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)

に導入、発現誘導させて無細胞抽

出液を調製し、ニッケルキレート

カラムを用いたアフィニティー

精製によりそれぞれのシステイ

ンデスルフラーゼ標品を得た。オ

ートラジオグラフィーはイメージングプレートを用い、BAS2000 システム（富士フィルム社製）

にて測定を行った。L-[35S]システインを添加した後の経時的な変化を確認したところ、システイ

ンデスルフラーゼ IscS が検出された。IscS は活性中心のシステイン残基にペルスルフィドを形

成することが知られており、予想された通りの結果と言える。その他に分子質量 16 kDa 付近に
35S 標識タンパク質が確認され、プロテインシークエンサーによる一次構造解析の結果、IscU タ

ンパク質であると同定された。IscS と IscU については特異的相互作用を介して複合体を形成

し、鉄-硫黄クラスターの生合成に関与することが示されており、本研究での結果と矛盾しない。

また、この他に鉄キレーター2,2'-bipyridyl を終濃度で 1 mM 添加した条件で L-[35S]システイ

ントレーサー実験を行ったところ、新たに分子質量 59kDa、62 kDa、78 kDa、95 kDa 付近に特異

的に 35S 標識されたバンドが検出された（図３）。これらは本研究にて検出を目指す S-スルフヒ

図１ トレーサー実験の概略 

図２ 発現ベクターの構築 



ドリル化タンパク質であると考えられたため、プロテインシ

ークエンサーによる一次構造解析を実施し 59kDa および 78 

kDa のバンドについては同定済みである（詳細は知財権との

関連で未開示）。存在量が微量であるため未同定となってい

る残りの 35S 標識タンパク質についても同定作業を継続して

いる。同定済みの 59kDa および 78 kDa のタンパク質につい

ては発現系を構築し、前述のシステインデスルフラーゼと同

様の方法で精製標品を調製した。これらとシステインデスル

フラーゼを用いた in vitro 硫黄転移実験において、S-スル

フヒドリル化が再現されることを確認している。またヒスチ

ジンタグ pull-down アッセイによる解析の結果、59kDa およ

び 78 kDa タンパク質いずれも IscS と共精製され相互作用し

ていることが示唆されたが精製量が少ないため、IscSと IscU

ほどの強い親和性は無いものと考えられた。そして、59kDa お

よび 78 kDa タンパク質の遺伝子破壊株についても解析を進

めているが、生育速度および栄養要求性のいずれについても

野生型との大きな違いは見られなかった。それぞれが生合成

に関与する含硫化合物が分からないため詳細は不明である

が、特定の生育条件下で生理的な機能を示す可能性もあることから、貧栄養培地での培養や酸化

ストレス下での培養について、生育特性の検討を継続している。 

図３ 35S 標識タンパク質の検出 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計2件（うち査読付論文　1件／うち国際共著　0件／うちオープンアクセス　0件）

2023年

2023年

〔学会発表〕　計2件（うち招待講演　0件／うち国際学会　0件）

2023年

2022年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本農芸化学会中四国支部

日本農芸化学会中四国支部2022年度大会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

大腸菌D-アラニル-D-アラニンリガーゼ変異型酵素の特性解析

部位特異的変導入によるL-アラニン脱水素酵の基質特異性改変試み

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

木和田康太，山元小槙，加藤伸一郎

廣出隼正、谷口優人、加藤伸一郎

10.1093/bbb/zbad139

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Purification and characterization of 3-(5-oxo-2-thioxoimidazolidin-4-yl) propionic acid
desulfhydrase involved in ergothioneine utilization in <i>Burkholderia</i> sp. HME13

Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 74～78

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Muramatsu Hisashi、Inouchi Daisuke、Yamada Masaaki、Koujitani Akihito、Maguchi Hiroki、Kato
Shin-ichiro

88
 １．著者名

Characterization of hydantoin-5-propionic acid amidohydrolase involved in ergothioneine
utilization in<i>Burkholderia</i>sp. HME13

Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 411～419

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1093/bbb/zbad002

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Muramatsu Hisashi、Koujitani Akihito、Yamada Masaaki、Maguchi Hiroki、Kashiwagi Takehiro、Kato
Shin-ichiro

87
 １．著者名

 ２．論文標題  ５．発行年



〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

共同研究相手国 相手方研究機関


