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研究成果の概要（和文）：本研究では Cys/CySS シャトルシステムがカタラ―ゼが存在しない

ペリプラズム内で生じる過酸化水素の除去に重要な役割を果たすことを明らかにした。な

ざペリプラズム中の過酸化水素を消去しなければならないのか、Cys/CySS シャトルシステ

ムの生理機能について解析した。ペリプラズムに蓄積した過酸化水素による細胞膜脂質の

酸化が原因である可能性が考えられ、過酸化脂質を定量したところ ydeD/fliY の二重破壊

株は野生株と比べて過酸化脂質が有意に増加していることを見出した。さらにこの過酸化

脂質を分解するペルオキシダーゼ BtuE の発現が過酸化水素によって誘導されることも判

明した。 

 
研究成果の概要（英文）： The inducible L-cysteine/L-cystine shuttle system plays an 

important role on quality control of lipids under oxidative stress. Thiobarbituric acid 

responsive substances (TBARS) are routinely used to assess oxidative stress damage to 

membrane lipids in diverse organisms. TBAR content increased ~2-fold when E. coli 

was exposed to H2O2, respectively. Even in the absence of toxicant, E. coli ΔydeD/fliY 

showed increased (~2-fold) levels of these substances relative to wild-type controls, 

suggesting that L-cysteine/L-cystine shuttle system may function in controlling the level 

of membrane peroxidation products that are generated during the normal, basal 

metabolism. 
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１．研究開始当初の背景 

システインは大腸菌の細胞内でほとんど検

出されないが、ペリプラズムにシステイン

を輸送するトランスポーターが複数存在し

ており、その生理的役割に興味が持たれて

いた。申請者は、トランスポーターの一つ

YdeD を欠損した大腸菌は過酸化水素に弱く

なると同時に、YdeD を細胞膜に過剰発現さ

せると過酸化水素に耐性を示すことを見出

した。また、システインはペリプラズムで

過酸化水素を水に還元し、その際自身はシ

スチンに酸化された後、別のタンパク質

FliY 依存的に細胞質に再び取り込まれるこ

と、および FliY を壊した大腸菌も過酸化水

素に弱くなることを見出した。 

 以上の結果は、システインとシスチンが

YdeD と FliY の働きによって細胞質とペリ

プラズムを循環しながら過酸化水素を水へ

と変換することを示しており、ユニークな

酸化ストレス防御メカニズムとして「シス

テイン／シスチンのシャトルシステム」を

提唱した（図１）。また、大腸菌の細胞分裂

についても興味深い現象を見出した。細胞

質で過酸化水素を消去できない Hpx 変異株

（カタラーゼ、ペルオキシダーゼの機能欠

損株）は低濃度（25-100 ・1）の過酸化水

素に弱くなっていたが、細胞は分裂が完了

せず、伸長したままの状態で死滅すること

がわかった（図２：緑枠）。しかしながら、

この変異株に YdeD を過剰に発現させると

細胞形態の異常は見られず、正常に生育で

きるようになった（図２：赤枠）。 

 本研究課題では、ペリプラズムに過酸化

水素が存在すると、なぜ大腸菌は細胞分裂

に障害を来すのか、そのメカニズムを明ら

かにすることを目指す。 

 

２．研究の目的 

申請者は、大腸菌におけるシステインの生

理機能を研究する過程で、遊離のシステイ

ンが細胞表層（ペリプラズム空間）で存在

する有害な過酸化水素を消去し、細胞を酸

化ストレスから防御するユニークな機構を

明らかにした（J. Biol. Chem., 285, 17479, 
2010）。本研究課題では、１）ペリプラズム

に生じた過酸化水素の検出、２）生じた過

酸化水素によるリン脂質の酸化、３）リン

脂質の酸化と細胞分裂障害との関連性を評

価する。以上のことから、ペリプラズム空

間で発生する過酸化水素の消去に重要な役

割を果たしているシステインの生理的役割

について明らかにすることを目指す。 

 

３．研究の方法 

【平成 23 年度の研究計画】 

１）ペリプラズムに蓄積する過酸化水素の

検出： Hpx 変異株（カタラーゼ、ペルオキ

シダーゼの機能欠損株）は、1 ・1 程度の

過酸化水素を細胞質に蓄積することがすで

に明らかにされています。過酸化水素は、

細胞膜を自由に通り抜けることができるの

で、ペリプラズムにも 1 ・1 程度の過酸化

水素が蓄積していると考えられます。この

Hpx 変異株と比較して、さらに過酸化水素

消去に働くシステイントランスポーター

YdeD を欠損させた変異株では、ペリプラズ

ムに過酸化水素が蓄積すると予想されます。

申請者は内膜を通過できない過酸化水素特

異的検出試薬（非細胞膜透過性 BES）を用

いることで、大腸菌のペリプラズムに生じ

 異常正常

図２：Hpx 変異株の過酸化水素感受性を YdeD

の過剰発現により機能相補

図１：システイン／シスチンのシャトルシステム

による酸化ストレス耐性機 



ている過酸化水素の検出を蛍光顕微鏡観察

により明らかにする。 

aa Hpx・ydeD/・fliY 株の構築：研究協力

者（森浩禎）の開発した Keio collection か

ら・ydeD::Km 領域を P1 ファージを用いて、

Hpx 株に形質導入する。その後、Km 耐性遺

伝子を切り出し、再び・fliY::Km 領域を

Hpx・ydeD 株に形質導入する。 

ba ペリプラズムに蓄積した過酸化水素の

検出：Hpx 株と Hpx・ydeD/・fliY 株を対数

増 

 

殖期まで培養後、培地に直接、非細胞膜透

過性BES試薬を加えさらに1時間培養する。

集菌後、リン酸バッファー（pH7.0）で 4回

洗浄し、過酸化水素の局在を蛍光顕微鏡下

で観察する。 

 

２）過酸化脂質の定量：申請者は、細胞膜

の主成分はリン脂質であることから、その

リン脂質（LPS も含む）が過酸化水素によ

って酸化され、過酸化脂質が生じ、細胞に

ダメージを与えるのではないかと予想して

い る 。 そ こ で １ ） で 構 築 し た

Hpx・ydeD/・fliY 変異株と Hpx 変異株を過

酸化水素添加培地（75 ・1）で 10 時間培養

後、細胞膜リン脂質を調製し、過酸化脂質

の非酵素的分解産物であるマロンジアルデ

ヒドなどのアルデヒドとチオバルビツール

酸を酸性条件で反応させ、生成する赤色の

色素を分光学的に定量することで、過酸化

水素による過酸化脂質の生成量について調

べる。 

 

【平成 24 年度の研究計画】 

３）過酸化脂質と細胞分裂との関連性：過

酸化水素に曝し、細胞伸長を引き起こした

Hpx 変異株と過酸化水素処理をしていない

細胞からリン脂質を調整し、薄層クロマト

グラフィー（TLC）およびガスクロマトグラ

フ質量分析法を用いて、リン脂質（大腸菌

の主要なリン脂質であるホスファチジルエ

タノールアミン）の酸化の割合と細胞伸長

との相関関係を評価する。 
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ここで真核生物の過酸化脂質の生成の鍵酵

素はホスホリパーゼ A2であり、大腸菌にも

ホスホリパーゼが存在するが、A1 または A2

活性のいずれを有しているかは分かってい

ない。さらに、真核生物では酸化された過

酸化脂質からホスホリパーゼ A2により、酸

化された脂肪酸鎖が切断され、グルタチオ

ンペルオキシダーゼ（GSHPx）により修復さ

れる。しかしながら、大腸菌はこの GSHPx

を有していません。そのため過酸化脂質を

分解するホスホリパーゼが存在するにもか

かわらず修復経路がないため、システイン

の重要な役割があるのではないかと考えら

れる。そこで大腸菌のホスホリパーゼを

His-タグ精製し、その酵素の特性を解析す

る。 

大腸菌をモデルに遊離のシステインが、リ

ン脂質のクオリティーコントロールに重要

な役割を担っている可能性を示し、システ

インによる新たな酸化ストレス防御機構を

明らかにする。 

 

４．研究成果 

1．大腸菌におけるシスチン取り込み因子の

同定 

1-1．ATP依存的な高親和性シスチンイン

ポーターFliY-YecSC 

こ れ ま で に Lactobacillus fermentum 
BR11のCySS取り込みに関与する遺伝子群は、

cyuABCオペロンを形成し、CyuAは内膜タン

パク質、CyuBはATP-結合タンパク質、CyuC

はCySS結合タンパク質をそれぞれコードし

ているATP-結合カセット（ABC）スーパーフ

ァミリーに属するトランスポーターである

と 報 告 さ れ て い る 。 ま た 、 Bacillus 
subtilis で は ３ 種 の CySS 取 り 込 み 系

（YckKJI, YtmJKL1N, TcyP）が既に明らか

にされており、この内、YckKJIとYtmJKL1N

はABCトランスポーターである。さらに、こ

れら３つの欠損株では、CySSを唯一の硫黄

源で生育できないことも知られている。 

大腸菌のペリプラズムタンパク質FliYは、



Lactobacillus由来のCyuCやBacillus由来

のYckK、YtmJ、YtmKといったCySS結合タン

パク質と30〜40％の相同性があり、さらに、

CySSと結合することがin vitroの実験で既

に示されている。これらのことから、FliY

依存的なCySS取り込み機構の存在が示唆さ

れていた。そこで我々は、野生株および

・fliY株を用いて、アイソトープラベルさ

れた[14C]-CySSを培地に添加し、細胞内に取

り込まれるCySS量を経時的に測定した。そ

の結果、・fliY株は野生株と比べて、CySS

の取り込み量が有意に減少したことから、

FliY依存的なCySS取り込み系の存在が明ら

かとなった。次に、fliYの下流にあるyecS
とyecCに着目した。当初、fliYは下流にタ

ーミネーター配列があり、単独で発現して

いると考えていたが、大腸菌のYecSとYecC

は、Lactobacillus属細菌の内膜タンパク質

CyuAとATP-結合タンパク質CyuBとそれぞれ

49、51％の相同性が見られた。さらに、YecC

のアミノ酸配列上には、生物間で高く保存

されたABCトランスポーターに特異的なモ

チーフ（Walker AおよびB motif、 ABC 

signature motif）が存在していた。以上の

知見から、YecSCがABCトランスポーターで

あり、FliY依存的なCySSインポーターであ

ると予想した。実際に、・fliY、・yecS、
・yecC各単独破壊株における[14C]-CySS取

り込み量は、野生株と比較して著しく減少

した。また、・yecS・yecC二重破壊株のCySS

取り込み量も単独破壊株のものと同程度で

あったことから、FliY、YecSおよびYecCの

三者が、いずれも協調的にCySS取り込みに

関与していると考えられた。さらに、

FliY-YecSCが、グルコース由来のATP依存的

にCySSを取り込むことも確認できた。ABC

トランスポーターの輸送機能を支える最小

ユニットは、６回の膜貫通領域と１つのATP

結合部位が２つ結合したものと考えられて

おり、YecSは３回膜貫通型内膜タンパク質

であることから、YecSCは二量体以上を形成

して機能すると考えられた。また、・fliY、
・yecS、・yecC各単独破壊株には、CySS取

り込み活性が残っていることから、大腸菌

にはFliY-YecSC以外にCySSのインポーター

が存在することが明らかとなった。 

1-2．Na+またはH+依存的な低親和性シスチ

ンインポーターYdjN 

最近、野中らは SAT をコードする cysE の欠

損株から構築したトランスポゾン（Tn5）変

異株ライブラリー（約 1,000 クローン）を

用い、Cysを含む最少培地では生育するが、

S-スルホシステインを単一 Cys 源として利

用できない変異株を取得し、その原因遺伝

子として ydjN を同定した 。まず、培地に

添加した S-Cys 濃度の経時変化を解析した

ところ、野生株では徐々に減少するのに対

して、ydjN 欠損株では全く減少しなかった。

一方、YdjN を過剰発現させた菌株では野生

株に比べ、S-Cys 量の低下が促進された。

これらのことから、ydjN が S-Cys のインポ

ーターをコードすると考えられた。さらに、

S-Cys の代わりに CySS を培地中に添加した

場合でも、同様の結果が得られたことから、 

YdjNはCySSの取り込みにも関与する可能

性が示された。 

そこで我々は、上記の方法によりYdjNタ

ンパク質に依存したCySS取り込み活性を測

定した。その結果、ΔydjNΔyecS株はほと

んどCySSを取り込めず、唯一の硫黄源とし

てCySSを含む最少培地においても生育でき

ないことから、大腸菌のCySS取り込み系に

は、FliY-YecSCを介する系とYdjNを介する

系の２つしか存在しないと結論づけた。ま

た、高濃度（165 n1以上）のCySSを添加す

ると、ΔydjN株はほぼ一定量しか取り込ま

なかったが、ΔyecS株では濃度依存的に取

り込み量も増加した。また、低濃度（165 n1

以下）のCySSを添加した場合、ΔydjN株の

取り込み量は野生株の約3倍に増加してい

たが、ΔyecS株では野生株よりも取り込み

量は減少した。また、fliYの転写量を定量

的PCRにより解析したところ、ΔydjN株では

野生株の約10倍に上昇していた。したがっ

て、ΔydjN株のCySS取り込み活性の増加は、

FliY-YecSCの発現上昇に起因すると考えら

れた。 

膜タンパク質の予測プログラム SOSUI や

BLAST 検索では、YdjN はカルボキシル末端

側がペリプラズム側に存在する 10 回膜貫

通型内膜タンパク質であり、ATP を利用せ

ずに促進拡散を担う SLC（Solute Carrier）

ファミリーに属する Na+または H+依存性の

ジカルボン酸（カルボキシル基を２個もつ

有機酸）シンポーターであると予測された。

実際に、YdjN はグルコース由来の ATP に非

依存的に CySS を取り込むことを確認した。

また、真核生物における CySS 取り込みは、

Na+依存的、またはグルタミン酸などのアミ

ノ酸との交換輸送によって行われ、ATP 非



依存的であることが知られている。ヒトで

は SLC ファミリーの一つである SLC1（高親

和性グルタミン酸・中性アミノ酸トランス

ポーターファミリー）が YdjN と約 30％の

相同性を示すことから、YdjN は原核生物か

ら真核生物まで広範囲な生物種で重要な機

能を果たしていると考えられる。 

2．２つのシスチンインポーターの反応速度

論的解析 

野生株、ydjN 株、ΔyecS 株を用いて、各

濃度の CySS（15-1,200 n1）で 10 分後の取

り込み量を測定後、Hanes-Woolf plot によ

り各 Km値と Vmax値を算出した。2.2 でも述

べたように、ΔydjN 株では fliY-yecSC の

転写量が野生株より増加していた。この増

加がタンパク質レベルでも見られるならば、

ΔydjN 株の FliY-YecSCの Vmax値（6.4）は、

野生株ではさらに低いと考えられる。また、

FliY-YecSC は CySS に対する Km値が非常に

小さく（110 n1）、高い親和性で CySS を取

り込むことが示された。Cys は強い還元力

のため、アミノ酸の中で最も毒性が高い。

一方、Cys 合成の鍵酵素 SAT は低濃度（0.6-1 

・1）の Cys によりフィードバック阻害を受

けるため、細胞内に遊離する Cys 濃度は 1 

・1 以下に調節されている。これらの知見

と 我 々 の 結 果 を 考 え 合 わ せ る と 、

FliY-YecSC によって取り込まれる CySS は、

単に硫黄源としてだけでなく、別の目的で

大腸菌が利用しているものと考えられる。 

一方、YdjN の CySS に対する Km 値は

FliY-YecSC の 10 倍を示し（1.1 ・1）、

FliY-YecSC と比べて低い親和性で CySS を

取り込むことが明らかとなった。また、CySS

の総取り込み量（Vmax値）で考えると野生株

と変わらないことから、YdjN は FliY- YecSC

と役割が異なり、栄養が豊富な条件で CySS

を硫黄源として取り込んでいる可能性が考

えられる。 

3．過酸化水素により誘導される２つのシス

チンインポーター 

CysトランスポーターYdeDだけではなく、

これら２つのCySSインポーターもH2O2消去

に必要であるか調べるために、H2O2添加によ

るydeD、およびCySSインポーター関連遺伝

子について定量的PCRを用いて解析した。そ

の結果、Cysトランスポーターをコードして

いるydeDと同様に、ydjN、fliY、yecS、お

よびyecCの転写が、H2O2によって誘導される

ことが判明した。一方、Cys合成の鍵酵素

（SAT）をコードするcysEとグルタチオン

（GSH）合成の鍵酵素（・-グルタミルシス

テイン合成酵素）をコードするgshAについ

ては、ともに転写誘導は見られなかった。

したがって、大腸菌は酸化ストレスに曝さ

れても、CysやGSHを新規に合成するのでは

なく、細胞内に存在する遊離のCysを循環さ

せることで、細胞を酸化ストレスから保護

していると考えられる。このことは、Cys

合成によって生じる毒性の回避や、Cys合成

に必要なATPの消費を伴わない点で、非常に

効率的なメカニズムである。また、真核生

物は酸化ストレスに曝されると、SLCファミ

リーに属するXc-トランスポーターを介し

て積極的にCySSを取り込み、GSH生成の基質

に利用する。それに伴い、抗酸化酵素グル

タチオンペルオキシダーゼの発現も上昇し、

酸化ストレスから細胞を防御することが報

告されている。しかしながら、大腸菌では、

gshAを欠損させてもH2O2に感受性を示さな

いことから、原核生物と真核生物の間では、

CySS取り込み後のCysの利用に違いがある

のかも知れない。 

4． 酸化ストレス防御にシステイン排出ト

ランスポーターYdeDと協調的に働くシスチ

ン取り込みトランスポーター 

唯一の硫黄源として硫酸イオンを用い、生

育に必須な Cys を大腸菌に新規合成させる

培養条件で、H2O2が ΔydjNΔyecS 株の生育

に与える影響について調べた。その結果、

野生株、ΔydjNΔyecS 株ともに、対数期へ

の移行が遅延しており、培地中の H2O2 を一

定レベルまで消去することが、誘導期から

対数期への移行に必要であると考えられる。

ΔydjNΔyecS 株はこの遅延時期が野生株よ

り長く、この誘導期での H2O2消去に Cys 排

出トランスポーターだけでなく、CySS イン

ポーターが関与する。以上のことから、大

腸菌において Cys と CySS が、Cys トランス

ポーターYdeD と CySS インポーターによっ

て細胞質とペリプラズムを循環しながら

H2O2 を非酵素的に水へと還元する新規な酸

化ストレス防御機構を見出し、「Cys/CySS

シャトルシステム」と名付けた。大腸菌に

類似した仕組みは、酵母、植物、動物など

の真核細胞の小胞体やミトコンドリアにも

存在するため、各オルガネラと細胞質との

レドックス制御にCysやCySSを排出するト

ランスポーターが重要な役割を果たしてい

る可能性が示された。 



5．過酸化脂質生成の抑制に働くCys/CySS

シャトルシステム 

H2O2は一般的に DNA、タンパク質、脂質の酸

化を引き起こすことで細胞にダメージを与

えることが知られている。細胞膜の主成分

はリン脂質であることから、そのリン脂質

が H2O2 によって酸化され、過酸化脂質が生

じ、細胞にダメージを与えている可能性が

ある。そのため、過酸化脂質の生成を抑制

するメカニズムの一つとして、Cys/CySS シ

ャトルシステムが機能しているのではない

かと考えている。そこで、過酸化脂質のバ

イオマーカーであるマロンジアルデヒド

（ 1DA ） の 量 を 測 定 し た と こ ろ 、

ΔydeDΔfliY 株は野生株と比較して約 1.5

倍の 1DA 量が検出された。したがって、

Cys/CySS シャトルシステムの生理的意義の

一つとして、細胞膜の構成物質である脂質

の酸化を未然に防ぐことが明らかとなった。 
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