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研究成果の概要（和文）：本研究において、活性酸素やそのシグナル伝達における２次メッセンジャーである8-nitrog
uanosine 3’,5’-cyclic monophosphate (8-nitro-cGMP)を代謝する新規制御因子として、システインチオール基（Cy
s-SH）にさらに過剰なイオウ原子が付加したシステインパースルフィド（Cys-SSH）を同定した。システインパースル
フィドは、酸化ストレス制御にきわめて重要な役割を担っている可能性があり、今後、その生体内での発現制御機構や
生理活性の解析が期待される。

研究成果の概要（英文）：This study identified the endogenous formation of cysteine persulfide species 
that brings additional sulfur atom to cysteine thiol. It is noteworthy that cysteine persulfide species 
are capable of metabolizing reactive oxygen species and their second messenger molecules such as 
8-nitro-cGMP. Further study is warranted to clarify regulatory mechanisms of cycteine persulfide species 
formation as well as their biological functions.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景  
活性酸素は生体内のエネルギー代謝や感染防

御過程において発生する一連の反応性分子種

(O2
−,	
 H2O2 等)である。これまで活性酸素は酸

素毒性の要因となる有害物質として取り扱わ

れてきたが、活性酸素が細胞内でシグナル分

子として機能し、細胞の分化、増殖、代謝機

能など多彩な生命機能の制御に関わることが

明らかになるに従い、その生理機能や疾患と

の関連が注目されていた（例えば Science	
 

2006:	
 312,	
 1882;	
 Nature	
 Rev	
 Mol	
 Cell	
 Biol	
 

2007:	
 8,	
 813 など）。	
 

活性酸素の代謝から生成する内因性の親電子

物質は、活性酸素シグナルの２次メッセンジ

ャーとして重要な役割を果たしている。すな

わち、親電子物質は、レドックス反応性のシ

ステイン残基を持つ活性酸素シグナル受容蛋

白質と反応し、蛋白質の構造や機能（例えば

触媒活性など）の変化を介して、シグナル伝

達を制御する。我々は、このような活性酸素

のシグナル伝達における新しい 2 次メッセン

ジャーとして、一酸化窒素（NO）の 2 次メッ

センジャーである cGMP がニトロ化を受けた

8-nitro-cGMP（図 1）を発見した。さらに

8-nitro-cGMPによる特筆すべき新しいシグナ

ル伝達機構として、その親電子性に基づいて

活性酸素シグナル受容蛋白質（Keap1 等）の

Cys チオール基と反応して、これまで知られ

ていなかった蛋白質翻訳後修飾である cGMP

付加反応（蛋白質Ｓ−グアニル化）を介して活

性酸素シグナル受容蛋白質を活性化すること

を明らかにした（図 1）（Nature	
 Chem	
 Biol,	
 

2007;	
 J	
 Immunol,	
 2009;	
 J	
 Biol	
 Chem,	
 2010

など）。一方、親電子物質によるレドックスシ

グナル伝達について、これを抑制的に制御す

るメカニズムについては、ほとんど解析が進

んでいなかった。	
 

 
２．研究の目的  
本研究では、親電子性物質に対する新しい分
解・代謝制御分子として、硫化水素および関
連化合物に注目し、活性酸素シグナルの制御
における役割を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法  

8-Nitro-cGMPと硫化水素や関連物質との反応
から生成する産物については、高速液体クロ
マトグラフィーや精密質量分析にて解析した。
その細胞内での生成には、各種培養細胞を用
いた。また本研究にてその生成が示唆された
システインパースルフィドの関連物質は、新
しく質量分析に基づく網羅的解析法を構築し
た。	
 
	
 
４．研究成果	
 

8-Nitro-cGMP と硫化水素の反応解析	
 

8-Nitro-cGMPと硫化水素との反応を詳細に解

析した。試験管内で 8-nitro-cGMP と硫化水素

ナトリウムを反応させると、8-nitro-cGMP が

減少するとともに、新しい反応産物が生成し

た。吸収スペクトルならびに精密質量分析か

ら、この反応産物が、ニトロ基がメルカプト

基に置換した 8-SH-cGMP であることが明らか

となった。あらに、8-SH-cGMP の生成は、重

金属（鉄など）と他の低分子量チオール化合

物（システインなど）の添加により著しく増

強した。このことから、硫化水素、金属、チ

オール化合物から、8-nitro-cGMP の分解に関

わる活性種が生成していることが示唆された。

さらに、8-nitro-cGMP から 8-SH-cGMP への変

換は、各種培養細胞においても確認され、そ

の 活 性 は シ ス テ イ ン 代 謝 酵 素 で あ る

cystathionine	
 beta-synthase	
 (CBS)および

cystathionine	
 gamma-lyase	
 (CSE)の発現に大

きく依存していた。そこで、これら CBS,	
 CSE

から生成する親電子物質の代謝に関わる活性

種の同定を試みた。	
 

	
 

8-Nitro-cGMPのスルフヒドリル化の活性本体

の解析	
 

硫化水素、低分子チオール化合物、および重

金属との反応から生成する非常に強力に

8-nitro-cGMP を 8-SH-cGMP へ返還する活性の

ある分子種の同定を試みた。精密質量分析を

駆使して、上記反応において生成する活性種

を探索した結果、チオール基にさらに過剰な

イオウ原子が付加したパースルフィドが生成

していることがわかった。	
 

	
 

生体内パースルフィドの同定	
 

上記の解析で明らかとなったパースルフィド
が、実際の細胞内、特に CBS や CSE の反応に
よって生成しているかどうかを解析した。こ
のために、これらパースルフィドを網羅的に
解析できる質量分析システムを構築した。そ
の結果、両酵素がシステインの酸化型２量体
であるシスチンを基質として、システインチ
オール基（Cys-SH）にさらに過剰なイオウ原
子が付加したシステインパースルフィド
（Cys-SSH）を生成していることを発見した。
さらに驚くべきことに、生体内には、システ
インのみならず、ホモシステイン、グルタチ



オン、さらにはタンパク質システイン側鎖な
ど様々な分子様態でパースルフィドが存在す
ることや、その細胞内濃度がサブミリモーラ
ーで豊富に存在すること、また付加するイオ
ウ原子が複数あるもの（Cys-S(S)nH；ポリス
ルフィド）も存在することが明らかとなった。
これらの結果は、細胞内におけるパースルフ
ィドの存在を、分子種・濃度レベルで明らか
にした初めてのものであるとともに、酸化ス
トレスの極めて重要な制御分子であることを
示しており、今後のさらなる検討が期待され
る。	
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