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研究成果の概要（和文）：本研究では、システインに過剰にイオウ原子が付加したシステインポリスルフィドを
はじめとする活性イオウ分子の生理的役割の解析を行った。生体内には様々な活性イオウ分子種が高いレベル
（100 microM以上）で存在し、活性酸素シグナルの制御やタンパク質機能制御に関わることが示された。また、
翻訳に共役した新規細胞内システインポリスルフィド産生系を発見し、タンパク質ポリスルフィド化やミトコン
ドリア機能制御に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated physiological roles of reactive sulfur species having extra 
sulfur atoms in cysteine thiol moiety, such as cysteine polysulfides.  Quantitation of these species
 indicated that high levels of glutathione persulfide (over 100 microM) and other cysteine 
persulfides were produced in cells and its roles in regulation of reactive oxygen species signaling 
and protein functions were revealed.  We also found a new cysteine persulfide-producing system in 
cells, which is originally known as a master enzyme for protein translation, and elucidated its 
pivotal roles in protein polysulfidation and regulation of mitochondrial function.

研究分野：生化学、病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
生体内で過剰に産生される活性酸素は、酸化
ストレスをもたらし感染・炎症をはじめとす
る様々な疾患病態に関わることが知られて
いる。一方で最近、活性酸素が多彩な細胞機
能変化に関わる細胞内シグナルとして機能
していることが分かってきた。活性酸素のシ
グナル伝達と制御にはセンサータンパク質
中のシステイン残基や、グルタチオンをはじ
めとしたシステイン含有低分子抗酸化化合
物が主要な役割を担っている。研究代表者ら
は、活性酸素と一酸化窒素（NO）により生成
する8-ニトロ-cGMPのユニークなシグナル伝
達機能を世界に先駆けて報告した（Nature 
Chem Biol. 2007）。8-ニトロ-cGMP は、細胞
内の酸化ストレスセンサータンパク質のシ
ステインチオール基と反応して、cGMP 付加反
応（タンパク質 S-グアニル化）することによ
り、酸化還元（レドックス）シグナル伝達経
路の主要な内因性リガンドとして機能して
いる。また、8-ニトロ-cGMP の代謝およびシ
グナル機能制御にシステイン代謝経路が関
わることを見出し（Nature Chem Biol. 2012）、
その制御因子の実体として、チオール基に過
剰にイオウ原子が付加したシステインポリ
スルフィド（CysS-(S)n-H)をはじめとする活
性イオウ分子種が示唆された。ポリスルフィ
ドはタンパク質中のシステイン残基にも存
在しており（ポリサルファ化タンパク質）、
過イオウ（ポリサルファ）化は、活性酸素シ
グナルのユニークなレドックスシグナル記
号（コード）として機能していると考えられ
た。しかしながら、活性イオウ分子は高い求
核性と抗酸化活性を有し化学的に不安定な
ために検出・定量が困難であり、活性イオウ
分子（ポリスルフィド）の生体内レベルや動
態、生理機能については不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、近年多彩な生理機能が明らかに
なってきた活性酸素シグナルの新規制御機
構を明らかにするために、活性イオウ分子種
の生理機能に焦点をあて、生体内低分子化合
物およびタンパク質中に存在するポリサル
ファを特異的かつ高感度に検出・定量するサ
ルファ・メタボロミクス解析法を開発し、こ
れまで不明であったポリスルフィドの生体
内レベルおよび産生動態を明らかにするこ
とを目的とした。さらに、これら解析法を用
いて、活性イオウ分子と活性酸素の精緻なバ
ランスのもとに制御されるシグナル伝達機
構を解明し、活性酸素が関わる感染・炎症、
がん、動脈硬化症・心血管障害、生活習慣病
などの多様な酸化ストレス関連疾病の新た
な制御戦略を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 生体内ポリスルフィドを検出・定量する
方法として、液体クロマトグラフィー-質量
分析計（LC-MS/MS）を用いた特異的・高感度

なポリサルファ解析系の構築を行った。化学
的に不安定な生体内ポリスルフィドを安定
化する親電子性アルキル化剤や抽出条件等
の詳細な検討を行い、モノブロモビマンやヨ
ードアセトアミド誘導体を安定化試薬とし
て使用するポリサルファ測定系を確立した。
さらに、システインポリスルフィド、グルタ
チオンポリスルフィドをはじめとした各種
ポリスルフィド 30 種類以上の安定同位体標
識標準標品を合成し、これら標準標品の測定
シグナルをもとに各種生体内ポリスルフィ
ドを高精度で定量するポリサルファ定量法
を構築した。このポリサルファ解析系を用い
て、各種培養細胞、ヒトおよびマウスの組
織・血液などの生体試料中のポリスルフィド
レベル測定および活性酸素・酸化ストレスに
よる生成動態変化の解析を行った。また、ポ
リスルフィドを特異的に検出する蛍光プロ
ーブ（SSP2 および SSP4）を用いた細胞内活
性イオウ分子種の蛍光イメージング解析法
を開発し、細胞内ポリスルフィド動態解析に
おけるその有用性の検証を行った。 
 
(2) 細胞内システインポリスルフィドの抗
酸化機能を明らかにするために、過酸化水素
処理による細胞死についてポリスルフィド
レベルの異なる各種細胞で比較解析を行っ
た。また、活性酸素シグナル伝達における二
次メッセンジャーである8-ニトロ-cGMPと活
性ポリスルフィドとの反応を詳細に解析し、
活性酸素シグナル制御における活性イオウ
分子の役割を解析した。 
 
(3) ポリサルファ化されたタンパク質の特
異的検出法として、ポリスルフィドとシアノ
（CN）化ビオチンの反応を基にポリサルファ
化タンパク質を検出する Tag-Switch-Tag 法
を開発した。同検出法と二次元電気泳動およ
び質量分析によるペプチドマッピングを組
み合わせることにより、細胞ライセートをは
じめとする生体試料中のポリサルファ化タ
ンパク質の検出と同定を行った。また、タン
パク質のポリサルファ化レベルを詳細かつ
簡便に解析する方法として PEG-maleimide- 
labeling gel shift assay（PMSA）法を開発
し、各種組換えタンパク質、細胞・組織中タ
ンパク質のポリサルファ化レベルを解析し
た。 
 
(4) 生体内ポリサルファ生成機構を明らか
にするために、イオウ代謝関連酵素であり 8-
ニトロ-cGMP の代謝に関わることが示唆され
ているシスタチオニンβ-シンターゼ（CBS）
およびシスタチオニンγ-リアーゼ（CSE）を
ノックダウンした細胞における各種ポリス
ルフィドレベルを上記測定法により解析し
た。また、各種組換えタンパク質や培養細胞
を用いて、CBS や CSE 以外のポリサルファ生
成系の探索を行った。 
 



４．研究成果 
(1) 高感度 LC-MS/MS と安定同位体標識標準
標品を用いたポリスルフィド化合物の検
出・定量システムを確立し、生体試料中の各
種ポリスルフィド化合物の高感度で精緻な
定量解析が可能となった。この解析システム
を用いることにより、培養細胞や各種組織、
血液（ヒトおよびマウス）中に各種ポリスル
フィドが様々なレベルで存在し、中でもグル
タチオンパースルフィドが最も高濃度（100 
µM 以上）で存在することが分かった。また、
CBS および CSE をノックダウンした培養細胞
ライセート等を用いた実験により、生体内ポ
リスルフィド生成への CBSおよび CSEの関与
が示された（Ida et al, PNAS, 2014）。また、
ポリサルファ特異的蛍光プローブ（SSP2 およ
び SSP4）を用いた細胞内活性イオウ分子イメ
ージング解析では、ヒト肺がん A549 細胞を
はじめとする各種細胞において、蛍光イメー
ジングの結果と上記 LC-MS/MS 解析で測定さ
れた細胞内ポリスルフィドレベルに相関が
確認され、本イメージング解析法のポリスル
フィド動態解析における有用性が示された
（Chen et al, Angew Chem, 2015）。 
 
(2) 活性ポリスルフィドと過酸化水素の反
応を解析した結果、活性ポリスルフィドが過
酸化水素の強力な消去活性を有することが
示された。CSE の過剰発現によりポリスルフ
ィドレベルの増加した A549 細胞では、過酸
化水素処理による細胞死が有意に減少し、ポ
リスルフィドが細胞内抗酸化因子として機
能していることが明らかになった。また、活
性ポリスルフィドは細胞内において 8-ニト
ロ-cGMP を 8-SH-cGMP へと代謝・分解するこ
とにより、活性酸素シグナルの制御因子とし
ていることが明らかになった（Ida et al, 
PNAS, 2014）。 
 
(3) ポリサルファ化タンパク質を特異的に
検出するシアノ化ビオチンを用いた
Tag-Switch-Tag 法を開発し、ポリサルファプ
ロテオミクス解析法を構築した。本解析法に
よる A549 細胞ライセートの解析では、40 種
類以上のポリサルファ化タンパク質を同定
し、細胞内の様々なタンパク質がポリサルフ
ァ化されていることが示された（Ida et al, 
PNAS, 2014）。さらに、タンパク質のポリサ
ルファ化レベルを詳細かつ簡便に解析でき
る PMSA 法を開発し各種組換えタンパク質お
よび細胞内タンパク質の解析を行った結果、
ポリサルファ化はタンパク質中の特定のシ
ステイン残基に起こり、酵素活性などのタン
パク質機能やタンパク質構造の維持に重要
な役割を果たしていることが示唆された
（Jung et al, Biochem Biophys Res Commun, 
2016; 論文投稿中）。 
 
(4) CBS および CSE 以外の新しい生体内活性
イオウ分子種産生系として、タンパク質翻訳

と共役したシステイン-tRNA 合成酵素（CARS）
によるシステインパースルフィド産生を明
らかにした。CARS はタンパク質翻訳時にシス
テインパースルフィドを取り込むことによ
りタンパク質ポリスルフィド化に主要な役
割を果たしていることが分かった。さらに、
CARS のノックアウト・ノックダウン細胞の解
析から、CARS によるシステインポリスルフィ
ド産生がミトコンドリア機能制御に関わる
ことが示唆された（論文投稿中）。 
 
以上より、生体内で産生されるシステインポ
リスルフィドは、主要な細胞内抗酸化因子と
して機能するとともに活性酸素シグナルを
制御することにより細胞機能変化および機
能維持に重要な役割を果たしていることが
示された。また、ヒト疾患におけるポリスル
フィドレベルの変化も分かってきており
（Kunikata et al, Sci Rep, 2017; 論文投
稿中）、本研究の成果は、酸化ストレスに関
連した各種疾患の予防・治療法開発の基盤と
なることが期待される。 
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