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研究成果の概要（和文）：タンパク質ポリチオール化は、タンパク質中のシステインチオール基（-SH基）にさらにイ
オウ原子が付加する（-SSH）翻訳後修飾である。本研究では、methylsulfonyl benzothiazoleにてポリチオール基を修
飾した後、シアン化ビオチンにてポリチオール基にビオチン残基を導入する方法を構築した。本法により、内因性のポ
リチオール化タンパク質として、細胞内骨格タンパク質をはじめとする種々のタンパク質を同定した。当該方法により
、タンパク質ポリチオール化を介したシグナル伝達経路の解明に向けた研究がより推進することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Protein S-polythiolation is a post-translational modification that introduce 
additional sulfur atoms on cysteine residues in proteins. We developed specific method that enables 
biotin-labeling on S-polythiolated cysteines by using methylsulfonyl benzothiazole and cyanide biotin. We 
successfully identified endogenous S-polythiolated proteins including cytoskeleton proteins. The method 
we developed may help further understanding of signal transduction mediated via protein S-polythiolation.

研究分野：生化学

キーワード： シグナル伝達　プロテオミクス　翻訳後修飾　酸化ストレス
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１．研究開始当初の背景  
	
 タンパク質ポリチオール化は、タンパク質

中のシステインチオール基（-SH 基）にさら
にイオウ原子が付加する（-SSH）反応である。
これまで、ある種の酵素反応の中間体として

の生成が報告されている。また、最近では、

タンパク質ポリチオール化を介したシグナル

制御機構の可能性も示唆されている。これら

の知見から、タンパク質ポリチオール化は、

タンパク質機能の制御に関わる新しい翻訳後

修飾としての側面が注目されている。 
	
 一方、これまでにタンパク質ポリチオール

化を検出・同定する方法が報告されているも

のの、その選択性や特異性については、問題

点が指摘されていた。Mustafaらは、タンパク
質のチオール基とポリチオール基が親電子性

のアルキル化剤との反応性が異なるとの前提

において、ポリチオール化タンパク質の検出

を行っているが（Sci. Signal., 2, ra72, 2009）、
Pan らは、ポリチオール基も親電子性のアル
キル化剤と反応することを指摘していた

（ACS Chem. Biol., 8, 1110, 2013）。また、これ
までにポリチオール化タンパク質を網羅的に

解析するプロテオミクス法については、全く

報告されていなかった。	
 

 
２．研究の目的  
	
 本研究では、タンパク質ポリチオール化を

選択的に検出する反応条件を検討し、それを

基盤としたプロテオミクスを構築することを

目的とした。これにより、これまでほとんど

わかっていない生体内におけるポリチオール

化反応の制御機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法  
①	
 タンパク質ポリチオール基に対するビオ

チンラベル化法の構築 
	
 ポリチオール基と反応し、さらにそのチオ

ール基を２段階目の反応を促進するような活

性化をもたらす試薬を検討いた。米国ワシン

トン州立大学の Ming Xian 博士らと共同で、
MSBT (methylsulfonyl benzothiazole)という試
薬の反応性について検討を進めた。MSBTは、
Xian博士らによって開発されたチオール基反
応試薬であるが（Org. Lett., 14, 3396, 2012）、
このMSBTがポリチオール基に対して反応す
るかどうかを検討した。引き続き活性化した

ポリチオール基にシアノ化ビオチン誘導体を

反応させることにより、ポリチオール基をビ

オチン標識した。ポリチオール基の活性化試

薬は、（１）チオール基に対して選択的に反応

すること（リジンやヒスチジンなどの求核性

の残基に反応しない）、（２）チオール基、ポ

リチオール基の両方に反応すること、（３）ポ

リチオール基に反応することで、ジスルフィ

ド結合を活性化できること、が必要である。

このような観点から、MSBT 以外にもポリチ
オール基の活性化試薬を検討した。 
 
②	
 ポリチオール化プロテオミクス法への展

開 
	
 プロテオミクスへの展開では次の２つの方

法を検討した。まず第１の方法では、ビオチ

ン標識を行ったタンパク質サンプルを２次元

電気泳動にて分離し、その後、アビジン結合

西洋わさびペルオキシダーゼによって発色さ

せることでビオチン化されたタンパク質を検

出した。同じく２次元分離したゲルを銀染色

し、タンパク質全体を検出した。ビオチン化

タンパク質に該当するスポットを銀染色した

ゲルから切り出し、還元アルキル化・トリプ

シン消化して、最終的に質量分析にてタンパ

ク質を同定した。我々は、同様の手法を用い

て、タンパク質を同定できることを報告して

いる（Antioxid. Redox Signal., 2014）。もう一
つの方法では、ビオチン化タンパク質をアビ

ジン結合担体にてまず吸着して、非ビオチン

化タンパク質を除去した後、ビオチン化タン

パク質を溶出した。得られたタンパク質サン

プルを２次元分離し、そのゲルから直接スポ

ットを切り出してタンパク質を同定した。こ

の時、ビオチン化タンパク質の溶出を効率良

く行うために、monomeric アビジン結合担体
を用いた。 
	
 
４．研究成果	
 

ポリチオール化タンパク質の特異的解析法の

構築	
 

	
 ポリチオール化タンパク質を特異的に標識

するビオチンラベル化法を構築した。具体的

には、MSBT (methylsulfonyl benzothiazole)にて
ポリチオール基を修飾した後、シアン化ビオ

チンにて特異的に置換反応を誘導することで

ポリチオール基にビオチン残基を導入した。

これに対して、アビジン化ペルオキシダーゼ

を反応させることでウェスタンブロット法に

よってポリチオール化タンパク質の検出に成

功した。さらに修飾タンパク質を２次元電気

泳動で展開し、そのスポットを消化したサン

プルを質量分析にて解析することで、ポリチ

オール化タンパク質の網羅的解析が可能であ

ることを明らかにした。システインパースル

フィドの生成酵素のひとつであるシスタチオ

ニンγリアーゼの強制発現により、細胞内の

ポリチオール化タンパク質のバンド強度が増

強した。このことから、当該法が細胞内のポ

リチオール化タンパク質の優れた検出法とし

て適応可能であることが示された。	
 

	
 

タンパク質へのイオウ転位反応の解析	
 

	
 これまでに細胞内では、低分子ポリチオー
ル分子としてシステインパースルフィドやグ



ルタチオンパースルフィドが豊富に存在する
ことが分かってきた。これら低分子ポリチオ
ール分子からタンパク質チオール基へイオウ
原子が転移する過程を、上述のタンパク質ポ
リチオール化解析法にて検討した。その結果、
グルタチオンパースルフィドから、モデルタ
ンパク質として用いた GAPDH へイオウ転位反
応が効率よく起こっていることが明らかとな
った。このことから、細胞内のパースルフィ
ドプールが、タンパク質ポリチオール化レベ
ルの制御に密接に関わる可能性が示唆された。	
 
	
 

細胞内ポリチオール化タンパク質の網羅的解

析	
 

	
 上述したタンパク質ポリチオール化解析法

を用いて、細胞内にて内因性にポリチオール

化されているタンパク質を網羅的に解析した。

その結果、細胞内骨格タンパク質、解糖系タ

ンパク質、シャペロンタンパク質をはじめと

する種々のタンパク質が同定された。今後、

当該方法を用いることにより、タンパク質ポ

リチオール化を介したシグナル伝達経路の解

明に向けた研究がより推進することが期待さ

れる。	
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