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１．はじめに
　「イオウ（硫黄、元素記号：S）」は酸素と同じ第 16
原子族に属し、生体にとって必須元素である。アメリカ
食品医薬品局に承認されている医薬品のうち約 25% の
品目にイオウが含まれていることからも、イオウ含有化
合物の重要性が垣間見える。
　最近まで、イオウ代謝物の研究は硫化水素の生理機能
に関することが中心であり、硫化水素は一酸化窒素や一
酸化炭素に続く第３のガス状メディエーターとして注
目されてきた。しかし、硫化水素の pKa は約７であり、
生体内ではほとんど（>80%）が硫化水素イオン（HS-）
の状態で存在すること、そもそも硫化水素自体の化学的
反応性（特にその求核性）が極めて低いこと、また、イ
オウは酸化還元状態によって様々な多量体構造をとるこ
とから、ガス状の硫化水素そのものが本当に生理活性を

有しているかについては疑問視されていた［1］。また、
最近、各種培養細胞やマウス個体レベルで、これまで硫
化水素合成系として報告されてきたシスタチオニン -β-
シンターゼ（CBS）やシスタチオニン -γ- リアーゼ（CSE）、
３- メルカプトピルビン酸イオウ転移酵素の発現が低下・
欠損しても、硫化水素産生量に有意な変動はないことが
分かってきた。このことは、硫化水素の生理作用として
報告されていた様々な現象が硫化水素以外のイオウ代謝
物によるものであることを強く示唆している。実際、我々
はこれまで、CBS や CSE の主要酵素産物は硫化水素で
なく、活性イオウ分子の一種であるシステインパースル
フィド（CysSSH；図１A）であることを報告している［2］。
現在では、硫化水素に関するこれまでの報告は解析方法
の稚拙さ、低い精度（低特異性・低感度など）と、残念
なことであるが、科学的に不完全で不適切な検証により、
CysSSH や関連ポリスルフィド代謝物の分解産物もしく
はアーチファクトを見ていただけであり、真の活性分子
は CysSSH を含む活性イオウ分子であると考えられる。
パースルフィドやポリスルフィドに代表される活性イオ
ウ分子は、通常のチオール（-SH）基に複数のイオウ原
子が付加したポリサルファー構造［-(S)n-SH］を有して
いる。その中でも、還元型のヒドロスルフィド化合物は、
イオウ原子が過剰に付加していることにより、通常のチ
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オール化合物に比べヒドロスルフィド自身の求核性・抗
酸化能は顕著に高まる一方で、ポリスルフィドの構造内
部に存在するイオウ側鎖も求核性を有しており（図１
B）、通常のチオール化合物に比較すると実に多彩なレ
ドックス活性を持っている。一方、酸化型のポリスルフィ
ドは、通常のジスルフィドと同様に親電子的な反応性を
発揮するので、ポリスルフィドは自身が求核性と親電子
性の二面性を備え持っている。このようなユニークな物
性と生物化学的反応性を持つこととで、文字通り、活性
イオウ分子として生体内で多彩な生理機能を発現してい
る［3, 4］。そこで、本稿では、近年ようやくその実体が
見えてきた活性イオウ分子、特に CysSSH の主要な生
合成経路およびその興味深い代謝・生理機能に焦点をあ
て最新の知見を紹介する。

２．CysSSH 生合成経路の発見
　これまで我々は、生体内の CysSSH 産生系として、
CBS および CSE が関与することを報告してきたが［2］、
一方で CBS や CSE とは異なる CysSSH 産生機構の存在
も予想していた。その理由として、心筋細胞のように
CBS や CSE がほとんど発現していない細胞においても
CysSSH 産生が観察されていたことが挙げられる。我々
は CysSSH が低分子だけでなく、タンパク質中にもタ
ンパク質ポリスルフィドとして豊富に存在していること
を見出し［5］、翻訳に関連した酵素が活性イオウ分子の
産生系であると推測した。そこで、翻訳時にシステイン
を tRNA に結合（アミノアシル化）させるシステイニ

ル tRNA 合成酵素（CARS）に着目し解析した結果、大
腸菌 CARS が効率よく CysSSH を産生することを見出
した。また、哺乳類の場合、細胞質に局在する CARS1
およびミトコンドリアに局在する CARS2 が存在する
が、両酵素においても CysSSH 合成活性を検出してい
る。次に、ゲノム編集技術 CRISPR-Cas9 システムを用
いて、ヒト胎児腎細胞（HEK293T 細胞）の CARS2 遺
伝子欠損株（以下、CARS2 破壊株）を構築したとこ
ろ、CysSSH および全ての関連硫黄代謝物（システイン
およびグルタチオンなどの各種パースルフィド / ポリ
スルフィド、さらに硫化水素やチオ硫酸など）の有意な
減少が認められた。さらに、アミノアシル化活性の発
現に必要なシステインがセリンに変異した CARS2 変異
体を作製し（「3. CPERS の酵素学的特徴」を参照）、プ
ラスミドを介して CARS2 破壊株に導入・発現させたと
ころ、ミトコンドリア固有のタンパク質合成は回復し
ないが、CysSSH および関連硫黄代謝物の産生は野生株
のレベルまで回復した。続いて、CRISPR-Cas9 システ
ムによって CARS2 遺伝子欠損マウスの作製を試みた。
CARS2 完全（ホモ）欠損マウスは胎生致死であったが、
CARS2 ヘテロ欠損マウスでは成体が得られた。CARS2
ヘテロ欠損マウスの肝臓および肺における CysSSH 量
を測定した結果、野生型に比べて CysSSH および関連
硫黄代謝物が半分に減少していることが判明した。なお、
CARS2 ヘテロ欠損マウスにおけるミトコンドリアのタ
ンパク質合成は正常であった。よって、CysSSH をはじ
めとする全ての硫黄代謝物の生体内生成が CARS2 に依
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図１．システインパースルフィドとシステインの構造、および、ポリスルフィドの化学的特性（文献５より改変） 
A．システインパースルフィドは、システインのチオール基にさらに過剰な硫黄が結合した構造を持っている。この僅か

な違いにより、システインパースルフィドは生体内でシステインには無い生理機能を発揮する。
B．ヨードアセトアミド（IAM）などの親電子性が比較的弱い試薬はポリスルフィド末端のヒドロスルフィド部分と反応

する（反応１）。一方、エチルマレイミド（NEM）などの比較的強い親電子性を有する試薬ではポリスルフィドの構造
内部に存在するイオウ側鎖と繰り返し反応が起こり、ポリスルフィド構造が壊れる（反応２）。また、還元剤によって
もポリスルフィド構造は分解される（反応２）。
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存していることを示している。すなわち、システイニル
tRNA 合成酵素 CARS が翻訳のマスター酵素であると
同時に CysSSH の主要な産生酵素（cysteine persulfide 
synthase：CPERS と命名）であり、両者の活性は独立
したものである［5,6］。一方、本稿では詳しく述べないが、
低分子やタンパク質のポリスルフィドの制御システムと
してチオレドキシン・チオレドキシンレダクターゼが分
解代謝経路として機能していることが明らかになりつつ
ある［7］。

３．CPERS の酵素学的特徴
　CARS の CPERS 活性はシステインを基質とし、ア
ミノアシル tRNA 合成に必要な ATP は要求しない。
CPERS 活性の特徴として、アミノ基転移や脱炭酸に必
要な補酵素であるピリドキサール -5'- リン酸（PLP）を
要求する。PLP の結合部位を解析した結果、生物間で
高度に保存された KIIK や KMSK モチーフに存在する
リジンに結合していることが質量分析解析および、立体
構造モデリングから判明した（図２）［5］。これらのリ
ジンをアラニンに置換した CARS 変異体は PLP の結合
量が減少し、CPERS 活性が優位に減少する。また、無
細胞タンパク質合成系を用いてアミノアシル化活性を翻
訳活性として検討した結果、これらの変異体は野生体と
同レベルのアミノアシル化活性を維持していることがわ
かった。一方、アミノアシル化活性に必須であるシステ
イン（亜鉛の結合部位）を置換した変異体は報告通りア
ミノアシル化活性が完全に消失するが、興味深いことに
CPERS 活性に関しては野生株と同等である。これらの

ことから、CPERS 活性とアミノアシル化活性は完全に
独立したものであると示されている。
　我々は、これまでに CSE や CBS も CysSSH 合成活性
を有していることを報告しているが、両酵素と CARS
は基質特異性に大きな違いがある。CARS はシステイ
ン（CysSH）を基質とする一方で、CSE や CBS はシス
テインの酸化型であるシスチンを基質とする。酵素パラ
メータを求めたところ、大腸菌 CARS のKm 値（基質：
システイン）は約 10μM であり、CSE のKm 値（基質：
シスチン）は約 300μM であった［5］。従って、通常の
細胞内システイン濃度（100-1000μM）やシスチン濃度

（数 μM）を考慮すると、生理的条件では、CSE がシス
チンを基質に CysSSH を産生するのではなく、CARS
がシステインを基質に CysSSH を産生するものと思わ
れる。むしろ、CSE や CBS は元来のシステイン合成系
として働き、CSE と CBS により生成されたシステイン
から CARS が CysSSH を産生していることがわかって
いる（図３）。実際、CSE や CBS をノックダウンする
と、細胞内のシステイン量の減少が起こり、それに伴い
CARS 依存的な CysSSH 産生が低下する。しかしなが
ら、酸化ストレス条件下では細胞内のシステインが酸化
されシスチン量が増加することが想定されるので、その
ような環境では、CBS や CSE も CysSSH 産生系として
機能するであろう。ちなみに、Vmax 値に関しては CSE

（約 50μmol mg-1 h-1）の方が大腸菌 CARS（約 1.5μmol 
mg-1 h-1）より約 30 倍高いが、kcat/Km は両酵素とも約 2
× 103 M-1 s-1 であるため、大腸菌 CARS と CSE の触媒
効率は同程度である。
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４．イオウ呼吸の発見
　CARS2 の PLP 結合部位の変異体（翻訳活性：正常、
CPERS 活性：欠損）を発現させた HEK293T 細胞や
HEK293T 細胞の CARS2 破壊株において、ミトコンド
リアの膜電位形成が野生株に比べて大きく減少していた

［5］。これは、CysSSH が膜電位形成を介してミトコンド
リアのエネルギー代謝に貢献していることを示唆してい
る。ミトコンドリアにおいては、電子伝達系では電子供
与体である NADH から最終的な電子受容体である酸素
分子に電子が移動する際にミトコンドリア内膜にプロト
ン勾配が生じることで膜電位が形成され、その膜電位に
依存して ATP 合成が行われている。電子伝達系を構成

するタンパク質の一部はミトコンドリア DNA（mtDNA）
にコードされているため、エチジウムブロマイドにより
mtDNA を複製阻害することで電子伝達系の機能が低下
する。HEK293T 細胞の電子伝達系抑制細胞のイオウ関
連化合物の定量的メタボローム解析を行ったところ、電
子伝達系の低下により細胞内 CysSSH 量が増加し、硫化
水素量が減少することを見出した。また、CysSSH と硫
化水素の物質収支がほぼ一致しており、正常細胞では電
子伝達系に依存して CysSSH が２電子還元され硫化水素
に変換されていることが示された。つまり、CysSSH が
電子受容体として機能していることが分かった。このこ
とから、我々は哺乳類における「イオウ呼吸」（図４）
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を介してプロトン勾配を形成している。この際、酸素呼吸とは異なり、電子はサイクリックな電子伝達の側副路のなか
で再利用される。



－ 11 －

を提唱している［5,6,8］。すなわち、イオウ呼吸では、
電子伝達系の最終的な電子受容体が、通常の酸素呼吸の
酸素分子（O2）ではなくパースルフィド（S2, CysSSH）
であり、酸素呼吸の場合、電子伝達系の電子は、酸素分
子の最終的な還元代謝産物である水分子として排出され
るが、イオウ呼吸の場合、CysSSH に電子が受け渡され
硫化水素が発生する。ミトコンドリア内には硫化水素の
プロトンをキノン（Q）サイクルに供与する酵素である
sulfide:quinone oxidoreductase（SQR）が存在する。つ
まり、CysSSH が電子伝達系と共役して二次的に発生す
る硫化水素が SQR の働きによって、Q サイクルを介し
てプロトン勾配を形成しているものと推察される。これ
まで、硫黄酸化細菌（Thiobacillus 等）は、SQR によっ
て無機イオウ化合物を酸化し、エネルギー生産を行って
いることが知られている。また、光合成細菌において、
SQR が効率的な光合成に重要であることが示唆されて
いる。このような代謝システムが哺乳類におけるイオウ
呼吸の起源なのかもしれない。

５．活性イオウ分子による寿命制御
　これまで、栄養飢餓により寿命が延長することが示唆
されているが、その分子メカニズムは不明であった。近
年、硫化水素代謝と寿命の関連が示唆されている［9］。
すなわち、線虫において CBS 過剰発現株の寿命が延長
すること、また CBS ノックダウン株の寿命が減少する
ことも示されている。CBS の主酵素産物が硫化水素で
なく CysSSH であることを考慮すると［2］、CysSSH が
寿命制御因子である可能性が高い。実際、我々は寿命研
究のモデル生物である出芽酵母において、CARS から産
生される CysSSH が寿命調整に関わっていることを示
唆する知見を得ている（未発表データ）。さらに、活性
イオウ分子を添加することで、出芽酵母の寿命が延長す
る結果も得ている（未発表データ）。今後、CysSSH や
活性イオウ分子代謝系、すなわち、イオウ呼吸による新
たな寿命制御メカニズムの解明が大きな課題であろう。
また、活性イオウ分子・イオウ呼吸によってサポートさ
れる老化防止・長寿効果は、幹細胞生物学などの代謝維
持・活性化メカニズムの理解への一筋の光となるであろ
う。

６．おわりに
　好気呼吸によるエネルギー産生では活性酸素の産生は
避けることが出来ない。システインパースルフィドあ
るいはその代謝物であるグルタチオンパースルフィド
は、活性酸素を強力に消去する新しい内因性の抗酸化物
質として、その生物機能が再発見された「活性イオウ分
子」である。その生成酵素を探索する中で、ミトコンド
リアに局在する CARS2 から生成したシステインパース
ルフィドが「イオウ呼吸」を維持する極めて驚くべき発
見へと展開した。シアノバクテリアが繁栄する以前の環
境では、地球上に酸素がほとんど存在せず、生体はイオ

ウを利用したエネルギー代謝をしていたと考えられてい
る。今回の発見は、大酸素化イベント後に大きな進化を
遂げた哺乳細胞において、システインパースルフィドを
利用した「イオウ呼吸」が重要であることを示している。
今後、「イオウ呼吸」を自在に調節し、生体内のエネルギー
産生量を増加させることで、老化防止・長寿や慢性難治
性の呼吸器や心疾患の予防・治療法の開発へと繋がるこ
とが期待される。一方、悪性腫瘍（がん）では酸素に依
存しないエネルギー代謝が知られているが、これらがん
では「イオウ呼吸」を積極的に利用していることが予想
される。今後、イオウ代謝物をがんのバイオマーカーに
した診断法や「イオウ呼吸」を制御することによる新し
いがん予防や治療法の開発が期待される。
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Abstract 
　Reactive sulfide species（RSS）including cysteine persulfide（CysSSH）are produced 
in prokaryotic/eukaryotic cells and play critical roles in the regulation of redox and 
electrophilic signaling.  However, little is known about these biosynthesis and physiological 
functions.  We recently demonstrated that cysteinyl-tRNA synthetase（CARS）is a novel 
CysSSH synthase.  Most importantly, mitochondrial function in bioenergetics is supported 
by CysSSH derived from mitochondrial CARS.  Here, we provide an overview of recent 
advances in RSS research and our understanding of the mechanisms underlying the 
formation and the physiological roles of RSS, with a primary focus on the formation of 
CysSSH by CARS and the most fundamental mitochondrial bioenergetics mediated by RSS, 
that is, sulfur respiration.
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