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　硫黄（S）は化学的にも生物学的にも活性な元
素で主要な生体構成元素である．タンパク質中シ
ステイン残基のチオール基（-SH）は，亜鉛や銅な
どの金属と高い親和性を有し，生体内のレドック
ス環境に応じて -SHの酸化によるスルフェン酸
（-SOH）の生成とそれに伴うジスルフィド結合
（-S-S-）の形成，一酸化窒素による -SNO化，親
電子物質による化学修飾のような翻訳後修飾を受
ける．質量分析をはじめとする分析技術の発展に
より，-SHにサルフェン硫黄が付加したパースル
フィド基（-SSH）の存在が次々に明らかにされ，
硫黄化学および硫黄生物学が隆盛してきた．それ
を後押しするように，2021年度に東北大学・本橋
ほづみ教授を領域代表とする学術変革領域研究
「新興硫黄生物学が拓く生命原理変革」が採択され，
サルフェン硫黄をはじめとする超硫黄研究の著し
い進歩が期待されている．

1　はじめに

　1957年，ハーバード大学のBert Valleeらは
馬の腎臓中からカドミウムが結合する低分子量タ
ンパク質を発見し1），3年後に彼らは当該タンパク
質を単離・精製を行い，硫黄原子を豊富に含み，
金属が結合していることからメタロチオネイン（MT）
と命名した2）．その後，MT1だけでなくMT2の存
在も明らかにされ，1988年にはMT1の発現誘導
に関わる転写因子として，Metal Regulatory 
Transcription Factor1（MTF1）が同定された．
カドミウムや水銀などに曝露されると，MTF1が
活性化されてMT分子種のタンパク質量は顕著に
増加することから，MTの役割は「重金属の解毒」
であるという観念が一般化した．このことは，MT1
およびMT2ノックアウトマウスでの実験により支
持された．
　1991年には内田らによりヒトの脳中から神経
成長抑制因子（Growth Inhibitory Factor，GIF）
が見出され3），その後，アミノ酸の一次構造の相同
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C-S結合を介したシステイン（CysSH）の硫黄原
子（黒色表記）と区別するため，サルフェン硫黄は
灰色で表記する．例えば，CysSHおよびグルタチ
オン（GSH）にサルフェン硫黄原子が1個付加し
たものをCysSHパースルフィド（CysSSH）お
よびGSHパースルフィド（GSSH），さらに2個
以上サルフェン硫黄が付加したものをポリスルフィ
ドと呼ぶ．発見当初はシアン化合物と反応してイ
ソチオシアネート体を生成することから，「親電子
的な硫黄」という理解であったが24-26），チオール
スルフォキシドは互変異性によりpKa値の低いヒ
ドロパースルフィド としても存在する．その結果，
生理的pHでは容易に脱プロトン化して親電子物
質と反応する「求核的な硫黄」という一面が明ら
かとなっている27-29）（図1）．それ以外の超硫黄分
子の化学的性質として，C-S結合とは異なり，容易
に含硫低分子やタンパク質のシステイン残基に転
移することができる可動性硫黄原子であることも
知られている．
　ところで，我々は生活環境，ライフスタイルおよ
び食生活を介して日常的に曝露されている外因性
親電子物質に対する生体応答と防御について研究
してきた．その中で，GIF/MT3研究のきっかけと
なった親電子物質と超硫黄分子の研究の経緯を説
明したい．生物濃縮を介してマグロなどの大型食
用魚類の摂取で生体内に蓄積するメチル水銀
（MeHg）は，GSH抱合されることで解毒・排泄
される．一方，生体内で産生される硫化水素（H2S）
が神経疾患や循環器疾患の防御に働くシグナルガ

性からMT-Ⅲ（本稿ではMT3の名称に統一した）
と呼ばれた4）．
　しかし，その後の研究成績から考え合わせると，
MT3はMT1/2とは異なる発現誘導能，MT1/2に
はない特異的な生物学的活性，脳内での恒常的な
発現などから，GIF/MT3という名称が適切と思わ
れる．GIF/MT3のこれまでの研究概要については
総説5，6，7）が刊行されているので参考にされたい．
　1990年半ばから，Wolfgang Maretを中心と
した研究者により，MTの酸化を起点とした亜鉛
の遊離6，8，9），レドックス活性10，11），亜鉛の転移活
性と金属スワッピング能12-15）などが明らかにされ
た．Wolfgang Maretは自身の総説16，17）において，
MTの強力な金属結合能の一方で，容易に亜鉛を
遊離する仕組みは極めて稀であることを述べてい
るが，その課題は現在まで未解決である．
　2005年にMerce Capdevilaら18）は，MT分
子種中に硫黄原子が結合していることを初めて
報告した．その後も他の研究グループからMTへ
の硫黄原子の付加に関する論文が刊行されてい
るが 19，20），その結合様式や生物学的意義には触
れていない．

　図1に示すように，サルフェン硫黄は6つの価電
子からなるS原子で，他の硫黄原子に可逆的に結
合した超硫黄分子のひとつである21-23）．ここでは，
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ス状物質として注目されていたが，我々はその
pKa値が6.76と低いことから，H2S によりMeHg
は捕獲・不活性化されるのではないかと想定し実
験を行った．その結果，MeHgのイオウ付加体とし
て（MeHg）2Sが生体内で産生され，この代謝物生
成により毒性が軽減することが明らかとなった30）．
（MeHg）2Sの産生はH2Sだけでなく，GSSHや
サルフェン硫黄結合タンパク質のひとつである
GSTP1との反応でも生じることが示された30）．
その際に瞠目したことは，マウスの肝臓可溶性画
分中に沢山のサルフェン硫黄結合タンパク質が存
在することであった31）．その後の検討により，化石
燃料の燃焼で生じるPM2.5やディーゼル排出微
粒子中に存在する1,4-ナフトキノンや米に含まれ
ているカドミウムのような外因性親電子物質のイ
オウ付加体の生成が確認され，かつ母化合物と比
べて極めて毒性が低いことも明らかとなった32，33）．
　しかしその一方で，超硫黄分子が生体内でレドッ
クスホメオスタシス制御に重要な役割を演じてい
ることから，外因性親電子物質の高用量曝露によ
る細胞内レドックスシグナル系の破綻や細胞毒性
34，35）に，当該物質による超硫黄分子やタンパク質
からのサルフェン硫黄の捕獲が関与していること
を考慮する必要がある．言い換えれば，外因性親
電子物質曝露で生じる超硫黄分子のレベル低下を
補うことが，予防医学的に重要な戦略のひとつと
言えよう．

　異なる手法により，複数の研究グループからサ
ルフェン硫黄結合タンパク質に相当するポリイオ
ウ化したタンパク質（例えばGAPDH36-38），アル
ブミン39），GSTP131），PTP1B40）など）が見出され
ている．細胞内に存在するサルフェン硫黄結合タ
ンパク質の産生には，1）システインをtRNAに結
合させ，ミトコンドリアに局在する（アミノアシル化）
システイニルtRNA合成酵素（CARS2）の“ムー
ンライティング機能”による新生ペプチド鎖への
システインパースルフィド（CysSSH）の導入を介

4　サルフェン硫黄結合タンパク質

した翻訳時修飾41），2）cystathionine gamma-
lyaseのような超硫黄分子の産生酵素によって生
成されるCysSSH中サルフェン硫黄のタンパク質
付加による翻訳後修飾37），3）ニンニクのような超硫
黄分子を豊富に含む食材摂取による翻訳後修飾42）

という少なくとも3つの関与が考えられる（図2）．
このように，サルフェン硫黄の付加反応は生物学
的な制御に留まらず，生活習慣も少なからず影響
することが考えられる．

　上述したような歴史的背景より，GIF/MT3が
サルフェン硫黄結合タンパク質ではないかと考
え研究を行った．東北大学の赤池孝章との共同
研究により，H2S2，CysSSHおよび GSSHの
ような超硫黄分子を定量するために，生体試料
中にその捕獲剤としてβ -（4-Hydroxyphenyl）
-ethyliodoacetamide（HPE-IAM）を添加し
て安定な付加体を形成させ，安定同位体希釈法に
よる多重反応モニタリング質量分析で定量した（図
3）41）．また，サルフェン硫黄結合タンパク質を検出
するために，タンパク質の単離・精製過程で得ら
れた画分や酵素標品とMeHgを反応させ，生成し
た（MeHg）2 Sを指標として定性的に解析してき
た31，38）．研究当初は図3に示すように，大腸菌の高
発現系で得たヒトGIF/MT3とHPE-IAMを反
応させても，ごく僅かなサルフェン硫黄しか検出

5　�サルフェン硫黄結合タンパク質
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されなかった．そこで，MT分子種から亜鉛が遊離
（アポ化）しても構造が維持されているが，熱を加
えることで親電子物質であるN-エチルマレイミド
と反応が可能であるという論文43）を参考にして，
反応温度および反応時間の最適化を検討した．な
お，得られた研究成果44）は論文投稿中であるために，
ここでは重要な研究成績の骨子について概説する．
　我々が確立した方法で定量した結果，分子内に
20個のシステイン残基を有するヒトGIF/MT3中に，
20個のサルフェン硫黄が存在することが明らかと
なった．MT1およびMT2においても，同様に20
個相当のサルフェン硫黄が存在するが，MT3/GIF
との反応性とその構造の違いは今後の課題である．
Molecular Operating Environment（MOE）
を用いたGIF/MT3の構造モデリング解析および
種々の検討より，サルフェン硫黄原子は不均一と
いうよりシステイン残基に1:1で付加している可
能性が高い（図4）．GIF/MT3には7個の亜鉛が
強固に配位しているが，過酸化水素や一酸化窒素
により容易に酸化（図4の反応①）されることで，
結果的に亜鉛が遊離される（図4の反応②）．すな
わち，GIF/MT3は酸化を起点として，亜鉛シグナ

ルへと伝達するタンパク質である．生じたアポ化
したGIF/MT3にはサルフェン硫黄が検出され
なかったが，tris（2-carboxyethyl）phosphine
（TCEP）のような還元剤を加えると，驚くことに
20個のサルフェン硫黄が確かに存在していた．こ
のことは，サルフェン硫黄が酸化により分解した
のではなくて，テトラスルフィド結合（-S-S-S-S-）
のような閉環構造を形成していることを示唆して
いる（図4）．この考えはラマン分光分析およびそ
の計算科学的解析でも支持された．
　チオレドキシン（Trx）は，Arne Holmgrenに
より発見されたタンパク質のジスルフィド結合を
還元する酵素である45）．Trxはインシュリンに高
い基質特異性を有することが知られているが46），
ヒトインシュリンを用いて測定した結果，そのKm
値およびKcat値はそれぞれ1,192 nMおよび
19,114 min-1だった．それに対して，Trxによる
アポ化GIF/MT3（酸化型）のKm値は30 nMと
著しく低く，逆にKcat値は31,536 min-1と高かっ
た．このことは，アポ化したGIF/MT3（酸化型）
はTrxの極めて良好な基質であり，生体内でTrx
により効率良く還元されることを示唆している（図

多重反応モニタリング質量分析で定量解析
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4の反応③）．最終的に，ZIPなどを介して細胞内
に取り込まれた亜鉛は，アポ化したGIF/MT3（還
元型）に配位され，本タンパク質は再生される（図
4の反応④）．

　ヒトのゲノム中には約3,000個の亜鉛結合タン
パク質が存在するとされている47）．そのうち，シ
ステインやヒスチジンのような4つのアミノ酸配位
が大半を占め，また，40%がGIF/MT3と同様にシ
ステインだけで構成されていることが示唆されて
いる47）．我々は今回紹介したHPE-IAMを用い
て陰イオンカラムでマウスの脳可溶性画分を分離
した結果，既に報告した（MeHg）2 Sアッセイで
評価した肝臓の可溶性画分と同様に，数多くのサ
ルフェン硫黄結合タンパク質が存在することを見
出している44）．今後，その中の何れが亜鉛を含ん
でいるサルフェン硫黄結合タンパク質であるかを
調べる予定である．
　GIF/MT3は脳で常在的に発現してアルツハイ

6　おわりに

マー病発症の抑制因子である48-51）が，Trxも本
疾患に対して抑制的に機能していることが示唆
されている49）．アポ化したMT1/2（還元型）が
sulfoxide reductaseを還元できるレドックス能
を有するタンパク質であること52） から考え合わせ
ると，Trxにより還元されたGIF/MT3は，生成し
たパースルフィドへの亜鉛の再配位だけでなく，
パースルフィドの高い抗酸化能を介した未知タン
パク質の還元再生がアルツハイマー病などの発症
防御に寄与しているかもしれない．脳内における，
GIF/MT3とTrxとのクロストークや細胞内亜鉛
調節機構との関連は今後の研究課題である．
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Overlooked biochemistry of growth inhibitory factor/metallothionein-3 
as a sulfane sulfur binding protein

Yoshito Kumagai

Environmental Biology Laboratory, Faculty of Medicine, University of Tsukuba

Sulfane sulfur is a chemical state of the sulfur atom with six valence electrons that are 
covalently bound to only sulfur atoms and cysteine-bound sulfane sulfur atoms in proteins have 
received much attention as key factors in cellular redox homeostasis. Metallothionein (MT) is an 
important cysteine-rich protein bound to metals, and is involved in three major biological functions: 
homeostasis of essential metals, detoxification of toxic metals, and protection from oxidative 
stress. However, the biochemical features of MT related to these functions have not been fully 
characterized. We found that cysteine-bound sulfane sulfur serves as a linker to hold and release 
zinc in metallothionein isoform3 (Zn7MT3) with an unexpected structure, C-S-S-Zn. Oxidation of 
such a zinc/persulfide cluster bonding in Zn7MT3 results in the release of zinc ions, and the 
formation of intramolecular tetrasulfide bridges in apo-MT3 efficiently undergoes S–S bond 
cleavage by thioredoxin, thereby regenerating Zn7MT3. A 3D-structure modeling study confirmed 
the critical role of the persulfide group in the thermostability and Zn-binding affinity of MT3. The 
present discovery is not limited to Zn7MT3 and leads to the possibility of the fascinating function 
of other Zn-binding proteins through sulfane sulfur.
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