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緒緒  言言  
 
活性硫黄分子種とは、生体内に存在する反応性の高い含硫黄分子である［1］。腐卵臭を持つガスである硫化水

素（H２S）は代表的な活性イオウ分子として、血管拡張や炎症、血管新生、抗酸化作用等に関与するガス状シグ

ナル伝達物質として着目されてきた［2］。さらに近年では、0 価の硫黄原子である sulfane sulfur が、シグナル

伝達やレドックス制御において重要な生理機能に関与することが報告されている［3］。Sulfane sulfur は生体内

で polysulfide（-S-Sn-S-）構造や persulfide（-S-SH）構造で存在し、他の硫黄原子に可逆的に結合する［4］。  
これらの活性硫黄分子種は、生体内で酵素依存的に産生される。現在までに cystathionineγ-lyase（CSE）、

cystathionine β -synthase （CBS ）、 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase （ 3MST ）、 cysteinyl t-RNA 
synthetases（CARSs）が産生酵素として報告されている［3，5］。活性硫黄分子種の産生において各酵素は関わ

り合っており、それぞれの酵素が活性硫黄分子産生においてどのような役割を担っているか十分に明らかにされ

ていない。 
CSE は pyridoxal 5’-phosphate（PLP）依存性酵素であり、cysteine を代謝する過程での H２S の産生や、cystine

を基質にした sulfane sulfur の産生が報告されている。PLP に依存し cysteine を基質とした CSE の H２S の産

生機構を図 1 に示す。CSE の基質ポケットの Lys 残基と結合している PLP に、基質である cysteine が結合する

と Lys とのシッフ塩基の代わりに cysteine とシッフ塩基を形成し、そこから酵素反応は進み、一連の代謝反応が

終わると PLP は再び Lys と結合して酵素内に留まると考えられている。 
 

 
図 1．CSE の cysteine を基質とした H２S の産生機構 

CSE は PLP 依存性酵素であり、L-cysteine を基質として、H２S を

生成しながら L-serine を生成する。 
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活性硫黄分子の機能解明において阻害剤は重要なケミカルツールであり、CSE の阻害剤として           
D,L-propargylglycine（PAG）が汎用されてきた（図 2）。しかし、PAG は他の PLP 依存性酵素である            
L-alanine transaminase（ALT）や methionineγ-lyase（MGL）を阻害するという報告があり、CSE 選択的で

はない［6，7］。そこで本研究において、CSE の新たな選択的な阻害剤の開発を行った。 
 

 
 

図 2．既存の CSE 阻害剤である D,L-propargylglycine（PAG） 
PAG の構造式を示す。 

 
方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．CCSSEE 阻阻害害剤剤のの探探索索  

CSE 阻害剤のハイスループットスクリーニング（HTS）には、独自に我々が開発した H２S 選択的蛍光プロー

ブ（HSip-1）を用いた［8］。HSip-1 は H２S 選択的に応答して蛍光が上昇する蛍光プローブである（図 3）。       
つまり、化合物が CSE の酵素活性を阻害することによって H２S 産生が低下した場合、HSip-1 の蛍光強度上昇

が抑制されるアッセイ系を構築した。本アッセイ系を用いて、東京大学創薬機構が所有する約 16 万化合物に対

して、スクリーニングを行った結果、CSE の活性を阻害する化合物として、oxamic hydrazide を得ることに成

功した（図 4）。得られた化合物は、CBS や 3MST といった他の活性硫黄分子を産生する酵素には阻害活性を示

さず、CSE に高い選択性を示した。さらに、PAG の off target である PLP 依存性酵素の methionineγ-lyase
［7］に対しても阻害活性を示さなかった。また、得られた化合物を生細胞へと応用したところ、生細胞における

H２S 産生に対しても阻害活性を示すことが分かった。 
 

 
図 3．我々が開発した H２S を選択的に検出する蛍光プローブ HSip-1 

Cu２＋は近傍に存在する蛍光色素の蛍光を消光させる性質があり、HS－（H２S）が Cu２＋

と反応して CuS を生成することで、蛍光プローブから Cu２＋が外れ、発蛍光するメカニ

ズムになっている。 
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図 4．CSE 阻害剤のハイスループットスクリーニングとヒット化合物 

a） 約 16 万化合物のハイスループットスクリーニング。 
b） ヒット化合物として見出した oxamic hydrazide。 

 
22．．XX 線線結結晶晶構構造造解解析析おおよよびび誘誘導導体体のの合合成成・・評評価価  
上記のように、ハイスループットスクリーニングによって、CSE を選択的に阻害する化合物として oxamic 

hydrazide（IC５０＝11μM）を見出すことに成功した。そこで、阻害機構の解析とそれに基づいた誘導体の合成

に取り組んだ。X 線結晶構造解析の結果、oxamic hyrazide のヒドラジノ基は、PLP とシッフ塩基を形成してい

ることが分かった（図 5）。次に、CSE の表面に存在し、かつ側鎖との相互作用が比較的小さいと考えられる末

端のアミノ基を修飾した化合物（22～44）の合成・評価を行った（図 6）。阻害活性の評価は、H２S 検出蛍光プロ

ーブ HSip-1 を用いて、各化合物を添加時の H２S 産生量を測定することで行った。その結果、化合物 22 が最も強

い阻害活性を示し（IC５０＝0.41μM）、化合物 33、44 に関しては強い阻害活性を示さなかった。さらに、oxamic 
hydrazide および 22 に関して選択性に関する検討を行い、既存の阻害剤である D,L-propargylglycine（PAG）と

比較した結果、22 や PAG が他の PLP 依存性酵素である 
methionineγ-lyase（MGL）に対しても阻害作用を示したのに対し、oxamic hydrazide は高い CSE 選択性を

示すことが明らかとなった。Oxamic hydrazide が最も高い CSE 選択性を示したことについて、X 線結晶構造解

析の結果をもとに、分子動力学（MD）シミュレーションを行ったところ、これら化合物におけるジケトン部位

のシス-トランス互変異性による立体反発が重要であると予想された。 
 

 
図 5．CSE 阻害剤と CSE 蛋白質との共結晶構造 

Oxamic hydrazide は補酵素である PLP とシッフ塩基を形成していた。 
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図 6．末端のアミノ基を修飾した oxamic hydrazide の誘導体 
合成および阻害活性の評価を行った oxamic hydrazide の誘導体を示す。 

 
33．．表表面面ププララズズモモンン共共鳴鳴（（SSPPRR））にによよるる阻阻害害形形式式のの解解析析  
さらに oxamic hydrazide の阻害形式に関して精査を行った。SPR 測定により oxamic hydrazide は不可逆的

に CSE と共有結合を形成していることが明らかとなった（図 7）。以上の実験より、oxamic hydrazide は CSE
との親和性によって CSE の活性中心で結合し、近接効果により PLP と共有結合を形成することで、PLP 依存性

酵素の中でも CSE 選択的に阻害作用を示していると推測された。 
 

 
図 7．SRR による oxamic hydrazide と CSE 蛋白質との結合測定 

1） チップに CSE を固定。 
2） チップ上を oxamic hydrazide 水溶液の濃度を上げながら、buffer と交互に流す。 
3） 質量変化を測定。 

 
考考  察察  

  
開発した CSE 阻害剤は、CSE の活性中心内で PLP と近接効果により結合し、阻害剤として作用するという独

特の阻害機構をとると考えられた。さらに、本研究で行ったスクリーニング法は、生体内で重要な役割を果たす

他の PLP 依存性酵素の阻害剤探索へと応用でき、2017 年にその活性硫黄分子産生機能が報告された CARSs に

対しても阻害剤の開発へと応用できると期待される。さらに、今回開発した CSE 阻害剤は今後、活性硫黄分子

種の機能解明のためのケミカルツールの一つとして、レドックスバイオロジーの研究分野に貢献することが期待

される。 
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