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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、老年症候群のうち特に内臓脂肪型肥満（メタボリックシンドロー
ム）の発症に注目し、S-ニトロソ化を介する代謝（メタボリック）・リプログラミング機構、およびシグナル伝
達機構を明らかにすることを目的とした。
研究期間内に、１）DNAおよびヒストンメチル化/脱メチル化酵素のうちS-ニトロソ化される酵素を同定すること
に成功した。２）GSNOR- KOマウスを用いて、S-ニトロソ化が糖尿病に対して影響を与えることを明らかとし
た。３）S-ニトロソ化を抑制する天然由来の化合物を同定し、その効果を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the development of age-related diseases, 
including metabolic syndrome, diabetes and arteriosclerosis. To clarify relationships between 
metabolic reprogramming and protein S-nitrosylation, we studied about 1) DNA and histone methylation
 / demethylation enzymes; 2) GSNOR-KO mice; 3) natural compounds which inhibit protein 
S-nitrosylation and/or iNOS. 
Within this study period, 1) we identified novel S-nitrosylated DNA and histone methylation / 
demethylation enzymes. 2) In GSNOR-KO mice, it was revealed that S-nitrosylation affects diabetes 
and obesity. 3) Natural compounds, derived from food, inhibit S-nitrosylation are identified and 
confirmed beneficial effects of diabetes.

研究分野： 糖尿病、動脈硬化

キーワード： 糖尿病　インスリン抵抗性　メタボリックシンドローム　S-ニトロソ化　iNOS　一酸化窒素
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 加齢に伴って現れる老年症候群に共通する
基盤病態として「慢性炎症」が注目されてい
る（Minamino T, et al. Nat Med. 2009）。
炎症反応等により生成した一酸化窒素（NO）
が、システイン残基のチオール基を直接 S-
ニトロソ化する翻訳後タンパク質修飾機構
があることが明らかとなり、現在では、S-ニ
トロソ化が様々なタンパク質でその機能を
制御していると考えられている（Benhar M, 
et al. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2009）。
近年、老化過程にもエピジェネティクスが関
与していることが明らかにされつつあり、そ
の重要性が注目されている（Rando TA, et al. 
Cell 2012）。また、代謝の変化がエピジェネ
ティクスの変化を惹起あるいは促進し、細胞
応答の変化を持続的なものにするという考
え方から、基本的なプログラムの変更という
ニュアンスを含めた「メタボリック・リプロ
グラミング」という概念が生まれ、老化につ
いてもこの新たな概念から語られるように
な っ た （ Anderson RM,et al. Trends 
Endocrinol Metab. 2010）。 
 これまでに我々は、加齢に伴って増加する
炎症反応が S-ニトロソ化を介したエピジェ
ネティックな変化によって、メタボリック・
リプログラミングを引き起こす可能性を示
唆する結果を得ている。長寿遺伝子サーチュ
イン（SIRT1）の S-ニトロソ化が転写因子の
アセチル化を制御して遺伝子発現を変化さ
せ、炎症反応やアポトーシスを調節している
ことを示した（Shinozaki S, et al. Sci. Sig. 
2014）ほか、SIRT3 の S-ニトロソ化が SIRT3
の不活化を介してオルニチントランスカル
バミラーゼ（OTC）のアセチル化を増加させ、
OTC の活性低下と細胞内シトルリン濃度の低
下をもたらすことを明らかとした（未発表）。
OTC はオルニチンをシトルリンへ代謝する酵
素であり、アセチル化で不活化され、SIRT3
による脱アセチル化で活性化されることが
知られている（Hallows WC, et al. Mol Cell. 
2011）。また、タンパク質の脱ニトロソ化を
促す酵素として S-ニトロソグルタチオン還
元酵素（GSNOR）が知られており、グルタチ
オン依存的に NO を分解する（Liu L, et al. 
Nature 2001）。我々は、GSNOR 欠損（GSNOR-KO）
マウスがインスリン抵抗性を示すこと、その
メカニズムに S-ニトロソ化が関与している
可能性があることを見いだしている（未発
表）。 
 申請者は、新たに S-ニトロソ化タンパク質
を網羅的に検出する方法を世界に先駆けて
確立した。この方法を用いることで、脂肪組
織における新規 S-ニトロソ化タンパク質を
複数同定することに成功した。前年度までの
予備的研究において、核内受容体の１つであ
るC/EBPαを新規S-ニトロソ化タンパク質と
して同定した（未発表）。脂肪組織における
炎症反応が C/EBPα の S-ニトロソ化を介し、
アディポネクチンの発現量を抑制すること

がメタボリックシンドローム発症メカニズ
ムの１つとして示唆された。以上のように、
我々は S-ニトロソ化がエピジェネティック
な変化あるいは転写活性に影響を与えてい
る知見を複数得ていた。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究では、老年症候群のうち特に内
臓脂肪型肥満（メタボリックシンドローム）
の発症に注目し、S-ニトロソ化を介する代謝
（メタボリック）・リプログラミング機構、
およびシグナル伝達機構を明らかにするこ
とを目的とした。先行研究において白色脂肪
組織特異的にGSNORを発現するトランスジェ
ニック（Ad-GSNOR-Tg）マウスの作成に成功
しており、このトランスジェニックマウスに
加え、GSNOR-KO マウス、培養細胞や臨床サン
プルを用いて、 S-ニトロソ化がメタボリッ
クシンドロームの発症を惹起するメカニズ
ムを解析することとした。研究期間内には以
下の項目について取り組むこととした。 
ⅰ）培養細胞を用いて、DNA およびヒストン
メチル化/脱メチル化酵素のうち S-ニトロソ
化される酵素を同定する。 
ⅱ）Ad-GSNOR-Tg マウスおよび GSNOR- KO マ
ウスを用いて、S-ニトロソ化がエピジェネテ
ィクスに与える影響を解析する。 
ⅲ）S-ニトロソ化を抑制する可能性のある天
然由来の化合物の検索とその検証。 
 
３．研究の方法 
① DNA およびヒストンメチル化酵素および
脱メチル化酵素の S-ニトロソ化の網羅的な
検索 
 DNA やヒストンのメチル化や脱メチル化を
担う酵素には S-ニトロソ化の標的となる Zn
フィンガー配列を含むものが多く存在し、エ
ピジェネティックな変化を介したメタボリ
ック・リプログラミングに S-ニトロソ化が関
与している可能性が高い。申請者の開発した
S-ニトロソ化タンパク質を検索する方法（プ
ロテオーム解析）に改良を加え、新たに DNA
メチル化および脱メチル化酵素の S-ニトロ
ソ化を探索した。この検索により、いくつか
の候補が選ばれた。加えて、検索されたタン
パク質が細胞内において実際に S-ニトロソ
化が起こるかについて確認を行った。具体的
には、候補タンパク質に FLAG タグをつけた
発現ベクターを構築し、サル腎臓細胞である
COS-7 に強制発現させたのち、NO ドナーを作
用させて S-ニトロソ化蛋白質をビオチンス
イッチアッセイによって検出・評価した。 
 
② メタボリックシンドロームにおける
GSNOR 役割の解明 
a. 脂肪組織特異的 GSNOR トランスジェニッ
クマウスの解析 
 タンパク質の S-ニトロソ化は可逆的な反
応であり、その反応に酵素を必要としない。
一方、タンパク質の脱ニトロソ化を促す酵素



として S-ニトロソグルタチオン還元酵素
（GSNOR）が知られている（Liu L, et al. Cell 
2004) 。GSNOR はニコチンアミドアデニンジ
ヌクレオチド (NAD＋) を補酵素とし、グル
タチオン依存的にホルムアルデヒドと NO を
分解する（下図）。 

 申請者らは心臓特異的GSNOR強制発現マウ
スを用いて、GSNOR が炎症から心臓を保護す
る働きがあることを明らかにした（Sips PY, 
et. al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 
2013）。心臓と同様に脂肪組織特異的に GSNOR
を強制発現させることで、S-ニトロソ化タン
パク質の蓄積を抑制できることが予想され
た。脱ニトロソ化の促進が、脂肪組織のイン
スリン抵抗性を防ぐ働きがあるか解析を行
う。GSNOR 強制発現による血糖、血中インス
リン、耐糖能、インスリン分泌能の変化を評
価した。また、これまでに同定した転写因子
に注目し、転写因子の S-ニトロソ化とインス
リン抵抗性発症の関連について解析を行う。
普通餌にて野生型との違いが観察されない
場合は、高脂肪食や高スクロース食などの特
殊飼料を与え、肥満および炎症を誘導した状
態で検討した。 
 
b．GSNOR ノックアウトマウスの解析 
 GSNOR欠損マウスではS-ニトロソ化タンパ
ク質が蓄積することが報告されている（Lima, 
B. et. al. Proc Natl Acad Sci USA. 2009）。
本研究に先駆けて行われた予備的研究によ
り、GSNOR 欠損マウスでは早期にインスリン
抵抗性を発症する結果を得ている（未発表）。
また、GSNOR 欠損マウスではリポポリサッカ
ライド（LPS）で炎症を惹起した場合、コン
トロールよりもSIRT1がより多くS-ニトロソ
化されることを明らかにしている（未発表）。
LPS 処理サンプルの作成に関しては、海外協
力研究先であるハーバード大学シグナル伝
達研究室の金木正夫博士が担当する。主にイ
ンスリン抵抗性発症におけるGSNORの役割お
よび S-ニトロソ化の関わりについて解析を
行った。 
 
③S-ニトロソ化を抑制する化合物の検索 
 メタボリックシンドロームにおける S-ニ
トロソ化が病態の進展を促進することがこ
れまでの研究で明らかとなっている。何らか
の薬剤、化合物を用いることによって S-ニト
ロソ化を抑制することができれば、病態の止
めることができる。これまでに我々は、iNOS
阻害剤を用いた実験ですれに、インスリン抵
抗 性 を改善 で きるこ と を示し て い る
（Fujimoto M, et. al. Diabetes. 2005）。
本申請研究では天然由来の成分に着目し、薬

剤による改善ではなく、機能的な食品によっ
てメタボリックシンドロームが改善できる
可能性について検証した。 
 
４．研究成果 
① DNA およびヒストンメチル化酵素および
脱メチル化酵素の S-ニトロソ化の網羅的な
検索 
 申請者の開発した網羅的検出方法を用い
て脂肪組織においていくつかのDNAメチル化
酵素が検索された。このうち、特にメタボリ
ックシンドロームと関係があると考えられ
ているものをピックアップし、FLAG タグを付
けた発現ベクターを構築した。COS-7（サル
腎臓由来）細胞に過剰発現させたのち、NO ド
ナーを作用させて S-ニトロソ化の評価を行
ったところ、いくつかの DNA メチル化酵素が
S-ニトロソ化することを確認した（図１）。 

 
② メタボリックシンドロームにおける
GSNOR 役割の解明 
a. 脂肪組織特異的 GSNOR トランスジェニッ
クマウスの解析 
 新たに作出した脂肪組織特異的GSNORトラ
ンスジェニックマウスの血糖値、インスリン
値を測定したが、野生型マウスと比較して有
意な差は認められなかった。普通餌による飼
育では、過剰発現による差が見られないと考
え、高脂肪食での飼育を開始した。研究期間
終了時までに結果を得ることができなかっ
たため、現在、継続して観察している。 
 
b．GSNOR ノックアウトマウスの解析 
 先行研究においてGSNOR欠損マウスはイン
スリン抵抗性を発症することを確認してお
り、S-ニトロソ化タンパクが増加することを
確認した。しかしながら、肥満糖尿病モデル
である ob/ob マウス（レプチン欠損マウス）
と GSRNO 欠損マウスを掛け合わせたレプチ
ン・GSNOR 両欠損マウスでは、ob/ob マウス
と比較して、血糖値が有意に低下しているこ
とを見出した。 
 
③S-ニトロソ化を抑制する化合物の検索 
 S-ニトロソ化を抑制する化合物としてす
でに iNOS 阻害剤があげられているが、我々

図 1）マウスの DNA メチル化酵素 1および 3（mDNMT1 and 3）の
ビオチンスイッチの結果。SNAP によって mDNMT1 および mDNMT3
の S-ニトロソ化が観察された。検出には抗 FLAG 抗体を用いた。
左側は総蛋白、右側はビオチンスイッチ後の溶出文をウエスタ
ンブロットによって検出した。 



はいわゆる薬剤に頼らず、食品中に含まれる
成分で抑制が可能か検討した。いくつかの食
品由来の成分が、S-ニトロソ化を抑制する可
能性があることが、ライブラリー検索によっ
て分かった。そのうち、ブロッコリーに含ま
れるスルフォラファン、ビールの製造に欠か
せないホップに含まれるキサントフモール
に着目した。スルフォラファンに関しては、
実験開始直前に他のグループから内臓脂肪
増加抑制効果の報告があったため（Zhang HQ, 
et. al. Mol Nutr Food Res. 2016）、キサン
トフモールに絞って予備的研究を行った。そ
の結果、キサントフモールの iNOS 発現抑制
効果が高いことが明らかとなったため（図
２）、キサントフモールを肥満糖尿病モデル
である ob/ob マウスに投与して、メタボリッ
クシンドローム改善効果が期待できるか検
討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

④キサントフモールによるメタボリックシ
ンドローム改善メカニズムの解明 
 キサントフモールによってob/obマウス肝
臓の S-ニトロソ化が減少しており、インスリ
ン抵抗の評価を行ったところ、キサントフモ
ール投与群で改善していることが分かった
（図３）。 

これまでに、ob/ob; iNOS-KO マウスを用い
た実験で、iNOS の欠損によってインスリン抵
抗性が改善すると、体重の増加が観察されて
いたが（未発表）、しかしながら、キサント
フモール投与によるインスリン抵抗性の改
善は、体重減少を伴っていた（図４）。 
 
 

このことから、キサントフモールによるメタ
ボリックシンドローム改善効果は、肝臓にお
ける S-ニトロソ化の抑制のみならず、他のメ
カニズムが存在することが示唆された。 
 キサントフモールにはファルネソイドX受
容体（FXR）活性化作用があることが報告さ
れており（Yang L, et. al. Biochim Biophys 
Acta. 2016）、メタボリックシンドローム改
善効果は S-ニトロソ化の抑制のみではない
ことが予想された。そのため、脂肪組織にお
ける影響を調べ、FXR アゴニストとしての作
用を検討した。 
 FXR の活性化によって、熱産生に関与する
脱共役タンパク質（UCP1）が誘導されること
から（Broeders EP, et. al. Cell Metab. 
2015）、キサントフモールが白色脂肪組織に
おいて UCP1 の発現を増やすかについて調べ
た（図５）。 

 その結果、キサントフモールには白色脂肪
組織において UCP1 を誘導することが明らか
となった。この結果より、エネルギー消費が
増えることによって、体重増加の抑制効果が

図２）ob/ob マウスの肝臓における iNOS 遺伝子発現量。
キサントフモール（XN）の投与によって有意に発現が抑
制された。 

図３）ob/ob マウスにおける耐糖能試験の結果。キサン
トフモール（XN）の投与によって、ob/ob マウスの耐
糖能が有意に改善する。 

図４）ob/ob マウスの肝臓における Akt のリン酸化。キサ
ントフモール（XN）の投与によって、インスリンによるシ
グナルが有意に増強された。XN は Akt そのものの発現量
には影響を与えない。 

図５）ob/ob マウスの白色脂肪組織における UCP1 タンパク質
の発現量。キサントフモール（XN）の投与によって有意に発
現が上昇した（A）。免疫組織染織によっても、XN による UCP1
の発現上昇を確認した（B）。スケールバーは 50 μm を示す。 



あることが示唆された。さらに、キサントフ
モールが代謝を亢進するかについて検討し
たところ、キサントフモール投与群では、体
重当たりのエネルギー消費量が、わずかに増
える傾向が見られた。呼吸商を計算した結果、
キサントフモール投与群では糖質に比べて
脂質消費が有意に増えていることが明らか
となった。（図６）。 
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図６）代謝ケージを用いたエネルギー消費量の測定結
果。キサントフモール投与群では、体重当たりのエネル
ギー消費がわずかに上昇していた。呼吸商より、キサン
トフモール投与群では脂質消費の割合が増えているこ
とが分かった。 


