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研究成果の概要：活性酸素や一酸化窒素によってもたらされる酸化ストレスは、様々な細胞機

能変化をもたらす。その機序の一つである細胞内ニトロ化シグナルについて、グルタチオンに

よる制御機構に焦点をあて解析を行った。その結果、グルタチオンは、ニトロ化シグナルを担

う 8-ニトロ cGMP の生成とこの分子による蛋白質の翻訳後修飾を調節し、ヘムオキシゲナーゼ

-1 などの抗酸化蛋白質の発現を介した酸化ストレスに対する適応反応の制御に関与している

ことが示唆された。
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１．研究開始当初の背景

一酸化窒素（NO）は循環制御、感染防御、
アポトーシスの制御など様々な生理現象に
関わる多機能分子である。NOによるシグナル
は、従来から知られていたサイクリックGMP
（cGMP）を介した経路に加え、活性窒素酸化
物によるアミノ酸や蛋白質の修飾（ニトロソ
化、ニトロ化）を介した経路があることが最
近の研究により明らかになってきた。したが
って、多様なNOの生理作用を理解するにはこ

れらのシグナル経路を詳細に解明する必要
がある。

我々は NO および活性窒素酸化物の生理学
的、病態生理学的役割に関する研究を行って
きたが、最近 NO 由来の活性窒素酸化種が生
体内で核酸のグアニンをニトロ化し、8-ニト
ログアニン誘導体が生成することを明らか
にした。8-ニトログアニン誘導体はスーパー
オキシドを産生するなどレドックス活性を
有しており、更なるシグナルを伝える生理活
性物質であることが明らかになった。さらに、
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NO により生成する各種ニトログアニン誘導
体の中では、NO と cGMP が反応した 8-ニトロ
cGMP が主要産物であり、細胞保護効果を発揮
するシグナル分子であることが明らかとな
ってきた。

8-ニトロ cGMP の代謝経路について解析を
進めると、8-ニトロ cGMP は、グルタチオン
や蛋白質のチオール基と反応して分解し、グ
ルタチオンや蛋白質に cGMP を付加した安定
なアダクトを形成すること（S-グアニル化）
が明らかとなった。S-グアニル化はこれまで
知られていなかった全く新しい蛋白質の翻
訳後修飾であり、細胞の機能に変化を与える、
ニトロ化シグナルの重要な経路と考えられ
た。

一方、グルタチオンは細胞内に豊富に存在
するチオール化合物であり、細胞内における
8-ニトロ cGMP の S-グアニル化において、蛋
白質と競合する制御因子であると推定され
る。したがって、グルタチオンの S-グアニル
化産物（8-GS-cGMP）の生成、分解の機序を
明らかにすることはニトロ化シグナルの制
御機構を明らかにする上で重要である。

また、グルタチオンは薬物代謝に重要な役
割を果たしており、グルタチオン抱合体を細
胞外に排出する機構が存在している。したが
って、8-GS-cGMP が、cGMP と同様に血管弛緩
作用などの生理活性を持っているとすると、
隣接細胞にシグナルを伝えるメディエータ
ーとなると考えられ、8-GS-cGMP は、NO によ
るニトロ化シグナルを cGMP のシグナルに変
換する重要な分岐点になると考えられる。

２．研究の目的
本研究では、8-ニトロ cGMP によるシグナ

ルメカニズムを解明することを目的として、
その制御因子と考えられるグルタチオンお
よび 8-GS-cGMP の作用に焦点をあて以下のよ
うな研究を行う。
(1) 8-GS-cGMP の測定法の開発と、細胞内・
生体内での動態の解析
(2) 8-GS-cGMP の生理活性、特にプロテイン
キナーゼ G の活性化を介した血管平滑筋弛緩
活性の解析
(3) 細胞内グルタチオンによる蛋白質 S-グ
アニル化の制御の解析
(4) 蛋白質 S-グアニル化を介するニトロ化
シグナルの伝達機構の解析

これらにより、NO からの 8-ニトロ cGMP 生
成を介した細胞内ニトロ化シグナルの制御
メカニズムの全容の解明に向けた重要な知
見が得られるものと考えている。

３．研究の方法
(1) 細胞内での 8-GS-cGMPの生成機構を明ら
かにするために、HPLC-電気化学検出を用い
た 8-GS-cGMP の定量法を開発し、細胞抽出物

中の 8-GS-cGMP の検出を行った。また、細胞
をグルタチオンの生合成の阻害剤である
L-buthionine sulfoximine (BSO)で処理し、
細胞内 8-ニトロ cGMP の生成に対するグルタ
チオンの影響について検討した。

(2) 8-GS-cGMP が、cGMP と同様に血管平滑筋
弛緩活性を有しているかどうかを調べるた
めに、ラットの頸動脈リングに 8-GS-cGMP を
作用させたときの血管平滑筋の弛緩反応を
マグヌス法により解析した。また、cGMP の分
解酵素であるホスホジエステラーゼ 1（PDE1）
および 5（PDE5）と 8-GS-cGMP を試験管内に
おいて反応させ、これらの酵素により
8-GS-cGMP が分解されるかについて、HPLC 法
を用いて解析した。

(3) 抗 S-グアニル化蛋白質抗体を用いたウ
エスタンブロットによる S-グアニル化蛋白
質の検出法を確立し、細胞内での 8-ニトロ
cGMP 生成に伴った蛋白質の S-グアニル化を
解析した。さらに、細胞をグルタチオン生合
成の阻害剤で処理し、蛋白質 S-グアニル化の
グルタチオンによる制御について検討した。

(4) 細胞内における S-グアニル化の標的蛋
白質として、酸化ストレスのセンサー蛋白質
として知られている Keap1 に注目し、試験管
内および細胞内における 8-ニトロ cGMP と
Keap1 の反応性について解析した。さらに、
細胞内でのKeap1のS-グアニル化によっても
たらされる転写制御因子 Nrf2 の活性化と抗
酸化蛋白質の発現誘導をウエスタンブロッ
トにより解析した。

４．研究成果
(1) 8-ニトロ cGMP で処理をした RAW264 細胞
から調製した細胞抽出物では、HPLC-電気化
学検出法により 8-GS-cGMP が検出され、細胞
内においてグルタチオンと 8-ニトロ cGMP が
反応して 8-GS-cGMP が生成することが示され
た。また、NO 放出試薬処理や LPS/IFN-γ刺激
による細胞内での 8-ニトロ cGMP の生成は、
グルタチオン生合成の阻害剤である BSO によ
り著明に増加することから、細胞内グルタチ
オンが、8-ニトロ cGMP の細胞内濃度を制御
する重要な因子であることが示唆された。

(2) 8-GS-cGMP はラット頸動脈リングにおい
て血管平滑筋弛緩反応を惹起し、cGMP と同様
に血管平滑筋弛緩作用を有していることが
示された。一方、cGMP の主要な分解酵素であ
る PDE1 および PDE5 では、8-GS-cGMP は分解
されず、8-GS-cGMP は cGMP とは異なる特性を
有することが示された。

(3) LPS/IFN-γ刺激をした RAW264 細胞では、



8-ニトロ cGMP の生成に伴い、蛋白質の S-グ
アニル化が増加することがウエスタンブロ
ットにより示された。この蛋白質の S-グアニ
ル化は、細胞を BSO で処理することにより著
明に増加した。このことから、グルタチオン
は、蛋白質のＳ－グアニル化を調節する制御
因子として働いていることが明らかになっ
た。

(4) 各種蛋白質を試験管内で 8-ニトロ cGMP
と反応させ、S-グアニル化を解析したところ、
ウシ血清アルブミンやα1-プロテアーゼイン
ヒビターでは、グルタチオン存在下ではほぼ
完全に S-グアニル化が抑制されたのに対し、
Keap1 はグルタチオン存在下においても顕著
な S-グアニル化が観察され、8-ニトロ cGMP
との反応性が非常に高い蛋白質であること
が分かった。また、NO 産生刺激（NO 放出試
薬、LPS/サイトカイン）を与えた RAW264 細
胞や C6 ラットグリオーマ細胞では、8-ニト
ロ cGMP の生成に伴い、Keap1 の S-グアニル
化が観察された。これらの細胞では、Keap1
の S-グアニル化に伴い、Keap1 により制御を
受けている転写因子 Nrf2の活性化が見られ、
さらにヘムオキシゲナーゼ-1 などの Nrf2 に
より制御を受けている抗酸化蛋白質群の発
現が増加した。

(5) 以上より、細胞内グルタチオンは、8-ニ
トロ cGMP と反応して生理活性を有する
8-GS-cGMP を生成するとともに、蛋白質の S-
グアニル化を制御していることが示された。
グルタチオンは、Keap1 などの酸化ストレス
センサー蛋白質の S-グアニル化の調節に寄
与しており、抗酸化蛋白質の発現制御などの、
酸化ストレスセンサー蛋白質を介した 8-ニ
トロ cGMP による細胞内シグナル伝達の制御
に関与していることが示唆された。
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