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研究成果の概要（和文）： 
iNOS 結合蛋白質として SPSB ファミリー蛋白質を同定した。SPSB ファミリー蛋白質は、iNOS

を Elongin B/C-Cul5 型 E3 ユビキチンリガーゼへ繋ぐアダプター分子として機能し、iNOS のユ

ビキチン－プロテアソーム依存的分解を誘導することがわかった。SPSB ファミリー蛋白質は、

iNOS の積極的分解を誘導することにより、iNOS の過剰な NO 産生を抑制し、その結果、細胞を

NO 依存的細胞死から保護する役割を担っていることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have identified SPSB family of proteins as an iNOS-binding protein. SPSB family 
of proteins function as an adaptor protein that bridges between iNOS and the Elongin 
B/C-Cul5-type E3 ubiquitin ligase, and induce the ubiquitin/proteasome-dependent 
degradation of iNOS. SPSB family of proteins play an essential role in protection 
against the cytotoxic effect of iNOS. 
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１．研究開始当初の背景 

細菌感染による全身性の炎症反応症候群
である敗血症には有効な治療法がなく、抗生
剤が効かなくなったら打つ手がほとんど無
い。従って、敗血症の病態形成に関わる分子
機構を標的とした新規治療法の確立が急務
になっている。敗血症の分子機構は極めて複
雑であり、その全体像は未だはっきりしない。

敗血症の発症過程において iNOS が発現し、
iNOS の産生する NO が１）過剰な殺菌作用
に基づく自己組織の破壊、２）グアニル酸シ
クラーゼのヘム基のニトロシル化に由来す
る全身の血管平滑筋弛緩による重度の血圧
低下作用、を引き起こすことが敗血症の発症
の一因となっていることが示唆されている。
しかしながら、NO は非常に反応性に富むラ
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ジカルガスで、多様な作用点を有することか
ら、敗血症の病態形成に対する NOの役割は
まだ不明な点が多いと言わざるを得ない。特
に、最近見出された NOによる蛋白質のシス
テイン残基の S-ニトロシル化が如何に敗血
症の病態形成に関与するのかは全く明らか
にされていない。 
 
 
２．研究の目的 
申請者は、(1)細菌感染時に特異的に発現

する誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）が
様々な蛋白質を S-ニトロシル化すること、
(2)S-ニトロシル化は、リン酸化やユビキチン
化と同様に、特定のアミノ酸を標的とした普
遍的な蛋白質修飾反応であり、多くの蛋白質
及び生理活性ペプチドの活性をダイナミッ
クに制御すること、(3)神経変性疾患などの
発症に特定の蛋白質の S-ニトロシル化が関
与すること、に着目し、iNOS による S-ニト
ロシル化が敗血症の病態形成並びに感染病
態時の生体反応調節に深く関与するのでは
ないかと考えた。S-ニトロシル化反応は免疫
研究者にとって馴染みが薄く、これまでに細
菌感染を含む多様な免疫反応の解析におい
て積極的に検討されていない。そこで、本研
究では、iNOS により S-ニトロシル化される
蛋白質を網羅的に単離・同定し、その敗血症
の病態形成における役割を分子レベルで解
明する。 
 
 
３．研究の方法 
 神経型 NOS（nNOS）及び内皮型 NOS（eNOS）
と相同性が著しく低いiNOSのN末端側1−124
アミノ酸部分を bait に用いて、ヒト肝臓、
脾臓、心臓、胎児脳、及び成人脳 cDNA ライ
ブラリーを酵母ツーハイブリッド法により
スクリーニングした。これにより iNOS 結合
蛋白質として単離したSPRY domain- and SOCS 
box-containing protein 2 (SPSB2) 及びそ
のファミリー蛋白質（SPSB1, SPSB3,及び
SPSB4）と iNOSの結合は、GST pull-down assay
と共免疫沈降法を用いて解析した。iNOS と
SPSB ファミリー蛋白質の共局在は、YFP およ
び CFP 融合蛋白質として iNOS 及び SPSB ファ
ミリー蛋白質を細胞に発現させて、その細胞
を、蛍光顕微鏡を用いて観察した。iNOS 蛋白
質の分解速度は cycloheximide chase assay
を用いて解析した。iNOS による NO 産生量は
Griess 反応により定量した。iNOS 由来 NO に
よる細胞毒性は、細胞を 7-aminoactinomycin 
D で染色した後、フローサイトメーターを用
いて解析した。マウス iNOS の 1-118 を可逆
的に発現する RAW264.7 マクロファージは、
Tet-OFF system を用いて作製した。ユビキチ
ン化体 iNOS は、抗 iNOS 抗体を用いた免疫沈

降法により精製した iNOS を、抗ユビキチン
抗体を用いたイムノブロットに用いて検出
した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究において、iNOS 結合蛋白質として同
定した SBSB ファミリー蛋白質は、iNOS を
Elongin B/C-Cullin-5-SOCS Box protein 
(ECS)型 E3ユビキチンリガーゼへと繋ぐアダ
プター分子として機能し、iNOS のユビキチ
ン・プロテアソーム依存的分解を誘導するこ
とを明らかにした。さらに、SPSB を介する
iNOS分解系がiNOSの過剰なNO産生を抑制し、
NO 依存的細胞死から細胞を保護する役割を
担っていることを明らかにした。以下に、
SPSB 蛋白質が iNOS 蛋白質寿命の制御分子で
あることを実証する具体的な研究成果を示
す。 
 
(1) 酵母ツーハイブリッド法を用いて、ヒト

成人の cDNA ライブラリーから iNOS 結合
蛋白質として SPSB2 を単離した。 

 
(2) iNOS と SPSB2 との結合を GST pull-down 

assay、共免疫沈降法、及び蛍光顕微鏡観
察により確認した。 

 
(3) A549 ヒトⅡ型肺胞上皮様細胞を用いて、

内在性の SPSB2 とサイトカイン誘導性の
iNOSとの結合を共免疫沈降法により確認
した。 

 
(4) SPSB1と SPSB4 も iNOSに結合することを

共免疫沈降法と蛍光顕微鏡観察により確
認した。 

 
(5) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 と iNOS の結合

には、iNOS の N 末端側 23−27 番目に存在
する DINNN という配列が重要であり、
iNOS の Asn-27 を Ala に置換した iNOS 変
異体はこれらの SPSB 蛋白質に結合しな
いことを明らかにした。 

 
(6) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 と iNOS の結合

には、SPSB の N 末端から SPRY ドメイン
までの領域が必要であり、SOCS box は関
与しないことを明らかにした。 

 
(7) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 は、神経型 NOS

（nNOS）や内皮型 NOS（eNOS）には結合
しないことを明らかにした。 

 
(8) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 は、iNOS の細

胞局在を、細胞質に点状に凝集した局在
から、細胞質全体に一様に拡散した局在
へと大きく変化させることを明らかにし



た。 
 
(9) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 の存在下で、

iNOS蛋白質の著しい分解が起こることを
明らかにした。 

 
(10) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 の存在下で、

nNOS 及び eNOS 蛋白質レベルは変化しな
いことを明らかにした。 

 
(11) iNOS のユビキチン化は、SPSB1、SPSB2、

及び SPSB4 の存在下で大きく亢進するこ
とを明らかにした。 

 
(12) SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 存在下で、iNOS

は Elongin C及び Cullin-5と相互作用す
ることを共免疫沈降法により明らかにし
た。した。 

 
(13) iNOS のアミノ酸 1−118 の過剰発現は、

SPSB1、SPSB2、及び SPSB4 と iNOS の結合
を阻害し、iNOS 分解を抑制することを明
らかにした。 

 
(14) マクロファージにiNOSのアミノ酸1-118

を過剰発現させた場合、LPS により誘導
された iNOS の寿命が大きく延長し、それ
により過剰な NO 産生がおき、NO 依存的
なマクロファージの細胞死が起こること
を明らかにした。 

 
(15) マクロファージにおいて、SPSB1、SPSB2、

及びSPSB4に結合しないiNOS(N27A)変異
体の寿命は、野生型 iNOS と比較して、著
しく長いことを明らかにした。 

 
(16) SPSB2 の Cys−53、Cys−210、及び Cys−234

がS-ニトロシル化されることを明らかに
した。 

 
 これらの結果より、SPSB ファミリー蛋白質
は iNOS 寿命の制御分子であることが明らか
になった。さらに、SPSB 蛋白質が S-ニトロ
シル化されることもわかった。今後、SPSB 蛋
白質の生理機能における S-ニトロシル化の
役割について検討する予定である。 
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