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研究成果の概要（和文）：NADPH oxidase (Nox)は、生体内の主要な活性酸素産生酵素として知られているが、
驚くべきことに、酸化型グルタチオントリスルフィド(GSSSG)をNADPH依存的に還元後再酸化して、各種還元型パ
ースルフィドを生成するという事実が判明した。この新規の硫黄代謝反応は、溶存酸素の存在下において、硫黄
の方が酸素よりも優れた基質であることを示している。本研究は、Nox1-5とdual oxidase (Duox)1-2などのNox
アイソフォームによる、全く新規の硫黄代謝制御機構の発見、さらには、Nox/Duoxが関わる様々な疾患病態の解
明と診断・予防・治療法の開発に繋がるものである。

研究成果の概要（英文）：NADPH oxidase (Nox) is known as a major reactive oxygen species-producing 
enzyme in various organisms. We found that in HEK cells over-expressed with human Nox4, remarkable 
amount of various reduced forms of reactive persulfide species (RSS) like glutathione persulfide 
(GSSH) and dihydrogen persulfide (HSSH) are generated in the cells, and most intriguing thing is 
that sulfur is extended to become glutathione trisulfide (GSSSH), indicating the this is a unique 
sulfur oxido-reductase reaction. Our data therefore revealed for the first time that Nox eventually 
can function as NADPH-dependent sulfur oxidoreductase or RSS-producing or more strictly reactivating
 enzymes, through this very unique reduction and oxidation of the sulfur molecules.

研究分野：硫黄生物学

キーワード： NAPDH oxidase (Nox)　Dual oxidase (Duox)　活性硫黄分子　グルタチオントリスルフィド　統合硫黄
メタボローム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまで世界のレドックス医学生物学のセントラルドグマとされてきた、Nox/Duoxが、本当は、硫黄
代謝酵素であったというショッキングな事実に遭遇したことを端緒に、まったく未知の硫黄代謝経路である活性
硫黄リモデリングの全容解明を目指すものであり、これまでの研究に例を見ない極めてチャレンジングで萌芽的
な研究であるといえる。もちろん、これほど独創的な着想と発見は、世界の生命科学、医学領域において他の研
究者の追随を許さない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
NADPH oxidase (Nox)は、生体内の主要な活性酸素産生
酵素として知られているが、驚くべきことに、酸化型グ

ルタチオントリスルフィド(GSSSG)を NADPH依存的に
還元後再酸化して、各種還元型パースルフィドを生成す

るという事実が判明した(図 1)。この新規の硫黄代謝反
応は、溶存酸素の存在下において、硫黄の方が酸素より

も優れた基質であることを示している。本研究は、Nox1-
5と dual oxidase (Duox)1-2などの Noxアイソフォームに
よる、全く新規の硫黄代謝制御機構の発見、さらには、

Nox/Duoxが関わる様々な疾患病態の解明と診断・予防・
治療法の開発に繋がるものである。 
 
２．研究の目的  
 Noxが、酸化型硫黄分子 GSSSG を NADPH 依存的に還元型パースルフィドへと還元し、Nox
の酸化力を利用して硫黄原子の伸長をもたらすことにより、還元型の多価ヒドロパースルフィ

ド(RS-SnH or HSnSH, n > 1以上)を過剰に産生することが分かってきた。すなわち、Noxが活性硫
黄分子のリモデリングを触媒する活性硫黄リモデレース(reactive sulfur remodelase, RSR)として機
能することが示された。そこで、本萌芽研究では、各種 Nox/Duoxアイソフォームによる活性硫
黄代謝制御機構について、特に、Nox4を中心に、その in vitroの酵素反応系、細胞発現系、およ
び、Nox4欠損(KO)やトランスジェニックマウス(コンディショナルも含めた)を用いた in vivoの
系で解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者らは、2007 年に新しいレドックスシグナル因子である 8-ニトロ-cGMP を見出し、
その代謝制御系を解析するなかで、新しいイオウ代謝経路(パースルフィド合成酵素)を同定し、
それが、真核生物・哺乳類の嫌気的エネルギー代謝であるイオウ呼吸を営むことを発見した。す

なわち、翻訳酵素として知られ

るシステイン -tRNA 合成酵素
(cysteinyl-tRNA synthetase, CARS)
が、これまで知られていなかっ

たシステインパースルフィド合

成酵素(CysSSH synthase, CPERS)
として機能していることを明ら

かにした。この新規硫黄代謝経

路を探索するなかで、統合イオ

ウメタボロームを確立した(図
2)。すなわち、これまで質量分析
装置を用いて独自に、統合イオ

ウメタボローム、および、イオウ

代謝に関連した一連のバイオリソースを開発した。具体的には、パースルフィドの特異的な標

識・捕捉剤である HPE-IAM (β-hydroxyphenyl-ethyl iodoacetamide)を用いた統合イオウメタボロ
ームを確立した。本システムは、硫黄代謝解析の最先端技術であり、また、グローバルスタンダ

ードとして認められている。 
 
４．研究成果 
(1) Nox4の過剰発現細胞における RSR活性の解明 



 Nox ファミリー分子は、ヒトでは 5 種類の Nox 
(Nox1~5)と 2種類の Duox (dual oxidase 1, 2)が存在する
(図 3)。ヒト野生型 Nox4を HEK293T細胞に強制発現さ
せて、我々が独自に開発した硫黄メタボローム解析によ

り活性硫黄分子・パースルフィドなどのすべての硫黄代

謝物を解析した結果、Nox4 は、グルタチオントリスル
フィド(GSSSG)を NADPH依存的に還元後再酸化して、
各種還元型パースルフィドを生成するという驚くべき

事実が判明した。この様な顕著なパースルフィド産生活

性は、Nox4活性欠損変異体(P437H変異-NADPH結合性
欠損)発現細胞においては認められなかった。特筆すべ
きは、通常酸素濃度(溶存酸素存在下)で起こる反応であ
り、分子状酸素よりも活性硫黄分子の方

が親和性の高い優れた基質であることを

示唆している。さらに、硫黄の還元反応

に加えて、Nox の酸化力により硫黄の伸
長反応(カテネーション)をもたらして、硫
黄原子がさらに複数付加した還元型ポリ

スルフィド(RSSnH, n>1)を過剰に生成す
ることが明らかになった(図 4)。他の Nox
ファミリー分子について同様に解析した

ところ、Nox2 および Duox1, Duox2 強制
発現系についても、GSSSG処置により各
種還元型パースルフィドの増加が示され

た。これまで、活性酸素がさまざまな細菌やウイルス感染症の病態形成に重要な役割を果たすこ

とが示されてきたが、Noxにより産生される活性硫黄分子が、活性酸素による生理機能として誤
認されてきた様々な生命現象に直接関わる真の代謝分子であることが示唆された。 
(2) Nox4/RSRの酸素センシング機能解明 
 RSR 活性に関連した酸素センシングについて解
析を行なった結果、活性硫黄リモデリングは、酸素

センシング機能に関与している可能性が示唆され

た。すなわち、図 5に示す通り、低酸素環境では還
元型硫黄が増加し、適度に酸素があると還元型パー

スルフィドの硫黄を伸長して活性硫黄産生が増加

するが、酸素が過剰だとむしろ酸化型硫黄のみが蓄

積する。よって、酸素濃度に依存して、タンパク質

センサーの硫黄プロファイルがダイナミックに変

化することで、下流にシグナルを伝達して酸素をセ

ンシングしていることが示唆された。 
(3) Nox4/RSRの血管内皮機能解析 
 Nox4KOマウスは、虚血ストレスに脆弱であることが知られていたことから、上記の酸素セン
シングの破綻による可能性が示唆された。一方、Nox4が関わる血管内皮機能として、この RSR
活性を介して、内皮細胞由来の一酸化窒素(NO)が、ニトロソパースルフィド(NO-SSH; NO と活
性硫黄の反応産物で NO より強力な血管弛緩作用を有する)の形成を介して血管内皮依存型血管
拡張因子(endothelium-relaxing factor, EDRF)機能を高める可能性が考えられた。さらに、NOには
血管拡張と血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)を介する血管新生機能
があり、これにも Nox4の RSR活性が関わるかもしれない。従って、本研究により、Nox4によ
る血管機能制御における、RSRによる硫黄代謝、NOとのクロストークの役割が示唆された。 
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