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研究成果の概要（和文）： 酸化ストレス適応応答の２次メッセンジャーである 8-nitro-cGMP

の特異的で高感度な定量法を確立し、8-nitro-cGMP の生成にミトコンドリアおよび NADPH オキ

シダーゼが関わることを明らかにした。酸化ストレス適応応答のメカニズムとして、

8-nitro-cGMP による Keap1 の翻訳後修飾（S-グアニル化）とそれに伴う Nrf2 の活性化および

抗酸化蛋白質群の発現誘導が関与することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：  We established a method for quantification of intracellular 

8-nitro-cGMP, a second messenger in antioxidant adaptive response, and revealed the 

involvement of mitochondria and NADPH oxidase in 8-nitro-cGMP formation in cells. We also 

found that S-guanylation of Keap1 by 8-nitro-cGMP, and subsequent Nrf2 activation and 

induction of antioxidant proteins expression, are important mechanisms in adaptive 

response against oxidative stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、生体に酸化ストレスをもたらす有害
物質として考えられてきた活性酸素が、細
胞・生体が酸化ストレスへの適応応答
（adaptive response）を誘導し重要なシグ
ナル分子として機能することが明らかにな
ってきた。活性分子種が生成すると、細胞内
のセンサー蛋白質（レセプター）が活性化さ
れ、さらに下流のエフェクター分子へとシグ

ナルが伝えられる。この様な適応応答シグナ
ルに関わるレセプター・エフェクター分子群
は、細胞の主要なストレス応答システムを構
築している。活性酸素や一酸化窒素（NO）な
どのラジカル種は、その最も上流に位置する
分子群であるが、シグナル伝達機構の詳細
（例えば、レセプターと直接反応するのか？
あるいは、２次メッセンジャーの生成をもた
らすのか？など）は、これまでほとんど分か
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っていなかった。 
 最近、研究代表者らのグループは、生体の
酸化ストレスに対する適応応答のシグナル
伝達に関与する NO の全く新しい２次メッセ
ン ジ ャ ー 8-nitro-cGMP を 発 見 し た 。
8-nitro-cGMP は、活性酸素と NO の作用によ
り生成し、NO のセカンドメッセンジャーであ
る cGMPのニトロ化誘導体構造を有している。
8-nitro-cGMP による特筆すべき新しいシグ
ナル伝達機序として、8-nitro-cGMP が細胞内
の酸化ストレスセンサーとして機能してい
る蛋白質の Cys チオール基と反応して、これ
まで知られていなかった蛋白質翻訳後修飾
である cGMP 付加体形成（蛋白質 S-グアニル
化）を介してセンサー蛋白質を活性化するこ
とが分かった。活性酸素やフリーラジカルが
生体内でミリ秒〜数秒程度の短寿命な活性
分子種であるのに対し、8-nitro-cGMP は遙か
に安定であり、また、蛋白質チオール基と効
率良く反応しその機能を制御する。従って、
8-nitro-cGMP は、細胞の酸化ストレス適応応
答において極めて重要なシグナル機能を発
揮していると推定される。 
 
２．研究の目的 
 Keap1 は、転写因子 Nrf2 の活性調節因子で
あり、酸化ストレス適応応答における様々な
遺伝子の発現制御に関わっている。我々は、
Keap1 が、生体内において S-グアニル化を受
ける主要な蛋白質であることを見出してい
るが、それがどのような細胞機能変化をもた
らすかについては不明である。 
 そこで本研究では、8-nitro-cGMP のシグナ
ル機能を明らかにするために、細胞内
8-nitro-cGMP の高感度かつ特異的な定量法
を開発し、8-nitro-cGMP 細胞内生成のメカニ
ズムを解析した。さらに、酸化ストレスによ
り生成する 8-nitro-cGMP による Keap1/Nrf2
転写系の制御機構を解析し、酸化ストレス適
応応答の分子基盤の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞内での 8-nitro-cGMP の生成メカニ
ズムを明らかにするために、安定同位体希釈
法と質量分析を用いた 8-nitro-cGMP の高感
度で特異的な定量法の開発を行った。 
(2) C6 ラットグリオーマ細胞を用いて、リポ
多糖とサイトカイン刺激後の NO の産生に伴
う 8-nitro-cGMP の生成を解析した。各種活
性酸素産生系の阻害剤を用いて
8-nitro-cGMP の生成メカニズムについて検
討した。 
(3) 抗 S-グアニル抗体によるウエスタンブ
ロットにより、リポ多糖とサイトカインによ
る刺激後の C6 細胞における Keap1 の S-グア
ニル化を解析した。さらに質量分析を用いて
Keap1 の S-グアニル化を受けるシステイン残

基の同定を行った。 
(4) リポ多糖とサイトカイン刺激 C6 細胞に
おける Nrf2 の活性化と抗酸化遺伝子群の発
現をウエスタンブロットにより解析した。さ
らに、C6 細胞を 8-nitro-cGMP で処理し、過
酸化水素による細胞死に対する
8-nitro-cGMP の細胞保護作用を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 8-nitro-cGMPの特異的かつ高感度な定量
法（安定同位体希釈法-質量分析法）を確立
し、誘導型 NO 合成酵素の発現誘導刺激（リ
ポ多糖と炎症性サイトカイン）をした C6 細
胞において、40 μM を超える 8-nitro-cGMP
が生成することを明らかにした。これは cGMP
の細胞内濃度を大きく凌ぐものであり、
8-nitro-cGMP が細胞内の主要な環状ヌクレ
オチドの一つであることが明らかになった。 
(2) 上記細胞における 8-nitro-cGMP の生成
メカニズムについて検討した結果、ミトコン
ドリアおよび NADPH オキシダーゼに由来する
活性酸素が重要な役割を果たしていること
が示された。 
(3) 8-Nitro-cGMP の生成に伴い細胞内の
Keap1 の S-グアニル化が著明に増加した。
Keap1 の S-グアニル化は、Keap1 と Nrf2 の結
合領域の近傍に存在する特定のシステイン
残基に起こっていることが分かった。 
(4) Keap1 の S-グアニル化の増加に伴い、
Nrf2 の核移行（活性化）が顕著に増加した。
さらに、Nrf2 により支配されるヘムオキシゲ
ナーゼ-1 をはじめとする抗酸化蛋白質群の
発現も著明に増加した。また、C6 細胞の
8-nitro-cGMP 処理は、過酸化水素による細胞
死を顕著に抑制した。 
(5) 以上のことから、8-nitro-cGMP は、活性
酸素と NO の２次メッセンジャーとして、
Keap1 の S-グアニル化を介した酸化ストレス
に対する適応応答において重要な役割を果
たしていることが示された。 
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