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研究成果の概要（和文）：神経型一酸化窒素合成酵素(nNOS）は、一酸化窒素（NO）だけでなく活

性酸素種（ROS）も産生する。本申請研究では、細胞情報伝達における新たな概念であるNO/ROS

シグナルについて研究を行った。ROS産生能の異なるNOSスプライシング変異体発現細胞を神経毒

（MPP+）で処理すると、NOSがNO/ROSシグナルを活性化しセカンドメッセンジャーである8-ニト

ロcGMPの産生を促進し、細胞死へと導く新たな情報伝達経路を見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：nNOS producs not only NO, but also ROS through uncoupling reaction.  

In this study, we investigated NO/ROS signaling, a novel concept for cellular signal 

transduction.  In PC12 cells expressing nNOS splice variants, treatment with MPP+ 

activated the NO/ROS signaling to form a second messenger, 8-nitro-cGMP.  We found a novel 

signal pathway leading to cell death through 8-nitro-cGMP formation.   
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１．研究開始当初の背景 

神経系において NO は、神経保護、分化、

シグナル伝達など様々な生理作用に関与し

ている。研究開始当初、ROS が単なる毒性因

子ではなく生理的なシグナル伝達物質であ

り、NO とも協調して機能している（NO-ROS
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シグナル伝達系、図１）ことが明らかになり

つつあった。 

 

 

 

 

 

 

NO-ROS シグナル伝達機構の解明は、基礎生

物学的に重要であるだけでなく、脳梗塞、パ

ーキンソン病、アルツハイマー病などの様々

な病態の解明と抗酸化的な予防対策・治療戦

略を確立する上でも重要であり、その統合的

理解は、基礎生物学、医学生物学を含めた生

命科学の幅広い分野における学術展開に資

するものであると考えられていた。 

NO は、NO合成酵素（NOS）によりアルギニ

ン（Arg）、酸素を基質として、NADPH から電

子を受け取りシトルリン（Cit）と共に産生

される。産生された NO は、可溶性グアニル

酸シクラーゼ（sGC）を活性化し、GTP から

cGMP を合成することが知られていた。cGMP

は cGMP 依存性プロテインキナーゼ（PKG）を

活性化し、さまざまなタンパク質をリン酸化

することにより生理機能を調節している

（NO-cGMP シグナル経路 縦縞背景）。NOS は

NADPHから供給された電子を用いNOを合成す

るが、一部の電子は NO 合成に用いられずに

放出され、周辺の酸素分子と反応し活性酸素

種（ROS）となる（アンカップリング反応）。

nNOS 由来 ROS は NO の機能発現に関与してい

ると考えられているが詳細は不明であった。

また NOがシステインの SH基をニトロシル化

したり、NO が O2
-と反応しパーオキシナイト

ライト（ONOO-）となりチロシン、トリプトフ

ァン、核酸塩基、脂質をニトロ化するなどし

て作用する例も多数報告されていた（NO化学

修飾シグナル系、 横縞背景）。 

 2007 年に申請者らは、生体内新規情報物質

として cGMP のグアニン 8 位がニトロ化され

た 8-ニトロ cGMP を世界に先駆けて発見して

いた。8-ニトロ cGMP は cGMP 同様 PKG を活性

化するだけでなく、蛋白質チオール基に付加

する全く新規な修飾反応（タンパク質 S-グア

ニル化）、NOS のアンカップラーとして機能し

ROS産生促進などcGMPにない特有の機能を有

する。8-ニトロ cGMP の産生は、NO と ROS に

依存しているが、詳細な産生メカニズム、神

経系における生理・病理的作用についてはほ

とんどわかっていなかった。 

 nNOS にはいくつかのスプライシング変

異体が存在する。脳で主に発現している nNOS

αのカルモジュリン結合部位近傍に 34 アミ

ノ酸の挿入がある nNOSμは、最初骨格筋、心

筋で見出されたが、脳での発現に関しては不

明であった。研究開始当初までに申請者らは、

nNOSμ特異的モノクローナル抗体を作製し

ラット脳での nNOSμの発現解析を詳細に行

い、脳においても nNOSμが nNOS 全体の約

10％発現し、部位特異的な発現パターンを示

すこと見出していた。これらの結果は、脳に

おいて nNOSμが特異的に機能することを示

唆していたが、nNOSαと nNOSμの機能差につ

いては不明であった。 

 

２．研究の目的 

細胞情報伝達における新たな概念である

NO/ROS シグナルについて下流分子である 8-

ニトロ cGMP の産生、機能も含めて、nNOS ス

プライシング変異体を用いて制御機構を解

明することを目的にして研究を行った。 

 

３．研究の方法 

nNOS スプライシング変異体（nNOSα、nNOS

μ）を大腸菌内で発現、精製し、オキシヘモ

グロビン法による NO 産生、分光光度法によ

NO

ROS

NOS

arg cit

O2

+ +
NADPH

ONOO-

ニトロ化

ニトロシル化

sGC

GTP

cGMP

8-ニトロcGMP

PKG

リン酸化

S-グアニル化

NO-cGMPシグナル

NO化学修飾シグナル

?

アンカップリング
反応

図１ NO-ROSシグナル伝達系

NO

ROS

NOS

arg cit

O2

+ +
NADPH

ONOO-

ニトロ化

ニトロシル化

sGC

GTP

cGMP

8-ニトロcGMP

PKG

リン酸化

S-グアニル化

NO-cGMPシグナル

NO化学修飾シグナル

?

アンカップリング
反応

図１ NO-ROSシグナル伝達系



る NADPH 酸化、電子スピン共鳴法による活性

酸素産生など酵素化学的解析を行った。また

レンチウイルスベクターを用い、nNOSα、

nNOSμを恒常発現するPC12細胞を作製した。

コントロール細胞として LacZ 発現細胞を作

製した。ミトコンドリアに作用する神経毒素

（1-methyl-4-phenylpyridinium；MPP+）を用

いて、ROS 産生、細胞毒性に関する解析を行

った。NO/ROS シグナルのセカンドメッセンジ

ャーである 8-ニトロ cGMP の産生を免疫染色

法、質量分析法で解析した。さらに下流のシ

グナルとして H-Ras の活性化、MAP キナーゼ

の活性化を、プルダウンアッセイ、ウェスタ

ンブロット法で解析した。 

 

４．研究成果 

 精製組換え体 nNOSα、nNOSμを用いた酵素

化学的解析では、両酵素とも同等の NO 産生

活性を示したにも関わらず、電子供与体であ

る NADPH の消費量は、nNOSαが nNOSμの約 2

倍であるという矛盾が生じた。NO産生に共役

しなかった電子は、周辺の酸素分子に渡され

活性酸素となることが予想されたので、実際

に電子スピン共鳴法で活性酸素の測定を行

った。その結果、nNOSαが nNOSμの 2.3 倍活

性酸素を産生することが明らかとなり、両酵

素の NO/ROS 産生比が異なっていることが明

らかとなった。 

 さらにこの異なった NO/ROS 産生の生物学

的意義を解析するために、nNOSα、nNOSμを

恒常的に発現する PC12 細胞を作製し、nNOS

発現量が同程度であるクローンを選抜した。

両細胞の NO 産生活性は同等であり、精製酵

素の結果と一致していた。刺激剤として神経

毒である MPP+を用いた。MPP+は、ミトコンド

リアに脱共役を誘発し細胞内ROSレベルを上

昇させ、最終的に nNOS の補酵素であるテト

ラハイドロビオプテリンを欠乏させること

によって nNOSの脱共役を誘発する。MPP+で細

胞を処理し ROS 産生を解析した結果、nNOS 発

現細胞で、ROS 産生が認められ、その程度は

nNOSα発現細胞の方が、nNOSμ発現細胞より

多く、精製酵素の結果と一致していた。次に

NO/ROS シグナルのセカンドメッセンジャー

である 8-ニトロ-cGMP 産生について、免疫染

色、質量分析法で解析したところ nNOS 発現

細胞で 8-ニトロ-cGMP の産生が認められ、そ

の程度は nNOSα発現細胞の方が、nNOSμ発現

細胞より多く、コントロール細胞では認めら

れなかった。これらの結果より、両酵素が

NO/ROS シグナルを異なった制御しているこ

とが示唆された。 

さらに、両酵素が産生する NO、ROS の生物

学的意義を解析するため、MPP+誘発性細胞毒

性を調べた。MPP+濃度依存的に細胞毒性を示

し、nNOSα発現細胞、nNOSμ発現細胞、コン

トロール細胞の順で毒性が強かった。この毒

性は活性酸素消去剤であるTironで打ち消さ

れることから、両酵素由来の ROS が毒性に関

与していると考えられた。 

次に nNOS に依存した細胞毒性を評価する

ために、申請者らが心筋細胞で明らかにした

「H-Ras の S-グアニル化による活性化→MAP

キナーゼの活性化→細胞死」の経路を解析し

た。nNOSα発現細胞を MPP+処理することによ

り、H-Ras の S-グアニル化、活性化が認めら

れた。しかしコントロール細胞ではいずれも

認められなかった。さらに下流の MAP キナー

ゼの一つである Erk のリン酸化も、NOSα発

現細胞をMPP+処理することにより確認された。

H-Ras→Erk シグナルの阻害剤は、MPP+誘発性

細胞毒性を減弱した。 

また、第 3のガス状メディエータとして注

目されている硫化水素が、上述の「H-Ras の

S-グアニル化による活性化→MAP キナーゼの

活性化→細胞死」シグナルを阻害した。 



以上、nNOS スプライシング変異体の NO と

ROS 産生比が異なることを見出した。これら

の nNOS スプライシング変異体を用いること

により、NO/ROSシグナルの解析が可能となり、

セカンドメッセンジャーである 8-ニトロ

cGMP の産生を介して、下流の H-Ras の S-グ

アニル化による活性化、MAP キナーゼの活性

化、さらに細胞死を導いていることを示した。 

以上の主要研究内容とは別に、NO、ROS が

関与するシグナル伝達に関する研究も行っ

た。 
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