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研究成果の概要（和文）： 生体の酸化ストレス応答において、8-nitro-cGMP などの親電子物

質はシグナルのメディエーターとして機能している。本研究では、生体内で生成する硫化水素

関連物質と親電子シグナル分子の反応を詳細に解析し、シグナル制御における役割を調べた。

硫化水素関連物質は、8-nitro-cGMP を 8-SH-cGMP へと分解・変換することにより、その親電子

シグナル活性を制御していることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）： In the cellular response to oxidative stress, electrophiles such 
as 8-nitro-cGMP function as important signal mediators.  In this study, we examined the 
reaction mechanism of hydrogen sulfide-related compounds with electrophiles to reveal 
its role in the signal regulation.  As a result, we found that hydrogen sulfide-related 
compounds react with 8-nitro-cGMP to produce 8-SH-cGMP, and are involved in the regulation 
of electrophile signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体外から加えられた dietylmalate(DEM)
や有機水銀（メチル水銀）などの親電子物質
は、毒物代謝系で代謝されるとともに、
Keap1/Nrf2 経路などの生体防御系を活性化
するシグナルとなることが知られている。ま
た、細胞内の酸化ストレス応答では、内因性
に 8-nitro-cGMP、4-hydroxynonenal（4-HNE）、
15-deoxy-prostaglandin J2 (15d-PGJ2) 、
nitro-fatty acidなどの親電子物質が生成し、
２次メッセンジャーとしてそのシグナルを
担っていることが明らかになってきた。研究
代表者らは、最近、一酸化窒素と活性酸素の
シグナル伝達を担う親電子分子として
8-nitro-cGMP が生体内で生成することを明

らかにし、この分子が蛋白質中のシステイン
残基と反応して cGMP を付加する翻訳後修飾
（蛋白質 S-グアニル化）をもたらすことを明
らかにした（Nature Chem Biol,2007； Chem 
Commun, 2008; J Immunol, 2009; Bioconjug 
Chem, 2010; J Biol Chem, 2010; Nitric Oxide, 
2010）。 
 一方近年、生体内において、シスタチオニ
ンβ-シンターゼ（CBS）やシスタチオニンγ
-リアーゼ（CSE）などの各種酵素の作用によ
り硫化水素関連物質が生成していることが
報告され、その生理機能が注目されている。
これまでに、神経情報伝達や血管弛緩反応な
ど様々な生理現象に硫化水素関連物質が関
わっていることが示唆されているが、その本
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態 は 不 明 で あ る 。 研 究 代 表 者 ら は 、
8-nitro-cGMP の化学的特性を解析する過程
で、予備的ながら、硫化水素関連物質と
8-nitro-cGMP が 水 溶 液 中 で 反 応 し 、
8-nitro-cGMP の寿命と化学的反応性（求核物
質 8-SH-cGMP への変換）を規定していること
を見出した。そこで本研究課題では、細胞内
親電子シグナルの硫化水素による制御機構
に注目して解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、硫化水素と親電子シグナ
ルの新たな生理機能を解明することを目的
として、8-nitro-cGMP を親電子シグナルのモ
デル分子として、内因性硫化水素関連物質に
よる親電子物質とのユニークな反応メカニ
ズムを詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 8-nitro-cGMPと硫化水素関連物質との反
応機構を調べるために、試験管内にて
8-nitro-cGMP と硫化水素ドナー（NaHS）や各
種硫化水素関連物質をさまざまな条件で反
応させ、高速液体クロマトグラフィー
(HPLC)-UV 検出および HPLC-タンデム質量分
析（HPLC-MS/MS）を用いて、8-nitro-cGMP の
分解と分解生成物の解析を行った。また、同
様の方法により、4-HNE、15d-PGJ2などの
8-nitro-cGMP 以外の親電子物質と NaHS との
反応性についても解析した。 

(2) チオール反応試薬であるブロモビマン
と HPLC-MS/MS を用いた高感度な硫化水素関
連物質の定量法を開発し、各種培養細胞、マ
ウス組織試料中の硫化水素関連物質の生成
を定量した。また、安定同位体希釈法と
HPLC-MS/MSを用いた8-SH-cGMPの高感度定量
法を開発し、生体内での 8-SH-cGMP の生成を
調べた。 

(3) 硫化水素関連物質と 8-nitro-cGMP の反
応がシグナル伝達に与える影響を調べるた
めに、培養細胞（A549 ヒト肺がん細胞、C6
ラットグリオーマ細胞など）の CBS、CSE を
ノックダウンし、8-nitro-cGMP 処理後の蛋白
質 S-グアニル化をウエスタンブロットによ
り解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 試験管内で 8-nitro-cGMP と NaHS を重金
属存在下で反応させると、脱ニトロ化反応に
より 8-SH-cGMPが生成することが明らかにな
っ た 。 ま た 、 4-HNE 、 15d-PGJ2 な ど の
8-nitro-cGMP 以外の各種親電子物質も NaHS
と反応し分解することが分かった。 

(2) 生体内で生成している硫化水素関連物
質を HPLC-MS/MS で解析したところ、培養細
胞やマウス臓器中において、各種チオール化

合物に硫黄原子が付加した化合物（ポリスル
フィド； R-S-S(n)H）が主要な硫化水素関連物
質として生成していることが明らかになっ
た。特にグルタチオンポリスルフィドは 100 
μM を超える高い濃度で存在することが示さ
れた。 

(3) グルタチオンポリスルフィドなどの各
種ポリスルフィドと 8-nitro-cGMP を反応さ
せ 反 応 生 成 物 を 解 析 し た と こ ろ 、
8-nitro-cGMP が分解して、8-SH-cGMP が生成
することが明らかになった。 

(4) CBS や CSE をノックダウンした A549 細胞
や C6 細 胞で は 、 8-nitro-cGMP の分 解
（8-SH-cGMP への代謝）が抑制され、蛋白質
S-グアニル化が著明に増加した。 

 以上より、生体内において CBS や CSE によ
り生成する硫化水素関連物質（ポリスルフィ
ド）は、8-nitro-cGMP などの親電子性シグナ
ル分子と反応することにより、細胞機能制御
に関わっていることが示唆された。 
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