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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒト細胞内の酸化修飾タンパク質の網羅的解析を行うとともに、歯周病病態形
成における酸化的修飾タンパク質の役割を検討した。マクロファージ様細胞株RAW264を用い、同細胞においてs-ニトロ
シル化修飾を受けるタンパク質を網羅的に解析した。その結果、低分子量Gタンパク質の一種であるRab5が一酸化窒素
（NO）によりニトロシル化され、細菌のファゴサイトーシスを亢進することが明らかになった。この様なタンパク質の
酸化的修飾は、歯周病原細菌に対する生体の防御機構の一つとして重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that oxidatively modified proteins are associated with the 
pathogenesis of chronic inflammatory diseases and infectious diseases. However, little is known about how 
the oxidative modification of proteins contributes to the pathogenesis of periodontal diseases. In this 
study, we explored oxidatively modified proteins in mammalian cells by an inclusive analyzing technique 
and examined the role of oxidatively modified proteins in the pathogenesis of periodontal diseases. We 
examined oxidatively modified proteins in the macrophage cell line RAW264 cyclopaedically and found that 
a small G-protein, Rab5, was s-nitrosylated in the cells. S-nitrosylated Rab5 enhanced bacterial 
pagocytosis in RAW264 cells. S-nitrosylation of proteins may be an important mechanism to protect 
periodontal tissues from infection with periodontopathic bacteria.

研究分野： 歯周病学、口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 

 生体分子の過酸化反応が虚血性心疾患、糖

尿病、神経変性疾患等の慢性炎症性疾患の病

態形成に深く関わっていること（Malhotra JD 

et al. Antioxid Redx Signal 9: 2277-2293, 

2007. ）が明らかにされつつあるが、活性酸

素によるシグナル伝達経路修飾と病態との関

連性といった視点から活性酸素の生理活性を

捉える研究は十分ではない。活性酸素の一種

である一酸化窒素（NO）も cGMPの生成を介し

た生理活性以外に、タンパク質のチオール基

をS-ニトロシル化（SNO化）し、タンパク質機

能を可逆的に調整して細胞内シグナル伝達を

制御するが、申請者はこれまで、NOが細胞内

物質輸送の重要分子であるN-エチルマレイミ

ド感受性因子（NSF）をSNO化あるいは酸化し

て同分子の活性を制御することで細胞の分泌

現象を調節することを明らかにしてきた

（Matsushita K et al. Cell 115:139-150, 

2003.; Matsushita K et al. Proc Natl Acad 

Sci USA 101:11483-11487, 2004.; Matsushita 

K et al. J Cell Biol 170:73-79, 2005.; 

Matsushita K et al. Blood 105:207-214, 

2005.; Jeong Y, Matsushita K et al. Proc 

Natl Acad Sci USA 106:3782-3787, 2009. ）。

さらに、TLRシグナルの鍵分子MyD88のSNO化に

より、自然免疫応答が調節されることも明ら

かにした（Into T…, Matsushita K J Biol Chem 

282:8134-8141, 2007.; IntoT…, Matsushita 

K Mol Cell Biol 28:1338-1347, 2008. ）。

このように、タンパク質の酸化的翻訳後修飾

は細胞機能の調節に重要であり、その異常は

様々な疾患の病態形成に繋がる可能性がある。

歯周病の病態形成にも酸化的翻訳後修飾が関

与している可能性があるが、両者の関連性に

ついては不明である。 

 
２．研究の目的 

 酸化により転写後修飾されたタンパク質が、

生活習慣病、慢性炎症性疾患、感染症等の病

態形成に関与することが示唆されているが、

歯周病の病態形成におけるそれらの分子の動

態や細胞生物学的役割については不明である。

加えて、タンパク質の酸化修飾変化を定量的

に解析する方法も十分確立されていない。本

研究では、アダクトミクスを応用した網羅的

酸化修飾タンパク質の解析法を開発するとと

もに、その方法を用いて歯周病病態形成にお

ける酸化的翻訳後修飾タンパク質、特にs-ニ

トロシル化タンパク質の役割を検討する。 

 
３．研究の方法 

1. 細胞：マウスマクロファージ様 RAW264 細

胞株（RIKEN BANK）を実験に供試した。同細

胞を 10%FCS 添加 DMEM 培地を C02インジュベ

ーター内で継代維持し、実験に用いた。 

2.  s-ニトロシル化検出：上記細胞培養系に

各種濃度の GSNO を添加した。同細胞におけ

るニトロシ化のタンパクを、LC/MS マススペ

クトロメトリーで解析した。また、合わせて、

ビオチンスイッチ法（Jaffrey, S.R.and 

Snyder, S.H. Sci STKE 2001）によってニト

ロシル化を評価した。 

 

４．研究成果 

まず、我々は RAW246 細胞におけるニトロ

シル化タンパクについて、LC/MS マススペク

トロメトリーによって網羅的に解析した。そ

の結果、高頻度にニトロシル化される細胞内

タンパク質が 13 種類存在することが明らか

になった。また、その中に低分子 Gタンパク

質の一種である Rab5 が含まれていた。同タ

ンパク質は、細胞のエンドサイトーシスに関

与し、マクロファージ等の貪食細胞において

は、最近などのファゴサイトーシスに重要な

分子であることが知られている。そこで、NO

とファゴサイトーシスとの関連性を明らか

にするために、NO ドナーの一種である GSNO

を RAW264 細胞に添加した後、S. aureus 

pHrode のファゴサイトーシスを調べた。その

結果、GSNO を添加した RAW264 細胞において

同プローブのファゴサイトーシスが上昇し



た。次に、NO 阻害剤である L-NAME を RAW264

細胞に添加し、S. aureus pHrode を用いたフ

ァゴサイトーシスアッセイを行った。その結

果、L-NAME を添加した細胞では、ファゴサイ

トーシスは低下した。次に、Rab5 がニトロシ

ル化されるか否かを組換え Rab5 タンパクに

NO ドナーとして DEA-NONOate を添加し、ビオ

チンスイッチ法で検討した。その結果、不活

性型 Rab5 と比較して活性型 Rab5 がニトロシ

ル化されやすいことが明らかとなった。さら

に、ファゴゾーム、Rab5 と iNOS との局在に

ついて解析を行った。その結果、LPS 刺激に

よって iNOS を発現した RAW264 細胞において、

Rab5 と iNOS が、S. aureus-alexa fluor555

が存在する小胞で共局在していた。現在、in 

vivo における解析を行っているところであ

る。 

以上の結果より、① NO がファゴサイトー

シスを調節すること、② NO が Rab5 をニトロ

シル化することが明らかとなった。 
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