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研究成果の概要（和文）：本研究において、SIRT1のS-ニトロソ化が老化に伴って起こる様々な生体の変化や病気の鍵
となる共通のしくみであることを初めて明らかにしました。全身性炎症反応、パーキンソン病、サルコペニアのモデル
動物と培養細胞を用い、炎症時における長寿遺伝子産物SIRT1のS-ニトロソ化と炎症の関連について調べました。その
結果、急性炎症および慢性炎症によってSIRT1の働きが弱くなり、炎症や細胞死を起こしやすくなることを見出しまし
た。さらに、炎症によって増加したSIRT1のS-ニトロソ化を、薬剤あるいは遺伝子操作によって減らすと、SIRT1の働き
が戻り、炎症反応が部分的に抑えられることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：In aging-related diseases, chronic inflammation is associated with the increased 
production of nitric oxide. Nitric oxide causes a posttranslational modification of proteins known as 
S-nitrosylation. SIRT1 is a protein deacetylase that inhibits the transcription factors p53 and NF-κB, 
which are involved in mediating cell death by apoptosis and promoting inflammatory responses. 
S-nitrosylation inhibits SIRT1 activity. We found that in cultured mammalian cells, S-nitrosylation of 
SIRT1 prevented it from deacetylating and inhibiting p53 and NF-κB. In mouse models of systemic 
inflammation, neurodegeneration or muscle aging, S-nitrosylation of SIRT1 and the associated activation 
of p53 and NF-κB required the activity of nitric oxide synthases. Thus, S-nitrosylation of SIRT1 may be 
a critical factor in promoting apoptotic and inflammatory responses in aging-related diseases.

研究分野： 糖尿病　動脈硬化
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１．研究開始当初の背景 

一酸化窒素（NO）がシステイン残基のチ
オ ー ル 基 を 直 接 S- ニ ト ロ ソ 化
(S-nitrosylation)する翻訳後タンパク質修飾
機構があることが明らかとなった。S -ニトロ
ソ化が NO の生理的活性のメカニズムであ
ることが提唱され、現在では、S -ニトロソ化
が様々なタンパク質でその機能を制御して
いると考えられている（Hess, D.T. et. al. 

Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2005）。タンパク質
の S-ニトロソ化を検出する方法として、
Jaffrey らによってビオチンスイッチ法が有
効であることが報告された（Jaffrey SR, et. 

al. Nat Cell Biol. 2001）が、この方法は完全
に確立されていなかったために十分な感度
が得られず、in vivo の S-ニトロソ化を検出
することが困難であった。また、ニトロソ化
タンパク質の二次元電気泳動法による網羅
的検出法の報告（Chouchani E. T, et. al. 

Biochem J. 2010）もあるが、その検出感度
は低く、in vivo の S-ニトロソ化を高感度に
検出するまでには至っていない。 

申請者は、S-NO（ニトロソ基）の保護方
法、ビオチン化の方法を改善することにより、
in vivo の S-ニトロソ化を高感度で検出する
ことを可能とした（Shinozaki S, et. al JBC. 

2011）。この手法を用いることにより、タン
パク質の S-ニトロソ化が肝臓におけるイン
スリン抵抗性を引き起こす原因の１つであ
る事を明らかにした。本研究は、このような
検出方法をさらに発展させ、標識した S-ニト
ロソ化タンパク質を高感度で網羅的に検出
することを可能とするものである。これまで
に肥満糖尿病マウスを用いて脂肪組織にお
ける S-ニトロソ化タンパク質の網羅的検出
に成功しており、今後は脂肪組織の老化、糖
尿病および腎障害の発生における S-ニトロ
ソ化タンパク質の同定および、メタボリック
シンドローム病態形成における S-ニトロソ
化の役割を明らかにし、新たな治療法および
治療薬の開発を目指す。 

 

２．研究の目的 

（１）肥満糖尿病モデルである ob/ob マウス
における S-ニトロソ化タンパク質の網羅的
検索を行い、新規 S-ニトロソ化タンパク質を
同定する。 

 

（２）iNOS 欠損による S-ニトロソ化の産生
抑制が、ob/ob マウスの各種病態の発生の抑
制に関与するか検討するために、iNOS 欠損
マウスと肥満糖尿病モデルであるレプチン
欠損（ob/ob）マウスを掛け合わせ、iNOS 欠
損 ob/ob マウスを作出する。 

 

（３）S-ニトロソグルタチオンレダクターゼ
（GSNOR）を強制発現するマウスを作出し、
GSNORによるS-ニトロソ化タンパク質の蓄
積抑制と炎症による病態の発生との関連を
検討する。 

（４）iNOS 阻害薬や NO ドナーを培養細胞
もしくは各種疾患モデル動物に作用させ、新
たに同定した S-ニトロソ化タンパク質の病
態における役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
（１）ob/ob マウスにおける S-ニトロソ化タ
ンパク質の同定 
 肥満糖尿病モデルであるレプチン欠損
（ob/ob）マウスの内臓脂肪および肝臓を用
い、申請者の開発した網羅的検出法にて新規
S-ニトロソ化タンパク質の検索を行った。こ
の方法より得られた複数のスポットを回収
し、S-ニトロソ化タンパク質の候補を抽出し
た。飛行時間型質量分析計（TOF-MS）解析を
用いて、新規 S-ニトロソ化タンパク質の同定
を行い、in vitroにおいて確認実験を行った。 
 
（２）iNOS欠損;ob/obマウスの作出 
 炎症等で発現が誘導される iNOS が産生す
る NO によって S-ニトロソ化タンパク質が増
えることが知られている（Gow, AJ. et. al. 
J Biol Chem. 2002）。S-ニトロソ化タンパ
ク質が脂肪組織のインスリン抵抗性や糖尿
病性腎症の発症に関与しているかを調べる
ために、iNOS 欠損マウスと肥満糖尿病モデル
であるレプチン欠損（ob/ob）マウスを交配
し、iNOS 欠損;ob/ob マウスを作出した。交
配に用いる iNOS 欠損マウスおよび ob/ob マ
ウスは Jackson 研究所より購入した。 
 
（３）脂肪組織特異的 GSNOR トランスジェニ
ックマウスの作出 
 S-ニトロソ化タンパク質を還元する酵素
として考えられている S-ニトロソグルタチ
オンレダクターゼ（GSNOR）を脂肪組織特異
的に過剰発現させるマウスを作出するため
に、マウスアディポネクチンプロモーター配
列を含むプラスミドベクターを作成した。完
成したベクターを元にトランスジェニック
マウスを作出する過程は、本学実験動物セン
ターが行った。 
 
（４）SIRT1 の S-ニトロソ化と慢性炎症のメ
カニズムの解析 
 S-ニトロソ化タンパク質の病態における
役割を明らかにするために、長寿関連遺伝子
産物である SIRT1 に注目して実験を行った。
全身性炎症反応、パーキンソン病、サルコペ
ニアのモデル動物と培養細胞を用い、炎症時
における長寿遺伝子産物 SIRT1の S-ニトロソ
化と炎症、細胞死の関連について調べた。全
身性炎症のモデルとして LPSを腹腔内に投与
したマウス、パーキンソン病のモデルとして
MPTP投与マウス、サルコペニアのモデルとし
て若齢および高齢のラットを用いて実験を
行った。それぞれのモデルに対して、iNOSの
発現量、S-ニトロソ化 SIRT1 の定量、Ac-p53
および Ac-p65の定量と DNA 結合能、p53およ
び p65によって発現量が制御されている遺伝



 

子について解析をおこなった。それぞれのモ
デルに対応する培養細胞を用いて、同様の解
析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ob/ob マウスにおける S-ニトロソ化タ
ンパク質の同定 
 今回の解析により、新規 S-ニトロソ化タン
パク質を複数個同定することができた。同定
されたタンパク質の中には、脂肪組織の老化、
糖尿病の発症に関係しうるタンパク質が含
まれていた（図１）。現在、これらタンパク
質の S-ニトロソ化部位の同定と、疾患におけ
る役割について解析している。 

（図１ S-ニトロソ化タンパク質の 2次元電
気泳動。赤丸で囲まれた部分が肥満で増えた
S-ニトロソ化タンパク質。） 
 
 
（２）iNOS欠損;ob/obマウスの作出 
 iNOS 欠損マウスとレプチン欠損（ob/ob）
マウスを交配し、iNOS 欠損;ob/ob マウスを
作出した。iNOS 欠損;ob/ob マウスは平均出
産数が少ないため、ジェノタイピングによる
確認のみ終了している。本格的な解析は、交
配のための個体数を増やして、必要な個体数
を得てから行う予定である。 
 
（３）脂肪組織特異的 GSNOR トランスジェニ
ックマウスの作出 
 精製した DNAを 200卵にインジェクション
し、最終的に 9個体を得ることができた。ウ
エスタンブロットによる発現量解析の結果、
特に発現の多い 2 系統を得ることができた
（図２）。 

（図２ 白色脂肪組織特異的な GSNOR強制発
現マウスのウエスタンブロット解析。白色脂
肪においてのみ GSNORの発現誘導が確認でき
る。褐色脂肪組織や肝臓での発現量の増加は
見られない。WT は野生型、Tg はトランスジ
ェニック。） 

（４）SIRT1 の S-ニトロソ化と慢性炎症のメ
カニズムの解析 
 NO ドナーあるいは炎症による iNOS の誘導
の結果、SIRT1の Zn フィンガー内に存在する
CXXC モチーフでの S-ニトロソ化を誘導し、
それによって亜鉛結合能が妨げられて SIRT1
の活性が阻害されることを明らかとした（図
３）。 

（図３ SIRT1の S-ニトロソ化と脱アセチル
化活性。A: SIRT1 の亜鉛結合能は NO ドナー
によって失われる。B: SIRT1 の脱アセチル化
活性は NO ドナーによって阻害され、還元剤
によってもとのレベルまで回復した。） 
 
 

S-ニトロソ化により SIRT1の活性が阻害さ
れると、p53 と p65 のアセチル化が増えて活
性化が促進する（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図４ マウス筋芽細胞 C2C12 における
SIRT1の S-ニトロソ化と p53および p65のア
セチル化。サイトカイン刺激によって誘導さ
れた iNOSによって産生された NOが SIRT1の
S-ニトロ化を増やす結果、p53 および p65 の
アセチル化が増える。iNOS阻害剤の L-NIL に
よって S-ニトロソ化が阻害されると、p53と
p65 のアセチル化はもとのレベルまで回復し
た。） 
 
 
培養細胞と同様に、各種疾患モデル動物で

も同様の検討を行った結果、in vivo におい
ても同じ現象が観察された。LPS 刺激により
急性炎症を惹起させたマウス肝臓では、iNOS
の誘導が起こり、NOが産生される。その結果、
SIRT1 のニトロソ化が起こり、p53 と p65 の
アセチル化が増える。しかしながら、この反
応は iNOS 欠損マウスでは観察されなかった
（図５）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図５ LPS 刺激によるマウス肝臓における
SIRT1の S-ニトロソ化と p53および p65のア
セチル化。野生型(WT)では LPS刺激によって
iNOS が誘導され SIRT1 の S-ニトロソ化が起
こるが、iNOS欠損(iNOS-/-)マウスでは iNOS
が誘導されないため SIRT1の S-ニトロソ化は
起こらない。同様に p53および p65 のアセチ
ル化は WTの LPS刺激で増えたが、iNOS-/-で
は増えなかった。） 
 
 
 次にパーキンソン病モデルとして、ドパミ
ン神経を特異的に脱落させる薬剤である
MPTP を投与して検討を行った。脳における
S-ニトロソ化は iNOSではなく nNOSが重要な
働きを担っており、特異的ｎNOS 阻害剤であ
る 7-NIによって、MPTPによる SIRT1の S-ニ
トロソ化は阻害された（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図６ パーキンソン病モデル動物におけ
る SIRT1 の S-ニトロソ化。MPTP によって増
加した SIRT1 の S-ニトロソ化は nNOS 阻害剤
の 7-NI によって阻害され、元のレベルまで
回復した。同様に p53および p65のアセチル
化は MPTP 刺激で増えたが、7-NI で元のレベ
ルまで回復した。) 
 
 
さらに、加齢によっても iNOSが誘導され、

SIRT1の S-ニトロソ化が増えるが、薬剤によ
って S-ニトロソ化を減らすと、SIRT1のはた
らきが戻り、炎症反応が部分的に抑えられる
ことを、若齢および老齢ラットの骨格筋にお
いて明らかにした（図７）。 

 

（図７ 若齢および老齢ラット骨格筋にお
ける SIRT1 の S-ニトロソ化。A: 加齢によっ
て iNOS が誘導されると SIRT1 の S-ニトロソ
化が増え、p53 および p65 のアセチル化が増
える。 B: iNOS阻害剤の 1400Wを投与すると、
NO の産生が抑えられる結果、SIRT1 の S-ニト
ロソ化が減った。SIRT1の S-ニトロソ化が減
ることによって、p53 および p65 のアセチル
化が減少した。） 
 
 

SIRT1の S-ニトロソ化が加齢関連疾患の共
通のしくみであることを初めて明らかにし
た。（図７）。 

（図７ SIRT1の S-ニトロソ化を介した炎症
の制御機構） 
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