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研究成果の概要（和文）：活性酸素シグナルの２次メッセンジャーである8-ニトロ-cGMPの代謝産物8-SH-cGMPの生成動
態や生成機構は不明である。本研究では質量分析装置を用いたメタボローム解析により、8-SH-cGMP生成レベルを定量
化した。また、8-SH-cGMP生成機構を解析するなかで、システインのチオール基が過イオウ化したシステインパースル
フィドに代表される活性イオウ分子種の生体内生成を明らかにし、これが8-ニトロ-cGMPを8-SH-cGMPに代謝することを
示した。さらに、S-S-グアニル化（タンパク質のチオール基へのS-S結合を介したcGMP付加反応）を特異的に同定した
。

研究成果の概要（英文）：The cyclic nucleotide 8-SH-cGMP is produced by the metabolism of 8-nitro-cGMP, 
which serves as a secondary messenger for NO and reactive oxygen species signaling. However, the 
mechanisms controlling the formation and levels of intracellular 8-SH-cGMP have not yet been identified. 
In this study, the principal investigator precisely quantified the formation of 8-SH-GMP via a mass 
spectrometry-based metabolomic method. The results revealed that 8-SH-cGMP is produced from 8-nitro-cGMP 
via sulfhydration by reactive sulfur species generated from the cystathione beta-synthase and 
cystathionine gamma-lyase systems. Moreover, the formation of S-S-guanylation (cGMP adduction to the 
thiol group of the protein via disulfide linkage) was specifically identified using proteome analysis of 
S-polythiolation.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 生体内で過剰に生成する活性酸素種（ROS）
や一酸化窒素（NO）に由来する活性酸化窒素
種は酸化ストレスをもたらし様々な疾患に
関わることが知られている。最近、ROS と
NO の産生に依存して、生体内においてニト
ロ化環状ヌクレオチドである 8-ニトロ-cGMP
が生成し、タンパク質中のシステイン残基へ
cGMP 構造を付加するユニークなタンパク質
翻訳後修飾（S-グアニル化）を介して、酸化
ストレス適応応答などの様々な細胞機能制
御に関わることが分かってきた 1, 2)。  
一方、研究代表者らは、8-ニトロ-cGMP の代
謝・分解機構を探索していく中で、硫化水素
産生酵素として知られているシスタチオニ
ン β シンターゼ（CBS）およびシスタチオニ
ン γ リアーゼ（CSE）の関与を見いだし、さ
らに、in vitro の実験により硫化水素に由来す
る関連化合物（sulfane sulfur など）が 8-ニト
ロ-cGMP と反応し、新規環状ヌクレオチド
8-SH-cGMPへ変換することを明らかにした 3)。
さらに、研究代表者らは 8-SH-cGMP が 8-ニ
トロ-cGMP と同様にタンパク質のシステイ
ン残基と反応し、システイン残基に S-cGMP
を付加する翻訳後修飾（S-S-グアニル化）を
行うことを見出した。S-S-グアニル化は S-グ
アニル化と異なり、酸化されたシステイン残
基を標的とすること、および、還元反応によ
る可逆性を有することなどを予備的に分か
ってきたことから、S-S-グアニル化は S-グア
ニル化とは異なるシグナル伝達に関わるこ
とが予想される。 
 
 
２．研究の目的 
 新規環状ヌクレオチド 8-SH-cGMP の生体
内生成メカニズムとそのシグナル伝達機能
の解明を目指し、8-SH-cGMP の生成動態の解
析と S-S-グアニル化反応機構と標的タンパク
質を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）生体内 8-SH-cGMP の生成動態の解析 
濃度既知の安定同位体標識 8-SH-cGMP を調
製し、質量分析装置（LC−MS/MS）と安定同
位体希釈法を用いた 8-SH-cGMP 定量的解析
システムを構築した。この方法を用いてマウ
スの脳、心臓、肝臓、腎臓、さらにリポ多糖
と炎症性サイトカインにより刺激したラッ
トグリオーマ細胞 C６細胞株における
8-SH-cGMP 生成レベルを定量的に解析した。 
（２）8-SH-cGMP 生成機構の解析 
シスチンを基質に組換え CSE により生成さ
れるシステインパースルフィドによる 8-ニ
トロ-cGMP の代謝機構について、LC-MS/MS
を用いたメタボローム解析を行った。 
（３）S-S-グアニル化反応機能の解明 
S-ポリチオール化モデルタンパク質として組
換えグリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロ
ゲナーゼ（GAPDH）と 8-ニトロ-cGMP によ

る反応を抗 RS-cGMP 抗体を用いたウェスタ
ンブロット法により検討した。一般に、タン
パク質 S-グアニル化は還元剤に耐性を示す
不可逆的な翻訳後修飾である。しかし、S-S-
グアニル化は dithiothreitol などの還元剤処理
により、ジスルフィド結合が切断されること
が 予想される。そこで、還元剤処理の有無
により、S−S−グアニル化を検出・解析した。 
（４）S−S−グアニル化タンパク質の同定 
親電子性アルキル化剤である Methylsulfonyl 
Benzothiazole (MSBT)と CN-ビオチンを用い
たビオチンスイッチアッセイ(tag switch-tag 
assay)と LC-Q-TOF を用いたプロテオーム解
析により、S-ポリチオール化タンパク質を同
定した。 
 
４．研究成果 
(1) 生体内における8-SH-cGMPの生成動態の
解明 
LC-MS/MSと安定同位体希釈法を用いた
8-SH-cGMP定量的解析システムにより、マウ
ス各組織における8-SH-cGMP生成レベルを定
量化した。その結果、腎臓以外の組織におい
てcGMPを超えるレベルで8-SH-cGMPが生成
されていることが示された。さらに、リポ多
糖と炎症性サイトカインで刺激したC6細胞株
において、刺激時間依存的に8-SH-cGMPの生
成が増加することが定量的に示された（図１）。
また、リポ多糖と炎症性サイトカインで刺激
したC6細胞株の8-ニトロ-cGMPと8-SH-cGMP
生成タイムプロファイルの相関関係が示唆さ
れた。 

 
（２）8-SH-cGMP生成機構の解明 
研究代表者らは、8-ニトロ-cGMPの代謝機構
にCBSやCSEが深く関与していることを報告
してきたが、その詳細な機構については不明
な点が多く残っている。そこで、8-SH-cGMP
生成機構を解析するためにLC−MS/MSを用い
たCBS、CSE酵素反応におけるメタボローム
解析を行った結果、CBS、CSEはシスチンを
基質にCSリアーゼ活性により、システインの
チオール基にイオウ原子が付加したシステイ
ン（ヒドロ）パースルフィドと呼ばれる活性
イオウ分子種を非常に効率よく生成すること
が示された。さらに生体内ではシステインパ
ースルフィドだけでなく、グルタチオンなど
のチール基が過イオウ化したグルタチオンパ
ースルフィドなどが高いレベルで生成されて
いることがわかった。活性イオウ分子種は、
過剰なイオウ分子の付加により、システイン
などの単純なチオール化合物に比較して、よ



り強い求核性を有していることが示唆される
（図２）。そこで、これらシステインパースル
フィドによる８−ニトロ-cGMPの代謝を検討
した結果、非常に効率よく8−ニトロ-cGMPを
8-SH-cGMPへと代謝されることが示された
（図３）。これらの結果より、活性イオウ分子
種が真の8-ニトロ-cGMP代謝活性本態である
ことが示され、活性イオウ分子種はその高い
求核性により、生体内の親電子物質の代謝に
深く関与していることが示唆され、レドック
スシグナルの重要なエフェクター分子として
機能することが示唆された。 

 
（３）新規タンパク質翻訳後修飾S-S-グアニ
ル化反応機構の解明 
低分子システイン残基だけでなく、タンパク
質システイン残基も過イオウ化(タンパク質
S-ポリチオール化)されていることがわかっ
てきた。そこで、S-ポリチオール化モデルタ
ンパク質としてグリセルアルデヒド3-リン酸
デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を用いて、8-ニ
トロ-cGMPによるS-S-グアニル化を検討した。
その結果、還元剤処理により制御される可逆
的翻訳後修飾S-S-グアニル化を特異的に検出
した。これらの結果より、S-S-グアニル化は
細胞内レドックスにより制御されることが示
唆された。 
 

（４）8-SH-cGMPによるS-Sグアニル化タンパ
ク質の同定 
S-ポリチオール化タンパク質と8-ニトロ
-cGMPとの求核置換反応により、S-S-グアニ
ル化が形成されることがわかってきた。そこ
で、ポリチオール化タンパク質を特異的に検
出するtag switch tag法を構築した。このプロテ
オーム解析によりGAPDHをはじめとする
様々なS-ポリチオール化タンパク質を同定し
た。実際、同定したS-ポリチオール化タンパ
ク質のなかには、S-ポリチオール化モデルタ
ンパク質として用いたGAPDHなどレドック
ス関連タンパク質が同定された。これらの結
果より、レッドクスシグナル伝達に関与した
様々なタンパク質がS−ポリチオール化されて
いることが示され、S−ポリチオール化を介し
たレドックス制御機構が示唆された。 
 
本研究を進める中で発見された活性イオウ分
子種は生体内で極めて高い抗酸化活性を発揮
することを発見し、今後、酸化ストレスに関
連する多くの疾患の新しい予防法・診断法・
治療法の確立へ大きく貢献するものと期待さ
れる。本研究の一部は、PNAS誌に掲載され4)、
同誌のCommentaryやChemical Research in 
Toxicology誌のSpotlight等で取り上げられた
他、科学論文データベースWeb of Scienceの高
頻度引用文献およびホットペーパーに選ばれ
るなど、世界的に注目を浴びている。 
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東北大学大学院医学系研究科環境保健医学
分野ホームページ 
http://www.toxicosci.med.tohoku.ac.jp/index.htm
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