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研究成果の概要（和文）：8-Nitro-cGMPは、ユニークな蛋白質翻訳後修飾（S-グアニル化）により、活性酸素シグナル
の２次メッセンジャーとして機能している。本研究ではS-グアニル化蛋白質を網羅的に同定できる新規プロテオミクス
法を構築し、複数のS-グアニル化標的蛋白質を同定し細胞機能変化への関与を明らかにした。また、システイン代謝酵
素であるcystathionine beta-synthase, cystathionine gamma-lyaseが、活性イオウ分子種の生成を介して、親電子で
ある8-nitro-cGMPをスルヒドリル化し、S-グアニル化によるシグナルを制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：8-Nitro-cGMP functions as a second messenger for ROS signaling via protein S-guany
lation, a unique posttranslational protein thiol modification.  In this study, new methodology was develop
ed for identification of S-guanylation proteome.  Several ROS sensor proteins were identified and examined
 for their impacts of S-guanylation on cellular functions.  We further identified that metabolic regulatio
n of 8-nitro-cGMP via sulfhydration to form 8-SH-cGMP mediated by reactive sulfur species generated by cys
tathione beta-synthase and cystathione gamma-lyase systems.

研究分野：
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１． 研究開始当初の背景 
 活性酸素は、酸化ストレスを介した毒性因
子としてだけでなく、精密に制御されたシグ
ナル伝達機能の担い手であることが明らかに
なり、多彩な生理機能の制御分子としての側
面に大きな注目が集まっている。活性酸素・
一酸化窒素（NO）が生成すると、細胞内のセ
ンサー蛋白質（レセプター）が活性化され、
さらに下流のエフェクター分子へとシグナル
が伝えられる。この様な活性酸素シグナルに
関わるセンサー・エフェクター分子群は、細
胞の主要なストレス応答システムを構築して
いると考えられていたものの、そのシグナル
伝達機構の詳細（例えば、センサーと直接反
応するのか？あるいは、二次メッセンジャー
の生成をもたらすのか？など）は、ほとんど
分かっていなかった。研究代表者は、長年、
活性酸素や NO の関わる分子病態とシグナル
伝達機構の解明に取組み、そのなかで生体の
酸化ストレスに対する適応応答のシグナル伝
達に関与する NO の全く新しい二次メッセン
ジャーを発見した。すなわち、NO の二次メッ
センジャーである cGMP が、活性酸素と NO
の作用によりニトロ化を受け、新規二次メッ
センジャーである 8-nitro-cGMP が生成するこ
とを明らかにした。 
 
 さらに、8-nitro-cGMP による特筆すべきシ
グナル伝達機序として、8-nitro-cGMP が細胞
内の酸化ストレスセンサー蛋白質（Keap1 等）
の Cys チオール基と反応して、これまで知ら
れていなかった蛋白質翻訳後修飾である
cGMP 付加体形成を介してセンサー蛋白質を
活性化することが分かった。我々は、この様
なユニークな蛋白質翻訳後修飾を Protein 
S-guanylation（蛋白質 S-グアニル化）と命名
した。活性酸素やフリーラジカルは、生体内
でミリ秒〜数秒程度の短寿命な活性分子であ
る。それに比べ、8-nitro-cGMP は遥かに安定
であり、また蛋白質チオール基と効率よく反
応 し そ の 機 能 を 制 御 す る 。 従 っ て 、
8-nitro-cGMP は、細胞の活性酸素シグナル伝
達において極めて重要な生理機能を発揮して
いると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本計画研究課題では、8-nitro-cGMP などの
新規シグナル分子による活性酸素センシング
とセンサー蛋白質の有する機能モジュールの
制御機構解明、さらに、未知の活性酸素シグ
ナルセンサーの探索・同定に向けた『蛋白質
S-グアニル化プロテオミクス』研究を推進し
た。 
 
３．研究の方法 
 新規シグナルリガンドである 8-nitro-cGMP
をモデル分子として、活性酸素シグナルセン
サーの同定と構造・機能を解析した。具体的
には、特異的 S-グアニル化抗体を用いた S-グ
アニル化ペプチドの分離と液体クロマトグラ

フィー−タンデム質量分析（LC-MS/MS）を駆
使した S-グアニル化プロテオミクスを構築し、
それによって活性酸素センシングモチーフと
機能性モジュールの同定を目指した。さらに、
活性酸素シグナルのセンサーとして機能して
いる未同定の蛋白質を S-グアニル化プロテオ
ミクスにより探索した。一方、グアニル化シ
ステムの制御因子の探索を行い、S-グアニル
化シグナルの可逆性について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）S-グアニル化プロテオミクスの確立 
8-Nitro-cGMP（図 1A）による細胞内 S-グアニ
ル化（図 1B）の標的蛋白質を同定するために、
プロテオミクスに基づいた解析手法を確立し
た。具体的には、培養細胞や動物組織、ある
いは 8-nitro-cGMP 処理した生体試料を２次元
電気泳動にて分離した後、Western blot にて S-
グアニル化蛋白質のスポットを決定した。当
該スポットに局在する蛋白質をアクリルアミ
ドゲルより切り出し、ゲル内消化を行った後
に蛋白質成分を抽出し、そのペプチド断片の
配列解析より、標的蛋白質を同定した。本 S-
グアニル化プロテオミクスにより、標的蛋白
質ならびに S-グアニル化部位の同定が可能と
なった。 

 
（２）8-Nitro-cGMP の高感度検出法の確立 
 細胞内での 8-nitro-cGMP の生成メカニズム
を明らかにするために、8-nitro-cGMP の特異
的かつ高感度な定量法（安定同位体希釈法-質
量分析法）を確立した。この定量法を用いて、
誘導型 NO 合成酵素の発現誘導刺激（リポ多
糖と炎症性サイトカイン）をした細胞におい
て、40 μM を超える 8-nitro-cGMP が生成する
ことを明らかにした。これは cGMP の細胞内
濃度を大きく凌ぐものであり、8-nitro-cGMP
が細胞内の主要な環状ヌクレオチドの一つで



あることが明らかになった。 
 
（３）Keap1 シグナル（S-グアニル化）モチ
ーフの決定 
 抗 S-グアニル抗体によるウエスタンブロッ
トにより、リポ多糖とサイトカインによる刺
激後の C6 細胞における Keap1 の S-グアニル
化を解析した。さらに質量分析を用いて
Keap1 の S-グアニル化を受けるシステイン残
基の同定を行った。その結果、8-nitro-cGMP
の生成に伴い細胞内の Keap1 の S-グアニル化
が著明に増加することが分かった。また、
Keap1 の S-グアニル化は、Keap1 と Nrf2 の結
合領域の近傍に存在する特定のシステイン残
基（Cys434）に起こっていることが明らかに
なった。 
 
（４）ミトコンドリア S-グアニル化蛋白質の
解析 
ミトコンドリアに存在する蛋白質のチオール
基はその機能発現との関連から還元状態に維
持されているものが多く、そのため活性酸素
により機能修飾を受けやすいことが示唆され
ている。そこでミトコンドリアにおける S-グ
アニル化感受性蛋白質について上記プロテオ
ミクス法にて解析した。その結果、内因性に
S-グアニル化される蛋白質として、ミトコン
ドリア熱ショック蛋白質である HSP60, 
stress-70 protein を同定した。また、HSP60 の
S-グアニル化がミトコンドリアの膜透過性を
亢進し、ミトコンドリア内で生成した活性酸
素の細胞質内への放出が促進されることがわ
かった。今回の結果は、これまでその分子実
態が不明であった酸化ストレス依存性のミト
コンドリア膜透過性亢進が、HSP60 の S-グア
ニル化によって制御を受けている可能性を示
唆するものであり、インフラマゾームの活性
化など炎症反応の増悪など、今後のさらなる
解析が期待される。 
 
（５）植物気孔閉鎖シグナルにおける
8-nitro-cGMP シグナルの解析 
植物は気孔を通して光合成に必要な二酸化炭
素を取り入れ、水と酸素を放出する。また、
気孔の開閉は病原体に対する感染防御気孔と
しても重要な役割を担っている。我々は、
8-nitro-cGMP がアブシジン酸などの植物ホル
モンによる気孔の閉鎖を誘導するシグナル分
子として働いていることを見出した。その作
用機序として、カルシウム依存性アニオンチ
ャネルの活性化を介して孔辺細胞からアニオ
ンを流出させて気孔を閉じさせていたること
を明らかにした。気孔の開閉を調節すること
ができれば、植物の光合成能力と水分損失を
制御できる可能性が開け、将来的には、食料
生産性の向上、乾燥に強い作物の開発や大気

中の二酸化炭素削減につながるものと期待さ
れる。 
 
（６）8-Nitro-cGMP に対する新しい代謝制御
因子の解析：親電子シグナル制御機構 
8-Nitro-cGMP による蛋白質 S-グアニル化を制
御する機構の分子実態については不明であっ
た。我々は、蛋白質 S-グアニル化に対する効
果を指標とし、RNAi を用いたスクリーニング
を行った結果、システイン代謝に関わるシス
タチオニン β-シンターゼ（CBS）と、シスタ
チオニン γ-リアーゼ（CSE）という酵素をノ
ックダウンすると蛋白質 S-グアニル化が著し
く増強することを見出した。CBS、CSE によ
る 8-nitro-cGMP の制御機構を詳細に解析した
結果、それら酵素から生成したイオウ代謝物
である活性イオウ種が 8-nitro-cGMP を
8-SH-cGMP へと変換し、さらに生成した
8-SH-cGMPが活性酸素によって cGMPへと変
換されることで、8-nitro-cGMP シグナルが収
束していることが分かった。さらに、我々は
このような活性イオウ種として、システイン
チオール基にイオウ原子が付加したパースル
フィド・ポリスルフィド分子を同定した。マ
ウスを用いた解析より、パースルフィドは脳、
心臓、肝臓などあらゆる臓器に豊富に存在す
ることが示された。以上の結果より、パース
ルフィドは活性酸素・親電子物質の代謝を司
る極めて重要な活性イオウ分子として機能し、
酸化ストレス制御に密接に関わることが示唆
された。 
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