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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素および活性酸素種のセカンドメッセンジャーとして発見された
8-nitro-cGMPの骨・軟骨における8-nitro-cGMPの生成・機能を解明を目指した。従来、cGMP依存的に骨伸長が誘
導されることが知られていたが、我々は、成長板の増殖軟骨層で生成した8-nitro-cGMPが軟骨細胞増殖を促進し
骨伸長を促すことを見出した。さらに、破骨細胞前駆細胞では、炎症性サイトカインにより8-nitro-cGMPの生成
が亢進すること、生じた8-niotro-cGMPが破骨細胞分化を促進することを明らかにした。これは、炎症性骨吸収
のメカニズムの一部を説明するものである可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We investigated the production and functions of 8-nitro-cGMP, a novel second
 messenger of nitric oxide and reactive oxygen species, in the cartilage and bone tissues. It had 
been accepted that cGMP is a mediator of bone growth. In this study, we found that not only cGMP but
 also 8-nitro-cGMP was produced in chondrocytes in the growth plate cartilage. In addition, 
8-nitro-cGMP promoted the proliferation of chondrocytes in the growth plates, which caused 
enhancement in bone growth. Secondly, we found that production of 8-nitro-cGMP in osteoclast 
precursor cells after exposure to inflammatory cytokines. Since 8-nitro-cGMP was found to promote 
osteoclast differentiation, it is suggested that inflammatory bone resorption is explained, at least
 in part, by increased production of 8-nitro-cGMP under inflammatory conditions.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
骨は、未分化間葉系細胞から骨芽細胞が誘導

され骨基質を行う膜性骨化と未分化間葉系細胞
から分化した軟骨細胞が骨の原器を形成し骨に
置換される内軟骨骨化の２つ経路によって形成
される。さらに形成された骨は、破骨細胞による
骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返す骨リ
モデリングにより常に改造されている。閉経、老
化、不動、さらに関節リウマチや歯周病などの炎
症性疾患により骨吸収が優位になると、骨量の
減少が起こる(Nat Med, 2007)。これまでにも、骨
のモデリングとリモデリングを一酸化窒素（NO）
および活性酸素種（ROS）が調節するという報告
が多い[雑誌論文 1]。例えば、NO ドナーによる
骨吸収抑制と骨形成促進 (J Bone Miner Res, 
2000 など)、骨芽細胞の増殖・分化の促進と破骨
細胞分化誘導因子 RANKL の発現低下 (Am J 
Pathol, 2001; Endocrinology, 2004)、ROS による
破骨細胞分化促進、骨密度低下 (J Bone Miner 
Metab, 2015 など)が報告されている。その一方
で、NO による破骨細胞分化促進と抑制の報告
があるなど (J Bone Miner Res, 2017; Nitric 
Oxide, 2009)、NO や ROS 骨代謝調節機序は不
明な点が多い[雑誌論文 22]。 
赤池(研究分担者)は、NOと ROSの下流シグナ

ル分子 8-ニトロ-cGMP を発見し、さらに 8-ニトロ
-cGMP によるタンパク質-S-グアニル化によるシ
グナル伝達を報告した(Nat Chem Biol, 2007)。ま
た、システイン(Cys-SH)やグルタチオン(GSH)等
の SH 基に過剰にイオウ原子が結合したパース
ルフィド/ポリスルフィドといった活性イオウ分子
種（RSS）が 8-ニトロ-cGMP の分解を担うことを明
らかにした (Nat Chem Biol, 2012; Proc Natl 
Acad Sci USA, 2014)。種々の組織における 8-ニ
トロ-cGMP の生物活性の解明は進んでいるが
(Nitric Oxide, 2013 など多数)、骨モデリング・骨
リモデリングにおける役割は不明のままだった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、骨・軟骨を形成する細胞群（軟骨細
胞、骨芽細胞、破骨細胞、骨細胞）における
8-ニトロ-cGMP の生成および生理機能を明らか
にし、さらに病的骨代謝における 8-ニトロ
-cGMP の役割を解明しすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)	硬組織構成細胞における 8-ニトロ-cGMP
の生成 
骨・軟骨を構成する細胞（軟骨細胞、骨芽細
胞、破骨細胞、骨細胞）および骨・軟骨組織
における8-ニトロ-cGMPの生成を免疫化学的
方法および質量分析法により解析した。骨伸
長作用が報告されているC型ナトリウム利尿
ペプチド（CNP）、骨形成・骨吸収に影響を持
つ炎症性サイトカインや副甲状腺ホルモン
（PTH）が 8-ニトロ-cGMP の生成におよぼす
効果を解析した。さらに、8-ニトロ-cGMP 依
存的に形成されるタンパク質 S-グアニル化
を免疫化学的に解析した。	
	

(2)	成長板軟骨および軟骨細胞における 8-
ニトロ-cGMP の機能 
マウス胎児脛骨器官培養に 8-ニトロ-cGMP
あるいは cGMP の膜透過型誘導体である 8-ブ
ロモ-cGMP を添加し、骨伸長の計測および成
長板軟骨の組織解析を行った。さらに、初代
培養マウス肋軟骨細胞の増殖・分化に対する
8-ニトロ-cGMP および 8-ブロモ-cGMP の効果
を比較検討した。	
	

(3) 破骨細胞における 8-ニトロ-cGMP の機能 
 破骨細胞分化誘導因子（RANKL）に依存した
マウス骨髄細胞由来マクロファージから破骨細
胞への分化および骨吸収活性に対する 8-ニト
ロ-cGMP およびの 8-ブロモ-cGMP の影響を比
較解析した。	
 
(4) 骨芽細胞における 8-ニトロ-cGMP の機能 
マウス初代培養骨芽細胞の分化・石灰化に
対する 8-ニトロ-cGMP の作用を 8-ブロモ
-cGMP と比較した。 
	
４．研究成果	
(1)	8-ニトロ-cGMP は軟骨細胞の増殖を促進
することで骨伸長を促進した 
 マウス胎児脛骨を CNPで刺激したところ、成長
板軟骨の増殖軟骨細胞で 8-ニトロ-cGMP の生
成が亢進した。そこで初代培養軟骨細胞におけ
る 8-ニトロ-cGMP の生成を質量分析により定量
したところ、CNP による 8-ニトロ-cGMP の著明な
産生亢進が確認された。外来性の 8-ニトロ
-cGMPおよび8-ブロモ-cGMPは器官培養脛骨
の伸長を促進したが、8-ニトロ-cGMP は成長板
軟骨の増殖軟骨細胞層、8-ブロモ-cGMP は肥
大軟骨細胞層の幅をそれぞれ増大させた。8-ニ
トロ-cGMP は成長板増殖軟骨細胞の増殖を促
進したが、8-ブロモ-cGMP にはその作用は観察
されなかった。また、8-ニトロ-cGMP は培養軟骨
細胞の増殖を促進したが、8-ブロモ-cGMP の有
意な増殖促進作用は認められなかった。一方、
8-ニトロ-cGMPは軟骨細胞のⅡ型およびⅩ型コ
ラーゲン、アグリカンの遺伝子発現に影響を与
えなかった。以上より、成長板軟骨の増殖軟骨
細胞で生成する 8-ニトロ-cGMP は増殖軟骨細
胞の増殖を促進することで骨伸長を促進するシ
グナル分子と考えられた[雑誌論文 2, 6；学会発
表 5, 6, 7, 9, 15, 22, 23]。 
 
(2) 8-ニトロ-cGMP は炎症性刺激下における破
骨細胞分化促進因子と考えられた 
 破骨細胞およびその前駆細胞である骨髄マク
ロファージは、NO 合成酵素および NADPH オキ
シダーゼ活性依存的に 8-ニトロ-cGMP および
S-グアニル化タンパク質を生成した。8-ニトロ
-cGMP 生成はインターロイキン-1β（IL-1β）お
よび腫瘍壊死因子-α（TNF-α）の刺激で促進
された。8-ニトロ-cGMPはRANKLの受容体であ
る RANK の発現を上昇させ、破骨細胞分化を促
進した。形成された破骨細胞は骨吸収活性を有
していた。一方、8-ブロモ-cGMP にはその活性



がなかった。したがって、炎症骨吸収の機序の
ひとつに 8-ニトロ-cGMP による破骨細胞分化促
進がある可能性が示唆された[雑誌論文 3]。 
 
(3) 8-ニトロ-cGMP は骨芽細胞の石灰化を抑制
した 
 マウス初代培養骨芽細胞を IL-1βおよび
TNF-αで刺激すると骨芽細胞の形質が失われ、
石灰化が著しく抑制された。この時、骨芽細胞
内では 8-ニトロ-cGMP の生成が亢進していた。
そこで 8-ニトロ-cGMP 存在下に骨芽細胞を培
養すると同様の変化が生じた。一方、8-ブロモ
-cGMPは逆の作用を示した。RSS産生に必要な
酵素である CARS2 の遺伝子をノックダウンしたと
ころ、石灰化が抑制された[論文投稿中]。 
 
(4) 骨細胞における 8-ニトロ-cGMP の生成が確
認された 
	 マウス脛骨の皮質骨内部に存在する骨細
胞で 8-ニトロ-cGMP の生成を確認した。骨細胞
様 Ocy454 細胞も 8-ニトロ-cGMP を生成してお
り、PTH によりそれが促進された[論文投稿中]。 
 
 以上より、8-ニトロ-cGMP は骨のモデリングを
促進するシグナル分子であり、成熟した骨にお
いては、炎症性の骨吸収促進・骨形成抑制によ
る病的な骨量減少に関わる可能性が示唆され
た。骨リモデリングを調節する骨細胞において、
PTH が 8-ニトロ-cGMP の生成を促進することか
ら、生理的な骨リモデリングに関与する可能性が
示唆された。	
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