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研究成果の概要（和文）：炎症刺激（リポ多糖とサイトカイン処理）した細胞では、NADPH オキ

シダーゼ活性に依存して、ミトコンドリアからの活性酸素生成が顕著に亢進することを見出し

た。ミトコンドリア由来活性酸素は、同じく生成が亢進した一酸化窒素（NO）とともに、グア

ニンヌクレオチドを効率良くニトロ化した。これらの知見は、核酸ニトロ化反応が細胞内のレ

ドックス状態を反映するユニークなセンシング機構である可能性を示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）：Inflammatory stimulation with lipopolysaccharide and cytokines 
remarkably augmented reactive oxygen species (ROS) production from mitochondria via 
activation of NADPH oxidase.  Mitochondria-derived ROS together with nitric oxide (NO) 
induced nitration of guanine nucleotides in cells.  These data suggest that guanine 
nitration might function as a unique sensing mechanism representing cellular status of 
redox homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 炎症などで過剰に生成する一酸化窒素（NO）
は、さらに活性酸素（Reactive oxygen species, 
ROS）と反応して化学反応性に富む活性窒素酸
化物（Reactive nitrogen oxide species, 
RNOS）となり、生体分子をニトロ化すること
が知られている。 
 ニトロ化された生体分子は、これまでバイ
オマーカーとしての研究は進んでいたものの、
その生物学的な意義については、不明な点が
多く残されていた。我々は、新規なニトロ化
核酸として、8−ニトログアノシン 3’,5’-環

状 1 リン酸（8−ニトロ cGMP）を同定した
（Nature Chem Biol 2007,3,727-735）。さら
に 8−ニトロ cGMP による特筆すべき新しいシ
グナル伝達機序として、8−ニトロ cGMP が ROS
センサータンパク質のチオール基と反応して、
これまで知られていなかった翻訳後修飾であ
る cGMP 付加体形成を介して酸化ストレス応
答シグナルの制御に密接に関わることを明ら
かにした。このような cGMP 付加修飾をタンパ
ク質 S−グアニル化とよび、生体の酸化ストレ
ス応答の重要な制御機能を担っていると考え
られる。 

機関番号：１７４０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１５９０３１２ 

研究課題名（和文） 核酸ニトロ化修飾による酸化ストレスシグナル制御の分子機構 

                     

研究課題名（英文） Molecular mechanisms of oxidative stress regulation by nucleic acid  

          nitration 

研究代表者 

澤 智裕（SAWA TOMOHIRO） 

熊本大学・大学院生命科学研究部・准教授 

研究者番号：30284756 

 



 
２．研究の目的 
 本研究では、核酸ニトロ化に関わる生体内
ROS 産生メカニズムを明らかにする。この知
見に基づき、酸化ストレスシグナル伝達にお
ける核酸ニトロ化の役割とその機能制御メカ
ニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）化学特性の異なる様々な活性窒素酸化
物とグアニン関連核酸化合物を反応させ、生
成するニトロ化合物をクロマトグラフィー、
質量分析法にて解析した。 
（２）C6 ラットグリオーマ細胞を、リポ多糖
とサイトカインで刺激した炎症細胞モデルを
作成した。この細胞内に生成する NO、ROS を
蛍光プローブを用いて解析した。さらに NO, 
ROS の生成と細胞内に生成する 8−ニトロ cGMP
の関係を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）今回調べた活性窒素酸化物のうち、パ
ーオキシナイトライトと、亜硝酸イオン／過
酸化水素／ミエロパーオキシダーゼに強力な
核酸ニトロ化を認めた。 
（２）パーオキシナイトライトによるニトロ
化は、グアノシンヌクレオチドのリン酸構造
に大きく依存し、その効率は、GTP > GDP > GMP 
> cGMP の順となった。GTP は細胞内に豊富に
存在するヌクレオチドであり、活性窒素酸化
物の良い標的となりうることが示された。 
（３）炎症刺激した C6 細胞では、NADPH オキ
シダーゼ活性の亢進と、ミトコンドリアから
のスーパーオキシド生成が亢進していた。こ
の細胞では、8−ニトロ cGMP の生成が顕著に亢
進していた。 
（４）8−ニトロ cGMP の細胞内生成は、NADPH
オキシダーゼの siRNA ノックダウン、および
活性酸素消去酵素（スーパーオキシドディス
ムターゼ、カタラーゼ）処理により抑制され
た。一方、ミトコンドリアの電子伝達複合体
３をロテノンにより阻害すると、８−ニトロ
cGMP 生成は亢進した。 
（５）以上の結果から、炎症刺激した細胞内
におけるニトロ化核酸の精製は、NO の産生と
ともに、(i)ROS の産生が必須であること、
(ii)ROS の産生源として、NADPH オキシダーゼ
とミトコンドリアが重要であること、が明ら
かとなった。８−ニトロ cGMP は、このような
ROS の過剰産生に対して酸化ストレス応答を
誘導し、細胞内のレドックス状態の恒常性を
維持させる重要なシグナル分子として機能し
ている可能性が示唆された。 
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