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研究成果の概要（和文）：S-ニトロソグルタチオン還元酵素(GSNOR)の役割を解明するために、敗血症モデルの
心臓を用いてGSNOR　KOマウスにおいて上昇するS-ニトロソ化タンパク質を網羅的に解析した結果、多くのミト
コンドリアタンパク質やシャペロンタンパク質群が顕著に上昇していることを明らかにし、そのうちのミトコン
ドリア局在シャペロンタンパク質Xが実際にS-ニトロソ化されていた。また、GSNORが高発現しているマクロファ
ージの解析では、GSNOR KO由来マクロファージにおいて抗炎症・抗破骨細胞分化作用を認め、そのメカニズムと
してNF-κBやc-Fosといった分子の変化が重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the role of S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR), we
 comprehensively analyzed S-nitrosated protein in GSNOR KO mice using the heart of a sepsis model. 
As the results, we found numerous mitochondrial proteins and chaperone proteins which were markedly 
elevated in GSNOR KO mice, and among them mitochondrial localized chaperone protein X was actually S
 - nitrosated. In the analysis of macrophages in which GSNOR is highly expressed, the 
anti-inflammatory/anti-osteoclast differentiation effect was observed in GSNOR KO-derived 
macrophages, and the change in molecules such as NF-κB and c-Fos was important as a molecular 
mechanism. Our study identified two diametrically opposed function of GSNOR. GSNOR deficiency acts 
as anti-inflammatory properties on macrophage, while in heart GSNOR deficiency might be required for
 inflammation. Our results provide further insight into how a single protein can either function as 
inflammatory-promotor or inflammatory-suppressor.

研究分野： 細胞生化学
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトの炎症性疾患では炎症時に誘導され

てくる誘導型一酸化窒素(NO)合成酵素

(iNOS)により産生される NO により惹起され

る機能障害や S-ニトロソ化タンパク質の上

昇が病態進展に深く関与していると考えら

れている。過剰に産生された NO は細胞内グ

ルタチオン(GSH)に付加され、GSNO として安

定な状態になり、NO 供与体として存在する。

一方で、S-ニトロソグルタチオン還元酵素

（GSNOR）は細胞内GSNO代謝に関与しており、

実際に GSNOR 欠損マウスの細胞内 GSNOR 濃度

は高値を示すことが知られている。これまで、

GSNOR の様々な機能が報告されおり、申請者

の共同研究グループでもGSNOR心臓特異的過

剰発現マウスにおいて敗血症による心筋障

害を改善することを報告している (Ships PY 

et al., Am. J. Physiol. Heart Circ. 

Physiol., 304, 2013)。このことから、心臓

においてGSNORは何らかのタンパク質を脱ニ

トロソ化することにより心保護作用に働い

ている可能性を示唆しおり、GSNOR 制御タン

パク質の網羅的解析を行い、疾患に関わる分

子を同定するために、本研究課題を提案する

に至った。 

 
２．研究の目的 

 敗血症性心筋障害は発症早期より認めら

れる所見で、炎症性サイトカインの産生が大

きな役割を担っている。敗血症早期により放

出される TNF-αや IL-1βは主にマクロファ

ージから分泌されるが、しかしながら、心筋

細胞からも分泌されることが報告されてい

る。これら炎症性サイトカインは相乗的に心

機能を抑制するが、これらのサイトカインは

比較的早い段階で収束するため、敗血症で蔓

延する心機能障害はこれらのサイトカイン

だけでは説明がつかない。心機能障害に関与

する候補分子として NO や ROS が考えられて

いることから、本研究では NO を制御するこ

とにより敗血症を治療するということを考

え、本研究では S-ニトロソ化タンパク質や

GSNO から NO を取り除く酵素である GSNOR に

焦点をあて、心臓あるいは炎症系細胞（特に

マクロファージ：心臓に浸潤しているクロフ

ァージを想定）における意義の解明を目的と

した。 

 
３．研究の方法 

（1）GSNOR KO マウスで増加する S-ニトロ

ソ化タンパク質の網羅的解析 

野生型マウスと GSNOR 遺伝子欠損マウス

（それぞれ 8 週令、♂）に LPS を 10 mg/kg

の濃度で腹腔内投与し、6 時間後の各種臓器

を回収した。また、心臓においてはサンプル

を Fluorescence Switch Assay (MEM method)

で調整した後、2 次元電気泳動法にて分離し

た。GSNOR KO 心臓において増加するニトロソ

化タンパク質をピックアップし、LC-MS/MS 解

析することにより候補分子を同定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)GSNOR の炎症における役割解明 

 野生型マウスと GSNOR 遺伝子欠損マウス

（それぞれ 8 週令、♂）の骨髄から 10ng/ml 

M-CSF 処理によりマクロファージを調整し、1

μg/mL LPS 24 時間刺激することにより炎症

を惹起させた。また、得られたマクロファー

ジは一部 100 ng/mL sRANKL で処理すること

により破骨細胞へ分化させ、これらの細胞を

用いて GSNOR の炎症細胞における役割を解

析した。 
 



４．研究成果 

（１）GSNOR KO マウス各種組織を用いた解析 

 ①野生型マウスとGSNOR遺伝子欠損マウス

（それぞれ 8 週令、♂）に LPS を 10 mg/kg

の濃度で腹腔内投与し、6 時間後の各種臓器

（脳・肺・心臓・肝臓・腎臓・小腸）を回収

した後、各種サイトカイン産生を測定した。

WT マウスにおける GSNOR 発現全ての臓器で

認められたが、肝臓、腎臓、心臓における発

現が高かった。LPS 刺激による TNF-αおよび

IL-1β産生は WT マウスの各種臓器で上昇し

たが、GSNOR KO マウスの組織において抑制さ

れる傾向にあった。興味深いことに IL-6 産

生は WT マウスの LPS 刺激した心臓において

のみ顕著な上昇が認め、GSNOR KO マウスにお

いて更なる上昇が認められたことから、心臓

における IL-6 産生は GSNOR により負に制御

されている可能性が示唆された。 

 ②野生型マウスとGSNOR遺伝子欠損マウス

（それぞれ 8週令、♂）に LPS を 10mg/kg の

濃度で腹腔内投与し、6 時間後の心臓を回収

した。その後サンプルをFluorescence Switch 

Assay (MEM method)でニトロソ化タンパク質

のみを検出できるようにしたものを、2 次元

電気泳動法にて分離した。その結果、GSNOR KO

の LPS処理した心臓において増加するニトロ

ソ化タンパク質を多数検出することができ

た。 

 

 

 

 

 

 

これらのスポットのLC-MS/MS解析した結果、

ミトコンドリアタンパク質やシャペロンタ

ンパク質など興味深いタンパク質を見出す

ことができた。このうち、ミトコンドリアタ

ンパク質に局在するシャペロンに関して、実

際にGSNOR心臓においてニトロソ化が上昇さ

れていることを明らかにしている。現在、こ

の候補分子のノックダウン系および過剰発

現系の解析が進行中である。 

 

（２）GSNOR KO マウス由来マクロファージを

用いた解析 

 ①これまで、マクロファージにおいて

GSNOR が高発現していることを明らかにして

おり、心臓におけるサイトカイン産生を担っ

ているマクロファージでの機能について検

討した。野生型マウスと GSNOR 遺伝子欠損マ

ウス（それぞれ8週令、♂）の骨髄から10ng/ml 

M-CSF 処理によりマクロファージに分化させ

たものを用い、1μg/mL LPS 24 時間刺激する

ことにより炎症を惹起させ、各種炎症性サイ

トカイン産生を検討した。その結果、WTマウ

ス由来マクロファージにおけるサイトカイ

ン産生は顕著に上昇したのに対し、GSNOR 

KO マウス由来マクロファージでは炎症性サ

イトカインおよび mPGES-1 や iNOS などの炎

症性分子の発現が顕著に抑制されているこ

とが明らかになった。GSNOR KO マウスによる

抗炎症作用のメカニズムを詳細に解析した

ところ、GSNOR KO マウスによる抗炎症作用は

NO消去剤であるCarboxyPTIO処理により回復

したことから、GSNOR KO マウスでは細胞内

GSNO 濃度が上昇していることが考えられ、こ

のことが抗炎症作用に起因している可能性

を考えている。さらに、通常状態の GSNOT KO

マウスの NF-κB p65 Ser536 のリン酸化の程

度は WT マウスと比較して顕著に抑制してい

たことから、このことが GSNOR KO マウスの

抗炎症に関与している可能性が示唆された。

おそらく NF-kB p65 のニトロソ化とリン酸化

による制御機構が同時に存在し、これらのバ

ランスにより炎症反応がコントロールされ

ており、NF-κB p65 の新たな活性化制御機構

として今後詳細に解析を進めることも計画

している。 

  ②野生型マウスと GSNOR 遺伝子欠損マウ



ス（それぞれ 8週令、♂）の骨髄から 10ng/ml 

M-CSF 処理によりマクロファージに分化させ、

さらに 100 ng/mL sRANKL で処理することに

より破骨細胞へ分化させ、これらの細胞を用

いて GSNOR の破骨細胞分化における役割を

検討した。WTマウス由来マクロファージ細胞

では sRNAKL 刺激により破骨細胞分化が誘導

されたのに対し、GSNOR KO マウス由来マク

ロファージでは sRANKL による破骨細胞分化

が顕著に抑制された。さらに、破骨細胞分化

に重要な役割を担っている c-Fos や NFATc1

などの分子の挙動を検討したところ、GSNOR 

KOマウス細胞においてc-Fosの発現抑制ある

いは細胞内局在（核内への移行）が顕著に変

動していた。これらのことから、GSNOR KO で

は破骨細胞分化が抑制されていることが明

らかになった。これらのことは、GSNOR 活性

低下に基づくニトロソ化タンパク質の上昇

に起因したものと考えている。 

 

 以上の結果は、GSNOR は心臓において心保

護作用に働いている一方で、マクロファージ

におけるGSNORは炎症や破骨細胞分化を促進

することを示唆しており、これまでの知見に

おける GSNOR タンパク質の組織・細胞により

正の制御と負の制御をあわせもつ多様性を

反映しているものと考えている。今後はこの

知見を考慮した上でより詳細な検討を行う

予定である。 
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