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研究成果の概要： 
（１） 我々が開発した新規ニトロ化ストレスマーカーである６−ニトロトリプトファンのマー

カーとしての有効性を確立するために、炎症惹起ラットで特異的抗体と LC-MS/MS に

より検出したところ、Triosephosphate isomerase、Malate dehydrogenase などが候

補タンパク質として上がった。 
（２） 一方、心臓ミトコンドリア、大動脈血管核画分のニトロチロシンが２５週齢

の自然発症高血圧ラットの非運動群で増加し、１０週間の自発運動トレーニ

ング群では減少した。一方、両組織の運動群のミトコンドリアで MnSOD が特

異的に上昇していたので、これがニトロチロシン生成の抑制に関与すると推

定された。大脳皮質の各画分のニトロチロシンも測定したが、顕著な違いは

見られなかった。現在、２５週齢心臓のミトコンドリア画分を用いて、ニト

ロチロシン修飾タンパク質を LC-MS/MS を用いたプロテオミクス解析で検討

している。大動脈血管においては、ミトコンドリアの MnSOD 量、活性とも

２５週齢で減少し運動群で上昇するという、これも心臓類似の結果を得た。  
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１．研究開始当初の背景 
生体における生体物質の酸化修飾は、活性酸

素がその原因となることは以前から知られ

ていたが、近年一酸化窒素と活性酸素に由来

する活性窒素種によるニトロ化と酸化も大

きく寄与する事が明らかにされた。一方、運
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動に伴い生体物質が酸化修飾されることに

ついては多くの研究がなされてきたが、タン

パク質の酸化修飾に関しては解明が遅れて

いる。運動に伴い酸化タンパク質の量などが

変動することが知られているが、実際の酸化

の標的となっているタンパク質が同定され

た例はほとんど無い。また、運動に伴いニト

ロ化がどのように変化するかは全く明らか

ではない。一方、ニトロ化修飾に関しては、

ニトロチロシンの生成が明らかにされてい

たが、我々はニトロトリプトファンも生成す

る事をモデルタンパク質で明らかにしてい

る。また、ニトロトリプトファンに対する特

異的ポリクロナル、モノクロナル抗体も既に

開発している。今回のこの新しいニトロ化マ

ーカーの生体系への応用は初めての試みで

ある。さらに、近年修飾タンパク質の解析と

して、プロテオミクス解析法が盛んだが、そ

の手法を運動に応用した例はほとんど見ら

れない。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が見いだした新しいニトロ

化マーカー・６−ニトロトリプトファンを 
ラットに適用し、その有用性を確かめる事を

第一の目的とする。されに、ラットを対象と

し運動とニトロ化の関係、また、近年その進

展が著しい修飾タンパク質のプロテオミク

ス解析法を駆使し、修飾されているタンパク

質の同定を試みる事を第二の目的とする 
 
３．研究の方法 
 
(1) ＬＰＳを 20 mg/kg 腹腔内投与し、ラット

から各種臓器を摘出後、可溶性画分のタンパ

ク質を調製し、2 次元電気泳動後、ウェスタ

ンブロット法で特異的抗体を用い６-ニトロ

トリプトファンを検出後、トリプシン分解ペ

プチドを LC-MS/MS で解析した。 
 
(2) 運動の効果のモデルとしては、自然発症

高血圧ラット(SHR)への自発運動トレーニン

グを用いた。高血圧発症前の５週齢と発症時

の 15 週齢をコントロールとし、自発運動ト

レーニングをその後 10 週間続けた群と運動

をしない群を比較した。各群から、心臓、大

動脈血管、脳、腎臓等を単離し、細胞分画を

行う。酸化傷害マーカーとして、脂質過酸化

のマーカー４−ヒドロキシノネナール(HNE)
を、またニトロ化ストレスマーカーとして３

−ニトロチロシンを選び、我々が開発した蛍

光イムノアッセイ法でそれらの量を測定す

る。さらに、抗酸化酵素として銅・亜鉛およ

びマンガンスーパーオキシドジスムターゼ

の酵素量と活性を、また一酸化窒素合成酵素

の量と活性を測定した。さらに、ニトロチロ

シンの抗体を用い、反応したスポットについ

てトリプシン分解後、LC-MS/MS でタンパク

質の同定を行う。 
 
４．研究成果 

 
(1) 腎臓を用いた解析では、投与後 12 時間

後に、iNOS の顕著な発現誘導が見られた。

また、12 時間群おける 2 次元電気泳動後のウ

ェスタンブロットで、6-NO2Trp 含量が増加

したスポットがいくつか検出された。そのス

ポットの３つの異なる LC-MS/MS システム

で解析したところ、ミトコンドリアの malate 
dehydrogenase を coverage 24% ~ 46%で、

ま た triosephosphate isomerase を

coveraged 20 ~ 40 %同定された。それ以外に

も coverage は落ちるが８種類のタンパク質

が同定された。しかしながら、MS/MS でニ

トロ化を受けている事が確されたトリプト

ファン残基は同定出来なかった。そのために

は免疫沈降等を応用し、修飾ペプチドの濃縮

が必要と思われ、現在その手法を確立中であ

る。 
 
(2)  

①高感度蛍光イムノアッセイおよび組織染

色を用いて高血圧発症後１０週間である２

５週齢の非運動群ラットにおいて、心臓およ

び大動脈血管の画分のうち、それぞれミトコ

ンドリアと核画分においてニトロチロシン

量が増加し、運動群ではその増加が抑制され

ることを見いだした。また、大動脈血管の

HNE も同様の傾向が見いだされた。更に、

大脳皮質においては、ミトコンドリア画分の

ニトロチロシンが５週齢に比較して２５週

齢運動群のみが有意な低下を示した。細胞質

のＨＮＥは運動群で有意な低下が見られた。 

 

② 心臓におけるニトロ化・酸化に関与する

酵素群のうち、ＮＯ合成酵素と Cu,Zn-および

Mn-スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)の



 

 

変動を Western blot 及び活性測定で検討し、

運動に伴い Mn-SOD が上昇することを見いだ

した。この上昇はその他、活性酸素産生をお

こなう酵素に関しても検討を行った。銅・亜

鉛 SOD は２５週齢非運動群で活性・酵素量と

も減少し、そのことが２５週齢非運動群での

ミトコンドリア画分のニトロチロシンの増

加に関与していると考えられた。また、ニト

ロチロシンの生成に深く関わる一酸化窒素

合成酵素（NOS）の活性と酵素量もけんとう

したが、細胞質画分において２５週齢非運動

群でのＮＯＳ活性の有意な上昇を見いだし

ており、これもニトロチロシンの上昇に関与

している事が推定された。 

 

③大動脈血管においても、ミトコンドリアの

MnSOD は活性・酵素量とも２５週齢非運動群

で減少し、運動群で増加が見られた。大脳皮

質においては、銅・亜鉛 SOD も MnSOD も２５

週齢非運動群も運動群も何れも５および１

５週齢群より高い酵素量を示したが運動に

よる変化は無かった。 

 

④ 最も顕著にニトロチシンが検出され運

動効果が見られた、心臓ミトコンドリア画分

を用い、２次元電気泳動後 Western Blot を

行い、市販のニトロチロシン抗体を用い、陽

性のスポットをトリプシン分解し、LC-MS/MS

で、修飾タンパク質を現在解析中である。 
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