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研究成果の概要：新規な環状ヌクレオチドである 8－ニトログアノシン 3’,5’-サイクリック一

リン酸（8-ニトロ cGMP）は蛋白質チオール基に対してユニークな翻訳後修飾である蛋白質 S-

グアニル化（蛋白質チオール基に対する cGMP 付加）をもたらす。本研究では、８-ニトロ cGMP

とチオール基の反応機構を解析した。また、蛋白質 S-グアニル化の新しい分析法として、S-グ

アニル化に対する特異抗体と質量分析を組み合わせた S-グアニル化プロテオミクスを開発し

た。 
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１．研究開始当初の背景
（1）8－ニトログアノシン 3’,5’-サイクリ
ック一リン酸（8-ニトロ cGMP）は、一酸化窒
素生成に依存して細胞内に生成する新規な
環状ヌクレオチドであり、蛋白質のチオール
基に対して付加反応を起こし、蛋白質 8－チオ
ール cGMP 付加体を形成する（蛋白質 S-グア
ニル化）。
（2）蛋白質 S-グアニル化の細胞内標的蛋白
質として、酸化ストレスの適応応答の制御に
関わるレドックスセンサーである Keap1 が同
定された。これにより、8-ニトロ cGMP の生
成と、それによる蛋白質 S-グアニル化が、酸

化ストレスの適応応答シグナルに密接に関
わることが示唆された。

２．研究の目的
本研究では、8-ニトロ cGMP とチオール基と
の反応メカニズムを解析するとともに、その
細胞シグナルへの影響を解析することを目
的とした。

３．研究の方法
（1）8-ニトログアノシン誘導体とチオール
との反応メカニズムの解析
8-ニトログアノシン誘導体のチオール基に
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対する反応速度定数を、分光学的手法を用い
て解析した。

（2）蛋白質 S-グアニル化抗体の作製
蛋白質 S-グアニル化部位をエピトープとし
て有する抗原を用いて、S-グアニル化に対す
る特異抗体を作製した。

（3）S-グアニル化プロテオミクスの開発
蛋白質 S-グアニル化について、質量分析に
基づく解析手法の検討を行った。タンパク質
モデルとして、組換え Keap1 を用いた。組換
え Keap1 を 8-nitro-cGMP と反応させ、S-グ
アニル化 Keap1 を得た。それをトリプシン消
化し、S-グアニル化システインを含むペプチ
ド断片を作成した。抗 S-グアニル化抗体を結
合した抗体カラムを作成し、それを用いて S-
グアニル化ペプチドを選択的に精製・濃縮し
た後、質量分析に供した。質量分析は、
MALDI-TOF-MSおよびLC-ESI-MSにより行った。

４．研究成果
（1）8-ニトログアノシン誘導体とチオール
との反応メカニズムの解析
8-ニトロ cGMP とチオール基の反応メカニ
ズムを解析した。まず、8-ニトロ cGMP と種々
のアミノ酸の反応を解析したところ、8-ニト
ロ cGMP はシステインとのみ反応し、その他
のアミノ酸とは見かけ上全く反応せず、チオ
ール基に選択的であることが分かった。また、
チオール化合物と 8－ニトログアニン誘導体
との反応速度を解析した結果、8-ニトロ cGMP
＞8-ニトログアノシン＞＞8-ニトログアニ
ンの順であった。8-ニトロ cGMP とチオール
化合物の反応速度は pH 依存的であり、チオ
ール化合物のpKa付近で最大の反応速度を示
し、それよりも弱酸性領域では反応性が著し
く減少した。したがって、8-ニトロ cGMP と
の反応には、チオール基が酸解離したチオレ
ートアニオンが主たる反応種であることが
示された。

（2）蛋白質 S-グアニル化抗体の作製
蛋白質 8－チオール付加体を検出するため
に特異抗体の作製を試みた。8-チオール cGMP
付加体については、ウサギポリクローナルと
マウスモノクローナル抗体を得た。また、8-
チオールグアノシン付加体については、ウサ
ギポリクローナル抗体を得た。蛋白質特異的
な抗体として、S-グアニル化 Keap1 に対する
モノクローナル抗体を作製した。

（3）S-グアニル化プロテオミクスの開発
S-グアニル化抗体を結合した抗体カラム
を用いることにより、種々のペプチドが混在
する試料から S-グアニル化ペプチドを選択
的かつ効率よく濃縮することが可能となっ
た。S-グアニル化ペプチドについて、タンデ
ム質量分析を行った結果、S-グアニル化ペプ

チドでは、cGMP 構造に特徴的で優先的な解
裂・脱離が起こっており、これを指標に S-
グアニル化ペプチドを容易に同定できるこ
とが分かった。本手法は、新しい翻訳後修飾
である蛋白質 S-グアニル化の解析に有用で
あることが示された。
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