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研究成果の概要（和文）： 8-Nitro-cGMP は、ユニークな蛋白質翻訳後修飾（S-グアニル化）

により、活性酸素シグナルの２次メッセンジャーとして機能している。本研究では S-グアニル

化を指標として新規酸化ストレスセンサー蛋白質の探索を行い、H-Ras など複数の S-グアニル

化標的蛋白質を同定し細胞機能変化への関与を明らかにした。また、細胞内で生成する硫化水

素が S-グアニル化によるシグナルを制御していることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：  8-Nitro-cGMP is involved in reactive oxygen species-mediated 

signaling via protein S-guanylation. Here we identified several particular S-guanylated 

proteins (e.g., H-Ras etc.) occurring in cells and their involvement in various cellular 

signaling functions. We also revealed that endogenously produced hydrogen sulfide 

regulates protein S-guanylation in cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、生体に酸化ストレスをもたらす有害
物質として考えられてきた活性酸素が、細
胞・生体が酸化ストレスへの適応応答
（adaptive response）を誘導し重要なシグ
ナル分子として機能することが明らかにな
ってきた。活性分子種が生成すると、細胞内
のセンサー蛋白質（レセプター）が活性化さ
れ、さらに下流のエフェクター分子へとシグ
ナルが伝えられる。この様な適応応答シグナ
ルに関わるレセプター・エフェクター分子群

は、細胞の主要なストレス応答システムを構
築している。活性酸素や一酸化窒素（NO）な
どのラジカル種は、その最も上流に位置する
分子群であるが、シグナル伝達機構の詳細
（例えば、レセプターと直接反応するのか？
あるいは、２次メッセンジャーの生成をもた
らすのか？など）は、これまでほとんど分か
っていなかった。 
 研究代表者は、1990 年前後より長年、活性
酸素や NO の関わる分子病態とシグナル伝達
機構の解明に取り組んできた（Science 1989; 
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J. Clin. Invest. 1990, 2003; PNAS 1996, 
1997, 2003 その他 FASEB J., JBC など）。そ
の中で最近、生体の酸化ストレスに対する適
応応答のシグナル伝達に関与する NO の全く
新しい２次メッセンジャーを発見した。すな
わち、活性酸素と NO の作用により、cGMP の
ニトロ化誘導体である 8-nitro-cGMP が生成
することが明らかとなった。さらに、
8-nitro-cGMP による特筆すべき新しいシグ
ナル伝達機序として、8-nitro-cGMP が細胞内
の酸化ストレスセンサーとして機能してい
る蛋白質（Keap1 など）の Cys チオール基と
反応して、これまで知られていなかった蛋白
質翻訳後修飾である cGMP 付加体形成を介し
てセンサー蛋白質を活性化することが分か
った。研究代表者らは、この様なユニークな
蛋白質翻訳後修飾を Protein S-guanylation
（蛋白質 S-グアニル化）と命名した。活性酸
素やフリーラジカルは、生体内でミリ秒〜数
秒程度の短寿命な活性分子種である。それに
比べ、8-nitro-cGMP は遙かに安定であり、ま
た、蛋白質チオール基と効率良く反応しその
機能を制御する。従って、8-nitro-cGMP は、
細胞の酸化ストレス適応応答において極め
て重要なシグナル機能を発揮していると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酸化ストレスにより生成する
8-nitro-cGMP などのリガンドとそのセンサ
ー（レセプター）蛋白質の機能制御機構を明
らかにし、酸化ストレス適応応答と生体防御
の分子基盤を解明することを目的とした。さ
らに 8-nitro-cGMP をプローブとし、未知の
酸化ストレスレセプターの探索を行い、新規
なリガンドとセンサー分子群の発見を目指
した研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 8-Nitro-cGMPによるシグナル制御の分子
機構を明らかにするために、二次元電気泳動、
質量分析等を用いたプロテオミクスに基づ
く S-グアニル化蛋白質の解析法の開発を行
った。 
(2) 開発した S-グアニル化蛋白質解析法を
用いて、各種培養細胞（C6 ラットグリオーマ
細胞、A549 ヒト肺がん細胞など）および動物
組織試料における S-グアニル化標的蛋白質
を解析した。 
(3) 同定した S-グアニル化標的蛋白質につ
いて、S-グアニル化よる蛋白質機能変化とそ
れに伴う細胞機能変化について解析した。 
(4) 細胞内における S-グアニル化の制御因
子を明らかにするために、細胞内蛋白質の S-
グアニル化を指標として、各種培養細胞を用
いた siRNA スクリーニングを行った。 
 

４．研究成果 
(1) 抗 S-グアニル抗体を作成し、二次元電
気泳動とウエスタンブロットにより S-グ
アニル化蛋白質を分離・同定することに成
功した。さらに抗 S-グアニルモノクローナ
ル抗体を用いたイムノアフィニティーによ
り、S-グアニル化蛋白質の酵素消化物から
S-グアニル化ペプチドを効率的に精製・濃
縮する手法を確立した。これらの手法と質
量分析（LC-MS/MS）を組み合わせることに
より S-グアニル化蛋白質の同定および S-
グアニル化を受けるシステイン残基の同定
が可能となった。 
(2) 上記の S-グアニル化蛋白質解析法を
用いて、8-nito-cGMP 生成刺激（NO放出試
薬、リポ多糖、炎症性サイトカインなど）
をした細胞試料中の S-グアニル化蛋白質
の解析を行い、転写調節因子 Keap1、低分
子量 G蛋白質 H-Ras をはじめとした複数の
S-グアニル化蛋白質の同定に成功した。さ
らに、Keap1 や H-Ras は、それぞれの蛋白
質機能制御に重要と考えられる特定のシス
テイン残基が S-グアニル化を受けること
が分かった。 
(3) S-グアニル化が H-Ras の機能に与える影
響についてさらに解析を進めたところ、S-グ
アニル化は H-Ras の活性化をもたらし、
Raf/MEK/ERK シグナル経路を介して細胞老化
に関わることが明らかになった。 
(4) siRNA スクリーニングにより、硫化水素
産生酵素であるシスタチオニンβ-シンター
ゼおよびシスタチオニンγ-リアーゼのノッ
クダウンが細胞内蛋白質の S-グアニル化を
著明に増加させることが明らかになった。硫
化水素を添加すると、これらの細胞の S-グア
ニル化が低下することから、内因性硫化水素
が S-グアニル化を制御していることが示唆
された。 
(5) 以上より、8-nitro-cGMP は、Keap1 や
H-Ras をはじめとした酸化ストレスセンサー
蛋白質の S-グアニル化を介して、活性酸素と
NO のシグナル伝達に重要な役割を果たして
いることが示された。今回同定した新規酸化
ストレスセンサー蛋白質の機能解析や硫化
水素による S-グアニル化制御機構の解析を
さらに進めることにより、活性酸素シグナル
の全貌が明らかになるものと考えられる。 
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