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研究成果の概要（和文）：生体内で活性酸素種を生じるようなストレスを酸化ストレスと総称する。活性酸素種は一般
に生体分子を傷つけるため、ヒトはそのストレスから生体を防御する機構を備えていると考えられる。活性酸素種の一
つである活性窒素酸化物とグアニンヌクレオチドから産生される8-ニトロ-cGMPは生体活動における重要なメディエー
ターであることが分かってきたが、本化合物の消去機構は不明であった。本研究ではその消去機構に生体内のどのよう
な分子が関わっているのかに焦点を当てて研究を行い、金属含有因子の関与を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is thought that human has a mechanism protecting biomolecules from oxidative 
stress because reactive oxygen species (ROS) generally injure biomolecules. 8-Nitro-cGMP formed from 
reactive nitrogen species (RNS) and guanine nucleotide is an important mediator of autophagy and plays an 
important role in protein regulation. However, its removal mechanism from cells remains to be elucidated. 
In this study, we focused on what molecules are related to this mechanism and revealed the involvement of 
metal species.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 酸化ストレス　生体防御
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１．研究開始当初の背景 
活性窒素酸化物とグアニンヌクレオチド

から産生される 8-ニトロ-cGMP はタンパク
質システインと反応することで、その機能制
御を担う新しい翻訳後修飾分子として大き
な注目を集めた。さらに、本化合物が細胞内
のタンパク質および細胞小器官の分解回収
機構であるオートファジーを誘導し、細菌排
除における重要なメディエーターであるこ
とを明らかにしてきた（Mol. Cell 2013）。 
元の分子である cGMP はホスホジエステ

ラーゼ（PDE）により加水分解されることで
その細胞内シグナルが解除されるが、8-ニト
ロ-cGMP は PDE による加水分解を受けず、
細胞内における分解消去機構は不明なまま
であった。 
そこで、本化合物の細胞内における代謝機

構を解明する目的で安定同位体標識した 8-
ニトロ-cGMP を合成し、細胞への投与実験を
行ったところ、細胞内に 8-アミノ-cGMP が
存在することが判明した。さらに、この 8-
アミノ-cGMP は酸化ストレス刺激した細胞
内でNO産生依存的にcGMPへ変換されるこ
とが分かった。特異的抗体を用いた実験にお
いても、内因性 8-ニトロ-cGMP が産生した
後に 8-アミノ-cGMP が産生してくることが
判明した。過剰量産生した 8-ニトロ-cGMP
の消去機構として 8-アミノ-cGMP を経由し
て無修飾の cGMP が再生する巧妙な経路が
存在する可能性が示唆された（Mol. Biosyst. 
2012）。 
 8-アミノ-cGMP から cGMP が生成する分
子機構は亜硝酸ナトリウムを用いた in vitro
の実験からジアゾ化を経由することが示唆
されているが、8-ニトロ-cGMP から 8-アミノ
-cGMP への還元反応に関する詳細は不明な
ままであった。 
 
２．研究の目的 
 生体分子のニトロ化は元の分子の構造変
化であることから、これまでは生体損傷のバ
イオマーカーとして利用されてきた。特に、
アルツハイマー病やパーキンソン病などの
神経変性疾患、動脈硬化や心筋梗塞などの心
疾患との関与が近年報告されている。 
 研究代表者が発見した 8-ニトロ-cGMP か
ら cGMP が再生する機構は人間に本来備わ
っている酸化ストレスから生体分子を修復
するための生体防御機構の一つと考えられ
る。この機構を解明することは酸化ストレス
に曝された生体分子を治療的側面から検証
することを可能とし、創薬の標的となり得る
ことが期待される。しかしながら、生体分子
修復の見地でニトロ化合物を調査している
例はこれまでになく、継続的研究により明ら
かにしていく必要がある。 
 本研究では 8-ニトロ-cGMP のニトロ基か
らアミノ基への還元反応に関わる生体内分
子の同定することに焦点を当てて研究を行
った。 

 
３．研究の方法 
 細胞内にはニトロ基からアミノ基への還
元反応に必要な因子がすべて備わっている
ことから、その中でどのような分子が還元反
応に関わっているのか探索するのは困難で
ある。そこで in vitro の実験を行うことで還
元反応に関わる分子を探索することにした。
反応の追跡には HPLC を使用し、別途合成し
た化合物を標品として用いた。 
 
４．研究成果 
 文献を調査したところ、1999 年に Murad
らが内因性ニトロ化合物であるニトロチロ
シンの非酵素的修飾に関する報告を行って
いた。本論文ではニトロチロシンに対してヘ
モグロビンとジチオスレイトールを作用さ
せるとアミノチロシンへ還元されることが
示されていた。しかしながら、本条件は反応
温度が 100℃と生理的条件からはかけ離れた
ものであった。 
 8-ニトロ-cGMP はタンパク質システイン
チオールによる求核置換反応（S-グアニル
化）を受けることから遊離チオールが過剰に
存在する本条件では 8-ニトロ-cGMP が S-グ
アニル化により消費され、8-アミノ-cGMP が
生成する還元反応は起きないことが予想さ
れた。 
 そこで、ジチオスレイトールの量を 8-ニト
ロ-cGMP に対してモル比 20 倍程度とし、還
元反応が進行するか検証を行った。ヘム源と
してはヘモグロビンの代わりにヘミンを用
いた。反応は生理的条件に近い条件にするた
めにリン酸ナトリウム緩衝液（pH 7）中、37℃
で行った。その結果、8-アミノ-cGMP の生成
が確認された。8-ニトロ-cGMP とジチオスレ
イトールとの付加体の生成も観察されたが、
予想に反してその生成比は 8-アミノ-cGMP
よりも少ないことが判明した（図１a）。一方、
同様の条件でヘミンを添加せずに反応を行
ったところ、8-アミノ-cGMP は生成されず、
ジチオスレイトール付加体のみが生成され
た（図１b）。この結果は 8-ニトロ-cGMP の
8-アミノ-cGMP への還元反応にヘムが関与
し、ジチオスレイトール等の還元剤のみでは
反応が進行しないことを示す。 

 
さらに、ヘミンの添加量を下げて同様の反



応を行ったところ、8-ニトロ-cGMP に対して
モル比で 10 分の 1 程度の添加量においても
8-アミノ-cGMP の生成を確認することがで
きた。この結果は触媒量のヘム存在下でも、
還元反応が進行することを示す。 
使用したヘミンはプロトポルフィリン内

に三価の鉄を含む構造を有していることか
ら、還元剤として機能するためには系内で二
価の鉄を含有するヘムへと変換される必要
がある。ニトロ基からアミノ基まで還元され
るためには 6 電子の授受が必要となるが、触
媒量のヘミン添加においても 8-ニトロ
-cGMP の還元反応が進行したことは、本条件
においてヘミンからヘムへの変換が効率的
に行われていること、さらにヘムからニトロ
グアニン塩基へ効率的に電子が受け渡され
ていることを意味する。推定反応メカニズム
を以下に示す（図 2）。 

 
 ここまでの検証で、8-ニトロ-cGMP はニト
ロチロシンと性質が異なることが判明した。
ニトロチロシンの場合はアミノチロシンへ
の還元に反応温度が 100℃と激しい反応条件
を要するため、たとえヘムと還元剤が存在し
たとしても細胞内や生体内でこのような反
応が進行することは極めて困難であると考
えられる。一方、8-ニトロ-cGMP の場合は生
理的条件で 8-アミノ-cGMP への還元反応が
進行することから、ヘムと還元剤が存在する
細胞内や生体内で還元反応が起きると解釈
できる。 
 活性窒素酸化物と生体分子との反応で生
じる両化合物の反応性においてこのような
大きな差が生じる原因として、生体内におけ
る化合物の役割の違いが挙げられる。すなわ
ち、シグナル伝達分子としての役割を担う 8-
ニトロ-cGMP は必要なときに供給され、不要
なときには素早く消去される必要がある。生
理的条件において非酵素的に代謝される最
大の利点は細胞内において場所を選ばずに
消去が完了することである。一方、酵素的な
代謝の場合は恒常的に発現している必要は
あるものの、局所的に高濃度で産生されたシ
グナル伝達分子を消去するに適する。8-ニト
ロ-cGMP のように細胞内において多量に産
生される分子の代謝には細胞内に多く、且つ

安定に存在する分子が関与したほうが効率
的と考えられる。ヘムはタンパク質の補欠分
子族であり、細胞内には様々なヘムタンパク
質が存在する。従って、8-ニトロ-cGMP はヘ
ムタンパク質により酵素的にも、非酵素的に
も代謝を受ける可能性があると考えられる。 
 安定同位体標識した 8-ニトロ-cGMP の代
謝研究では還元反応に由来する 8-アミノ
-cGMP 以外に S-グアニル化反応に由来する 
システイン付加物（8-Cys-cGMP）グルタチ
オン付加物（8-GS-cGMP）が検出されてい
る。細胞内に豊富に存在するこれらの還元剤
がヘムを還元する役割を担い、8-ニトロ
-cGMP から8-アミノ-cGMPへの還元のサイ
クルに関わっていることが予想される。 
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