
した CrSAS-６複合体のモデリング，in vitro で再構成した

CrSAS-６複合体の電子顕微鏡による観察，両方の結果は

CrSAS-６複合体がカートホイール構造の中央部を形成する

モデルと合致する（図１B）９）．

お わ り に

ここで示したモデルは SAS-６高次複合体形成が進化上

保存された中心小体の９回対称構造を規定していることを

強く示唆している．しかし，CrSAS-６リコンビナントタン

パク質を用いた in vitro 再構成系では，９回対称リング構

造の形成効率は in vivo のそれと比較して低いことが推定

された．SAS-６は線虫初期胚において中心小体複製開始時

にリン酸化されることが示されており，また他のカートホ

イール構成因子の関与なども考慮すると，in vivo ではリ

ン酸化などにより修飾された SAS-６複合体がさらに他の

構成因子と結合することで効率的にカートホイール構造を

形成すると考えられる．今後，この具体的な分子基盤の解

明が期待される．また，形成されたカートホイール構造が

何層かに積み重なるメカニズム，微小管がその周囲に結合

するメカニズム，中心小体が伸長し，一定の長さで止まる

メカニズムなど中心小体の段階的な構築過程には解明が待

たれる問題が山積しており，中心小体構築の分子機構の研

究はまだ端緒についたばかりであるといえる．
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ニトロ化環状ヌクレオチドによるタンパク
質 S-グアニル化を介する酸化ストレス適応
応答の分子機序

１． は じ め に

生体内で産生される活性酸素（ROS）や一酸化窒素（NO）

に由来する活性酸化窒素種（RNS）は酸化ストレスをもた

らし，感染，炎症，発がんなどの病態の進展に関わってい

る１，２）．これらの物質はこれまで，生体分子に非特異的な化

学損傷をもたらす毒性因子と考えられてきた．しかしなが

ら近年，ROS・RNSがシグナルとして働き，巧妙に制御

された細胞内シグナル伝達経路を経て，細胞の分化・増

殖，酸化ストレスに対する適応応答などの細胞機能変化が

起こることが明らかになってきた３，４）．このような ROS・

RNSによるシグナル伝達では，これらの活性分子種が細

胞内のセンサータンパク質（レドックスセンサータンパク

質あるいは酸化ストレスセンサータンパク質と呼ばれる）

に受容された後，下流のエフェクター分子へシグナルが伝
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達され，細胞機能変化が起こると考えられるが，シグナル

伝達機構の詳細なメカニズムについては明らかではなかっ

た．最近筆者らは，活性酸素によるシグナル伝達を担う新

しい二次メッセンジャーとして８-ニトログアノシン３′，５′-

環状１リン酸（８-ニトロ-cGMP，図１）を発見した５）．８-ニ

トロ-cGMPは，NOの二次メッセンジャーであるグアノシ

ン３′，５′-環状１リン酸（cGMP）にニトロ基が付加した構

造を有するニトロ化環状ヌクレオチドである．本稿では，

８-ニトロ-cGMPの細胞内での生成と，本分子の親電子性に

基づくユニークなシグナル伝達機序について概説する．

２． 新規環状ヌクレオチド８-ニトロ-cGMPの生成

NOは，哺乳類細胞では三つのアイソフォームの NO合

成酵素（NOS），すなわち神経型 NOS（nNOS），誘導型 NOS

（iNOS），内皮型 NOS（eNOS）の働きにより，基質である

L-アルギニンを酸化的に分解して作られる．nNOSと

eNOSは恒常的に発現しているが，iNOSは細菌のリポ多

糖（LPS）や炎症性サイトカインで発現が誘導される．NO

は，血圧調節，神経伝達，免疫調節，感染防御など多彩な

生理機能の調節に関わり，そのシグナル伝達経路として可

溶性グアニル酸シクラーゼの活性化を介した cGMPを二

次メッセンジャーとする経路が知られている．一方，NO

は，共存する ROSや金属と反応すると，化学反応性に富

む RNSへ変換され，核酸・タンパク質・脂質といった生

体分子を化学修飾（酸化，ニトロ化，ニトロソ化）する．

このような生体分子の化学修飾は，もっぱら酸化ストレス

における生体分子の損傷反応という観点で捉えられてきた

が，近年，NO依存的に生成するニトロ化産物が酸化スト

レスに対する適応応答や細胞保護シグナルにおける重要な

細胞内メッセンジャーとして機能していることが明らかと

なってきた５～７）．

筆者らは，NOの産生に伴う核酸塩基グアニンのニトロ

化反応について解析を行ってきた．たとえば，iNOSの発

現を誘導する LPSとインターフェロン-γ（IFN-γ）で刺激
した RAW２６４．７細胞では，８-ニトログアニン誘導体に対

する特異抗体を用いた免疫染色により陽染像が観察され

た．さらに液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析

（LC-MS／MS）および高速液体クロマトグラフィー-電気化

学検出を用いて，細胞内で生成した８-ニトログアニン誘

導体を詳細に解析した結果，８-ニトロ-cGMPが最も主要な

ニトロ化産物であることが明らかになった５）．筆者らは，

より正確に細胞内の８-ニトロ-cGMPを定量するために，

安定同位体希釈法と LC-MS／MSを組み合わせた定量法を

開発した（図２）．LPSとサイトカインで刺激した C６ラッ

トグリオーマ細胞が生成する８-ニトロ-cGMPと cGMPを

この方法により定量すると，８-ニトロ-cGMPの細胞内濃度

は最大で５０µM程度に達した６）．これは，従来より NOシ

グナルの二次メッセンジャーとして知られている cGMP

の濃度を大きく上回るものであり，８-ニトロ-cGMPが細胞

内の主要な環状ヌクレオチドの一つとして生成しているこ

とが示された．

３．８-ニトロ-cGMPのシグナル伝達：親電子性と

タンパク質 S-グアニル化

８-ニトロ-cGMPは，cGMPと同様に cGMP依存性プロテ

インキナーゼを活性化し，血管平滑筋の弛緩活性などの生

理活性を有している５）．その一方で，８-ニトロ-cGMPはニ

トロ基に由来する親電子性により，cGMPとは全く異なる

機序でシグナル活性を発揮する．すなわち，８-ニトロ-

cGMPは，タンパク質中のシステイン残基のチオール基と

反応し cGMP構造を付加する，タンパク質 S-グアニル化

という全く新しい翻訳後修飾を行うことが明らかになった

（図３）５）．８-ニトロ-cGMPによる S-グアニル化は，標的と

なるシステインチオール基の酸解離度（pKa）が大きく影

図１ cGMPと８-ニトロ-cGMPの構造
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図２ 安定同位体希釈法と LC-MS／MSを用いた LPS／サイトカイン刺激細胞における８-ニトロ-
cGMP細胞内生成の定量的解析

（A）に示すような安定同位体１５Nで標識した cGMPおよび８-ニトロ-cGMPを作製し，細胞抽出物
の調製過程で，既知量の安定同位体標識 cGMPおよび８-ニトロ-cGMPを添加した．LC-MS／MSを
もちいて，LCにおける保持時間をもとに cGMPおよび８-ニトロ-cGMPを分離・同定するととも
に，それぞれの添加した安定同位体標識体（内部標準）の質量分析におけるフラグメント強度を
もとに，細胞内で生成した cGMPおよび８-ニトロ-cGMP（非標識体）を正確に算定・定量した．（B）
は，この方法を用いて定量した C６細胞における LPS／サイトカイン刺激後の cGMPおよび８-ニト
ロ-cGMPの細胞内濃度の変化を示す．文献７より改変．

１２６ 〔生化学 第８４巻 第２号

みにれびゆう



響し，pKaの低い（酸性度の高い）チオール基に対してよ

り高い反応性を示していた．一般的な低分子チオール化合

物（グルタチオンや L-システイン等）の pKaは８．５程度

であるが，細胞内タンパク質の中には，近傍に存在する塩

基性アミノ酸のイオン効果等により，著しく低い pKa（６．０

以下）のシステインチオール基を持つものがある８）．興味

深いことに，それら低 pKa（高レドックス活性）チオール

含有タンパク質の多くは酸化ストレスに対して感受性で，

８-ニトロ-cGMPなどの親電子物質によりチオール基の化学

修飾をうける．さらに，チオール基の化学修飾によるコン

フォメーション変化を介したシグナル伝達を行うことで，

このようなタンパク質は，いわゆる酸化ストレスセンサー

タンパク質として機能している９，１０）．８-ニトロ-cGMPは，

酸化ストレスセンサータンパク質のリガンドとして働き，

４-ヒドロキシ-２-ノネナールや１５-デオキシ-Δ１２，１４-プロス

タグランジン J２などの生体内で内因性に生成する親電子

物質とともに細胞内親電子シグナルを担っていると考えら

れる．

４．８-ニトロ-cGMPによるタンパク質 S-グアニル化と

適応応答シグナル

Keap１（Kelch-like ECH-associated protein１）は，酸化ス

トレスセンサータンパク質の代表的なものであり，反応性

の高いシステイン残基を有している．平常時の細胞内で

は，Keap１は転写因子 Nrf２と結合しており，Nrf２のユビ

キチン化とプロテオソームでの分解を促進し不安定化する

ことにより，Nrf２の転写活性を抑制している１１）．Keap１の

システイン残基のチオール基が ROSや親電子物質により

化学修飾を受けると，Keap１が Nrf２から解離し，その結

果 Nrf２の安定化と核への移行が起こり酸化ストレスの適

応応答に関与する様々な遺伝子の発現がもたらされる（図

３）．Nrf２により発現制御を受ける遺伝子には，�抗酸化

に関わる酵素（ヘムオキシゲナーゼ-１（HO-１），チオレドキ

シンレダクダーゼ等），�第二相解毒酵素（グルタチオン

図３ 酸化ストレスセンサータンパク質 Keap１の S-グアニル化と酸化ストレス適応応答関連遺伝子の発現誘導
平常時には Keap１は Nrf２と結合しており，Nrf２の転写活性を抑制しているが，Keap１のシステインチオール基が S-グアニル化
を受けると Nrf２が活性化し，酸化ストレスに対する適応応答に関連した各種遺伝子の発現が誘導される．文献７より改変．
ARE：antioxidant responsive element
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S-トランスフェラーゼ等），�グルタチオン合成に関わる

酵素（グルタミルシステイン合成酵素）等が知られている１１）．

筆者らは S-グアニル化タンパク質を特異的に認識する

抗体を作製し，LPS／IFN-γで刺激した RAW２６４．７細胞や

サルモネラを感染させたマウス腹腔マクロファージの細胞

内で生成する S-グアニル化タンパク質を解析した結果，

Keap１が８-ニトロ-cGMPによる S-グアニル化の標的タン

パク質の一つであることが分かった５）．さらに C６細胞を

用いて，８-ニトロ-cGMPによる Keap１／Nrf２系のシグナル

伝達について詳細に解析した．LPSとサイトカインで刺激

した C６細胞では，８-ニトロ-cGMPの生成とともに Keap１

が著明に S-グアニル化を受け，それに伴い Nrf２の活性化

とその下流の HO-１等の遺伝子群の発現増加が観察され

た６）．８-ニトロ-cGMPで処理をした C６細胞では，Keap１の

S-グアニル化と Nrf２の活性化，HO-１の発現増加が観察さ

れるとともに，過酸化水素処理による細胞死が有意に低下

した．これらのことより，細胞内で生成する８-ニトロ-

cGMPは，Keap１の S-グアニル化を介して Nrf２の活性化

をもたらし，酸化ストレスへの適応応答に働いていること

が示唆された６）．

筆者らは，Keap１の S-グアニル化を介した８-ニトロ-

cGMPのシグナル伝達について，細菌感染症モデルでも解

析を行っている．サルモネラ感染マクロファージにおい

て，ROSと NOの産生が増加するとともに８-ニトロ-

cGMPが生成し Keap１の S-グアニル化が起こること，お

よび，生成した８-ニトロ-cGMPがサルモネラ感染細胞内

で細胞保護作用を発揮していることが明らかとなった５，１２）．

これらのことから，タンパク質 S-グアニル化は活性酸

素・NOのユニークなシグナル伝達経路として，生体の酸

化ストレス応答の主要な制御機構を担っていると考えられ

る．

５． お わ り に

８-ニトロ-cGMPは，その親電子性に基づくタンパク質

S-グアニル化というユニークな反応により，活性酸素・

NOシグナルの二次メッセンジャーとして機能しているこ

とが明らかとなった．今後，現在開発を進めている S-グ

アニル化標的タンパク質の高感度な検出法などを用いてさ

らなる S-グアニル化標的タンパク質を探索することによ

り，８-ニトロ-cGMPシグナルの詳細な機能解明が期待され

る１３）．また，細胞内におけるタンパク質 S-グアニル化の制

御因子や，８-ニトロ-cGMPおよび S-グアニル化タンパク

質の生成・代謝機構等１４）も今後の重要な研究課題であり，

これらを明らかにすることにより，活性酸素・NOシグナ

ルおよび細胞内親電子シグナルの理解をさらに深めること

ができると考えられる．
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