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一酸化窒素（NO）結合性（S-ニトロシル
化）タンパク質の網羅的同定

１． は じ め に

NOはアルギニンから NO合成酵素（NOS）の作用によ

り産生されるラジカル分子である．生体内において記憶形

成や血圧コントロールなど多岐にわたる生理機能を担って

いる．NOの作用メカニズムはこれまで種々提唱されてき

ているが，とくに有力なものとして NOが酵素や転写因子

などのタンパク質に，直接あるいは間接的に酸化修飾を導

入することが近年示され注目を浴びている．NO刺激に伴

うタンパク質修飾には，１）チロシン残基へのニトロ化，

２）ヘム鉄へのニトロシル化，３）システイン残基チオール

部位へのニトロシル（SNO）化が知られている１）が，ごく

最近，活性化グアニル酸シクラーゼから産生される cGMP

のニトロ化体（８-ニトロ-cGMP）を介したタンパク質シス

テイン残基への修飾（S-グアニル化）が惹起されることも

明らかにされている２）．

タンパク質に対する修飾は NO適量産生下では多くの場

合可逆的であり，このことは NOがシグナル分子として作

用していることを示唆している．事実，タンパク質に導入

された SNO基は自発（非酵素）的あるいは酵素（GSNO

レダクターゼ，III型アルコール脱水素酵素）によって還

元されたり３），タンパク質分子間で転移（トランスニトロ

シル化）されることも知られている４）．

SNO化タンパク質を同定することは，NOが関与する酸

化／還元による生体内シグナル調節分子機構を明らかにす

ることはもちろんであるが，同時にそれらが関与する生理

的／病態生理的機構を提示することにもつながる．

SNO化タンパク質を効率よく検出するビオチンスイッ
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チ法の開発以来５）， 生体内 SNO化の理解が進んでいる６～８）．

この方法を用い，時間飛行型質量分析計（TOF-MASS）を

利用した SNO化タンパク質の網羅的な同定が試みられて

いるが９～１１），現段階においては必ずしもすべての SNO化タ

ンパク質を同定するには至っていない．この理由として，

SNO化タンパク質の安定性やそれぞれの実験系における

当該タンパク質発現量の違い，あるいはMASSの感度な

どが考えられる．一方で検出感度を高めるために高濃度

NOで細胞を処理する結果生じるアーティファクトな修飾

を排除できず，生体内反応を必ずしも反映していないケー

スもある．このように，一つのスクリーニング系を用い，

NOの基質を同定する手法には限界があるようである．

筆者らはこれらの問題を解決する一つの方法として，抗

体アレイを利用した新規スクリーニングシステム系を構築

し，バイアスの少ない SNO化タンパク質の網羅的同定を

行った．その結果，Aktシグナリングにおける NOの新た

な制御機構を見いだしたので，ここに紹介する１２）．

２． 抗体アレイによる SNO化タンパク質の同定

ビオチンスイッチ法はアスコルビン酸で処理することに

より―SNO基を―SH基に還元し，この部位を特異的にビオ

チン化する原理に基づいた SNO化タンパク質同定法であ

る（図１）５）．一方，抗体アレイは発現量に差のあるタンパ

ク質を検出するスクリーニング法である．実験手法は種々

図１ PTENの SNO化
（A）ビオチンスイッチによる SNO基のビオチン修飾方法と抗体アレイへの適用．タンパク質中の SNO基を還元
した後，ビオチン化試薬でラベルした．そのサンプルを抗体アレイに供し，蛍光標識したストレプトアビジンで処
理後，プレートをスキャンして各スポットの蛍光強度を測定した．（B）スキャンした結果の一部．（C）NO刺激に
伴う PTENの SNO化．（D，E）SNO化による PTEN活性阻害作用．PTEN活性は NOの濃度依存的に抑制される
が，これは DTTによって解除される．
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提示されているが，その一つにサンプルタンパク質中のフ

リーシステイン（Cys）残基をビオチンでラベルし，アレ

イに供する手法がある．そこで，ビオチンスイッチ法に

よってサンプル中の―SNO基を特異的にビオチン化すれ

ば，理論上 SNO化されたタンパク質のみが抗体アレイ上

で特異的に検出されると考えた．しかもバイアスを可能な

限りなくし，生体内 NOによって特異的に SNO化される

タンパク質だけを同定するために，細胞をカルシウムイオ

ノフォア A２３１８７で処理して細胞内カルシウム濃度を上昇

させてカルシウム依存性 NOSを活性化し，細胞内で NO

を産生させた．この細胞抽出液をサンプルとした（図１）．

実際にこのサンプルを抗体アレイに供したところ，多く

の既知 SNO化タンパク質とともに未報告の基質も同定さ

れた（表１）．その一つに脱リン酸化酵素である phosphatase

with sequence homology to tensin（PTEN）が含まれていた

が，この時点で PTENの SNO化による影響について詳細

な解析は行われていなかったことから，この分子に着目し

てさらなる解析を試みた．

３． PTENの SNO化と下流シグナルへの影響

本スクリーニングは低濃度の NOによって特異的に

SNO化されるタンパク質を探索することにあった．した

がって，単離されてきた PTENが本当に低濃度 NOに対し

て感受性を示すかが重要である．予想通り，PTENはわず

か数～数十 μMの NOによって SNO化されることが明ら

かとなり，既知タンパク質の中でも NOに対する感受性が

著しく高いことがわかった（図１）．この SNO化は脱リン

酸化酵素活性部位に存在する Cys１２４ではなく，Cys８３で

のみ起こっていることが変異体を用いた解析から明らかと

なった．これまでに PTENは酸化ストレスの標的分子とし

ても知られており，高濃度（数百 μ～mM）の過酸化水素

で酸化され，分子内ジスルフィド結合を形成することで酵

素活性が消失することが報告されている１３）．この反応の結

果生じるジスルフィド結合は活性中心の Cys１２４と立体構

造上近接に位置している Cys７１の間で形成され，その構

造変化によって基質との結合が阻害される．これまでに

NOと過酸化水素の標的 Cysは同一である（異なる報告は

ほとんどなかった）とされてきたことから，NOの場合も

分子内でジスルフィド結合が形成される可能性が予想され

ていた．しかしながら，高濃度の NOでもジスルフィド結

合形成はまったく認められないこと，さらには，過酸化水

素刺激で反応する Cysとは異なる部位の Cysが修飾され

たことが明らかとなった．このことから，“酸化ストレス”

を生じる NOと過酸化水素では，同一の標的タンパク質に

対して異なる作用（酸化）様式があることが示された．

次に PTENにおける SNO化の意義を明らかにするため

に，酵素活性への影響を検討した．大腸菌から精製したヒ

ト PTENタンパク質を NOで処理したところ，NOの濃度

依存的にホスファチジルイノシトール３，４，５-三リン酸

（PIP３）から遊離されるリン酸量が抑制されることがわかっ

た（図１）．この活性の阻害は還元剤ジチオスレイトール

（DTT）の処理で回復したことから SNO化修飾は可逆的で

あることもわかった．以上より，Cys８３の SNO化を介し

たアロステリックな PTEN活性制御機構が存在することが

示唆された．

４． PTENの SNO化の Akt系への影響

SNO化は PTENの酵素活性を阻害したことことから，

下流への負調節が解除されて Aktシグナル系が亢進するこ

とが予想された．そこで，NO処理による Aktの活性を調

表１ ビオチンスイッチと抗体アレイをハイブリッドさせた網
羅的 SNO化タンパク質同定法の結果
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べたところ，低濃度（１０μM）の NOによって確かにリン

酸化体 Aktが検出された（図２）．つぎに Akt活性に対す

る NOの濃度依存性を検討したところ，興味深いことに低

濃度側では濃度依存的な Aktの活性化が認められたのに対

して，高濃度 NOでは逆にリン酸化 Aktレベルは下がり，

最終的に basal以下にまで抑制されることがわかった．こ

れまでに Aktは高濃度の NOによって SNO化されて，酵

素活性が抑制されることが報告されていた１４）が，筆者らも

本系において同様の事実を確認した．以上より，Aktシグ

ナル系において低濃度 NOは PTENのみに特異的に作用し

て脱リン酸化酵素活性を阻害することで Akt活性をオンに

する一方，高濃度 NOは PTENのみならず Aktにも作用す

ることでリン酸化酵素活性が阻害され，結果として Aktシ

グナルをオフにすることが明らかとなった（図２）．

次に，実際に NOの濃度変化に応じた PTEN活性の調節

機構が生理的／病態生理的現象に反映されるのかどうか，

種々の細胞やモデル動物を用いて検討した．

まず内皮型 NOS（eNOS）に対する影響を調べた．eNOS

は Aktによってリン酸化されて活性化することが既に報告

されていることから１５，１６），低濃度 NOによって Aktを介し

図２ PTENの SNO化によるシグナリングへの影響
（A，B）NO刺激に伴うリン酸化 Akt形成および基質リン酸化．低濃度 NOでは Akt活性の亢進が認められるが，
高濃度では逆に活性は basal（点線）以下にまで抑制される．（C，D）NOによる eNOSのリン酸化．低濃度 NOで
内皮細胞を刺激すると時間依存的な eNOSのリン酸化が認められるが，これは Akt阻害薬処理によって抑制され
た．（E）梗塞脳（中心・周辺部）における PTENおよび Aktの SNO化．中大脳動脈閉塞によるマウス脳梗塞モデ
ルにおける各領域でのニトロシル化をビオチンスイッチ法から検討した．（F）梗塞脳における TUNEL陽性細胞数．
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た eNOSの正の調節機構が観察されると考えた．そこで，

ヒト内皮細胞由来 F２細胞を低濃度 NOで刺激したところ，

時間依存的なリン酸化 eNOSが認められ，これは Akt特異

的阻害薬である Akt阻害薬 IIや IVによって抑制された

（図２）．さらには，NOS活性をシトルリン形成から求めた

ところ，１０μM NOによって活性は約３倍上昇し，これも

Akt阻害薬 IV処理で basalまで抑制された．このことか

ら，生体内において低濃度 NOは PTEN活性の抑制を介し

て Akt経路を活性化し，これによって eNOSをリン酸化す

ることでさらに持続的な生理的 NO産生の維持に関わって

いることが示唆された．

次に，脳梗塞による神経細胞死に対する本経路の病態生

理的役割について解析した．脳梗塞によって神経細胞死が

観察されるが，これは神経終末から過剰に放出されるグル

タミン酸の刺激に伴う nNOS活性化を介した NOによるこ

とが報告されている１７，１８）．このとき，脳梗塞巣中心部にお

いては急速な，その周辺部位（ペナンブラ）では遅延性の

神経細胞死が認められる．しかしながら，なぜ細胞死惹起

に時間的な差異が生じるのかについては諸説あり，明確な

答えは提示されてこなかった．筆者らはここで示した NO

濃度の違いがこのような現象に関わっているのではないか

と推定した．これまでに，梗塞巣中心では大量の NOが産

生されている事実は知られてきているが，タンパク質の

SNO化については明らかにされてこなかった．そこで，

中大脳動脈閉塞マウス脳の梗塞巣中心部と周辺（ペナンブ

ラ）部を分画し，SNO化された全タンパク質量を測定し

たところ，中心部と比較して周辺部では有意に低かった．

さらに，PTENならびに Aktの SNO化に着目して検討し

たところ，中心部では両者で，周辺部では PTENのみに

SNO化修飾が検出された（図２）．このとき，神経細胞に

おける TUNEL染色を行ったところ，中心部では多くの神

経細胞が陽性だったのに対して，周辺部ではその数は優位

に少なかった．これらの事実から，梗塞巣周辺部では中心

部から比較的距離があるために NO濃度が低く，そのため

に NOに対して感受性の高い PTENのみが SNO化されて

いて，その結果，Akt系生存シグナルが亢進してアポトー

シスを抑制するように作用していることが示唆された．

５． お わ り に

これまで酸化ストレスは毒性を発揮する現象として捉え

られてきたが，むしろ最近の研究から，生理的な非常に低

濃度の NOを含めた活性酸素種（ROS）が様々なシグナル

伝達系の制御や，直接・間接的なタンパク質修飾を介した

機能調節に関与していることが証明されつつある．本稿で

紹介した PTENに関しても，ROS濃度によって絶妙に活

性が制御されていることがわかった．とくに，低濃度 NO

は Aktシグナルを正に，高濃度 NOならびに過酸化水素は

負に調節すること，これはシグナル系に存在する PTENと

Aktの ROSに対する感受性の違いで説明し得る可能性が

示された．したがって，これまでに知られていない生理・

病態生理現象にもこのような ROS濃度の違いによる制御

機構が深く関わっていることも十分予想され，今後，詳細

な研究を進めることが必要と思われる．
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A novel screening system for S-nitrosylated proteins
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ペルオキシソーム膜タンパク質の小胞体を
介した輸送

１． は じ め に

ペルオキシソームは一重膜からなるオルガネラであり，

極長鎖脂肪酸の β酸化，エーテルリン脂質の代謝，胆汁
酸の合成，過酸化物の除去など多彩な代謝機能を有してい

る．ペルオキシソームの形成，分裂，継承に関与するタン

パク質群はペルオキシンと呼ばれ，それらの遺伝子（Pex

遺伝子）の変異は，Zellweger症候群を代表とする致死的

疾患をひき起こす１）．ペルオキシソームは DNAを持たな

いので，すべてのタンパク質は核 DNAの情報に従って合

成され，その後ペルオキシソームへと輸送される．これま

での研究から，ペルオキシソームの内腔に存在するマト

リックスタンパク質と膜タンパク質は異なる装置によって

局在化することが明らかとなっている２）．可溶性のマト

リックスタンパク質は遊離リボソームで合成され，そのペ

ルオキシソーム移行シグナルに受容体が結合し，膜透過装

置との連携によってペルオキシソーム内腔へと輸送され

る．一方，ペルオキシソーム膜タンパク質（PMP）の局在

化には，膜タンパク質である Pex３と Pex１６，可溶性タン

パク質である Pex１９が関与する．比較的最近まで，PMP

もマトリックスタンパク質と同様に遊離リボソームによっ

て合成され，その後シャペロン様タンパク質の助けを借り

て，直接ペルオキシソーム膜に挿入されると考えられてき

たが，最近の研究によって，少なくとも一部の PMPは合

成後に一旦小胞体膜に組み込まれ，その後ペルオキシソー

ムへと移行することが認められるようになってきた３～５）．

このことは，ペルオキシソームはミトコンドリアのように

完全に独立したオルガネラではなく，分裂によって増加す

るが，同時に小胞体から新たに合成（de novo 合成）され

うるオルガネラであることを意味する．

本稿では最初に，PMPが小胞体を経由してペルオキシ

ソームへ輸送されることを直接的に示した研究を紹介す

る．次に，筆者らがごく最近見いだした，動物細胞におい

て小胞体からペルオキシソームへの PMP輸送に関与する

因子（Sec１６B）について述べる．

２． ライブセルイメージングによる PMPの挙動解析

以前より，PMPが小胞体を経由してペルオキシソーム

に局在化することの証拠として，PMPが糖鎖修飾を受け

ること，またペルオキシソームが形成されていない酵母や

動物細胞の変異株に野生型タンパク質を発現することによ

り，新たにペルオキシソームが形成されることなどが挙げ

られていた５）．２０００年代後半から行われたライブセルイ

メージングによる解析は，PMPが小胞体を経由してペル

オキシソームに局在することの直接的な証拠を提示し

た６～８）．

Pex３は酵母と動物の両方においてペルオキシソーム構

築に必須であることが示されている膜タンパク質である．

２００５年，Tabakのグループは酵母 Saccharomyces cerevisiae

を用いて，YFPタグを付加した Pex３の挙動を生細胞で蛍

光顕微鏡により解析した６）．その結果，GAL１プロモー

ターにより発現誘導された Pex３-YFPは最初小胞体に局在

し，その後ペルオキシソームに移行することが示された．

Pex３-YFPのペルオキシソームへの移行は Pex１９の欠損に
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