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【緒   言】 

 グルタレドキシン1（GRX1）はタンパク質の脱グルタチオニル化の触媒作用を担っている細胞質基

質の酵素であるが、細胞の酸化還元システムを調節することによって炎症やアポトーシスにおいて明

確な役割を持つ。S-ニトロシル化は一酸化窒素（NO）によってタンパク質あるいは低分子量チオール

(SH)基が S-ニトロソチオール(R-SNO)に変換する酸化還元反応であるが、タンパク質の核移行やアポ

トーシスに関係していることが報告されている。グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ

（GAPDH）は解糖系酵素としてよく知られているが、最近酸化ストレス・NOストレスに対する反応

や、GAPDHがNOによるS-ニトロシル化によって核移行を起こすことでアポトーシスと関係してい

ることが報告されている。我々 はGRX1の過剰発現がNOによるアポトーシスから心筋細胞を保護す

るのか、その機構を明らかにすることを目的に実験を行った。 
 

 

【対象と方法】 

1) 細胞株：ラット培養心筋芽細胞H9c2細胞にGRX1を過剰発現させた細胞H9c2-GRX30と、コン

トロール細胞としてH9c2細胞に空のベクターを発現させた細胞H9c2-Vectorを使用した。 
2) NOストレスによる細胞障害の評価：それぞれの細胞をNOドナーであるS-nitroso-N-acetyl-DL 



-penicilamine（SNAP）で刺激後に3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ア
ッセイとterminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL)
アッセイで細胞の生存率を比較した。 

3) NOストレス下でのGAPDHの細胞内局在の観察：それぞれの細胞をSNAP刺激後、抗GAPDH
抗体を用いた免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

4) GAPDH のシステイン(Cys)残基の S-ニトロシル化の検出：それぞれの細胞を SNAP 刺激後に、

GAPDHのCys残基のS-ニトロシル化をウエスタンブロット法で評価した。 
5) GRX1によるGAPDHの酸化還元制御の解析：それぞれの細胞群で SNAP刺激後の時間経過によ

るGAPDHのCys残基の酸化修飾の変化を、4-acetamide-4'-maleimidelstilbene-2,2'-disulfide acid (AMS)
を用いた遊離SH基の修飾法によりウエスタンブロット法で検出し、GAPDHのSH基の酸化還元

状態の解析を行った。またin vitroで、ウサギGAPDHにGRX system（還元型グルタチオン、酸

化型グルタチオン、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸、グルタチオンレダクターゼ、

GRX1） の存在下でSNAP刺激し、時間経過によるGAPDHのSH基の酸化修飾の変化を同様の

方法を用いて解析した。 
 

 

【結   果】 

1) H9c2-Vectorと比較してH9c2-GRX30ではSNAP刺激による細胞死やアポトーシスが抑制された。 

2) H9c2-Vector ではSNAP 刺激でGAPDH が細胞質から核に移行するのに対し、H9c2-GRX30 では

GAPDHの分布に大きな変動がない傾向が認められた。 

3) H9c2-VectorではSNAP刺激でS-ニトロシル化されたGAPDHと推測されるタンパク質が検出さ

れたが、H9c2-GRX30では検出されなかった。 

4) H9c2-VectorはSNAP投与後の時間経過に従ってGAPDHのSH基の酸化修飾が増える傾向が認め

られたが、H9c2-GRX30ではH9c2-Vectorと比較して抑制された。in vivoではGRX systemの存在

下でSNAP刺激後の時間経過に伴いGAPDHのSH基の酸化修飾が還元された。 

 

 

【考   察】 

 細胞の酸化還元状態を定常的に調節する酵素であるGRX1の過剰発現は、心筋細胞をNOによるア

ポトーシスから保護することが証明された。この効果はGAPDHの酸化修飾を抑制することとNOに

よるGAPDHの核移行を抑制する結果である可能性が示唆された。 
 H9c2-Vector では NO により GAPDH が S-ニトロシル化されている可能性が示唆されたが、

H9c2-GRX30ではこれが認められなかったこと、またin vivoでもin vitroでもNOによるGAPDHの修

飾をGRX1が抑制している可能性があることより、GRXシステムはシステインの脱ニトロシル化も調

節していることが示唆された。 
GRX1 がGAPDH の核移行を抑制する機構を明らかにすることを含め、今後さらなる解析が必要で

はあるが、今回の結果よりGRX1の過剰発現がGAPDHの酸化還元状態を調節することで心筋細胞を

NOによるアポトーシスから保護していることが示唆された。以上のことから、GRX1によるGAPDH
の酸化還元状態調節の機構の解明は、酸化ストレス関連疾患の予防と治療へ新たなアプローチをもた

らすと考えられる。 
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