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バイオファクター（シグナル伝達物質）としての過酸化水素

スーパーオキシド（O2-），過酸化水素（H2O2），ヒドロキ
シルラジカルなどの活性酸素（ROS）は，生体に障害を与
え，がん，動脈硬化などの原因になる 1）という考え方が一
般に受け入れられているが，生体に必須の物質，特にホル
モンのシグナル伝達物質という一面が注目されている．
H2O2 は，タンパク質チロシンホスファターゼ（PTP）を
可逆的に阻害することがわかっている．PTPは活性中心
にpKa 5程度のCys残基を持つので，中性条件ではチオ
レート（-S-）に解離している．チオール（-SH）より酸化還元
電位が低いためにH2O2 で簡単に酸化されてスルフェン酸
（-SOH）等を経て，ジスルフィド等に変換される．これら酸
化型には酵素活性はなく，結果としてタンパク質の脱リン
酸化が阻害され，特定のリン酸化タンパク質が蓄積する．
酸化されたホスファターゼを元に戻す酵素も存在する 2）-4）．
PTP1B の H2O2 による可逆的阻害機構が解明された．

PTP1B を等モルのH2O2 で処理すると，2 h で Cys215 の
Sが Ser216 の Nと結合してスルフェニルアミドが生成し
た．X線回折で見るとスルフェニルアミドになった酵素は
かなり大きな構造変化を起こしていて活性もない．しか
しスルフェニルアミドになった PTP1B の結晶をDTT（ジ
チオスレイトール）やGSH（グルタチオン）で処理すると，
活性型に戻る 5）．
細胞内の多くの酵素がリン酸化によって活性が調節され
ている．リン酸化されたタンパク質は PTP1B のようなホ
スファターゼによって脱リン酸化を受けることで特定のシ
グナルが持続しないように調節されている．細胞内の活性
はホスファターゼの方がはるかに優勢なのでタンパク質は
通常脱リン酸化状態にある．このため，一過性のリン酸化
がシグナル伝達において意味があることになる．優勢なホ
スファターゼがH2O2 によって阻害されれば，大きな影響
が出ることは容易に想像できる．
ここではホルモンの代表としてインスリンをとりあげ
る．インスリンのシグナル伝達の一部を図 1に示した．
H2O2 は脂肪細胞に対してグルコースの取込みを促進する
などインスリン類似作用を持ち，それに -SH基の酸化が
関係している 6）-7）とか，H2O2 でインスリン受容体（IR）
サブユニット（IR ）の Tyr と Ser のリン酸化が迅速に活性
化されるとか，H2O2 処理した細胞から部分精製した IRの
Tyr キナーゼ活性は亢進しているが，部分精製した受容体
にH2O2 を作用させてもキナーゼ活性の亢進や自己リン酸
化は起こらないのでこれらの作用はH2O2 が IR に直接的
に引き起こすわけではなく，細胞内の他の因子（後で解明
されたホスファターゼの不活化等）が必要であることなど
は昔から知られていた 8）．
L6 筋細胞の培地にグルコースオキシダーゼとグル

コースを添加してH2O2 を発生させるとGlut 1（Glucose 
transporter 1）のmRNA量，その半減期，転写因子AP-1
の DNA結合活性，c-fos，c-jun mRNAなどが増加す
る．これらは rapamycin { 当初インスリンによる pp70 
ribosomal S6 kinase 活性化の阻害剤とされていたが，
mTOR（mammalian target of rapamycin）という Ser/Thr 
kinase family の阻害剤とされている } では阻害されない
が，100 nMインスリンによるGlut 1 mRNAや 2- デオ
キシグルコース輸送の増加は rapamycin で阻害されるの
で，H2O2 によるこれらの効果はインスリンとは違う機構
で起こっているとされる 9）．以上の研究から，H2O2 を細
胞外から加えるとインスリン類似作用を持つが，これらは
IRを介するシグナルとは異なると考えられている．
一方，インスリンの作用にH2O2 が必須であるという
論文が多数ある．3T3-L1 脂肪細胞やHepG2 細胞をイン
スリン（100 nM）処理すると 1分後にH2O2 が発生し，5
～ 10 分でその濃度は最大になった．PTP1B 活性は，イ
ンスリン処理後 5～ 10 分で 32～ 52 % 減少する．同
時にインスリンによる IR自己リン酸化も IRS-1（Insulin 
receptor substrate-1）の Tyr リン酸化も同時に起こる．カ
タラーゼ共存下ではH2O2 発生はなく，上記全ての反応を
阻害する．インスリン処理後低下した PTPは DTTによっ
て活性が回復する 10）．
以上から，インスリンが IRに結合するとH2O2 が発生
し，これが IR自己リン酸化や IRS のリン酸化，PTP1B の

図 1．インスリンのシグナル伝達と過酸化水素の関係．
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可逆的不活化を引き起こすと結論できる．
さらに，Rat-1 細胞にインスリンを作用させるとH2O2 が

発生し，同時に IR と PKB/Akt の Tyr にリン酸化が起こ
る．この細胞にカタラーゼを過剰発現させると，ROS発
生もこれらのTyrリン酸化も阻害される．modified in-gel 
PTP assay を用いてインスリン処理で阻害されるPTPを同
定すると既知のPTP1Bと TC45（the 45-kDa splice variant 
of T cell protein-tyrosine phosphatase）であった 11）．
TC45 の siRNAで TC45 の量を減少させるとインスリ
ンによるAkt のリン酸化は強くなり，かつ持続時間も長く
なる．これらの細胞に PDGFを作用させると，PDGF受容
体の自己リン酸化とAkt リン酸化が起こるが，これらのリ
ン酸化には TC45 siRNAは影響を与えない．即ち，TC45
はインスリンを介するシグナル伝達に特異的であった 11）．
同様にHepG2 細胞でも TC45 の siRNAで TC45 の量
を減少させてインスリンを作用させると，Akt のリン酸化
のレベルも持続時間も長くなった．しかも TC45 は IR と
結合することを，substrate-trapping mutant を用いて証
明した 11）．
次にH2O2 が発生する機構であるが，3T3-L1 脂肪細

胞において diphenyleneiodonium（DPI: NADPHオキ
シダーゼ阻害剤）はインスリンによるH2O2 産生，PI3K 
（phosphatidylinositol 3’-kinase）の活性化，Akt の活性
化すべてを阻害した．これらはDPI 処理した細胞にH2O2
を添加することで回復した．H2O2 によるAkt の活性化は
PI3K の阻害剤であるwortmannin や LY294002 処理に
より完全に阻害されたが，これらはH2O2 生成を阻害しな
い．よってインスリンはAkt とは独立の経路でH2O2 生成
を起こすと考えられる（PDGFなどはAkt の活性化がH2O2
生成に関係している 12））．DPI はインスリンによるグル
コースの取込みもGlut 4 の細胞膜への移行も阻害する 13）．
以上より，貪食細胞で活性化されることがよく知られた
NADPHオキシダーゼがH2O2 の発生に関与している．
3T3-L1 脂肪細胞にはNox4 [gp91phox ｛貪食細胞の

NAD（P）Hオキシダーゼ触媒サブユニット｝の相同体 ] が
発現している．この細胞にNAD（P）Hおよび FAD/NAD
（P）H結合領域を欠損したNox4 deletion construct を発
現させると，インスリンによるH2O2 発生，IR と IRS-1 の
Tyr リン酸化，グルコース取込み，IRS-1 への PI3K p85 
サブユニットの結合，Erk1 と Erk2 のリン酸化などがすべ
て阻害された 14）．
さらにNox4 の siRNAを導入してNox4 を減少させる
と，インスリンによる IRリン酸化，グルコース取込み，
Akt のリン酸化が阻害された．以上から，脂肪細胞ではイ
ンスリンにより，Nox4 が活性化されてH2O2 を発生し，
これが IR自己リン酸化，MAPK活性化，グルコースの取
込みなどを行う．これと逆の作用をしているのが PTP1B

である 14）．
以上のようにインスリンのシグナル伝達に少量のH2O2

が必要であるとすると，細胞内のH2O2 を迅速に分解すれ
ばインスリンのシグナルは伝達しなくなるはずである．培
養細胞系でも外部から加えたカタラーゼやカタラーゼの
過剰発現がインスリンの作用を阻害する．H2O2 を分解す
るセレン依存性グルタチオンペルオキシダーゼ 1（GPX1）
を過剰発現させたマウスは生後 24週間で対照群と比較し
て，体重，体脂肪率が有意に高く，血糖，血液中のインス
リンとレプチン濃度が高くインスリン抵抗性も高かった．
肝臓でのインスリンによる IR のリン酸化も 30～ 70 %
減少していた．さらに肝臓とヒラメ筋におけるインスリ
ンによるAkt の Ser473 と Thr308 のリン酸化も減少して
いた．これらの事実からGPX1 過剰発現によるH2O2 濃度
の低下は IRの機能発現に必要なH2O2 を消失させる結果，
インスリン抵抗性を惹起する 15）．
このような結果を見ると，少量のH2O2 はインスリンの
機能発現に必須であり，糖尿病で酸化ストレスが亢進し，
ROSが増加する 16）のは，インスリン抵抗性を緩和するた
めではないかなどという議論が出るかもしれないが，そう
単純ではない．逆にH2O2 はインスリン抵抗性を引き起こ
すという研究がある．
ラット血管平滑筋細胞（VSMS）を 50 Mの H2O2 で処

理した後，インスリンを作用させると，IR の自己リン酸
化，Akt の Ser473 や Thr308 のリン酸化が大きく阻害さ
れた 17）ことからH2O2 はインスリン抵抗性を引き起こすと
される．一方，50 M H2O2 処理のみでAkt のリン酸化は
有意に増加したが，これはH2O2 のインスリン類似作用で
ある．
NIH-B 細胞でも 0.1 ～ 5 mM H2O2 で 5分間処理後，イ
ンスリン（100 nM, 5 分）を作用させると濃度依存的に IR
の Tyr 自己リン酸化が阻害された 18）．L6 筋細胞において
もインスリンはグルコースの取込みを 2倍，グリコーゲン
合成を 5倍に増加させるが，50 M以上のH2O2 存在下
では，前者は 73 %阻害され，後者は完全に阻害された．
即ち，H2O2 はインスリンの阻害剤である．（インスリン
+H2O2）で処理したあと培地を交換して，その後インスリ
ンで刺激するとH2O2 の効果は消失するので，H2O2 の効
果は可逆的である．その原因は，p38 MAPKの活性化で
あった．実際に p38 阻害剤存在下では，H2O2 はグルコー
スの取込みをインスリンと同程度に促進する．この現象
はwortmannin で阻害されたので，H2O2 は p38 と PI3K
両方を活性化するが，PI3K のほうが glucose 輸送を活性
化することがわかる．一方，p38 の活性化はグルコース
輸送を阻害する．H2O2 は p38 以外に JNK （c-Jun NH2-
terminal kinase）, p42/p44 MAPK, Akt を活性化する 19）．
H2O2 によるMAPK活性化についてはこれ以外に，ブ
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タ大動脈内皮細胞 PAECs を 200 Mの H2O2 で処理する
と，c-Jun と JNKのリン酸化が起こり，AP-1 の活性化を
起こすことが知られている．これらの反応は，まず Src の
活性化が起こり，これが EGF受容体のリン酸化を起こし，
JNK活性化につながると考えられている 20）．さらにラッ
ト心筋細胞を 100 M H2O2 で処理すると，JNKが活性化
され c-Fos をリン酸化する．リン酸化された c-Fos はプロ
テアソームで分解されなくなることが報告されている．同
時に心肥大に関係すると言われているAP-1 も活性化され
る 21）．
上記以外にH2O2 によって影響を受けるホルモン受容体

は，NGF，HGF，VEGF，TNF- ，IL-1 ，アンギオテン
シン II，転写因子としてはNF- B，タンパク質としてはマ
トリックス金属プロテイナーゼ（MMP），一酸化窒素シン
ターゼ（NOS），PTEN，Cdc25c，タンパク質キナーゼC，
Rac 1 を介するNADPHオキシダーゼ，HIF-1（hypoxia-
inducible factor-1），focal adhesion kinase pp125FAK な
ど多彩である 2）-4）．
細胞にH2O2 を作用させる場合，その濃度が重要であ
る．例えば 1 mMぐらいの高い濃度では細胞死を引き起
こすので，細胞死のシグナルが活性化する．10～ 200 M
程度が生理的濃度であろうが，細胞外から加えたH2O2 と
インスリンが受容体に結合して発生するH2O2 とは何が違
うのかが不明である．単に局在の問題とは言い切れない．
ヒト PTP1B が O2- と反応して不活化される反応速度
は 334 ± 45 M-1s-1 で，H2O2 との反応速度は 42.8 ± 3.8 
M-1s-1 なので，O2- のほうが反応性は 8倍ほど高い 22）．し
かも，H2O2 との反応ではMet の酸化も起こるため可逆的
に回復する酵素の割合が 20 %しかなく，O2- の場合の 60
～ 65 % に比べて非常に低い．PTP1B を O2- と反応させる
とCys215 はスルフェン酸に変換され，これを 10 mMの
GSHと反応させるとGSH化が起こる．実際，培地から血
清を除去したA431 細胞に EGFを作用させるとCys215
が GSH化されていた．これはDTTかチオールトランス
フェラーゼで再活性化された 22）．
1.5 Mの PTP1B を 100 M H2O2 で処理するとその活
性低下の半減期が 3分であると報告されており 23），上記
の反応速度とほぼ対応している．細胞におけるインスリ
ンによる PTP1B の不活化は 5分で明確なので，H2O2 の
局所濃度はその程度はあるはずである．PTP1B を不活化
するのは反応速度，可逆性から見るとO2- のように見える
が，細胞外から添加したカタラーゼがこのプロセスを阻害
することが繰り返し報告されているのでH2O2 であろう．
しかも細胞外のカタラーゼが有効であることを考えると，
H2O2 の発生は特定の領域や方向で起こるのではなくラン
ダムな方向に起こっていることは明らかである．
しかし最初に活性化されるのがNADPHオキシダーゼ
なら，O2- が大量に発生するはずで，それが SODと反応

しなければH2O2 の発生は遅い．実際にO2- も H2O2 も膜
や水溶液を自由に拡散できるので，近くに SODがあると
しても，なぜO2- が直接反応しないのかという疑問がわ
く．最も単純と思われることにもまだまだ解明すべきこと
が多い．

（奈良女子大学食物栄養学科　小城　勝相）
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