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要旨 

 細胞は様々なレドックス反応「レダクション（還元）とオキシデイション（酸化）」を基本として維持されている。近

年、このレドックス代謝に異常を起こすことが、脳梗塞、脊髄損傷、脳神経変性疾患等の種々の疾患に密接に関与してい

る可能性が強く指摘されている。また、これらの中枢神経障害に一酸化窒素（NO）が関与することが報告されている。

そして、このNOによる中枢神経細胞死はNO由来の反応性窒素酸化物による生体機能分子のレドックス制御機構の乱れ

による可逆的修飾であるグルタチオン化やニトロソ化を介して発現することも示唆されている。一方、脳神経系において、

神経成長、成熟に関わる細胞内情報伝達はカルシウム/カルモデュリン（Ca2+/CaM）によって活性化されるカルシウム受容

リン酸化酵素、CaM キナーゼ群が絡んでいる可能性が示唆されている。近年、このCaMキナーゼ群ならびにNOが、神

経因性疼痛等の種々の慢性疼痛に密接に関与している可能性が強く指摘されている。しかし、これまでに、神経因性疼痛

のメカニズムを CaM キナーゼ群の NO 応答性ならびにレドックス反応性に着目して行われた研究はない。そこで、本研

究課題では、神経因性疼痛の分子病態をNOとカルシウム受容キナーゼの相互作用で理解し、予防法・治療法の基盤を築

くことを目的とした。その結果、ラット脊髄神経損傷モデルにおいて、後根画分のNO修飾タンパクの検出を行ったとこ

ろ、損傷側に有意にニトロソ化タンパクの上昇が検出された。一方、分子・細胞レベルでの解析の結果、CaM キナーゼ I

が、部位特異的なグルタチオン化修飾を受けることによって酵素活性が可逆的に阻害されることを見出した。これらレド

ックス応答分子としてのキナーゼ群ならびにタンパクの制御機構解明は、脳神経傷害における新たなレドックス制御薬の

理論的基礎研究として位置付けられる。 
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緒言 

 近年、脳梗塞、変性疾患による中枢神経障害に一酸化窒素(NO)を始め様々なタンパク質リン酸化酵素が関与することが

報告されている。中でも、カルシウム/カルモデュ

リン（Ca2+/CaM）によって活性化されるリン酸化

酵素CaMキナーゼは、神経シナプス形成、記憶・

学習に関わる機能分子でもあることが広く研究さ

れてきている。これまでに、私共は神経における

NO 産生の律速酵素である神経型 NO 合成酵素

（NOS）の CaM キナーゼによる部位特異的リン

酸化がNOシグナルを負に制御していることにより脳梗塞や神経伝達物質ドパミン信号系において重要な役割を果たして

いることを示唆してきた（図）[1-4]。 

 ところで、NOによるシグナル伝達には可溶性グアニレートサイクラーゼの活性化によるcGMPを介する経路と、cGMP

に依存しないものがある。前者は、血管内皮依存性 NOS による血管平滑筋弛緩反応に代表される情報伝達メカニズムで

脳循環や血圧調節に関与する。後者の場合、NO そのものというより、NO 由来の反応性窒素酸化物による生体分子のシ

ステインチオールのグルタチオン化（RSSG）やニトロソ化（RSNO）反応を介するものである。近年、この後者の反応

性窒素酸化物などによる生体分子修飾が、脳神経変性疾患等の種々の疾患に密接に関与している可能性が強く指摘されて

いる。私共はこれまでに、CaMキナーゼIIの部位特異的システインチオールのニトロソ化によってキナーゼ活性が可逆的

に阻害され、脳虚血時のCaMキナーゼII活性の低下がこの部位特異的NO修飾によることを示唆した[5]。本研究課題では、

近年、いくつかの神経機能がそれにより調節されているとされるCaMキナーゼIのレドックス応答性の分子基盤ならびに、
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その脳神経細胞機能を明らかにすることを目的とした。そして、ペインクリニックでも重要懸案である神経因性疼痛のメ

カニズムを機能分子のレドックス応答性解析の為、ラット神経因性疼痛モデルにおける髄後根画分でのレドックス応答タ

ンパク質の検索を行った。 

 

方法 

 神経因性疼痛モデルラットは、手技的な変動が少ない脊髄神経結紮モデルを用いた。腰髄後根画分での不特定多数の修

飾タンパクの検出は、抗ニトロソ化タンパク抗体を用いたウエスタンブロット法で解析した。CaMキナーゼIのレドック

ス応答性の解析には、酸化ストレス刺激として SH 基選択性酸化剤(diamide)ならびに還元型グルタチオンを使用した。リ

コンビナント CaM キナーゼ I は大腸菌発現系にて精製し、キナーゼ活性測定には[γ-32P]ATP から合成ペプチド基質（シン

タイド２）への 32P 転位の検出によって行った。酸化修飾部位および種類解析は、CaM キナーゼ I の分子内のシステイン

残基の点変異体およびESI-四重極型MSによる質量分析法にて行った。グルタチオン化タンパクの検出には抗グルタチオ

ン化抗体を用いたウエスタンブロット法で解析した。 

 

結果 

 １）CaMキナーゼIのグルタチオン化による活性阻害 

 リコンビナントCaMキナーゼIをDiamide 

(0-3 mM) および還元型グルタチオン(125 µM) 

処置し、酵素活性を測定すると 100 µM 

Diamide でほほ完全に阻害された。この処置

により CaM キナーゼ I がグルタチオン化さ

れていることが、抗グルタチオン抗体を用い

確認できた。さらに、阻害された酵素活性は、脱グルタチオン化酵素であるグルタレドキシンによって回復され、同時に
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脱グルタチオン化も観察された（図１）。 

 

 

 

２）Cys179修飾によるCaMキナーゼI活性阻害 

 CaM キナーゼ I の活性中心近傍の Cys179 の変異体(179CV)ミュータント

のリコンビナント酵素を作成した。そして、Diamide/グルタチオン処置によ

るCaMキナーゼI活性阻害を野生型と比較した。179CVは125 µMグルタ

チオン、0-300 µM Diamide存在下で、酵素活性に大きな変化は見られなかっ

た（図２）。CaMキナーゼ IはCys179以外に９つのCys残基を有するがどの点変異体もDiamide/グルタチオン処置による活

性低下には抵抗性を示さなかった（データ表示せず）。 

 

３）CaMキナーゼ IのCys179残基のグルタチオン化修飾の検出 

 Diamide/グルタチオン処置によって

Cys179にグルタチオン化修飾が見られる

のかを、処置酵素のプロテアーゼ分解後、

ESI-四重極型MSによる質量分析法によ

って解析を行った。７３％のペプチド回

収率で１０個のCys残基のうち３つの

Cys残基を含むペプチド (Cys179, Cys267, Cys349) が回収された。そのどのCys残基にもグルタチオン化修飾が検出された

（表）。 
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４）細胞内CaMキナーゼIのグルタチオン

化による活性制御 

 Hela細胞に野生型と179CV変異体のCaM

キナーゼIを遺伝子導入し、Diamide(1 mM) 処

置後、CaMキナーゼ活性をを測定した。野

生型ではDiamide処置により酵素活性は殆ど

消失したが、179CV変異体は抵抗性を示した。

さらに、野生型の酵素活性消失は、その後のグルタレドキシン処置によって回復が見られた（図３）。 

 

 

 

 

５）ラット神経因性疼痛モデルにおける髄後根画分でのレドックス応答タンパク質の検索 

 脊髄神経結紮モデルを用い、腰髄後根画分での不特定多数の修飾タンパクの検出を、抗ニトロ

ソ化タンパク抗体を用いたウエスタンブロット法で解析した。障害側でのニトロソ化タンパクは

健側側に比べて有意に増加していることが分かった（図４）。なお、障害側でのバンドは還元剤

処置によって消失することを確認した（データ表示せず）。 

 
 
考察 

 以上のように、今回の助成では、NO 信号系制御の新しい作用機序の解明を通して、NO 信号系制御薬創製の分子基盤

を築くことが出来た。つまり、CaMキナーゼ群が直接NOの修飾を受けその活性が可逆的に制御されているという概念を

確立できた。これまでに、レドックス制御の乱れが、脳神経細胞障害を引き起こすとされている。実際に、いわゆるレド
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ックス制御薬が、急性期脳梗塞の治療に使われている。しかしながら、各レドックス疾患において主因となる酸化ストレ

ス系は単一でないことから、フリーラジカル消去薬だけで全てのレドックス疾患を効率的に治療するには限界があり、今

後は各疾患の信号系に特化したレドックス疾患治療に貢献する新しいレドックス制御薬の登場が待たれる。私共はこれま

で、キナーゼシグナルによる活性窒素シグナルの制御機構を報告してきた。その中で、私共が見出したレドックス応答分

子としてのCaMキナーゼ群の制御機構は、神経傷害において防御的分子であるCaMキナーゼ群と攻撃的分子である酸化

ストレスのクロストーク理解において新展開であり、新たなレドックス制御薬の理論的基礎研究として位置付けられる。

神経因性疼痛モデルでは脊髄でのＮＯ産生が亢進していることが判明しているので、今回得られた障害側の腰髄後根画分

でのニトロソ化タンパクの検出は今後その標的分子の同定を通して、慢性疼痛における新しい作用機構を明らかにするこ

とができると思われる。現在、CaMキナーゼ群のニトロソ化ならびにグルタチオン化の検出をしているところである。今

後は脳虚血、神経損傷、クモ膜下出血などの中枢神経疾患の分子病態を広く生体機能分子のレドックス制御破綻として捉

え、レドックス制御薬開発の基盤研究を展開させたい。 
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