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【緒言】  

酸化ストレスとは生体の酸化還元  (レドックス )  の均衡が崩れ酸化状態に傾く

ことであり、さまざまな疾病との関連が指摘されている。これまで酸化ストレス

の要因である活性酸素種  (Reactive Oxygen Species :  ROS) は生体分子の非特

異的損傷をもたらす毒性因子として扱われてきた。しかし、近年になり、特異的

にシグナル経路を制御することで細胞機能に利用されていることが分かってき

た。その１つに、mitogen-activated protein kinase (MAP キナーゼ )  信号系の

ROS による活性化が報告されており、その活性化は上流の epidermal growth 

factor (EGF) 受容体の活性化あるいは脱リン酸化酵素の阻害を介しているとい

われている。  

一方、MAP キナーゼ信号系の下流分子である 90-kDa ribosomal S6 kinase 1  

(RS キナーゼ 1) は MAP キナーゼ  (= extracellular signal-regulated kinase :  

ER キナーゼ ) により直接リン酸化され活性化し、基質リン酸化を介して細胞の

生存、分化、増殖を制御している。近年、基質として神経型一酸化窒素  (NO) 合

成酵素  (nNOS) が同定され、部位特異的リン酸化  (Ser847)  を介して NO 産生を

阻害していることが報告されている。  

このように、これまでの報告によると MAP キナーゼ信号系は、ROS によって

RS キナーゼ 1 も含めて活性化されていると思われる。そこで、本研究では ER

キナーゼ -RS キナーゼ 1-nNOS 信号系に着目し MAP キナーゼ信号系の ROS 感受

性について検討を行った。  

 

【結果・考察】  

1. ROS による内在性 RS キナーゼ 1 の活性阻害  

先ず、細胞内での MAP キナーゼ信号系に対する ROS の影響を機能分子の部位

特異的リン酸化検出によって検討した  (Fig. 1)。ヒト胎児腎細胞由来の  HEK293

細胞に nNOS を過剰発現させ EGF で刺激すると、ER キナーゼより上流分子の

活性化を示す ER キナーゼのリン酸化  (p-ERK1/2) がみられた。さらに ER キナ

ーゼの活性を示す RS キナーゼ 1 のリン酸化  (p-Thr57 3RSK1) および RS キナー

ゼ 1 の活性を示す nNOS のリン酸化  (p-Ser8 47nNOS) がみられた。一方、同細

胞を細胞内分子の S-グルタチオン化を惹起するチオール基選択的酸化剤  の

diamide で処置すると、ER キナーゼおよび RS キナーゼ 1 のリン酸化はみられ

たが、 nNOS のリン酸化はみられなかった。また、 diamide と EGF の共処置に

おいても nNOS のリン酸化はみられなかった。  

 

2. 部位特異的 S-グルタチオン化による RS キナーゼ 1 の活性阻害  

 上記の結果は、ROS による S-グルタチオン化修飾によって RS キナーゼ 1

活性が阻害されていることを示唆する。そこで、ROS による S-グルタチオン化

を介した RS キナーゼ 1 の活性阻害の可能性について検討した。EGF 処置を行っ

た RS キナーゼ 1 過剰発現 HEK293 細胞より活性化 RS キナーゼ 1 を精製した。



精製した RS キナーゼ 1 の活性は合成ペプチド  (S6 peptide) を基質として用い

て測定した。還元型グルタチオン  (GSH) と diamide の処置により酵素活性は顕

著に低下し、この活性低下は低分子酸化還元剤の DTT の添加によりほぼ完全に

回復した。次に、タンパク質 S-グルタチオン化認識抗体  (PSSG) を用いること

で、同処置による RS キナーゼ 1 の S-グルタチオン化が観察された。また、脱

S-グルタチオン化酵素であるグルタレドキシン  (Grx) の後処置により脱 S-グル

タチオン化され、阻害された活性の回復がみられた  (Fig.2)。さらにグルタチオ

ン化修飾による RS キナーゼ 1 の阻害形式は RS キナーゼ 1 の基質  である ATP

や S6 peptide のどちらにとっても競合阻害ではなかった。そこで、ROS により

酵素触媒部位が S-グルタチオン化修飾されていると考え、活性中心に存在する

Cys22 3 を Ser に置換した RS キナーゼ 1 変異体  (C223S) を作製し、培養細胞へ

の過剰発現系で ROS 感受性を検討した。野生型 RS キナーゼ 1 発現細胞でみら

れた ROS によるグルタチオン化修飾ならびに nNOS リン酸化活性の低下は、

C223S 発現細胞ではともにみられなかった。  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【結論】  

ROS は細胞内において  MAP キナーゼ信号系を活性化するとされるが、本研究

によって同信号系の 1 分子である RS キナーゼ 1 は、その Cys2 23  の S-グルタチ

オン化を介して活性が抑制されていることが明らかになった。さらに、RS キナ

ーゼ 1 による nNOS リン酸化が NO 産生を阻害しているという報告と合わせて、

ROS 刺激による RS キナーゼ 1 の活性阻害が、NO 産生を増長させ、NO 信号系

の制御にもかかわっている可能性が示唆された  (Fig.  3)。  

 

【本研究の誌上発表】  

  Takata T. ,  Tsuchiya Y. ,  Watanabe Y.,  90 -kDa ribosomal S6 kinase 1 is  inhibited by 

S-glutathionylation of  i ts  active -s ite cysteine residue during oxidative stress.   

FEBS Lett . ,  587 ,  1681-1686 (2013).   

EGF

+ -diamide +-

- + +-

p-Ser847

nNOS

RSK1

nNOS

p-ERK1/2

ERK1/2

TF: nNOS

p-Thr573

RSK1

F ig .  3 .  I n ac t i v a t i on  o f  RS K1 by  

S -g l u t a t h i o ny la t i on .  

F ig .  1 .  E f f ec t s  o f  d i am ide  

on  RSK 1- i nd uc e d  

phos ph or y l a t i o n  o f  n NOS i n  

c e l l s .  

0

5

10

15

20

25

30

0.1 mM GSH 0.1 mM GSH /diamide

RSK1

PSSG

+-Grx +-

- diamide

R
S

K
1

 a
c
ti
v
it
y
 (

fm
o

l/
m

in
)

30

25

20

15

10

5

0

F ig .  2 .  RSK1 i s  i n h ib i t ed  

upo n  b e in g  

S -g l u t a t h i o ny la t e d .  

 


