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1. 序論 

 システインハイドロパースルフィド (CysSSH) に代表される活性イオウ分

子は、イオウ原子が連なった構造から、親電子性と求核性を持つユニークな化

学特性を有している 1)。活性イオウ分子は、イオウ原子が連結することで、分子

の pKaが低下しアニオン (RSS-) になりやすくなるため (CysSH: 8.29/ pKa、

CysSSH: 4.34/ pKa) 2) 、高い求核性を示す。この求核性が高まることにより、

抗酸化活性を有し、メチル水銀や 8-ニトロ cGMP、N-アセチル p-キノンイミン 

(アセトアミノフェンの代謝中間体) などの親電子物質の解毒・代謝に寄与し、

酸化ストレスに対する生体の防御に寄与している 3, 4, 5) 。一方で、分子型の活性

イオウ分子 (RSSH) はジスルフィドに近い親電子性を示すことがわかってお

り、このイオウ原子はタンパク質のチオール基にイオウ原子を転移するポリス

ルフィド化修飾に働き、タンパク質の活性を制御することが知られている (Fig. 

1) 1, 6) 。 

 

 

 

 

 

 

Fig.1. 活性イオウ分子の化学特性 

「FEBS Letters 592, 2140–2152 (2018) .」1) より引用改変 

分子型とイオン型の活性イオウ分子の持つ化学特性について、分子型が求核性

を示す一方で、イオン型は高い求核性を示す、活性イオウ分子の持つ二面性を

図示した。  
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CysSSH は、生体内において含硫アミノ酸代謝酵素であるシスタチオニンβ-

シンターゼ (Cystathionine β-synthase: CBS) やシスタチオニンγ-リアーゼ 

(Cystathionine γ-lyase: CSE) によって、シスチンを基質に、ピリドキサールリ

ン酸 (Pyridoxal 5’-phosphate: PLP) を補酵素にして産生されることが報告さ

れている 6) 。また、近年 CBS や CSE に加えて、システイン tRNA 合成酵素 

(Cysteinyl-tRNA synthetase: CARS) によって、システインを基質に、より効

率的に CysSSH が産生されることが明らかとなった 7) 。興味深いことに、

CysSSHは CARSによってタンパク質の翻訳過程でアミノアシル tRNAに組み

込まれることで、翻訳時修飾としてタンパク質に組み込まれることもわかって

いる 7) (Fig. 2) 。 
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Fig. 2. 活性イオウ分子の産生とタンパク質ポリスルフィド化 

「Nat. Commun. 8,1177 (2017) .」7) より引用改変。 

シスチンを基質としたシスタチオニンβ-シンターゼ (CBS) 、シスタチオニン

γ-リアーゼ (CSE) によるシステインハイドロパースルフィド産生と、CSEに

よるシスタチオニンからのシステイン供給を介したシステインtRNA合成酵

素 (CARS) によるCysSSH産生を示した。加えて、産生されたCysSSHによ

るイオウ転移反応を介した翻訳後のタンパク質ポリスルフィド化と、CARSに

よるtRNA合成に際して、CysSSHがtRNAに取り込まれることにより生じる

翻訳時のタンパク質ポリスルフィド化について示した。 
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ポリスルフィド化修飾の意義について、細胞の分化、増殖に関与するリン酸化

酵素である分裂促進因子活性化プロテインキナーゼ (Mitogen activated 

protein kinase: MAPK) シグナルの一員であるMAPK kinase 1 (MEK1) は

Cys341のポリスルフィド化により下流のキナーゼである細胞外シグナル調節キ

ナーゼ (Extracellular regulated protein kinase: ERK) のリン酸化及び、核移

行を促進し、ポリ (ADP) リボースポリメラーゼ-1 (Poly (ADP-ribose)  

polymerase 1: PARP1) の活性化を介して DNA損傷の修復を促している 8) 。ま

た、チロシン脱リン酸化酵素 1B (Protein tyrosine phosphatase 1B: PTP1B) は、

小胞体ストレス条件下において Cys215がポリスルフィド化され、その活性が阻

害されることが報告されている 9) 。これらのことから、活性イオウ分子はタン

パク質のポリスルフィド化を介してリン酸化シグナルを制御していることが考

えられる。また、リン酸化シグナルの他にも、細胞の老化、長寿に関与するヒ

ストン脱アセチル化酵素 (Sirtuin1) など、多くのタンパク質がポリスルフィド

化のターゲットとなっている 10) 。 

活性イオウ分子によるポリスルフィド化は、親電子物質の一種である一酸化

窒素 (NO) による、S-ニトロシル化と同部位のチオール基に生じる例が報告さ

れている。内皮型のNO合成酵素 (Endothelial NO synthase: eNOS) において

は、Cys443の S-ニトロシル化によりその活性が阻害されるのに対して、同部位

のポリスルフィド化はその活性に影響を及ぼさない。しかしながら、eNOS は

Cys443 がポリスルフィド化されることで、S-ニトロシル化による活性阻害を受

けなくなる 11) 。また、肝細胞やマクロファージにおいて、腫瘍壊死因子α (Tumor 

Necrosis Factor α:  TNFα) 刺激により CSE、誘導型NO合成酵素 (Inducible 

NOS: iNOS) が順次発現誘導される。このとき、CSEの発現誘導に伴い、核内

因子κB (Nuclear factor-κB: NF-κB) のサブユニットである p65タンパク質は
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Cys38がポリスルフィド化されることで活性化される。次いで iNOSが発現誘導

されると、同部位が S-ニトロシル化されることで不活化される 12) 。したがって、

TNFα刺激によるNF-κBシグナルは、活性イオウ分子とNOによる同部位の修

飾を介して時間的な調節を受けている。また、ポリスルフィド化と S-ニトロシ

ル化は、いずれも Acid-base motifという独特な配列のもとに生じやすいことが

報告されている 13) 。これらのことから、タンパク質の同一のシステイン残基に

おける活性イオウ分子とNOのクロストークが示唆されている。 
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カルモデュリンキナーゼ II (Calcium/calmodulin dependent protein kinase 

II: CaMKII) は、Ca2+/カルモデュリン (Calmodulin: CaM) 複合体により活性

化されるセリン/スレオニンタンパク質リン酸化酵素である。CaMKIIには、α、

β、γ、δの 4つのアイソフォームが存在し、α、βは中枢神経系に、γ、δは末梢組

織に発現している 14) 。また、それぞれ幅広い基質特異性を有していることから、

多機能キナーゼとして多くの生理・病態への関与が知られている。CaMKIIは、

N 末端から、キナーゼドメイン、調節ドメイン、会合ドメインで構成され、会

合ドメインによりオリゴマーを形成する (Fig. 3) 15) 。 

Fig. 3. CaMKIIの一次元構造及びリン酸化部位の模式図 

「J. Biol. Chem. 264, 17907–17912 (1989) .」15) 、「PLoS Biol. 8, (2010) . 」

16)より引用改変。 

CaMKIIの一次構造をリボンで示した。CaMKIIα, β, γ, δアイソフォームの配列

を、S-ニトロシル化部位である Cys6または Cys30を含む領域と調節ドメインに

ついて示した。自己リン酸化部位であるスレオニン残基をグレーで示した。 
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CaMKIIの活性化機構は、他のCaMKであるCaMKI、CaMKIVとは異なって

いる。CaMKI、CaMKIVは、Ca2+/CaM結合とCaMKキナーゼ (CaMKK) によ

るリン酸化 (CaMKIではThr177、CaMKIVではThr196) により最大活性化される。

一方、CaMKIIは、Ca2+/CaMにより活性化されると、自身のThr286をリン酸化

する。CaMKIIのThr286のリン酸化はCaMKIIの最大活性には影響しないが、

Thr286がリン酸化されることで、Ca2+濃度が低下し、CaM結合が解除されても、

一部活性が維持される (Fig.4) 。 

 

 

 
Fig. 4. CaMKsのリン酸化による活性化 

「Neuron 59, 914–31 (2008) .」17) より引用改変。 

CaMKIIと CaMKI、CaMKIVの非リン酸化体、及びリン酸化体の Ca2+/CaM

存在下、非存在下における活性を図示した。CaMKIIが、Thr286のリン酸化に

より Ca2+/CaM非存在下においても、活性が維持されることを示した。 
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CaMKIIは、細胞内カルシウム濃度が低い、いわゆる定常状態では、触媒領

域に自己制御領域が蓋をする形で存在し、自らの活性を抑制している (Fig. 

5A) 。イオンチャネルを介して、細胞外や小胞体から細胞質内へカルシウムが

流入すると、自己制御領域に Ca2+/CaMが結合し、自己抑制が外れることで活

性化される。CaMKIIが活性化されると基質タンパク質の (-R-X-X-S/T-) をリ

ン酸化する (Fig. 5B) 。また、基質のリン酸化と同時に、自己制御領域に位置

する Thr286が自己リン酸化される (Fig. 5C) 。Thr286がリン酸化された状態で

は、細胞内カルシウム濃度の低下に伴う CaMとの結合が解除されてもキナーゼ

の活性化状態を部分的に維持することができ、 (50-80%) Ca2+/CaM非依存的な

活性を示す (Fig. 5D) 18) 。Thr286の Ala変異体 (T286A) は野生型と同程度の

Ca2+/CaM依存的活性化を示すが、Ca2+/CaM非依存的活性を示さない。加えて、

T286Aノックインマウスは海馬の長期増強を示さないことから、記憶形成には

CaMKIIの自己リン酸化によるCa2+/CaM非依存的活性が重要である 19) 。また、

Ca2+/CaM非依存的活性による CaMKIIの CaM結合部位である Thr305/306のリ

ン酸化は CaM結合を阻害し、Thr305/306のリン酸化により CaMKIIは完全に

Ca2+/CaM非依存的酵素となる (Fig.5E) 20) 。 



9 
 

 

Fig. 5. CaMKIIの活性化の模式図 

「Curr. Top. Cell. Regul. 31, 181–221 (1990) .」21) より引用改変。 

CaMKIIの Ca2+/CaM及び自己リン酸化による活性化機構について CaMKII

の活性化状態の模式図を示した。N末端の ATP結合部位を三角形の溝で、触媒

部位を四角形の溝で示した。自己制御領域はグレーの四角形で示した。 

(A) Ca2+/CaM非結合時の CaMKII (B) Ca2+/CaM結合 CaMKII (C) Ca2+/CaM

結合、Thr286自己リン酸化 CaMKII (D) Thr286自己リン酸化 CaMKII (E) Thr286, 

305, 306自己リン酸化 CaMKII  
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これまでに当研究室では、NOによる Cys6の S-ニトロシル化を介した

CaMKII活性阻害が細胞外の過剰なグルタミン酸による興奮毒性時の神経型

NO合成酵素の活性によるものであることを報告してきた 22) 。一方で、

Ca2+/CaM存在下における短時間のNOドナーの処置は、CaMKIIαの Thr286近

傍の Cys280/289、CaMKIIδでは Cys290を S-ニトロシル化することで、Ca2+/CaM

非依存的活性を惹起することが報告されている 23,24) 。また、Cys273の S-ニトロ

シル化は CaMKIIδの CaMによる活性化を阻害することも報告されている 24) 。

したがって CaMKIIはレドックスセンサーとして機能し、CaMKIIのシステイ

ン残基の修飾は活性制御において重要な役割を果たしていることが考えられる。

本研究では、活性イオウ分子による部位特異的なシステイン残基のポリスルフ

ィド化修飾を介した CaMKIIの活性制御について検討を行った。 
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 2. 実験材料と方法 
2-1 試薬 

ラット CaMは pET-CMベクターと BL21 (DE3)を用いてこれまでに当研究室

で発現精製したものを使用した 22)。 Dithiothreitol (DTT) は和光純薬工業  

(社) より購入した。[γ-32P] ATP  (6,000 Ci/mmol)  は Perkin-Elmer (社) より

購入した。ECL primeウェスタンブロッティング検出試薬、Protein G agarose

は GE Healthcare (社) より購入した。Na2S2、Na2S3、Na2S4、biotin-HPDP, a 

water solubleは同仁化学研究所より購入した。Neutravidin-agaroseは Thermo 

Fisher scientific (社) より購入した。その他実験に使用した試薬は全て特級品を

使用した。 

 

2-2 プラスミドの構築 

 CaMKIIα (J02942) を pME18S、pFast Bacにクローニングし、用いた。Cys6、

Cys30の Ala変異体 (C6A、C30A) は野生型 (WT) を鋳型に下記のプライマー

と KOD-Plus-Neo (東洋紡 (社) ) を用いて作製した (Table 1) 。Cys6、Cys30

の両方の Ala変異体 (C6, 30A) は、C6Aを鋳型にして C30Aプライマーを用い

て作製した。変異体の配列は、Big dye cycle sequence kit (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて解析した。 

Table 1. CaMKII変異体作製に用いたプライマー 
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2-3 抗体 

 マウス Anti-CaMKII抗体は BD Bioscience (社) より購入した。ウサギ

Anti-CaMKIIδ抗体は Trans Genic Inc. (社) より購入した。ウサギ

Anti-GAPDH抗体は Cell Signaling Technology (社) より購入した。ウサギ

Anti-CSE抗体は筑波大学環境生物学研究室 熊谷嘉人教授より分与していただ

いた。Anti-rabbit IgG-HRPおよび Anti-mouse IgG-HRPは GE Healthcare  

(社) より購入した。 

 

2-4. 細胞培養、遺伝子導入、薬物処置 

アフリカミドリザル腎細胞 (COS-7) 及びマウスマクロファージ細胞 

(RAW264.7)  は 10% Fetal bovine serum  (Cell Culture Bioscience (社) ) を

添加した DMEM培地  (Nacalai Tesque (社) ) を用いて 6 cm dishで 37°C、

5% CO2条件下で培養した。ヨトウガ卵巣細胞 (Sf-9) 細胞は 10% Fetal bovine 

serumを添加した Grace’s Insect Medium (GIBCO (社) ) を用いてスピナーフ

ラスコで撹拌しながら 37°Cで培養した。 pME18S-CaMKIIは Lipofectamine 

LTX (Invitrogen (社) ) を用いて遺伝子導入し、36-48時間培養した。その後無

血清培地に置換し 18時間後、Krebs-ringer-HEPES buffer (pH 7.4) に置換し

1時間後、活性イオウ分子を処置した。処置終了時間に、培地を吸引除去し、細

胞を液体窒素にてすばやく凍結した。Lipopolysaccharide (LPS) 、Propargyl 

glycine (PAG) は、細胞を無血清培地に交換後処置し、24時間培養後回収した。 
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2-5 Bacmid/バキュロウイルスの作製、組み換え CaMKIIの発現、精製 

 pFastBac CaMKIIを DH10Bac (Invitrogen (社) ) に導入し、Bacmidを作製

した。作製した Bacmidを、Cellfectin II Reagent (Invitrogen (社) ) を用いて

Sf9に導入し、培養上清をバキュロウイルス溶液として回収した。大量培養した

Sf9細胞に、バキュロウイルス溶液を加え、2日間培養後、細胞を回収した。回

収した CaMKII発現 Sf9細胞を、Lysate buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5、0.1 

mM EGTA、0.1 mM EDTA、0.5 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 、

1 mM Dithiothreitol) 中で、超音波処理によって可溶化した。可溶化液中の

CaMKIIを、CaM-agaroseを用いて分離後、EGTA含有 Lysate bufferで溶出

した 22) 。 

 

2-6. 細胞の可溶化、免疫沈降法 

凍結した細胞を TNE buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM NaCl、1 mM 

PMSF、1 mM EDTA、10 µg/ml Aprotinin、10 mM Sodium pyrophosphate、

25 mM Sodium fluoride、1 mM Sodium orthovanadate、1% Nonidet P-40) で

回収し、超音波処理した後、17,700×gで 15分間遠心し上清をライセートとし

て回収した。ライセートに Protein G agaroseを加え 4°C 、30分間転倒混和す

ることで、Protein G agaroseに抗体非依存的に結合する不純物を除いた。遠心

にて、洗浄に用いた Protein G agaroseを除去し、上清に新たに Protein G 

agaroseと免疫前のウサギ血清または anti CaMKIIδ抗体を加えて 4°Cで 2時間

転倒混和した。遠心によりゲルを沈降させ、上清を除去した後、400 µL TNE 

bufferで 1回、NP-40非含TNE bufferで2回洗浄した。得られたゲルをCaMKII

として酵素活性測定に用いた。また、ゲルに吸着したタンパク質を SDS-PAGE  

sample bufferで溶出し、ウェスタンブロッティングにより解析した。 
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2-7 CaMKII活性測定 

  精製 CaMKIIα (200 nM) を緩衝液中 (250 mM HEPES-NaOH pH7.5、0.5 

mM EDTA) で活性イオウ分子と 30°C、 10分間インキュベートした。CaMKII 

(50 nM) 活性は活性測定溶液 (40 mM HEPES-NaOH pH 7.5、10 mM 

Mg(CH3COO)2 、1 mM CaCl2、1 µM CaM、10 µM [γ-32P]ATP、100 µg/ml BSA、

50 µM Syntide-2 (CaMKII合成ペプチド基質：PLARTLSVAGLPCKK) に

CaMKIIを加え、全量を 20 µLとし、30°Cで 3分間インキュベートした。反

応液のうち 15 µLをWhatman P-81 Phosphocellulose paper (GE 

Healthcare) にスポットし、75 mM Phosphoric acidで洗浄後、32Pの取り込み

量を液体シンチレーション計測法により測定した 25) 。CaMKIIの自己リン酸化

は精製 CaMKII (200 nM) を反応液 (250 mM HEPES-NaOH pH7.5、10 mM 

Mg (CH3COO)2, 4 mM CaCl2, 4 µM CaM, 100 µM ATP and 400 µg/ml BSA) 

中、氷上で 10分間インキュベートした。リン酸化 CaMKII活性は先述の活性測

定溶液中で 5 mM EGTAの存在下または非存在下において 30°C、 3分間イン

キュベートした。 

 

2-8. 電気泳動およびウェスタンブロッティング 

可溶化液中のタンパク質量を Bradford法により測定した後、1/4量の 5 x 

SDS-PAGE sample buffer (250 mM Tris-HCl pH 6.8、8% SDS、40% Glycerol、

0.02% Bromophenol blue、10% 2-Mercaptoethanol) と混和して 95°Cで 5分

間加熱し、一定量のタンパク質を SDS-PAGEによって分離した。これを PVDF

膜に転写した後、各種一次抗体およびそれに対応する二次抗体でラベルし、ウ

ェスタンブロッティング検出試薬 ECL primeを用いて検出した。 
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2-9 変法ビオチンスイッチアッセイ 

 CaMKIIを過剰発現させた COS-7細胞を HENバッファー (250 mM 

HEPES-NaOH pH 7.7、1 mM EDTA、0.1 mM Neoquproine) で可溶化した。

ライセート (0.8 µg/µL Protein) をNa2S4 (100 µM) で 30°C、 10分間インキュ

ベートした後、4倍量のブロッキングバッファー (16 mM S-Methyl 

methanethiosulfonate (MMTS) 、2.5% SDS含有HEN バッファー) を加え、

50°C、 20分間混和しながらインキュベートした。余剰なMMTSをアセトン沈

殿により除去し、沈殿をHENSバッファー (1% SDS含有HENバッファー) で

再溶解した。1 mM Biotin-HPDPを加えて 25°C、 3時間回転混和した後、ア

セトン沈殿により、余剰なビオチンを除去した。ビオチン化タンパク質を

Neutravidin agaroseで回収し、ゲルに結合したタンパク質を SDS-PAGE 

sampleバッファーで溶出した。溶出したサンプルについて Anti-CaMKII抗体

を用いたウェスタンブロッティングにより解析した 11) 。 

 

2-10. CSE/シスチンによる CysSSH産生及び、蛍光プローブによる活性イオウ

分子産生の検出 

精製 CSE (1 µg) を反応液中 (40 mM HEPES-NaOH pH 7.5、50 µM PLP、

1 mM Cystine) で 37°C、60分間インキュベートし、活性イオウ分子を産生さ

せた。生じた活性イオウ分子は、反応液を 20 mM Tris-HCl pH 7.4中で、10 µM 

Sulfane sulfur probe4 (SSP4) 及び 50 µM Hexadecyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) と 25°C で 30分間反応させた。生じた蛍光をマイクロプレー

トリーダーにて測定した (λex 482/λem 515 ) 26) 。 
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2-11. 統計処理 

 データは平均値±S.E. (N≧3) で示した。統計処理は分散分析 (ANOVA) テ

ストにより行った。 
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3.結果 

3-1.活性イオウ分子処置による CaMKII活性への影響 

 カルシウム非含有条件下において、組み換え CaMKIIに活性イオウ分子であ

るNa2S2, Na2S3, Na2S4を 0-1000 µMで 30°C、10分間処置し、酵素活性への

影響を検討した。いずれの活性イオウ分子も濃度依存的に CaMKII活性を阻害

した (Fig. 6A) 。このとき、イオウ含有数の多い活性イオウ分子ほど低い IC50

を示した (Fig. 6B) 。 

 次に、CSEによって酵素的に産生される活性イオウ分子が CaMKII活性を阻

害するのか検討した。まず、1 mM Cystineを CSE存在下または非存在下にお

いて 50 µM PLP含有中で 37°C、1時間反応させ、活性イオウ分子反応性の蛍

光プローブである SSP4を用いて生じた活性イオウ分子を検出した。Cystine

単独時ではなく、CSEとCystineの反応時に活性イオウ分子が産生された (Fig. 

6C) 。このときの反応産物を CaMKII (200 nM) に 30°C、10分間処置し、酵

素活性を測定したところ、Cystine単独の処置によっても 75%ほどまで低下が

見られたが、CSEと Cystineの反応産物は 32%まで CaMKII活性を低下させ

た (Fig. 6D) 。 
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Fig. 6. CaMKII活性に対する活性イオウ分子の影響 

 (A) CaMKII (200 nM) にNa2Sn  (n=2-4) を 30°C、10分間処置後 CaMKII 

(50 nM) 活性を反応液中で 30°C、3分間インキュベートし測定した。(B) (A) で

得られた結果から見かけ上の IC50を算出した。(C) 1 mM Cystineを CSE (1 µg) 

の存在下または非存在下において 37°C、1時間反応後の活性イオウ分子を SSP4

により測定した。(D) (C) で得られた反応産物を CaMKII (200 nM) に 30°C、

10分間処置し、CaMKII (50 nM) 活性を (A) と同様の方法で測定した。*p<0.05、

***p<0.005 
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3-2. Ca2+/CaM結合及び自己リン酸化 CaMKIIに対する活性イオウ分子の影響 

以上の実験系では、カルシウム/マグネシウム非含有条件 (EDTA存在下) に

おいて、活性イオウ分子の CaMKII活性への影響について検討してきた。

CaMKIIは Ca2+/CaMにより構造を大きく変化させるため、Ca2+/CaM存在下で

は、活性イオウ分子に対する感受性が異なることが想定される。そこで、

Ca2+/CaM存在下において、CaMKIIに対する活性イオウ分子の影響を検討した。

0.5 mM EDTA存在下または 1 mM Ca2+ /1 µM CaM存在下で CaMKIIに 10、

30 µM Na2S4を 30°C、10分間処置後活性を測定した。Ca2+/CaMの存在下、非

存在下のいずれの条件での処置においても Ca2+/CaM依存性の CaMKII活性は

阻害された (Fig. 7A) 。 

次に、Thr286の自己リン酸化体に対する活性イオウ分子の影響を検討した。

自己リン酸化 CaMKIIは、EGTA存在下、つまり Ca2+非存在下において、40%

程の Ca2+/CaM非依存的活性を示した (Fig. 7B) 。自己リン酸化 CaMKIIに 30 

µM Na2S4を 30°C、10分間処置後、EGTA存在下において活性を測定したとこ

ろ、Ca2+/CaM依存的活性もNa2S4により阻害された(Fig.7B) 。 

これまでに、Ca2+/CaM存在下において短時間のNOドナー処置によりリン酸

化部位近傍のCys280/290のS-ニトロシル化を介してCa2+/CaM非依存的活性を惹

起することが報告されている 23,24) 。そこで、同条件での活性イオウ分子処置に

よる効果を検討した。4 mM Ca2+/4 µM CaM存在下において 0-30 µM Na2S4を

30°C、3分間処置し、Ca2+/CaM依存性ならびに非依存的活性を測定した。結果、

活性イオウ分子によってCaMKIIの Ca2+/CaM非依存的活性が誘導されること

はなく、Ca2+/CaM依存的活性はNa2S4濃度依存的に阻害される傾向がみられ

た (Fig. 7C) 。これらのことから活性イオウ分子は CaMKIIの活性化状態に関

わらず、CaMKII活性を阻害することが明らかとなった。 
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Fig. 7. Ca2+/CaM結合及びリン酸化 CaMKIIに対する活性イオウ分子の影響 

 (A) CaMKII (200 nM) を 1 mM Ca2+ /1 µM CaM存在下または、0.5 mM 

EDTA存在下において図に示した濃度で 30°C 、10分間処置した。処置後の

Ca2+/CaM存在下での CaMKII (50 nM) 活性を Fig. 6Aと同様の方法で測定し

た。 (B) CaMKII (200 nM) を 4 mM Ca2+ /4 µM CaM存在下において 100 µM 

ATPと氷上で 10分間インキュベートした (Thr286の自己リン酸化) 。その後

30 µM Na2S4を 30°C、10分間処置した。処置後の CaMKII (50 nM) 活性を 5 

mM EGTA存在下 (Ca2+ independent activity) または、1 mM Ca2+ /1 µM 
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CaM存在下 (Total activity) で Fig. 6Aと同様の方法で測定した。(C) CaMKII 

(200 nM) を 4 mM Ca2+ /4 µM CaM存在下においてNa2S4を図に示した濃度

で 30°C、3分間処置した。処置後の CaMKII (50 nM) 活性を 5 mM EGTA存

在下または、1 mM Ca2+ /1 µM CaM存在下でFig. 6Aと同様の方法で測定した。

***p<0.005
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3-3 活性イオウ分子による CaMKII活性阻害の可逆性 

 活性イオウ分子によるポリスルフィド化はジスルフィド結合 (-S-S-) を介し

ているため、還元剤処置により切断される。そこで、活性イオウ分子による

CaMKII 活性阻害について修飾の検出ならびにその可逆性について検討した。

CaMKII (200 nM) に 30 µM Na2S4を加え、30°C、10分間インキュベートした

後、20 mM DTTを 30°C、10分間後処置し、CaMKII活性阻害の可逆性を検討

した (Fig. 8A) 。Na2S4処置により 17%まで低下した CaMKII活性は DTTの

後処置により 80%まで回復した。次に、ポリスルフィド化の検出は、CaMKII

を過剰発現させた COS-7細胞のライセートに 100 µM Na2S4を 30°C、10分間

処置した後、20 mM DTT存在下、非存在下において 30°C、10分間インキュベ

ートし、変法ビオチンスイッチ法により行った (Fig. 8B)。 Na2S4の処置により、

CaMKIIのポリスルフィド化が検出され、DTTの後処置により消失した。これ

らのことから CaMKIIは活性イオウ分子により、ポリスルフィド化を介して可

逆的な活性阻害を受けることが明らかとなった。 
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Fig. 8. Na2S4による CaMKII活性阻害の可逆性 

 (A) CaMKII (200 nM) に 30 µM Na2S4を 30°C、10分間処置後、20 mM DTT

を 30°C、10分間処置した。CaMKII (50 nM) の活性を Fig. 6Aと同様の方法に

て測定した。 (B) CaMKIIを過剰発現させたCOS-7細胞のライセートに100 µM 

Na2S4を 30°C、10分間処置後、20 mM DTT含有 (＋) 、非含有 (—) にて 30°C、

10分間処置した。CaMKIIのポリスルフィド化は変法ビオチンスイッチ法によ

り検出した。**p<0.01、 ***p<0.005  
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3-4. 活性イオウ分子による CaMKII阻害様式の検討 

 Fig. 7Aより、活性イオウ分子が Ca2+/CaMの存在下、非存在下において同程

度に活性CaMKII活性を阻害したことから活性イオウ分子によるCaMKII活性

阻害には CaM結合は関与しないと考えられる。また、Fig. 7Bより、自己リン

酸化による CaMKII の Ca2+/CaM非依存的活性を阻害したことから、自己リン

酸化の関与もないと考えられる。そこで、CaMKIIのリン酸化反応におけるリ

ン酸基の供与体である ATPとペプチド基質である Syntide-2濃度について

Lineweaver-Burk Plotを作成しその阻害様式を検討した。ATPについてのプロ

ットは競合阻害の形を示した (Fig. 9A)。CaMKIIのATPに対するKmはNa2S4

処置により 90 µMから 700 µMと約 8倍になったことからもNa2S4により

CaMKIIの ATP親和性が低下したことがわかる。また、Vmaxについては

Control群とNa2S4処置群では 2500 nmol/min/mg proteinと 1400 

nmol/min/mg proteinとなった (約 1.7倍) (Fig. 9B) 。 一方、Syntide-2のプ

ロットは非競合阻害の形を示した (Fig. 9C) 。CaMKIIの Syntide-2に対する

Kmは Control群とNa2S4処置群では 64 µMと 86 µMであった (約 1.3倍)。

Vmaxについては、Control群では 2000 nmol/min/mg proteinであったのに対

してNa2S4処置群では 462 nmol/min/mg proteinと約 5分の 1まで低下してい

た (Fig. 9D) 。 
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Fig. 9. Na2S4による CaMKII活性阻害様式の検討 

Control (○) または 100 µM Na2S4処置群 (●) について、それぞれ下記の条

件で CaMKII活性を測定し、両辺逆数プロット (Lineweaver-Burk Plot) を作

成した。 (A) Syntide-2濃度を 400 µMに固定し、ATPの濃度を 50、100、200、

400 µMで測定した。(B) (A) で得られたグラフからKm, Vmaxを算出した。 (C) 

ATP濃度を 400 µMに固定し、Syntide-2の濃度を 50、100、200、400 µMで

測定した。(D) (C) で得られたグラフから Km, Vmaxを算出した。 
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3-5.活性イオウ分子による CaMKII修飾部位の検討 

3-4から、活性イオウ分子による CaMKIIの活性阻害にはキナーゼドメイン

に位置する ATP結合部位が影響を受けていることが考えられる。NOによる

CaMKII活性阻害についても同様の阻害様式であることから 27) 、活性イオウ分

子は S-ニトロシル化と同一のシステイン残基の修飾を介して CaMKII活性を阻

害していることが考えられる。当研究室では、Cys6の Ala変異体 (C6A) はNO

による活性阻害に対して強い抵抗性を示すことを報告している 22) 。また ATP

結合ドメインに位置する Cys30の Ala変異体 (C30A) もNOによる活性阻害に

対してわずかに抵抗性を示すことがわかっている 22) 。そこで、C6A 、C30A及

び 2か所の Cysに変異を持った C6, 30A変異体を作製し活性イオウ分子に対す

る感受性について検討した。 

Coomassie Brilliant Blueによる染色により、すべての組み換え CaMKIIが

90%以上の精製度であった (Fig. 10A) 。 

CaMKII活性について、野生型 (WT) または変異体CaMKII (200 nM) に10、

30 µM Na2S4を処置し、検討した。WTと C30AではNa2S4により活性が阻害

されたが、C6A、C6, 30Aでは抵抗性を示した (Fig. 10B) 。 

また、ポリスルフィド化を検出するために、WT及びそれぞれの変異体を過剰

発現させた COS-7細胞を用いた変法ビオチンスイッチ法により行った。WT、

C6A、C30AではNa2S4処置によりポリスルフィド化が検出されたが、C6,30A

では検出されなかった (Fig. 10C) 。したがって、活性イオウ分子によってポリ

スルフィド化される部位は CaMKIIの Cys6及び Cys30であり、中でも活性制御

に重要であるのは Cys6であることが明らかとなった。 

また、培養細胞系においても Cys6が活性イオウ分子の標的となる可能性につ

いて、WTまたは C6Aを過剰発現させた COS-7細胞にNa2S4を処置し、検討
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した。Na2S4処置後、細胞を可溶化し、10 µM [γ-32P] ATPと 50 µM Syntide-2

を用いて活性を測定した (Fig. 10D) 。Na2S4処置により、WTでは活性阻害が

見られたのに対して C6Aは抵抗性を示した。このことから、細胞内においても

Cys6は活性イオウ分子の標的となっていることが明らかとなった。 

以上より、Cys6の修飾が ATPと競合することが予想されるため、C30Aを用

いて、ATPについて阻害様式の検討を行った (Fig. 10E) 。Na2S4は C30Aにお

いても ATPと競合的に CaMKIIを阻害した。 
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Fig. 10. CaMKII変異体に対する Na2S4の影響 

 (A) 精製 CaMKII 変異体を、SDS-PAGE (0.5 µg protein) 後、Coomassie 

Brilliant Blueにて染色した。(B) 精製した CaMKII WTまたは変異体 (C6A、

C30A、C6, 30A) (200 ng) にNa2S4を表示した濃度で 30°C、10分間処置し、

CaMKII (50 nM) 活性をFig. 6Aで示した方法で測定した(C) COS-7細胞にWT

または変異体を過剰発現したライセートに 100 µM Na2S4を 30°C、10分間処置

後、変法ビオチンスイッチ法によりポリスルフィド化を検出した。(D) CaMKII 

WTまたは C6Aを過剰発現させた COS-7細胞に、1000 µM Na2S4を 37°C、10

分間処置した。細胞を TNEバッファーで可溶化し、8 µgのライセートの酵素活

性をFig. 6Aと同様の方法で測定した。(E) CaMKII C30Aを用いて、Control (○) 

または、100 µM Na2S4処置群 (●) について Fig. 9Aと同様に ATP濃度を振り、

Lineweaver-Burk plotを作成した。*p<0.05、 **p<0.01、 ***p<0.005 
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3-6. 内在性 CaMKII活性に対する活性イオウ分子処置の影響 

次に、RAW264.7に内在する CaMKII活性に対する活性イオウ分子処置の影

響について検討した。これまでの実験結果より、活性イオウ分子が Cys6を標的

として CaMKIIの活性を阻害することが明らかとなった (Fig. 10) 。Cys6は

RAW264.7細胞に内在する CaMKIIδをはじめ、CaMKIIのすべてのアイソフォ

ームにおいて保存されていることから、 (Fig. 3) RAW264.7細胞においても活

性イオウ分子の処置により CaMKII活性が阻害されることが想定される。

RAW264.7細胞に 0-1000 µM Na2S4を 37°Cで 10分間処置し、回収した。細胞

を可溶化し、免疫前のウサギ血清または、CaMKIIδ抗体と protein G sepharose

を用いて免疫沈降した。免疫複合体中の CaMKIIδは、CaMKIIδ抗体を用いたウ

ェスタンブロッティングにより確認した (Fig. 11 下図) このとき、Na2S4処置

により、免疫複合体中の CaMKII量に変化は見られなかった。この免疫複合体

を CaMKIIとして 10 µM [γ-32P] ATPと 50 µM Syntide-2を用いて活性を測定

した。Na2S4の処置により RAW264.7に内在する CaMKII活性は濃度依存的に

阻害された (Fig. 11 上図) 。 
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Fig. 11. RAW264.7細胞に内在する CaMKIIに対する Na2S4の影響 

 RAW264.7細胞をNa2S4で 37°C、10分間、示した濃度で処置した。細胞を

可溶化し免疫前のウサギ血清 (Pre-immuned rabbit serum) または、

CaMKIIδ1-4抗体 (Anti-CaMKIIδ) と protein G agaroseを用いて免疫沈降を

行い、[γ-32P] ATPと Syntide-2を用いて活性を測定した (上図) 。ゲルに結合し

たタンパク質を SDS-PAGE sample bufferで溶出し、CaMKIIδ1-4抗体を用い

たウェスタンブロッティングにより検出した (下図) 。*p<0.05、***p<0.005 
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3-7. RAW264.7細胞における LPS及び PAGの CaMKII活性への影響 

RAW264.7細胞において、LPSの処置により CSEが発現誘導され、硫化水素

イオン量が増加することが報告されている 28) 。CaMKII活性は CSEから産生

される活性イオウ分子によって阻害される (Fig. 6D) 。そこで、LPS処置によ

り CSEの発現誘導を介して CaMKII活性が影響を受けるのか検討した。

RAW264.7細胞に 10 ng/mL LPS処置を処置することでCSEの発現誘導が見ら

れ、さらにこのとき、CaMKIIδの発現誘導も起こっていた (Fig. 12A) 。また、

CSE阻害剤である PAGは CaMKIIδの発現量には影響しなかった。 

このときのCaMKIIδ活性を 3-6と同様に、免疫沈降法を用いて測定した (Fig. 

12B) 。LPS処置群は、CaMKIIδ発現誘導に伴って高い活性を示した。さらに

PAGをLPSと併用することで、CaMKII活性はLPS単独と比較して増強した。

さらに、PAG単独処置の CaMKIIδ活性への影響を検討したところ、PAG単独

では CaMKII活性を増強させなかった (Fig. 12C) 。LPS非処置群では CSEの

発現が認められなかったことから、 (Fig. 12A) LPSによる CSE発現依存的な

CaMKIIδ活性阻害が生じていることが考えられる。以上より、LPS処置によっ

て、発現誘導を介して亢進される CaMKIIδのシグナルは、CSE/活性イオウ分子

によって阻害されていることが示唆された。  
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Fig. 12. RAW264.7細胞における LPS及び PAGの CaMKII活性への影響 

 (A) RAW264.7細胞に 10 ng/mL LPSを 24時間処置した。PAG処置群は LPS

処置と同時に3 mM PAGを処置した。細胞を可溶化し、CSE、CaMKIIδ、GAPDH

のタンパク質発現をウェスタンブロッティングにより検出した。(B) (A) の細胞

ライセートを用いて、免疫沈降法により CaMKIIδ活性を Fig. 11と同様の方法

で測定した。(C) PAGを 24時間処置後の CaMKIIδ活性を (B) と同様の方法で

測定した。*p<0.05 
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4.考察 

本研究により、活性イオウ分子がポリスルフィド化を介した新規の細胞内

CaMKII制御因子であることが明らかとなった。CaMKIIは活性イオウ分子に

加えてNOによっても同部位 (Cys6、Cys30) の阻害を受ける。S-ニトロシル化

の S-Nの結合エネルギーは 12～20 kcal/molであるのに対して、ポリスルフィ

ド化の S-Sの結合エネルギーは 60 kcal/molと S-ニトロシル化の 3倍ほど強い

11)。また、eNOS の Cys443においてポリスルフィド化チオールにNOを処置し

ても S-ニトロシル化は生じないが、S-ニトロシル化チオールは活性イオウ分子

の処置により、ポリスルフィド化に置換されることが報告されている 11)。これ

らのことから、ポリスルフィド化は S-ニトロシル化よりも優位なレドックス修

飾であることが考えられ、CaMKIIにおいても活性イオウ分子とNOが共存す

る状態においてはポリスルフィド化が優位であることが考えられる。 

イオウ含有数の多い活性イオウ分子ほどより低い IC50を示した (Fig. 6B) 理

由として、活性イオウ分子はイオウ含有数が多くなるほど pKaが低下し、反応

性が高まることや 29)、単純に溶液中のイオウ原子の濃度が高くなったことが考

えられる 30)。本研究では、変法ビオチンスイッチ法を用いて CaMKIIがNa2S4

によりポリスルフィド化修飾されたことを確認した。Na2S2、Na2S3についても、

Na2S4と同様に CaMKIIをポリスルフィド化修飾することが想定されるが、付

加しているイオウ原子の数など、具体的な修飾を同定するには至っていない。

そのため、イオウ含有数の増加による IC50の低下が、修飾が異なることによる

ものである可能性を否定できない。今後、質量分析による解析を行い、具体的

な修飾を検出することが必要であると考えている。 

さらに CaMKIIの活性化状態について、Ca2+/CaM存在下、非存在下 (Fig. 

5A,B) または、自己リン酸化体 (Fig. 5C、D) のそれぞれに対してNa2S4は阻
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害効果を示した (Fig. 7A, 7B)ことから活性イオウ分子による阻害はこれらによ

る制御より優位な活性制御であるといえる。 

また、本研究では、活性イオウ分子によるポリスルフィド化の可逆性につい

て還元剤として DTTを用いて明らかにした (Fig. 8) 。細胞内においてはチオレ

ドキシン系が脱ポリスルフィド化に関与し、これら細胞内還元系の阻害剤処置

はポリスルフィド化を亢進するといわれている 31) ことから CaMKIIは、活性イ

オウ分子/チオレドキシンにより可逆的に制御されていることが考えられる。 

変異体を用いた解析から、ポリスルフィド化部位は Cys6と Cys30であること

が明らかとなったが、WTと C6A、C30Aのポリスルフィド化の程度に差は見

られなかったのは、システイン一つ分の修飾の差は本研究条件下において検出

限界以下のものであったと考えている (Fig. 10C) 。C30Aを用いたNa2S4によ

る阻害様式の検討から、CaMKIIにおいて ATP結合を制御しているのは ATP

結合領域にある Cys30ではなく、ATP結合領域外の Cys6であるという興味深い

知見が得られた (Fig. 3、10E) 。CaMKIIの 3次元構造において、Cys6は ATP

結合領域の裏側に位置しており、直接 ATP結合を阻害していることは考えにく

いが、Cys6の修飾が ATP結合ポケットに何らかの影響を与えているものと考え

ている。 

CaMKIIの 4つのアイソフォームにおいて Cys6は保存されていることから、 

(Fig. 3) いずれのアイソフォ－ムにおいても活性イオウ分子による阻害が起こ

ると考えている 15)。さらに、Cys6は近傍に Arg8、Glu81,82が存在することから、

S-ニトロシル化とポリスルフィド化の共通のモチーフであるAcid-base motifに

あると想定される。さらに、このモチーフを形成する Arg8、Glu81, 82も CaMKII

のアイソフォームで保存されていることから、全ての CaMKIIアイソフォーム

がCys6のS-ニトロシル化またはポリスルフィド化による阻害を受けると考えら
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れる。NOによる Cys6を介した活性阻害に加えて、CaMKIIδにおいて、NOに

よる Cys273の S-ニトロシル化を介して活性が阻害されることが報告されている

24) 。CaMKIIαでは Cys273は保存されていないため、このメカニズムによる阻

害は無いと思われるが、RAW264.7細胞を用いた実験系において活性イオウ分

子が Cys273を介して CaMKIIδ活性を阻害している可能性については否定でき

ない。 

また、細胞系において精製酵素での実験と比較して CaMKII活性を阻害する

のにより高濃度のNa2S4を要した (Fig.10D) 。これにはNa2S4の細胞膜透過性

や安定性が関与していると考えている。細胞内においてNa2S4は、速やかにグ

ルタチオンなどのチオールと反応し、硫化水素に変化してしまうことも大きな

原因であると考えられる 32)。 

活性イオウ分子による CaMKII活性阻害は ATPと競合することから (Fig. 

9A)、虚血時など細胞内 ATP濃度が低い状態では CaMKIIの活性イオウ分子に

対する感受性が強くなることが予想される 33)。 

マクロファージに内在する CaMKIIはトランス脂肪酸によりもたらされる細

胞死を促進し、動脈硬化の危険因子である 34) 。そのため外因性活性イオウ分子

の処置は動脈硬化の予防、治療のターゲットとなることが予想される。

RAW264.7細胞において、CSE阻害剤により、CaMKIIδ活性の亢進を確認した

が、これには、CSEによるシスチンからの活性イオウ分子産生を介しているの

か、または CARSへのシステインの供給を介しているのかについては断言でき

ない。 

マクロファージにおいて LPS処置により誘導された CaMKIIδが、マトリッ

クスメタロプロテアーゼ-9 (Matrix metalloproteinase-9: MMP9) の発現誘導

を促すことが報告されている 35) 。MMP9は細胞外マトリックスの分解のみなら
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ず TNFαやインターロイキン 1β (IL-1β) の前駆体を基質として、活性本体へと

することが報告されている 36) 。したがって、LPSに惹起される炎症反応は

CaMKIIδの発現誘導を介したMMP9の発現誘導を介して増悪化されると予想

される。本研究では明らかとしていないが、CSE阻害剤による CaMKIIδ活性の

変化に伴った基質タンパク質のリン酸化やMMP9の発現の変化を検出すること

で、CSEから産生される活性イオウ分子による CaMKIIδ活性阻害の意義を明ら

かにすることができると考えている。また、LPSやNa2S4処置時の CaMKIIδ

のポリスルフィド化を過剰発現系と同様の方法で検出を試みたがポリスルフィ

ド化は検出できなかった (data not shown) 。この理由として過剰発現系と比較

して内在する CaMKIIの量が少なく検出限界以下であったことが考えられる。

実験系のスケールを拡大し、より多くのタンパク質を濃縮することで検出を行

う必要があると考えている。 

また、RAW264.7細胞を LPSで処置すると iNOSが誘導される。したがって

LPS処置 RAW264.7細胞はNOシグナル、活性イオウ分子シグナルが亢進して

いる状態にあると考えられる。NOと活性イオウ分子が直接反応することで生じ

るNitrosopersulfide (SSNO) は、活性イオウとNOいずれのドナーとしての活

性を示すことや、NOの生物活性を持続化させることが報告されている 37, 38) 。

したがって、活性イオウ分子の生理作用を明らかにする上で NOシグナルの関

与を考慮し、解析を進めていくことが重要であると考えられる。 

その他の酸化修飾について、CaMKIIの Cys6はレドックスセンサーとして機

能し、親電子物質の影響を受けやすいことが考えられる。解糖系の中間体であ

るフマル酸およびその誘導体であるジメチルフマル酸は親電子物質の一種であ

り、システイン残基を不可逆的に修飾することが知られている 39, 40) 。しかしな

がら、フマル酸及びジメチルフマル酸は Ca2+/CaMの存在下、非存在下に関わ
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らず CaMKII活性に影響を及ぼさなかった (data not shown) 。また、チオー

ル基の酸化剤であり、S-グルタチオン化を誘導する Diamideと Glutathioneの

処置は CaMKII活性を阻害するが、Cys6を介していないことを当研究室では報

告している 27) 。 

また、CaMKIIの調節ドメインの翻訳後修飾 (S-ニトロシル化、メチオニンの

酸化、O-グリコシル化など) はリン酸化と同様に CaMKIIの Ca2+/CaM非依存

的活性を惹起することが報告されている 23, 41, 42) 。中でも、NADPH oxidase由

来の活性酸素は CaMKIIのメチオニン残基の酸化を惹起し、これによりカルシ

ウムシグナルによる制御を逸脱した CaMKIIは心筋障害を引き起こすことが明

らかとなっている 43) 。また、Ca2+/CaM存在下での短時間のNOドナー処置に

より CaMKIIδの Cys290 (CaMKIIαでは Cys280/289) の S-ニトロシル化を介して

Ca2+/CaM非依存的活性を誘導するという報告があるが 23, 24)、Ca2+/CaM存在

下での短時間の活性イオウ分子処置は CaMKIIの活性化を引き起こさなかった 

(Fig. 7C) 。すなわち活性イオウ分子は CaMKII活性を負にのみ制御しているこ

とが想定される。 
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6. 結論 

本研究により、NOに加え、活性イオウ分子が CaMKIIの新規の制御因子で

あることを明らかにした。分子レベルの解析により、Cys6がレドックスセンサ

ーとして機能し、その修飾が ATPと競合することを明らかにした。 

また、マクロファージにおいて LPSによって亢進する内因性の活性イオウ分

子産生系によって CaMKII活性が阻害されることを明らかとなり、以下のスキ

ームを提案する (Fig. 13) 。 

マクロファージにおいて CaMKIIはトランス脂肪酸によるアポトーシスを促

進し、動脈硬化の進展に関与することや、MMP9の発現誘導を介した炎症性サ

イトカインの成熟などに関与している。本研究成果はこれらの病態における活

性イオウ分子の意義の解明において、有益な知見となると考えている。 

Fig. 13. マクロファージの LPS応答における活性イオウ分子によるCaMKII

活性制御のスキーム 

本研究で明らかにした活性イオウ分子によるCaMKII活性阻害についてそのメ

カニズムと、LPSにより誘導されるCSE活性によるCaMKII活性阻害の示唆を示

した。
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