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研究成果の概要（和文）：本研究は、カルシウム放出チャネルの一種、1型リアノジン受容体(RyR1)の一酸化窒
素(NO)や活性酸素(ROS)による制御と、その脳における機能的意義の解明を目的に計画された。NOによるS-ニト
ロシル化を受けるシステインをアラニンに置換した変異型RyR1を発現するノックインマウスの解析により、S-ニ
トロシル化依存的なRyR1活性化の小脳依存的運動学習への関与が示された。また、同じシステインのチオールを
標的とするROSの作用により、RyR1のS-ニトロシル化と活性化が阻害されることが示された。本研究により、
NO・ROS等のレドックスシグナルによる神経機能制御機構と学習記憶への関与が示された。

研究成果の概要（英文）：Although possible involvement of redox signals, such as nitric oxide (NO) 
and reactive oxygen species (ROS), in brain functions are suggested in recent studies, the molecular
 mechanism and functional role of redox modification has yet to be determined. In the present study,
 we conducted knock-in (KI) mice expressing type 1 ryanodine receptor, a Ca2+ release channel, with 
Cys-to-Ala mutation. In this mice, NO-dependent S-nitrosylation of RyR1 was inhibited. In addition, 
cerebellar synaptic plasticity as well as cerebellar-dependent motor learning were also impaired. 
There results demonstrated that essential role of S-nitrosylation of RyR1 in learning and memory. 
Furthermore, pretreatment of the cerebellar slices with ROS abolished S-nitrosylation of RyR1 and 
the resultant activation of the receptor. Taken together, the study proceeds our understanding of 
biological significance and mode of action of redox signals in brain.

研究分野： 神経薬理学・神経生理学、基礎老化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一酸化窒素(NO)や活性酸素(ROS)などのレドックスシグナルは、従来、生活習慣病や老化の主要因の一つとさ
れ、悪玉的役割が注目されてきた。本研究ではNOによるCa2+放出チャネルの化学修飾(S-ニトロシル化)の小脳依
存的運動学習への関与が解明され、レドックスシグナルの脳における善玉的作用が示された。これは悪玉因子と
されていたレドックスシグナルが善玉的役割をも有することを示す、新規概念の提唱へと繋がる。
また、従来よりROSによる生体機能阻害が知られていたが、その分子機構は多くの点で不明であった。今回、ROS
によるS-ニトロシル化阻害を介した生体機能阻害が示され、老化の分子機構の一端が解明された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

一酸化窒素(NO)や活性酸素(ROS)によるタンパク質中の翻訳後修飾の様々な生体機能への関

与が近年示唆されているが、脳における機能的役割や分子機構は多くの点が不明である。 

研究代表者らは近年、マウス小脳の平行線維-プルキンエ細胞シナプスにおいて NO 依存的な長

期増強(long-term potentiation; NO-LTP)を発見した(Namiki & Kakizawa et al, J Physiol 

2005)。そして、この NO-LTP の NO による S-ニトロシル化およびプルキンエ細胞内 Ca2+シグナ

ルへの依存性に気付いたのを契機に、Ca2+放出チャネルの一種、1 型リアノジン受容体(RyR1)

が S-ニトロシル化依存的に活性化され起こる新規細胞内 Ca2+放出機構、NO 依存的 Ca2+放出

(NO-induced Ca2+ release; NICR)を発見した。さらに培養細胞系を用いた実験により、NICR に

は 1 型リアノジン受容体の 3636 位システインの S-ニトロシル化が必要であることを示した

(Kakizawa et al, EMBO J 2012)。さらに代表者らの先行研究において、薬理学的実験により

NICR の NO-LTP への関与の可能性を示された。小脳のシナプス可塑性は、小脳依存的な運動学

習の基盤とされていることから、RyR1 の S-ニトロシル化、ひいては NICR の、小脳機能への関

与が推測される。また代表者らは、S-ニトロシル化の標的であるシステインは酸化シグナルに

よる修飾(ジスルフィド化)の標的でもあること、生体内では加齢に伴う酸化修飾の蓄積が見ら

れることに着目し、NO-LTP が酸化シグナルにより阻害されることを示した(Kakizawa et al, 

Neurobiol Aging 2012)。NO-LTP への NICR の関与が予想されていることから、さらに酸化シグ

ナルによる RyR1 の S-ニトロシル化および NICR の阻害が推測される。 

 

２．研究の目的 

NICR に必要な RyR1、NO 合成酵素ともに生体内で広く発現が見られるため、NICR の様々な生

命現象への関与が推測されるが、薬理学的に NO-LTP や神経細胞死への関与が示されているのみ

である。そこで NICR に必要な 3636 位システインをアラニンに置換した変異型リアノジン受容

体を発現するノックインマウス(RyR1C3636Aマウス)を作製し、その表現型解析により NICR の機能

的役割解明を目指した。さらに、ROS は S-ニトロシル化の阻害を介して分子機能ひいては生体

機能を阻害するとの仮説に基づき、RyR1 の S-ニトロシル化・NICR を解析対象として、ROS によ

る生体阻害機構の分子機構の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

本研究課題は、「1. ノックインマウスの表現型解析による NICR の機能的役割解明」と「2. 酸

化シグナルによる NICR の阻害機構解明」の二項目からなる。前者は脳における S-ニトロシル

化修飾の機能的意義と作用機序の解明を、後者は活性酸素による生体機能阻害・老化の分子機

構の解明を目指すものである。 

(1) ノックインマウスの表現型解析による NICR の機能的役割解明 

RyR1C3636Aマウスにおける変異型リアノジン受容体の S-ニトロシル化および NICR の阻害を確

認した上で、NICR の神経回路網レベルでの機能的役割解明のために、小脳シナプス可塑性への

影響を調べる。尚、予備実験により RyR1C3636Aマウスのヘテロ個体でも NICR が半分程度阻害さ

れることが示されているため、対照群には野生型個体を用いる。 

① 変異型リアノジン受容体における S-ニトロシル化阻害： S-ニトロシル化を特異的に検出

する生化学的手法(SNO ビオチンスウィッチアッセイ; 還元剤としてアスコルビン酸を使用)に

より、RyR1C3636Aマウス小脳タンパク質中における変異型リアノジン受容体の S-ニトロシル化の

特異的阻害を確認する。 

② NICR の阻害：RyR1C3636A マウス小脳スライス標本において、パッチクランプ法によりプルキ

ンエ細胞に Ca2+蛍光指示薬を導入し、イメージング法により NICR の阻害を確認する。比較とし

て、同じリアノジン受容体でカフェイン依存的に誘導される Ca2+放出も測定し、NO 依存的 Ca2+

放出が特異的に阻害されることを確認する。 

③ シナプス可塑性の阻害： RyR1C3636Aマウス小脳スライス標本における NO-LTP 等の平行線維

シナプス可塑性を電気生理学的手法(パッチクランプ法)により解析し、NICR の関与を明らかに

する。 

④ 運動協調の阻害： 回転棒テストにより RyR1C3636A マウスにおける運動協調阻害を示す。並



行して、握力テスト・懸垂テスト等によりRyR1C3636Aマウスの筋力に異常が無いことを確認する。 

⑤ 小脳依存的運動学習の阻害： 瞬膜反射条件付け(徳島文理大学・岸本泰司博士の協力を得

て行う)により、小脳依存的運動学習の RyR1C3636Aマウスにおける阻害を示す。 

 

(2) 酸化シグナルによる NICR の阻害機構 

酸化シグナルが、ジスルフィド化修飾の形成を介し S-ニトロシル化を阻害することで生体機

能を阻害すること、及び加齢個体では内因性酸化シグナルによるジスルフィド化修飾形成が S-

ニトロシル化の阻害を介して老化の原因になることを、以下の実験により明らかにする。 

① 酸化試薬(過酸化水素等)前処理済みの若齢個体由来の小脳における RyR1 (野生型)の NO に

よる S-ニトロシル化阻害を、SNO ビオチンスウィッチアッセイで確認する。 

② 酸化試薬前処理済みの若齢個体由来小脳スライス標本における NICR 阻害をイメージング法

により確認する。 

③ 酸化試薬前処理済みの若齢個体由来小脳内の 1 型リアノジン受容体におけるジスルフィド

化修飾増加を、ジスルフィド化修飾を特異的に検出する生化学的手法(SS ビオチンスウィッチ

アッセイ; 還元剤としてジチオスレイトール(DTT)を用いる)により確認する。 

④ 上記①～③の解析を酸化試薬前処理を行わない老齢個体(約 20 ヶ月齢)由来の小脳サンプル

でも行い、内因性酸化シグナルによる NICR の阻害機構と老化への関与を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) ノックインマウスの表現型解析による NICR の機能的役割解明 

 RyR1C3636Aマウスのヘテロ個体同士の交配によりホモ個体を得るとともに、同腹の野生型個体

を対照群の実験に用いた。尚、ヘテロ個体、ホモ個体ともに、野生型と同条件の飼育環境下で

成育した。以下、RyR1C3636Aマウスの変異型個体は、全てホモ個体である。 

 野生型および変異型マウスの小脳 lysate を用いて、タンパク質 S-ニトロシル化を SNO ビオ

チンスウィッチアッセイ法により調べたところ、変異型 RyR1 における S-ニトロシル化阻害が

見られた。一方、他のタンパク質の S-ニトロシル化レベルには有意な差が見られなかったこと

から、変異型個体においては、RyR1 の S-ニトロシル化が選択的に阻害されたと考えられる。 

 引き続き、RyR1C3636Aマウス由来の小脳急性スライス標本を用いた Ca2+イメージング法により、

変異型小脳プルキンエ細胞における NICR の阻害を示した。一方、同じ RyR を介するカフェイン

に対する応答(カフェイン依存的 Ca2+放出)は正常であったことから、変異型で見られる NICR の

阻害は、RyR1 の発現や差細胞内 Ca2+貯蔵庫の以上に起因するものではないと考えられる。 

 また、同じく小脳急性スライス標本を用いた電気生理学的手法(ホールセルパッチクランプ

法)により、変異型における平行線維－プルキンエ細胞シナプスにおける長期増強(NO-LTP)の阻

害を明らかにした。一方、同じシナプスで見られる長期抑圧(小脳 LTD)は正常であった。 

 さらに、小脳依存的学習の解析の一環として、ローターロッドテストを行ったところ、変異

型個体で有意な阻害が見られた。また、瞬膜反射条件付け学習(徳島文理大学香川薬学部・岸本

泰司教授との共同研究)においては、条件付けの成立過程は正常であったが、消去過程（消去学

習）で有意な阻害が見られた。 以上一連の結果から、RyR1 の S-ニトロシル化および NICR の

小脳依存的運動学習への関与が明らかになった。これらの研究成果は論文として査読付き国際

誌に投稿され、現在、revise 中である(Kakizawa S et al. revise 中)。 

 また、同じ RyR1C3636Aマウスを用いた東京大学・東邦大学等との共同研究により、変異型個体

における癲癇誘発性前脳細胞死の抑制が認められた。このことから RyR1 の S-ニトロシル化お

よび NICR は、脳の生理機能に加え、その異常亢進により興奮性細胞死にも関与することが示さ

れた(Mikami Y…Kakizawa S, Iino M, EBioMed, 2016)。 

 

(2) 酸化シグナルによる NICR の阻害機構 

 先ず、外因性 ROS の NICR への効果を、過酸化水素で前処理した若齢マウス由来小脳急逝スラ

イス標本を用いた Ca2+イメージングにより調べたところ、ほぼ完全な阻害が見られた。 

 引き続き、内因性の ROS の効果と老化への影響を調べるため、約 20 ヶ月齢の老齢マウス個体

由来の小脳スライスにおける NICR を解析したところ、有意な阻害が見られた。 



 これら阻害のメカニズムの解明のため、SNO ビオチンスウィッチアッセイにより SNO 化の阻

害を、S-S ビオチンスウィッチアッセイによりジスルフィド化の形成の解析を行い、外因性 ROS

及び加齢による影響を示唆するデータを得た。これらの成果は、査読付き国際誌で発表するた

めに現在、投稿準備中である(Kakizawa S et al. 投稿準備中)。 
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