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研究成果の概要（和文）：・外因性ROS及び個体の加齢により小脳プルキンエ細胞のNICR及びCa2+放出チャネルのNOに
よる化学修飾であるS-ニトロシル化が阻害されることが示された。・酸化シグナルによる化学修飾であるジスルフィド
化を選択的に検出する生化学的手法を確立し、外因性ROS及び個体の加齢による影響を調べたところ、シグナルの有意
な上昇が見とめられた。・これらの結果から酸化シグナルはジスルフィド結合を形成することでS-ニトロシル化を阻害
し、S-ニトロシル化依存的な現象であるNICRを阻害する可能性が示された。・さらに再構築系を用いた実験により、ジ
スルフィド結合に関与するシステイン候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：Nitric-oxide-induced calcium release (NICR) in cerebellar Purkinje cells was revea
led to be inhibited by oxidative signal and aging. Correspondingly, S-nitrosylation of calcium-release cha
nnels, essential for NICR, was also impaired by oxidative signal and aging. Biochemical analysis further c
onfirmed that oxidation was induced in the channels by oxidative signal and aging. These observations indi
cate that oxidative signal inhibit S-nitrosylation as well as NICR through formation of disulfide bond in 
which cysteine residue of S-nitrosylation site is involved. Because the cysteine residue is incorporated i
nto the disulfide bond, the residue is no longer susceptible to NO and S-nitrosylation.
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素種(ROS)は加齢に伴う生体機能低下
の原因因子として注目されているが、その分
子機構については多くの点が未だに不明で
ある。研究代表者(以下、代表者)は近年、マ
ウス小脳平行線維－プルキンエ細胞シナプ
スにおいて一酸化窒素(NO)依存的な長期増
強現象(平行線維 LTP)を発見したが、平行線
維 LTP は老齢個体および ROS で処理された
若齢個体由来の小脳スライス標本では阻害
される。並行して代表者は、NO により或る
種の Ca2+放出チャネルが活性化され細胞内
ストアからの Ca2+放出が誘導される現象、
NO 依存的 Ca2+ 放出 (NO-induced Ca2+ 
release; NICR)を発見した。しかも、NICR
は平行線維 LTP の誘導に必要不可欠で、Ca2+

放出チャネル内の特定のシスティン残基
(Cys)の S-ニトロシル化に依存する。実際に
平行線維 LTP が阻害される老齢個体および
ROS 処理された若齢個体由来の小脳スライ
ス標本ではNOにより誘導されるタンパク質
中の S-ニトロシル化レベルが顕著に低下す
ること、また、Cys 残基は ROS による酸化
修飾の標的部位でもあることから、代表者は、
老齢個体では ROS により Ca2+放出チャネル
が酸化修飾を受け、その結果、NICR の阻害
を介して平行線維 LTP や小脳機能が低下す
るとの仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では先ず、外因性 ROS および加
齢(内因性 ROS)による NICR および Ca2+放
出チャネルの S-ニトロシル化の阻害を確認
する。引き続き、Ca2+放出チャネル内で NICR
に必須な Cys 残基と酸化状態においてジス
ルフィド結合を形成する Cys 残基を、アミノ
酸置換された Ca2+放出チャネルの NICR 活
性に対する ROS の効果を調べることで同定
する。そして、その Cys を Ala に置換するこ
とで ROS の作用により NICR 機能が阻害さ
れない Ca2+放出チャネル(変異型 Ca2+チャネ
ル)を発現するノックインマウスを作成する。
そして将来的には、ノックインマウスに於い
て加齢もしくは外因性 ROS 処理により
NICR および NICR 依存的な細胞・組織・器
官・個体レベルでの生命現象が阻害されない
ことを確かめるとともに、寿命への影響につ
いても調べる。以上、一連の研究により、単
一機能タンパクの化学修飾状態の制御によ
る抗老化が可能となることを示すことが本
研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では先ず、一酸化窒素依存的 Ca2+

放出(NO-induced Ca2+ release; NICR)の外因
性 ROS および加齢(内因性 ROS)による阻害を
Ca2+イメージング法および薬理学的手法によ
り確認する。引き続き、Ca2+放出チャネル内
で NICR に必須な Cys 残基と酸化状態におい
てジスルフィド結合を形成する Cys 残基を、

アミノ酸置換されたCa2+放出チャネルのNICR
活性に対するROSの効果を調べることで同定
する。そして、その Cys を Ala に置換するこ
とで ROS の作用により NICR 機能が阻害され
ない Ca2+放出チャネル(変異型 Ca2+チャネル)
を発現するノックインマウスを作製する。将
来的には(研究が当初の計画以上に早く進行
した場合は)、加齢もしくは外因性 ROS 処理
により NICR および NICR 依存的な細胞・組
織・器官・個体レベルでの生命現象が阻害さ
れないことを確かめるとともに、寿命への影
響についても調べる。以上、一連の研究によ
り、単一機能タンパクの化学修飾状態の制御
による抗老化が可能となることを示す。 
 
４．研究成果 
・外因性 ROS 及び個体の加齢により小脳プル
キンエ細胞の NICR 及び Ca2+放出チャネルの
NO による化学修飾である S-ニトロシル化が
阻害されることが示された。 
・酸化シグナルによる化学修飾であるジスル
フィド化を選択的に検出する生化学的手法
を確立し、外因性 ROS 及び個体の加齢による
影響を調べたところ、シグナルの有意な上昇
が見とめられた。 
・これらの結果から酸化シグナルはジスルフ
ィド結合を形成することで S-ニトロシル化
を阻害し、S-ニトロシル化依存的な現象であ
る NICR を阻害する可能性が示された。 
・さらに、培養細胞に NICR に必要なシステ
インの近傍のシステインを一つずつアラニ
ンに置換した Ca2+放出チャネルを導入し、酸
化試薬処理に対する NICR 阻害が見られない
ことを指標に、ジスルフィド結合に関与する
システイン候補の同定を行った。その結果、
或るシステインをアラニンに置換したチャ
ネルに於いては、NICR が酸化処理により阻害
されなかったことから、このシステインをジ
スルフィド結合に組み込まれるシステイン
の候補とした。 
・現在、このシステインをアラニンに置換し
た変異型 Ca2+放出チャネルを発現するノッ
クインマウスを作成中である。 
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http://www.pharm.kyoto-u.ac.jp//biochem
/ 
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