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研究成果の概要（和文）：本研究では、高次脳機能に重要なカルモデュリンキナーゼIV（CaMKIV）の、活性酸素
による制御機構とそれによる細胞内情報伝達経路への影響を明らかにすることを目的とした。CaMKIVの活性化に
重要なリン酸化および酵素活性は、過酸化水素による198番目のシステイン残基（Cys198）の酸化修飾を介して
可逆的に阻害されることを見出した。ヒト白血病T細胞株やラット小脳顆粒神経細胞初代培養系において、過酸
化水素によりCaMKIVおよび下流分子であるcAMP応答配列結合タンパク質（CREB）のリン酸化が阻害されることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of calmodulin kinase IV (CaMKIV) and its 
effect on intracellular signal transduction pathways. We found that hydrogen peroxide (H2O2) limit 
CaMKIV activity at the active-site Cys residue through oxidation and downstream signaling in cells. 
Additionally, the Ca2+ influx-induced phospho-Thr196 of endogenous CaMKIV was also inhibited upon 
treatment with H2O2 in Jurkat T-lymphocytes and cerebellar granule cells. Phosphorylation of cyclic 
AMP response element-binding protein (CREB) at Ser133, which is downstream of CaMKIV, was also 
decreased upon treatment with H2O2. 

研究分野： 生化学
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ナル　酸化ストレス　cAMP応答配列結合タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
急速に進む高齢化に伴いアルツハイマー病などの脳神経の損傷を伴う神経疾患への対応が求められている。近
年、多くの精神・神経疾患の原因の１つとして活性酸素が注目されている。本研究成果は、記憶能力の維持にお
いて重要なCaMKIVと活性酸素の結びつきを直接示したものであり、加齢や神経変性疾患に伴う記憶能力の減退機
構の解明・予防や治療法の開発に大きく寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
急速に進む高齢化に伴いアルツハイマー病などの脳神経の損傷を伴う神経疾患への対応が求め

られており、近年多くの精神・神経疾患の原因の１つとして活性酸素が注目されている。これま
でに、活性酸素はタンパク質を酸化修飾することにより、種々の生理機能を制御することが明ら
かにされている。しかし、未だ活性酸素の影響が不明な分子も多く、精神・神経疾患を克服する
ための新しい治療方法の開発や創薬のためには、活性酸素の標的となる分子の特定とそれによ
る生体機能への影響を明らかにする必要がある。記憶・学習をはじめとする高次脳機能にカルモ
デュリンキナーゼ IV（CaMKIV）は特に重要な分子である。CaMKIV は、Ca2+/カルモデュリン複合
体の結合と上流のカルモデュリンキナーゼキナーゼ（CaMKK）による 196 番目のスレオニンのリ
ン酸化により活性化される。活性化した CaMKIV は、転写因子である cAMP 応答配列結合タンパク
質（CREB）のリン酸化を介して、神経可塑性や記憶・学習を制御する初期応答遺伝子、神経栄養
因子などの遺伝子発現を促進し、細胞保護や記憶固定化を制御している。これまで CaMKIV が活
性酸素の標的となることは報告されていなかったが、最近我々は CaMKIV の 198 番目のシステイ
ン残基が酸化修飾されることで、酵素活性が阻害されることを明らかにした。しかしながら、活
性酸素の種類による影響や、CaMKIV 活性制御による生体内での影響については未解明なことが
残されており、臨床応用への展開に関しても検討することが多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、活性酸素による CaMKIV の活性制御機構とそれによる細胞内情報伝達経路への影

響を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）活性酸素による CaMKIV 活性制御機構の解明 
大腸菌発現系を用い、CaMKIV の組換えタンパク質を作成した。また、常法によりそのアミノ酸

置換体を作成した。組換え CaMKIV を過酸化水素（H2O2）で処置し、酵素活性を測定した。CaMKK
による CaMKIV 活性化の検出は、リン酸化 Thr196認識抗体によるウエスタンブロットにて、酵素
活性測定は、[γ-32P]ATP を用いた基質リン酸化の放射性トレーサー法にて解析した。 
 
（２）活性酸素による CaMKIV 活性制御の細胞での影響 
細胞は、CaMKIV を多く発現しているヒト白血病 T細胞（Jurkat）、ラット小脳顆粒細胞 (CGC) 

初代培養系および CaMKIV 過剰発現ヒト子宮頸癌細胞（HeLa）を用いた。CaMKIV 活性化は、細胞
へのカルシウム刺激により行い、Thr196リン酸化を検出することで評価した。 
 
４．研究成果 
（１）活性酸素による CaMKIV 活性制御機構の解明 
精製した CaMKⅣを H2O2で前処置し、CaMKK で活性化させたところ、CaMKⅣ活性およびリン酸化

の阻害がみられた。これらの阻害は還元剤であるジチオスレイトールの処置により回復したこ
とから、可逆的な酸化修飾であることが示唆された。次に、H2O2による CaMKⅣ酸化修飾部位を明
らかにするために、活性中心近傍の Cys198を Val に点変異させた変異体 (C198V) を作成し検
討したところ、野生型でみられた CaMKⅣ活性阻害およびリン酸化阻害は C198V ではみられなか
った。さらに、CaMKIV の残り 7つのシステインのそれぞれをセリン残基に置換した変異体 C9S、
C14S、C59S、C204、C212S、C232S、および C253S を作成し、H2O2による影響を検討した結果、Cys198

変異体を除くすべての変異体の活性は阻害された。したがって、H2O2 による CaMKIV の活性阻害
は、活性部位の Cys198残基の酸化修飾を介することが明らかになった。また、グルタチオンなど
の小さなチオール含有分子やタンパク質の露出したシステイン残基の酸化剤であるジアミド
（Diamide）を用いて検討した。Diamide の処置により野生型 CaMKIV の酵素活性とリン酸化の阻
害がみられたのに対し、C198V 変異体はこの阻害に抵抗性を示した。 
 
（２）活性酸素による CaMKIV 活性制御の細胞での影響 
HeLa 細胞に野生型 CaMKⅣおよび C198V を過剰発現させ、カルシウムイオノフォアによる CaMK

Ⅳリン酸化に対する H2O2 処置の影響を検討したところ、野生型 CaMKⅣのリン酸化と活性は H2O2

濃度依存的に低下したが、C198V のリン酸化と活性は変化しなかった。細胞内における CaMKIV
の酸化の有無を確認するために、CaMKIV 過剰発現 HeLa 細胞を H2O2で処置した後、細胞抽出物を
N-エチルマレイミド（NEM）に曝して遊離のチオール基をブロックし、CaMKIV 抗体でイムノブロ
ット分析を行った。細胞を H2O2に曝露すると、NEM の存在下で移動度の高い（酸化された）形態
の CaMKIV が出現する一方で、CaMKIV C198V 過剰発現細胞では酸化型は検出されないことから、
Cys198の酸化が CaMKIV の移動度シフトの原因であることが示された。 
CaMKⅣは小脳顆粒細胞および T 細胞に非常に強く発現していることから、ラット小脳顆粒細胞 

(CGC) 初代培養系および Jurkat 細胞を用いて内在性 CaMKⅣへの H2O2の影響を検討した。CGC お
よび Jurkat を H2O2で処置すると、カルシウム刺激による CaMKⅣリン酸化の阻害がみられた。ま
た、CaMKIV のよく知られている核内標的分子である cAMP 応答要素結合タンパク質（CREB）のリ
ン酸化（Ser133）も CaMKIV と同様の挙動を示した。一方、脂質、糖質代謝調節を担う AMP キナー
ゼの Thr172リン酸化は、H2O2処置により増加した。同部位は CaMKK によりリン酸化されることか



ら、H2O2による酸化ストレス下では CaMKK-AMP キナーゼシグナルは活性化されているが、CaMKIV
の Cys198が可逆的に酸化修飾されることで CaMKIV-CREB 信号系が阻害されると考えられる。 
 
以上の結果から、CaMKIV の酸化ストレスによる活性阻害が神経可塑性や記憶・学習の制御、T

細胞の成熟に障害をきたす可能性が示唆された。将来的には、CaMKIV の酸化を抑制する/あるい
は酸化した CaMKIV を還元するような抗酸化薬を見出すことができれば、神経変性疾患の予防や
治療に貢献するものと期待される。 
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