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はじめに1. 

1 .細胞内カルシウム・ホメオスタシス

牛乳は人体に必要なカルシウムを補給する重要な栄養源である。生体内に存在するカルシウムは、

そのほとんどが、骨や歯などの硬組織に沈着している。イオンとして存在しているカルシウムは、

硬組織の量に比較すると少ないが、生体内で重要な役割を担っている。骨組織など硬組織と血疑内

濃度のバランスおよび細胞外

と細胞内濃度の維持によって、
NT 

ペプチド

程穿13mMI 
生体内でのカルシウムホメオ

細胞種を4関わず、約3mMに維

(図 1)。一方、

10，000-100，000倍にも達し

持され、細胞内外の濃度差は、

細胞内Ca2
+濃度は細胞の静

ている。細胞質へのCa2
+濃

度を上昇させるCaZ+動員経路

にはいくつかのものが知られ

止時において1O-'-10-7Mに維

イオン (Ca'+)濃度は、全身の

血禁中など細胞外カルシウム

スタシスは保持されている。

持されている

系

』

送
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ている。 NMDAグルタミン酸

受容体に見られるような受容

形成している。形質膜に存在

体そのものがCa2
+チャネルを

している電位依存性Ca2十チャ

ネルによって、細胞外から

図 1.細胞内Ca2+ホメオスタシス

CaMKII， IV;CaMキナーゼE、IV，DG;ジアシルグリセロール、 FCCP;カ
JレボニJレシアニドp-トリフ jレオロメトキシ7ェニルヒドラゾン、 IP3;イノ
シトーJレ1，4，5~三リン酸、 IP 3 R;IP 3受容体、 NT;神経伝達物質、 PIP 2 ;ホス
ホイノシチド二リン酸、 PLC;ホスホリバーゼC、ROC;受容体作動性Ca2

+チ
ャネル、 R-R;リアノジン受容体、 TH;チロシン水酸化酵素、 TrH;トリプト
ファン水酸化酵素、 VOC;竜位依存性Ca2

+チャネル
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Ca2+を流入させる。形質膜には、 Ca2十とNa+との交換系があり、受動輸送によってもCa2+流入をお

こす。さらに、細胞内には、ノj、胞体がCa2+貯蔵部位を形成し、 IP3刺激、 Ca2+刺激によって、それ

ぞれ、 IP3受容体、リアノジン受容体が細胞質にCa2+を遊離させる。これらの反応によって、細胞内

Ca2+濃度は10-6~ lO-5Mレベルに上昇する。

一方、細胞内で上昇したCa2+は直ちに、 Ca2+排出機構が作動し始め、 Ca2+濃度を元のレベルに戻

す。 Ca2+動員機構が主としてチャネルに対し、 Ca2+排出機構はポンプである。形質膜、小胞体膜に

存在しているCa2¥Mg2+-ATPaseはポンプとして、細胞質内のCa2+排出に役立つている。形質膜に

は、動員の時とは逆方向のCa2+-Na+交換系が作動し、 Ca2+を排出させる。

ミトコンドリアは、細胞質のCa2+濃度が上昇すると、トランスポーターによって取り込み、濃度

が減少すると細胞質内に放出する。

細胞質へのCa2
+の動員、排出機構は表lのようにまとめることができる。

表 1 細胞質へのCa2+動員、排出機構

1.形質膜

2.細胞内貯蔵部位

1)小胞体

2)ミトコンドリア

Ca2+動員

a)受容体構成Ca2+チャネル

b)電位依存性Ca2
+チャネル

c) Na+-Ca2+交換輸送系

a) IP3受容体

b) リアノジン受容体

Ca2
+トランスポーター

Ca2+担ド出

a) Ca 2+点王g2+-ATPase(Ca2+ポンプ)

b) Na+-Ca2+交換輸送系

Ca2 +， Mg2+ -ATPase(Ca2勺l'ンプ)

Ca2+トランスポーター

2. Ca2+の関与する細胞機能とCa2+シクナリングにおけるCa2+/カルモテ‘ュリン依存性プロテインキ

ナーゼn(CaMキ ナ ゼn)の役割

Ca2
+の関与する細胞機能は多岐にわたっている(表2)。

細胞内Ca2+作用は、 Ca2十結合蛋白質を介して行なわ

れている。カルモテ
e
ユリン (CaM)はCa2+結合蚕由貿の

一つで、Ca2
+を介する多様な細胞機能に広く関与して

いると考えられている。 Ca2
+を介する細胞機能は多岐

にわたっている。また、その中でCa2+/C必4を介する

細胞機能も多様である。 Ca2十を介する作用の中で、プ

ロテインキナーゼを活性化する反応は、多くの細胞機

能に関与している(表3)。プロテインキナーゼCのあ

るものは、 Ca2+によって活性化され、 ClLlv!非依存性で
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表 2.Ca2+の関与する細胞機能

1)刺激・分泌共役(ホルモン分泌、

神経伝達物質放出)

2)刺激・収縮共役(筋収縮)

3)神経伝達物質の生合成

4)細胞の形態、運動性

5)軸索流

6) シナプスの可塑性

7)遺伝子発現

8)受精

9)種々の代謝反応



ある。多くのプロテインキナ}ゼはCa2+/CaM依存性で、あり、その中には、ミオシン軽銭キナーゼ、

ホス#リラーゼキナーゼ、 CaMキナーゼ I-lVが知られている。

私達は、長年にわたりCaMキナーゼEについて研究してきた。本酵素は、1O-9MレベルのCaM存

在下'::lO-'MCa2+によって活性化される。この濃度のCa2+は、細胞刺激を受けたときに細胞内に上

昇するものであり、酵素を活性化するのに十分な値である。私達は、神経細胞初代培養系、継代培

養系、がん細胞系、組織切片などを用い、ホルモン、神経伝達物質、細胞増殖因子などの細胞刺激

によヮて、細胞質に上昇するCa2+のCaMキナーゼE活性化反応を調べてきた。さらに、酵素の活性

化反応に伴って細胞機能が惹起されるいくつかの知見を報告してきた。

本酵素は基質特異性が広く、多様なCa2
+を介する反応に関与すると報告されている。神経伝達物

質の放出ホルモン分泌には、細胞質Ca2
+濃度の上昇が必須である。細胞内での標的分子については

十分な解明が進んでいない。

表 3.Ca2+によって活性化されるプロテインキナーゼ

1. Caz+依存性プロテインキナーゼ

プロテインキナーゼC (cPKC) 

2. Ca2+ /CaM依存性プロテインキナーゼ

a. ミオシン車主主演キナーゼ

b. ホスホリラーゼキナーゼ

c. Ca'+/CaM依存性ブ。ロテインキナーゼ I-lV

(CaMキナーゼ 1-lV) 

グルタミン酸受容体は、細胞内カルシウム濃度を上昇させることにより、神経細胞死やシナプス

伝達長期増強などに重要な役割を果たしていることが知られている。私達はこれまでに、ニューロ

ン、アストロサイトを用いて、グルタミン酸受容体刺激によるCaMキナーゼE活性化反応を明らか

にしてきた。最近、転写調節因子の一つである (CAAT/エンハンサー結合蛋白質(C/EBP)がC品fキ

ナーゼEによって燐酸化を受けることが報告された。本研究では、培養アストロサイトにおいてグ

ルタミン酸受容体刺激によるC/EBPの発現調節および燐酸化反応を検索し、 CaMキナーゼEの関与

を検討した。

本研究ではさらに、刺激一分泌共役に呆たすCa2
+の役割を明らかにする目的で、インスリン分泌

へのC品在キナーゼEの関与について調べた。シナプシン I様蛋白質(SILP)か'MIN6細胞に存在する

ことな見出し、 CaMキナーゼEによる燐酸化反応がインスリン分泌と密接に相関していることを示

した。このことは、 CaMキナーゼEがシナプシン Iの燐酸化反応を介して、インスリン分泌に関与

していることを示唆している。シナプシン Iが、プロテインホスファターゼ、2B(PP2B)によって脱燐

酸化されることはすでに報告されているが、 PP2Bがインスリン分泌反応に関与しているかどうか不

明であった。 PP2Bの特異的阻害剤であるサイクロスポリンA(CsA)を用いて調べる実験において、
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MIN6細胞に存在するPP2Bを阻害すると、分泌刺激因子依存性インスリン分J必を増強し、 SlLP燐酸

化反応と相関していることが明らかになった。

II.実験方法

1 .ラット大脳からのアス卜口サイト調製法

培養アストロサイトは、 McCarthyとdeVellisの方法に従い、生後第 l日目のウィスターラット大

脳から調製した。得られた大脳皮質から機械的方法により細胞を分離し、 75-cm'フラスコに培養液

と共に入れた。培養は37'C、 95%空気、 5%C02の下で行なった。 7~8 日培養後、振塗すること

で、アストロサイト以外の細胞を取り除いた。アストロサイトは、 35-mmか60-mmディッシュに移

し、さらに 4~5 日間培養した。級織化学法で調べると、この時点で、 95%以上の細胞はグリア線

維性酸性蛋白質に陽性であり、神経細胞の混入を認めなかった。

2.間接免疫蛍光抗体法

培養アストロサイトの間接免疫抗体法は既報の方法により行なった。細胞を3.7%ホルムアルデ

ヒドにより固定し、 0.05%トリトンX-100を含むTBSで処理した。非特異的結合は、 2.5%BSA処理

により除去した。それぞれ、脳CaMキナーゼE抗体およびC/EBP抗体と終夜インキュベイトした。

細胞はさらに、フルオレシン(臼uor目白in)結合ヤギ抗家兎IgGとインキュベイトした。細胞の洗i篠後、

蛍光顕微鏡にて観察した。

3.イムノプロット法

培養アストロサイトを緩衝液を加えて回収し、遠心沈殿した。沈殿した細胞を可溶化した。蛋白

質濃度を測定し、一定量の分画をSDS-PAGEに展開し、既報の方法によりイムノプロット分析を行

なった。

4.細胞の[沼p]オルト燐酸によるラベル法

PKCによるC/EBPの燐酸化反応を除去するために、培養アストロサイトを100nMTPA、13時間イ

ンキユベイトし、 PKCをダウン調節した。 TPA処理した培養アストロサイトを[辺pJオルト燐酸と

5時間、プレインキュベイトし、 ATPプールをラベルした。刺激因子によって細胞刺激後、培養液

を可及的速やかに吸収し、液体窒素にて凍結した。凍結細胞をディッシュから掻き取り、 0.5%ト

リトンX-100を含む緩衝液にて可溶化した。遠心i土殿後、上i青分函に、抗CaMキナーゼE抗体、続

いて、抗C/EBP抗体を加え、免疫沈殿した。沈殿物を遠心沈殿にて回収し、 SDS化した後、 SDS-PAGE

にて電気泳動を行なって分析した。

5. マウスインスリノーマMIN6細胞

サルウイルス40T抗原をインスリンプロモーターに結合させ、受精卵に注入してトランスジ、エニ

ツクマウスを作製した。マウス戸細胞株インスリノーマM町6細胞を得た。本細胞は、グルコースに

反応してインスリン分泌を示し、インスリン分泌機構を検索する細胞系として適当と考えられた。

MlIN6細胞は、 25mMグルコ}ス、 50m/mlペニシリン、 50μg/mlストレプトマイシン、 2凶4メルカ
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ブトエタノール、 15%熱不活性化仔ウシ血清を添加したDMEM培養液を用いて培養した。

培養後、 MIN6細胞は、 128mMNaCl、5mMKCl、 2.7mM CaCl2、1.2mM MgSO，、 1mMNa2HPO，、

20mM田 P日 (pH7.4)、3mMグルコースを含むKrebs-RingerHEPES (K阻)とインキュベイトした。

インキユペイト後、対照群(無添加)および種々の分泌、刺激因子添加群で効果を調べた。培養液は

分泌さ・れたインスリン濃度を測定し、細胞沈殿物は、 CaMキナーゼE活性測定のために用いた。

6. MIN6細胞のドp]正燐酸によるラベル法

MIN6細胞を燐酸、血清を含まないDMEMで洗i来、後、[32p]正燐酸 (0.2mCi/mI)を含む培養液で

5時間インキュベイトした。 5時間後、細胞をKRHで洗い、さらに30分間KRHとインキュベイトし

た。続いて、細胞を対照群(無添加)および分泌刺激物質添加群に分けての効果を調べた。抗シナ

プシン I抗体、抗CaMキナーゼE抗体を用いて免疫沈殿し、基質蛋白質燐酸化反応、およびCaMキ

ナーゼE自己;燐酸化反応をSDS-PAGE後のオートラジオグラフイーによって測定した。

7. [Ca2+]iの測定

細院内Caμ濃度([Ca'+]ilはfura-2を細胞に負荷した後、発する蛍光を340および380nmで測定し、

標準液濃度に基づいて[Ca'+Jiを算出した。

8.インスリン測定

MIN6細胞培養液に分泌されたインスリンはRIA(radioimmunoassay )法によって測定した。

9.プロテインホスファターゼ(PP)活性測定

品位，6細胞を25nMグルコース存在下、種々の濃度のCsAと60分間インキュベイトした。インキュベー

ション後、培養液を取り除き、細胞を液体窒素上で凍結させた。ついで、細胞は、 O.lmMロイベプ

チン、 75凶fベプスタチンA、50μg/mlトリプシン阻害剤、 1mMDTTと超音波を用いてホモジェナイ

ズし、遠心沈殿して細胞抽出物を得、 PP2B活性測定のために用いた。

PP活性測定には、 32p_ラベルしたカゼインを基質として用い、 50mMHEPEE (pH7.5)、lmg/ml

BSA、1mMDTT、1mMCaCIz、 3μMカjレモデユリン、 100nMカリクリンAを加え、 25μlの総量で=行

なった。 PP2B活性は、トリプルオペラジン (TFP)存在、非存在下で測定された活性の差とした。反

応時間は10分であった。

10. RNAプロッテインク

総RNAは、ラット脳、マウス脳、 MIN6細胞から、酸性グアニジニウムチオシアネートーフェノー

ルクロロホルムによって抽出した。ラットカルシニューリンA、Bに対するcDNAを用いた。 5-20 

同総RNAをホルムアルデヒドで変性させ、 1%アガロースゲル上で電気泳動し、ナイロン膜にトラ

ンスファーした。ハイブワダイゼーションは、 32pラベルしたcDNAプローブと4子なった。ナイロン

膜をまず10分間i先滅後、 55'C、60'C、65'Cで1時間洗修した後、オートラジオグラフイーを行なっ

た。
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ill.結果

1 .免疫蛍光抗体法による培養アストロサイトにおけるCaMキナ ゼE局在部位

図2は、培養アストロサイトの位相差顕微鏡所見と抗CaMキナーゼE抗体による免疫蛍光顕微鏡

所見を示している。 CaMキナーゼEは細胞内において、細胞質と核の両方に存在している。細胞質

での免疫染色性は比較的弱く、核周囲に強い(図 2B)。強い免疫反応性は核に認められた(図 2B)。

強拡大にて、核における免疫染色性を調べると、 CaMキナーゼEは核マトリックスに存在し、核小

体に結合していた(図 2D)。また、強い免疫染色性は、紡錘系中心節(図 2D、矢印)に観察され

た。免疫蛍光は、非免疫家兎IgG(図 2E)およびあらかじめ精製したCaMキナーゼEで処理した抗

体(図 2F)では観察されなかった。このことは、免疫染色が特異的反応であることを示している。

図2. 培養アストロサイトにおけるCaMキナーゼEの免疫蛍光局在部位

A、C;位相差顕微鏡所見

B、D;精製抗CaMキナーゼH抗体による免疫蛍光
E;非免疫家兎IgG、 F;精製CaMキナーゼE処理抗体による免疫蛍光
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2. C/EIヨP蛋白質の培餐アスト口サイトにおける存在と同定

間接免疫蛍光抗体法を用いて、培養アストロサイトにおけるC/EBP蛋白質の存在と分布を調べた。

図3は、 C/EBPα、C/EBP[3、 C/EBPOに対する抗体を用いて検索した位相差顕微鏡所見と免疫蛍光

顕微鏡所見を示している。 C/EBPa免疫反応性はアストロサイトには観察されなかった。 C/EBP[3、

C/EBPOに対する強い免疫染色性が、アストロサイトの特に核に強く観察され、細胞質では弱かっ

た。非免疫家兎IgGやC/EBPで、あらかじめ吸収処理を行なった抗体では免疫蛍光は観察されず、反

応の特異性を示していた。

図3.培養アストロサイトにおけるC/EBP局在部位

A， C， E;位相差顕微鏡所見

B， D， F; それぞれ抗C/EBPαヲ C/EBP~， C/EBPo杭体を用いての免疫蛍光

免疫組織化学法による検索はイムノフロッテイング法によって確認された。アストロサイト (A)

には、 C/EBP[3、 C/EBPOが存在しているが、 C/EBPaは検出されなかった。対照として用いた肝臓
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C B A (L)では、 C/EBPo:、 C/EBPsが存在

C/EBPll C/EBPIl C/EBPα 
していたが、 C/EBPδは検出されな

図4.培養アストロサイトにおけるC/EBP

のイムノブロット

L A L A L A かった(図 4)。

3. C/EBPのmRNAと蛋白質発現に対

45K -一司
するグルタミン酸刺激の効果

グ培養アストロサイトを用いて、
31 K一一

ルタミン酸刺激によるC/EBPmRNA

レベルに対する効果を調べた(図 5)。

時間的経過で、 C/EBPsとC/EBPoに

変化がみられ、 C/EBPo:は上述のと

A;アストロサイト、 L;肝臓
おり存在していなかった(凶 5A)。

Time (min) 

10 30 60 120 360 720 L 5 o A 

図5Aで得られたデータを統計的処

(図 5B)、C/EBPsmRNA 理すると

2SS 

一一-'85 
C/EBPα はグルタミン酸刺激後、約60分で220

%まで増加し、以後減少して元のレ

C/EBPs 
ベルに戻った。一方、 C/EBPoは、

グルタミン酸刺激によって減少し始

C/EBPo 

l20分で最低のレベルとなり、

以後、徐々に回復し、 12時間で元の

め、

務柄通題検GAPDH 

レベルに戻った。

グルタミン酸濃度の効果を調べる

と、 C/EBPsmRNA増加には、 5∞μM

一町-一一 CESP自
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B で最高の刺激効果が得られた。

グルタミン酸による培養アストロ

サイト刺i敷によって、 C/EBPmRNA 

の変化が認められたことから、 C/

EBP蛋白質レベルへの効果を調べた。

図6えに示すように、グルタミン酸

刺激によってC/EBPsレベルは増加

o し、 C/EBPoは減少した。得られた
720 

図5. C/EBP mRNAレベルに対するグルタミン酸刺激効

果

6曲480 240 360 

Time(min) 

120 。
データを統計的処理によって要約す

ると、有意にC/EBPsは増加し(刺激

後2時間)、 C/EBPoは減少した(刺

A ;C/EBPα、C/EBPs、C/EBP8、GAPDH(対照)のDNA
プロープによるmRNAの変化、 L、肝臓

-8-

このことは、 mRNA激後6時間)。



変化に伴って蛋白質レベルが変動している

ことを示している。

4. C/EBPのDNA結合活性に対するグルタ

ミン酸刺激効果

培養アストロサイトをグルタミン酸刺激

後、 C/EBPDNA結合活性が変化するかど

うかゲルシフト測定法を用いて調べた。

DNAプローブとして、 C/EBPが結合するこ

との知られている二重らせんオリゴヌクレ

オチドを用いた。グルタミン酸刺激後、 2

時間、 6時間でDNA結合蛋白質が認められ

た。過剰のラベルしていないプローブをi添

加すると、結合蛋白質バンドは消失した。

さらに、反応液をあらかじめ、 C/EBP仏

C/EB郎、 C/EBPOの抗体で処理しておくと、

C/EB郎、 C/EBPδでは結合蛋白質バンドが

消失し、上部に移行した。 C/EBP，αでは変

イとを言Eめなかった。このことは、グルタミ

ン酸刺激によって、培養アストロサイトに

おけるC/EBPDNA結合活性の上昇してい

ることを示している。

5. グルタミン酸刺激によるCaMキナーゼE自己燐酸化反応とC/EBPs燐酸化反応の上昇

A 
C疋BPsCIEBPd 
ro rー「

Glulamate -酔四+ー+
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31 K ...... ・

B 
200 

{
ポ
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国
同
U
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O
」

F
Z
2
0
2
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園 Conlrol
園 Glutamate

*安.P<O.Ol 
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ClEBPs CIEBPe 

図6. グルタミン酸刺激によるC/EBP蛋白質レベ

ルに対する効果

A;ウエスタンプロット分析
B データを統計的処理した値を示す。
*叩く0.01(対照に対して)

あらかじめ、培養アストロサイトを13時間、lOOnMTPAで処理し、 PKCの効果を除去した。 PKC

活性の消失した細胞を [32pJオルト燐酸で5時間ラベルした。このように処理した細胞を用い、グ

ルタミン酸刺激を行なった(図7)。免疫沈降法によって、 CaMキナーゼE、C/EBPsを特異的に検

索した。グルタミン酸刺激(G)後5分で、 CaMキナーゼE自己燐酸化反応、 C/EBPs燐酸化反応が

上昇していた(図 7A)。細胞内Ca2
+キレーターであるBAPTA-AM(B)で細胞を処理しておくと、そ

の上昇は阻害された。図 7Bは得られたデ}タを統計的処理をして要約したものである。グルタミ

ン盟主刺激によって、 Cめ4キナーゼE自己燐酸化反応とC/EBPs燐酸化反応は有意に上昇し、 BAPTA

-AM処理により、完全に阻害された。このことは、グルタミン酸刺激によって細胞内にCa2
+が流入

し、臼MキナーゼEが活性化される。続いて、 C/EBP肘ぎ燐酸化されることを示唆している。

6. MIN6細胞におけるCaMキナーゼEの同定

MU可6細胞からCaMキナーゼEを既報の方法に従い、部分的に精製した。部分精製したキナーゼ、

が確かにCaMキナーゼ、Eであることを次の方法によって調べた。 a) ラット脳CaMキナーゼEに対

-9 
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図 7_グルタミン酸刺激によるCaMキナーゼE自己燐酸化反応とC/EBP燐酸化反

応に対する効果

Glu Control 

。

A;CaMキナーゼll(CaMKll)自己燐酸化反応とC/EBPs燐酸化反応を示すオートラジオ
グラフ、 C、対照 ;G、グルタミン酸;B、BAPTA-AM

B;データを統計的処理した値を示す。 "pく0_01 (対照に対して)

する抗体はラット脳CaMキナーゼEα、戸サブユニットを認識した。本抗体を用いると、 MIN6細胞

には[;5印 aバンドが検出された(図 8B)。本蛋白質は、 Ca2+/カルモデュリン (C泌1)存在下に自己燐

、シナプシン I、MAP2、平i骨筋ミオシン軽鎖、酸化された(図 8C)。本酵素の基質を調べると、

エリン塩基性蛋白質が燐酸化され、脳CaMキナーゼEの良好な基質として役立つ蛋白質が燐酸化さ

これらの結果は、 55kDa蛋白質古、f町6細胞に存在するCaMキナーゼEアイソれることがわかった。

フォームであり、脳酵素と共通した性質を持っていることを示している。

7 _内因性基質の同定

MIN6細胞膜分画には、 84kDa蛋白質が存在し、脳シナプシン Iに対する抗体に免疫反応した。 84

-lOー
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RAT RAT Ca 2+ ( +) ( + ) 

BRAIN MIN 6 BRAIN MIN 6 CaM (ー(+) 

ORIGIN ・4惨

2国)K-叫炉

116 K・噌惨

97K-

68K・+

45K-

_55K 

FRONT ...... 惨

図E.MIN6細胞に存在するCaMキナーゼEのイムノブロァ卜による解析と自己燐酸化反応

MIN6細胞からの既報の方法によりCaMキナーゼEを部分精製し、得られた酵素標本を蛋白質染色(A)、

イムノプロット (B)、自己燐酸化反応(C)を調べた。

kDa蛋白質はSDS-PAGE上、脳シナプシン Ia、 Ibの間に移行する lバンドとしてみられた(図9

A)。木蛋白質は精製した分泌穎粒分画にも存在することがわかった(図 9A)。
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図9.MIN6細胞から精製したシナプシン I様蛋白質(SILP)のイムノブロット分析とCa2+/CaM

依存性燐酸化反応

A.イムノプロット

B.免疫沈殿した後、内因性酵素による燐酸化反応を調べた。

C.免疫沈殿した後、外因性CaMキナーゼEとaAMP-キナーゼ触媒サブユニットをそれぞれ添加して燐酸化反応

を調べた。
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細胞ホモジェネイトにCa2+/CaMを添加すると、 84kDa蛋白質の燐酸化反応、が見られた(図 9B)。

cAMIPを添加した時には、極めてわず

らかにするために、 MIN6細胞を可溶化し、免疫沈殿した沈殿物に別に精製したCaMキナーゼE、

cAMPキナーゼ触媒サブユニットを添加して燐酸化反応を調べたところ、 84印 aの蛋白質は強く燐

酸化された(図 9C)。

脳シナプシン Iの燐酸化部位は、 CaMキナ}ゼEとcAMP-キナーゼの問で異なっている。黄色ブ

ドウ球菌V8プロテアーゼで処理すると、 cAMP目キナーゼとCaMキナーゼEによる燐酸化シナプシン

Iからは、それぞ、れ10kDa(図1Of)と30kDa(図10e)の部位 lと2の燐酸化ペプチドが得られる。

84kDa蛋白質がシナプシン Iと類似していることから、 cAMP-キナーゼとCaMキナ}ゼEで燐酸化

後、同プロテアーゼで処理したところ、それそ、れ10ゆ a(図lOd)、30印 a(図lOc)の燐酸化ペプチ

ドが得られた。このことは、 84kDa蛋白質がシナプシン Iに構造的に類似した蛋白質であることを

示している。本蛋白質をシナプシン I様蛋白質(S江p)と名付けた。

a b c d e f 
ORIGIN 

E'6 K 図10.SILPの燐酸化部位
'15 K 

al K S~e2 
MIN6細胞に存在するSILPを免疫沈殿

し、 CaMキナーゼEとa)lmMEGTA;b)l 
rnM Ca2+;c) lmM Ca2+と3μMCaMおよ
び'd)cAMPキナーゼ触媒によってSILP
を燐酸化した後、黄色ブドウ球菌プロ
テアーゼで処理した。脳シナプシン I
をe)CaMキナーゼE、f)cAMP-キナ}

14K 
ゼ触媒サブユニットとインキュベイト

Sile 1 し、同様のプロテアーゼ処理をした。

FRONT 

8. SILPのMIN6細胞における燐酸化反応

MIN6細胞を用い、あらかじめ [32pJ正;燐酸でATPプールを燐酸化した後、 5μMイオノマイシン、

56m'¥1 KCl、25mMグルコース、 0.37mMトルブタマイドで細胞刺激した(図11)。反応後、 SILPと

CaMキナーゼEを免疫沈殿し、沈殿物をSDS-PAGE、オ}トラジオグラフィーで分析した(図11A、

B、C)。上記のインスリン分泌刺激物質はいずれもSILP燐酸化反応、 CaMキナーゼE自己燐酸化反

応を増強させた。図11DI立、得られたオートラジオグラフの結果をバイオイメージングアナライザー

によって解析じ、統計的に処理したものである。 CaMキナーゼ E自己燐酸化反応、 SILP燐酸化反

応がインスリン分泌刺激因子に反応して、有意に上昇していることがわかる。
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MIN6細胞におけるCaMキナーゼ E自己燐酸化反応とSILP燐酸化反応

MIN6細胞をあらかじめ [~pJ 正燐酸と 37'(; 、 5 時間、インキュベイトした。 KRHで一度洗った後、 KRH と 30
分間インキュベイトし、それぞれのインスリン分泌、刺激因子を添加し、 3分(AとB)、10分(C)間インキユベイト

した。 CaMキナーゼE、SILPは抗体によって免疫沈殿後、 SDS-PAGE、オートラジオグラフイーによって分析し

一~。
A， B， C;オートラジオグラフ

D;データの統計的処理結果、左側はA、Bのデー夕、右側はCのデータ
￥ ;P<O.Ol 

内
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[Ca2+Ji、CaMキナーゼE自己燐酸化反応、 SILPの燐酸化反応とインスリン分泌の時間的経過の9. 

比較

CaMキナーセ、Eがインスリン分泌、に果たす役割をさらに検索するために、種々の分泌刺激因子に

よる細胞内Ca2+濃度 ([ca2+]il、CaMキナーゼE自己燐酸化反応、 S江R燐酸化反応の経時的変化を

調べ、互いの相関性を検討した。

図12は、 25mMグルコース、 O.37mMトルブタマイド、 56mMKC1を投与した時に観察される [Ca2+J

Iの経II'f的変化を示している。グルコースとトルブタマイド刺激の聞に、 [Ca'+]iの経時的パターン

トjレに大さな相違が認められる。グルコース投与では、 [Ca2+]iが徐々に上昇していくのに対し、

ブタマイド投与では、投与直後に急激な上昇が見られ、その後、ゆっくりと減少していることがわ

かる。 56mMKC1では、投与直後に鋭いピークを示し、一旦減少した後、徐々に増加の傾向を示し

ている。

300 

200 

100 25 mM glucose 

200 

100 

(
E
Cご
【
占
m
w
U
] 0.37 mM tolbutamide 

o 

300 

400 

200 

56mMKCI 

10 20 

TIME(mln) 
30 

。。

インスリン分泌刺激因子添加後のMIN6細胞内[Ca2+]iの経時的変化

トJレブタマイ

図12.

MIN6細胞をあらかじめfura-2とインキユベイトした後、グルコース、
ド、 KClで刺激した。蛍光の強度は340nm/380nmの比で測定した。

このような経時的 [Ca2+Ji変化とCaMキナーセ、E自己燐酸化反応、 S江P燐酸化反応、インスリン

トルブタグルコ}ス、分泌の経時的変化との相関性を調べたのが図13に示されている。図13Aは、

-14 



トルブタマイド投与では、マイド投与時のCaMキナーゼE自己燐酸化反応の変化をみたものである。

急激な自己燐酸化反応、の上昇を観察し、その後徐々に減少している。グルコース投与では、投与直

後の急激な上昇はみられず、ゆっくりと増加していることがわかる。

トルブタマイド投与では、投与直後の急激な上昇がみられた次に、 SILP燐酸化反応を調べると、

(図13B)。それぞれのパターンは、グルコース投与では徐々に上昇していることがわかるのに対し、

CaMキナー

(図13B)が、それぞれ分泌

さらに、に極めて類似している。

(図13A)、SILP燐酸化反応のパターン

(図13A)CaMキナーゼE自己燐酸化反応のパターン

ゼE自己;燐酸化反応のパターン
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図13. MIN6細胞をトルブタマイド、グルコースによって刺激した後にみら

れるCaMキナーセ、E自己燐酸化反応(A)、SILP燐酸化反応(8)、イ

ンスリン分泌(C)
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刺激因子を投与した時の[Ca'+Ji経時的変化のパターンと相関していることが理解される。すなわち、

細胞内CaZ+濃度の上昇によって、 C必4キナーゼE自己:燐酸化反応、が惹起きれ、活性化されたCaMキ

ナーゼEがSILPを;燐酸化するに至るカスケードの存在を示す結果と考えられる。

0.37mMトルブタマイド、 25mMグルコース投与時のインスリン分泌の経時的変化を調べた(図13

C)。トルブタマイド投与時には、インスリン分泌はグルコース投与時に比較して初期に上昇した。

グルコースを投与すると、投与後15分以後にインスリン分泌が増加し、トルブタマイド投与時のレ

ベルを超えた。インスリン分泌もまた、トルブタマイド投与時に、投与直後に急激な上昇があるの

に対し、グルコース投与時には徐々に上昇していくパターンを示すことがわかった。これらの結果

は、トルブタマイド、グルコースなどのインスリン分泌刺激因子を投与した際に観察される [Ca'+Ji、

CaMIキナーゼE自己燐酸化反応、 SILP燐菌変化反応の経時的変化のパターンとインスリン分泌の経時

的変化のパターンが極めて相関していることを

示している。

10. CaMキナーゼ E活性化反応とインスリン分泌

との相関性

CaMキナーゼEのCa'+/CaM非依存性活性の

上昇は、自己燐酸化反応によって惹起され、酵

素の活性化反応と考えられている。そこで、

種々のインスリン分泌刺激因子投与後のCaMキ

ナーゼE活性化反応(Ca2+/CaM非依存性活性)

とインスリン分泌の相関性を調べた(図14)。

グルコース、トルブタマイド、 KCI、イオノマ

イシン投与により、投与後10分に認められた

CaMキナーゼ IICa2+/CaM非依存{生活性(図14A)

は、同じ時間経過で測定したインスリン分泌

(区14B)の程度とよく相関していることがわ

かる。すなわち、 Ca2+/CaM非依存f生活性は、

上言。インスリン分泌刺激因子投与によって4.4

:t0. 2% (対照群)が5.6:t0.4%、8.0:t0.4%、

8.6土0.5%、14.2:t0.6%に上昇した。インス

リン分泌の変化は、向じ順序で、 13.2:t1.5μU 

/1 x 10'細胞(対照群)から、 17.3士1.9、20.2

:t1.8、24.8:t2. 9、33.7:t2. 9μU/1 x 10'細胞に

上昇した。

。
"0.埼九% を々 匂 % 旬、、向山 句弘

喝~#o. "r 
~ 

図14.MIN6細胞におけるインスリン分泌刺激

因子のCaMキナーゼE非依存性活性とイ

ンスリン分泌に対する効果

MIN6細胞を、無添加(con位01)、 25mMグルコース、
0.37mMトルブタマイド、 56mMKCI、5μMイオノマイ
シンと10分間インキュベイトした後、 CaMキナーゼE
Ca" /CaM非依存性活性と培養液中に分i息されたイン
スリンを測定した。
ぺPく0.05; .. Pく0.01
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MII¥J6細胞からのインスリン分泌に対するサイクロスポリンA(CsA)の効果• 1
 

1
 

グルコース添加に反応してインスリン分泌をするMIN6細胞を用い、刺激因子の添加、無添加の

条件下におけるインスリン分泌に対するCsAの効果を調べた(図15)03mMグルコース、 25mMグル

コース、 0.37mMトルブタマイド、 56mMKClを添加して、 3μM/CsA存在、非存在下でのインスリ

(図15)0 3j.lMグルコース添加では、 CsAは何の効果も示さなかった。それに対しン分泌を測定した

このように、て、分泌促進因子{勅Eの条件下では、 CsAはインスリン分泌をいずれも増加させた。

CsAは、刺激因子によって増加するインスリン分泌を増強させた。
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濁 CsA(+) 
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食
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56mM KCI O.37mM 
Tolbutamide 

25mM Glucose 3mM Glucose 

図15. インスリン分泌に対するCsAの効果

MIN6細胞は3mMグルコースと3C分間あらかじめインキユベイトした後、各薬物と30分間インキユベイト
し、培養液中に分泌されたインスリン濃度を測定した。
口.CsA無添加;I回 3μMCsA

CsA効果が最適に発揮される濃度を25mMグルコース添加条件下で調べた(図16A)。図16Aから明

らかなように、 ED"，Iま約1.3μM、3凶1CsAで最大のインスリン分泌効果が得られた。さらに、 CsA

(図16B)。のインスリン分泌増強効果は、 PP2B阻害効果に基づいて発揮されているかどうか調べた

興味深いことは、 CsAの効果は、 MIN6細胞培養液中に投与し、反応後、細胞をホモジ、エナイズして、

そのとi青中のPP2Bを測定したときに観察されることである。すなわち、細胞系に投与されたCsAは、

ホモジェナイズ後も、阻害細胞H真を通過して細胞内に到達し、 PP2Bを阻害してそのまま結合して、

このようにして測定したCsAの効果は、 IC50が約

0.9μM、最大の阻害効果は3μMで得られ、インスリン分泌増強効果と密接に相関していることがわ

かった(図16B)。

効果が失われずに保持されることを示している。

CsAは電位依存性Ca2
+チャネルを阻害することが報告されている。 MIN6細胞からのインスリン

ウ

dl
 



分泌、には、電位依存性L型Ca2
+チャネルが重要な役割を演じていることが知られているので、蛍光

を発するフラー2を用いて、細胞内Ca2
+濃度([Ca'つi)を時間的経過で測定した。 CsAは[Ca2

+Jjに対

し特記すべき効果を示さなかった。このことは、 CsAの効果は電位依存性Ca2
+チャネルを介して発

揮されているのではないことを示している。
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MIN6細胞は3mMグルコースと30分間インキュベイトした後、 25μMグルコースと種々のi農度
のCsAと6C分間インキュベイトした。 A)培養液中に分泌されたインスワン濃度を測定した。
B)細胞抽出液を調製し、 PP2B活性を測定した。

12. CsA存在下におけるインスリン分泌増強効果の時間的経過

25mMグルコースによって刺激されるインスリン分泌促進作用に対するCsA効果の時間的経過を

調べた(図17)0CsAは、反応後10分以内には効果を示さなかったが、反応後10分以後には、対照に

18-



比較して有意な増強効果を示した(図17)。刺激効果は、 30分から120分まで、ほとんど変わらなかっ

た。これらの結果は、 CsAがグルコースによるインスリン分泌促進作用の第 l相には効果を持たず、

第2相に対して増強作用を持つことを示している。

* 一一-0-一-25 mM Glucose 
ー一・』ー 25mM Glucose + CsA 

(x103) 
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(回
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師
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mz- 。

100 50 。
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図17.CsA添加、無添加におけるグルコース刺激インスリン分泌の時間的経過

MIN6細胞を25mMグルコ}ス存在下、 CsA無添加、 3mMとインキュベイトし、培養液中
インスリン濃度を測定した。
ぺPく0.01

13. CsA.のCaMキナーゼE自己燐酸化反応とSILP燐酸化反応に対する効果

グルコースによるインスリン分泌反応に対するCsAの増強効果の仲介因子を調べるために、 CaM

キナーゼE自己燐酸化反応、 SILPとMARCKS燐酸化反応を調べた(図18)0CaMキナーゼE自己燐

酸化反応とSILP燐酸化反応は、グルコース添加により増加し、 CsAはグルコースによる増加作用を

さらに増強させた(図18A)。それに対しMARCKS燐酸化反応はCsAによる増強作用を認めなかった

(図18B)0CaMキナーゼH自己燐酸化反応とSILP燐酸化反応を時間的経過の中で調べると、反応30

分で最大を示し、 60分ではまだ有意な高値を示したが、 30分に比較して両者ともに減少した(図18

C)。

シナプシン Iはシナプス小胞に結合し、神経伝達物質放出に関与している。神経細胞においては、

N末端側にAキナーゼによる燐酸化部位(部位I)、 C末端側に 2ヶ所のCaMキナーゼE燐酸化部位

(部位Il)を持っていることが知られている。 CsAによるSILP;燐酸化反応増強効果のプロテインキ

ナーゼの同定と意義を調べるために、燐酸化SILPを黄色ブドウ球菌V8プロテアーゼ、で処理後、一次

元SDS-PAGEを行なって、燐酸化部位を同定した(図19)0 CsAによるSILP燐酸化反応増強効果は、

CaMヰナーゼIl;燐酸化部位である部位Eであることが明らかになった(図19A)。部位 Iもわずかに

E燐酸化反応の CsAによる増強効果を燐酸化反応の増強が観察された(図19A)。さらに、部位 I、

Q
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l
 



Eの燐酸化反応の両方が有意に増強した統計的に処理して要約すると図19Bに示される。部位 I、

が、量的には、部位E燐酸化反応が主に増強していることが明らかになった。

OMキナ}ゼE脱;燐酸化反応、はPP2Bによって触媒されないことは明らかにされている。 CaMキ

ナーゼE自己燐酸化反応がCsA添加によって増強したことは、 PP-1活性を阻害する阻害因子 1脱燐

酸化反応カ'PP2BのCsAによる阻害によって減少し、その結果、阻害因子 lのPP-1に対する阻害効果

さら

このことは、 SILP燐酸化部位が部位E

が増加して、 PP-1によるCaMキナーゼ E脱燐酸化反応が減弱したことに基づくと考えられる。

に、 CaMキナーゼE活性化反応により SILPが;燐酸化された。
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図18. CsA添加によるCaMキナ ゼE自己燐酸化反応とSILP燐酸化反応の増加

MIN6細胞をあらかじめ5時間、['泣pJ燐酸とインキュベイトした後、 3mMグルコースと30分間インキュベ
イトした。ついで、 25mMグルコース、 CsA無添加、 3mMCsA存在下でインキュベイトした。 A)各抗体に
よる免疫沈殿後、 SDS-PAGE、オートラジオグラフイーを行なった。 B)CaMキナーゼE、SILPに取り込ま
れた燐酸量を測定した。

0， SILP; GT， CaMキナーゼE
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であることによって確かめられた。私達の以前に行なった研究結果から、 CaMキナーゼE活性化反

応、 SILP燐酸化反応、ついでインスリン分泌反応の増強が惹起されたと考えられ、 CsAの効果が同

様の様式で起こっていることが示唆された。
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図19. SILP燐酸化部位

4ト Site11 

4ト SiteI 

SILPを25mMグルコース、 CsA無添加、 3mMCsA存在下で燐酸化した。燐酸化反応後、 SDS-PAGE上のSILP

バンドをカットし、黄色ブドウ球菌V8プロテアーゼ処理した。燐酸化ペプチドをSDS-PAGE オ}トラジ
オグラフィーにて調べた。 A)1，脳シナプシン IをAキナーゼによって燐酸化反応後、処理したもの;2，脳
シナプシン IをCaMキナーゼEで燐酸化反応後、処理したもの;3-6は、図に示すとおり、 25mMグルコー
ス， CsA無添加、 3mM添加によって燐酸化反応後、処理したもの。 B)部位 1(SITE I )、 11(SITE II )に取

り込まれた燐酸量を測定した。
¥P<0.05; "pく0.01
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14. MIN6細胞におけるPP2Bの同定

PP2IBカ、1Il河6細胞に発現しているかどうかを調べるために、脳カルシニューリンAのcDNAをプ

ロープとして、 mRNAをRNAブロットによって解析した(図20)0RNAブロットを55"(で処理する

と、ラット、マウス脳と同様にMIN6細胞からのmRNAが同じ位置に検出された。しかし、洗i候液

の温度を65"(に上げると、 MIN6のバンドは消失した。一方、カルシニューリンBcDNAをプローブ

にしたバンドは、 65"(で処理しでもmRNAのバンドが検出された。 Mll叫6細胞のPP2Bサブユニット

Bは、脳から得たカルシニューリンBcDNAに親和性が高く、ラット脳、マウス脳と共通した性質

を持ヮていることが明らかになった。

言v'替えるとM別6細胞由来PP2Bは脳由来カルシニューリンと構造的に極めて類似しているが、

同一ではないことを示している。

A 

285 

18 S-

11- _，(() 
会~.. -~~ 

8 c 

会々も
図20. ラット、マウス脳、 MIN6細胞におけるカルシニューリンAmRNA

司 285

一185

ラット脳(5問)、マウス脳(5μg)、MIN6細胞(20μg)から抽出したRNAを変性後、電動泳動、オートラジオ
グラフイーを行なった。サンプルはO.l%SDSを含むlXSSCで55'(;(A)、65'(;(B)で洗糠した。カルシニュー
リンBmRNAを同溶液でユ洗滅した(C)。

MIN6細胞におけるPP2Bを確認するために、ウエスタンブロットで確かめた。 MIN6細胞抽出液を

DEAEーセルロースカラムに展開し、 Ca'+!カルモテーュワン依存性PP2B活性を指標にして、 PP2B分画

を部分精製した(図21A)。カラム上単一のピークを示した活性分画を集めて、脳カルシニューリン

Aに対するポリクローン抗体を用いてウエスタンプロットによる解析を行なった(図21B)0M闘 6

細胞から部分精製したPP2Bは脳カルシニューリンAと同じ61kDaの位置に移動し(図2lB第 l列)、

脳カルシニューリンAに対する抗体に反応した(図21B第4列)。抗体をあらかじめカルシニューリ

ンで処理しておくと、ウエスタンプロット上61印 aの位置に移動するバンドは消失した。これらの

結果は、 Mll可6細胞に存在するPP2Bは蛋白質の性質についても脳カルシニューリンに極めて類似し

ていることを示している。
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A) MIN6細胞抽出液をDEAE-セルロースカラムで展開させ、 PP2Bを部分精製した。 PP2B活性は、 EGTA

(・)、 Ca2
+/カJレモテーュリン (0)存在下で測定した。活性ピークに相当する分画を集め、濃縮した(-)。

B) J -3、蛋由貿染色;4-5、免疫染色 ;7-9、抗体を精製したカルシニューリンで処理後、免疫染色に
用いた;1，4，7、精製したラット脳カJレシニユ}リン (2ドg); 2.5.8、部分精製したマウス脳カルシニューリ

ン(3はg); 3，6，9、部分精製したMIN6細胞PP2B(20μg)。

図21.

察

本研究は、培養アストロサイトにC/EBPメンバーが存在し、調節されていることを示した最初の論

アストロサイトに存在しているグルタミン酸受容体を刺激することで、 C/EBPのmRNAレ

考N. 

文である。

ベル、蛋白質レベルが変動し、燐酸化反応、が惹起されることがわかった。

今
、
リ
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他の研究者逮は、アストロサイトにおいてグルタミン酸刺激によって最早期遺伝子であるc-fos，fos 

B、cサun、junB、zif/268のmRNAが30-120分の時間的経過で増加することを示している。本研究で

のC/EBPsmRNA増加の時間的経過と類似している。

本研究の結果は、グルタミン酸受容体刺激に基づく遺伝子発現反応が、細胞内Ca2
+上昇、続いてお

こるCaMキナーゼE活性化反応を介して惹起されていることを示唆している。すなわち、 CaMキナー

ゼEは、 C/EBPmRNAレベルの調節および燐酸化反応を介してC/EBPsの転写活性を調節しているこ

とを示唆している。今後、アストロサイトにおけるC/EBP転写促進反応の襟的蛋白質を同定すること

が必要であろう。

本研究では、 CaMキナーゼEアイソフォーム、その内因性基質であるシナプシン様蛋白質 (SILP)

が、マウスインスリノーマM町6細胞に存在していることを示した。 CaMキナーゼHファミリーに属

する酵素であることは、次のような基準を満たしていることで明らかであると考えられる。 1)脳CaM

キナーゼEに対する抗体と反応すること、 2)サブユニットが自己燐酸化反応を示すこと、 3)広い基質

特異性を示し、脳CaMキナーゼEの基質として役立つ蛋白質が本酵素にとっても良好な基質であるこ

と、 4)脳CaMキナーゼEと同じく、ホロ酵素は大きな分子量を示し、サブユニットは50-60kDaのサ

イズを示したことなどである。

脳CaMキナーゼEが50、60kDaの2種のサブユニットを示したのに対し、本酵素は55kDaの1穫のサ

ブユニットを示した。このことは、抹消組織、 1草臓ランゲルハンス島には、 52-55kDaのl種のサブ

ユニットを持つCaMキナーゼEの存在を示す報告と一致している。

MIN6細胞CaMキナーゼHの内因性基質として見出されたシナプシン I様蛋白質(SILP)はSDS-PAGE

上84kDaの位置に移行し、 lバンドを示した。本蛋白質は、種々の性質が脳シナプシン Iと極めて類

似した蛋白質で、あることが明らかになった。 1)脳シナプシン I抗体で認識されたこと、 2)分子量が脳

シナプシン Ia、 Ibに類似していること、 3)CaMキナーゼEとcAMP-キナーゼに燐酸化されること、

4)CaMキナーゼE、cAMP-キナーゼで燐酸化後、黄色ブドウ球菌プロテア}ゼで処理すると、脳シナ

プシン Iと同様に、それぞれ部位 I (lOkDa) と部位II (30kDa)の燐酸化ペプチドが得られたこと

などである。脳において、シナプシン Iはシナプス小胞に結合しており、 C必4キナーゼEの燐酸化反

応によってシナプス小胞との結合が解除され、形質膜への移行が可能になり、関口分泌を可能にして

神経伝達物質の放出を促進する。 SILPは、インスリン分泌頼粒に結合しており、インスリン分泌刺激

因子に反応して活性化されたCaMキナーゼEによって燐酸化された。インスリン分泌(ホルモン分泌)

と神経伝達物質放出との類似性を考えると、 SILPが脳における神経伝達物質放出に果たすシナプシン

Iの役割と河様の作用をインスリン分泌に発揮していると示唆された。

最近の私達の研究で、 SILPのクローニングを行ない、 cDNAを得て、構造解析をすると、 3穫のア

ミノ酸の付加と 12穫のアミノ酸が置換された脳のシナプシン Ibに一致していることが確かめられた。

今後、さらに、 CaMキナーゼE、シナプシン Iの過剰発現によるインスリン分泌に対する作用を解析

する予定である。
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CsAはMlN6細胞においてグルコース刺激インスリン分泌、を増強させた。同様のCaAの効果はトルブ

タマイ F、KCl刺激インスワン分泌、に対しでも観察された。 CsAはカルシニューリンに対する特異的

な阻害剤であるので、インスリン分泌増強作用を示すCsAの効果は、 PP2Bの極害作用を介して発揮さ

れていると考えられる。

醇臓F細胞は神経外医薬性であり、脳と共通したいくつかの性質を持っている。シナフ。ス小胞に結

合しているいくつかの蛋白質、たとえば、シナプトタグミン、小胞結合膜蛋白質 2、25印 aシナプス

結合蛋白質が、 1華臓分泌穎粒にも存在することが報告されている。このことは、シナプス小胞からの

神経伝達物質の放出機構が勝臓P細胞分泌穎粒からのインスリン分泌と共通していることを示唆して

いる。さきに、 SILP由、lIN6細胞に存在し、 CaMキナーゼEによる燐酸化反応を介してインスリン分

泌、の増強作用の惹起されることが明らかになった。さらに、 CsAによるPP2B活性が阻害され、 PPl阻

害因子 l脱燐酸化反応の阻害によってCaMキナーゼE活性化反応、 SILP燐酸化反応が起こり、インス

リン分泌増強作用の起こることが示された。このことは、インスリン分泌反応が、蛋白質燐酸化、脱

燐酸化反応、の両面から制御されていることを示している。
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